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Einleitung

l. EINLEITUNG

1. Zentralnervos kontrollierte Krankheitssymptome

Neben zahlreichen anderen Noxen, wie beispielsweise chemischen oder mechanischen Traumata,
kénnen mikrobielle Infektionen Entzindungsreaktionen hervorrufen. Der Zweck der daraufhin vom
Wirt generierten inflammatorischen Antwort liegt in der Zerstérung oder Inaktivierung des ausl6-
senden Agens und der Reinigung des betroffenen Gebietes von Zelltrimmern. Im Idealfall ist dies
die Grundlage einer Restitutio ad integrum des Gewebes. Zu diesem Zweck werden im betroffenen
Gebiet verschiedenste Zelltypen aktiviert, welche I6sliche Mediatoren produzieren. Neben lokalen
Effekten kann das inflammatorische Geschehen sich aber auch in Form eines Ubertritts dieser
Mediatoren und / oder des ausldsenden Agens (wie Bestandteilen von Mikroorganismen) auf den
gesamten Organismus auswirken, was als systemische Inflammation bezeichnet wird. Die
Gesamtheit systemischer Effekte als multifaktorielle, stereotypische Reaktion eines Organismus
auf Infektion, Verletzung oder Trauma umschreibt die sog. Akute-Phase Reaktion (APR). Diese
Reaktion geht unter anderem mit einer Reihe von zentralnervés kontrollierten Krankheitssymp-
tomen einher, welche unter dem Begriff ,sickness-behavior® zusammengefasst werden (Gabay &
Kushner, 1999; International Union of Physiological Sciences, 2001; Roth et al., 2006).

Eine mogliche Noxe, die ,sickness-behavior” im Rahmen einer APR auslésen kann, ist Lipopoly-
saccharid (LPS), ein Zellwandbestandteil gram-negativer Bakterien (Dantzer et al., 2008). LPS
gehort zur Gruppe der sog. ,pathogen-associated molecular patterns® PAMPs, die konservierten,
pathogentypischen Merkmalen entsprechen (Anderson, 2000). Da Fieber das auffallendste und
bestbeschriebene Symptom des Komplexes ,sickness-behavior® darstellt, werden diese von aulien
in den Organismus eingebrachten Noxen auch als exogene Pyrogene (fiebererzeugende
Substanzen) bezeichnet (Cooper, 1995; Zeisberger, 1999). Kommen sie in Kontakt mit Kompo-
nenten des angeborenen Immunsystems, erfolgt eine Ausschiittung sekundarer Mediatoren, die in
ihrer Gesamtheit als endogene Pyrogene bezeichnet werden (Blatteis & Sehic, 1997; Conti et al.,
2004; Dinarello, 1999; Kluger, 1991; Luheshi & Rothwell, 1996; Roth & De Souza, 2001; Zeis-
berger, 1999). Dabei handelt es sich vor allem um Zytokine, wie Interleukin (IL)-183, IL-6, Tumorne-
krosefaktor (TNF) -a und die Interferone (IFN) a, B und y, aber auch z.B. Chemokine und Eicosa-
noide (Uberblick: Roth et al., 2006).

Um die zentralnervése Kontrolle tUber die Entwicklung und den Verlauf von Krankheitssymptomen
zu gewahrleisten, missen solche peripheren Signale aus dem Blutkreislauf an entsprechende
regulatorische Zentren im Hypothalamus Ubermittelt werden (Kap. 1.2).

1.1. Charakterisierung und Bedeutung der Symptome

»Sickness-behavior* als Reaktion des Organismus auf oben genannte Stimuli wird heute als hoch-
organisierte Strategie zur Bekampfung von Infektionen verstanden (Hart, 1988). |hr Spektrum
umfasst unter anderem die Entwicklung von Fieber, Verlust an Kérpermasse unter anderem durch
Veranderungen im Lipid- und Proteinstoffwechsel, verminderten Appetit, erniedrigte lokomotorische
Aktivitdt bzw. Apathie und Lethargie, sowie verminderte Aufmerksamkeit (Dantzer, 2001; Tizard,
2008). Unter diesen Krankheitssymptomen gilt Fieber als wichtiges Kennzeichen einer z.B. bakteri-
ellen Infektion (Blatteis, 2003).
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Fieber stellt eine aktive Hochregulation der Koérpertemperatur dar (Baumgartner et al., 1996;
Liebermeister, 1887), woflir thermoregulatorische Kontrollzentren der praoptischen Region des
Hypothalamus von Bedeutung sind (International Union of Physiological Sciences, 2001). Die Exis-
tenz eines bei Fieber nach oben verstellten ,Sollwertes” als Ubergeordnete Kontrollinstanz der
Kdrperkerntemperatur, welcher die Aufrechterhaltung einer somit voreingestellten Kérpertempe-
ratur vermittelt, wird allerdings heute nicht mehr als wahrscheinlich angenommen (Romanovsky,
2007). Vielmehr geht man von einem ,Balance-Punkt® bzw. einer ,Zwischenschwellenzone“ aus,
die sich aus den spezifischen Aktivierungsschwellen zahlreicher Thermoeffektoren und deren
Regelkreise ergibt. Insgesamt bedingen diese dann die Aufrechterhaltung einer konstanten Kérper-
kerntemperatur (Romanovsky, 2007). Die regulierte Temperaturerhéhung bei Fieber wird demnach
durch ein Zusammenspiel warmeproduzierender und warmekonservierender Thermoeffektoren
infolge der Verschiebung von Aktivierungsschwellen erreicht und erhalten und durch entspre-
chendes Verhalten unterstitzt (Romanovsky, 2007; Roth et al., 2006; International Union of
Physiological Sciences, 2001). Das heilt, dass ein betroffenes Individuum z.B. neben der Thermo-
genese durch Zittern gezielt warme Orte aufsucht oder den Warmeverlust durch Zusam-
mendrangen mit Artgenossen erniedrigt (Kluger, 1991; Roth, 2000).

1.2.  Kommunikation zwischen Peripherie und ZNS

Fur die Ubermittlung einer peripheren Immunstimulation an zentralnervése Regulationszentren
wurden und werden verschiedene mogliche Wege diskutiert: (Harre et al., 2002; Konsman et al.,
2002; Lebel et al., 2000; Rummel et al., 2006; Rummel et al., 2005; Valliéres & Rivest, 1997).

Die frihe Phase der Induktion zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome scheint auf einem
sehr schnell ablaufenden nervalen Weg zu basieren (Blatteis, 2004, 2006). Dabei werden von
inflammatorischen Noxen oder von auf deren Einwirken hin gebildeten Mediatoren wie Prostaglan-
dinen oder IL-1B lokal am Ort des Einwirkens kutane Afferenzen sensorischer Nerven sowie vagale
Afferenzen stimuliert, das Immunsignal also in ein nervales Signal umgewandelt (Dantzer et al.,
1998; Goehler et al., 1999). Die Nervenenden projizieren in die Medulla oblongata des Hirnstamms
und erreichen von da aus unter anderem die praoptische Region des anterioren Hypothalamus, wo
schliellich das komplexe ,sickness-behavior® z.B. Uber die Bildung von weiteren Mediatoren im
Gehirn ausgeldst und reguliert wird (Blatteis, 2004, 2006; Blatteis & Sehic, 1997; Ericsson et al.,
1994; Ross et al., 2000; Sawchenko & Swanson, 1982). Die dabei erfolgte Riickumwandlung des
nervalen in ein zentrales Immunsignal kann auch umgangen werden, so ist eine direkte Stimulation
von Neuronen regulatorischer Zentren des Hypothalamus Uber den N. vagus ebenfalls moglich
(Dantzer et al., 2000). Eine Beteiligung dieses Weges an der Ausbildung von Krankheitssym-
ptomen ergibt sich aus Studien, in denen die Durchtrennung des N. vagus im Abdomen zu deren
Verminderung beitragen konnte (Blatteis & Sehic, 1997; Dantzer, 2001; Roth & De Souza, 2001;
Watkins et al., 1995; Zeisberger, 1999).

Nach der frihen Initiationsphase, oder parallel zu dieser, spielen vor allem Komponenten des
sogenannten humoralen Signalwegs eine entscheidende Rolle (Kap. 2., Abb. 2). Der humorale
Weg umschreibt einen Vorgang, bei dem exogene (z.B. LPS) und endogene Pyrogene (z.B. Zyto-
kine) aus der Peripherie das Gehirn erreichen, um hier Zellen genomisch zu aktivieren, welche
dann die Regulation der Krankheitssymptome initiieren. Dabei ist allerdings ein direktes Einwirken
der Substanzen auf hypothalamische Kerngebiete aufgrund der dichten Blut-Hirn-Schranke, die
das ZNS als Kompartiment gegenuber Einwirkungen aus dem Blutkreislauf effektiv abgrenzt,
unwahrscheinlich. Dennoch ist die genomische Aktivierung von Gehirnzellen durch PAMPs (wie
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LPS) und pro-inflammatorische Zytokine eine anerkannte Tatsache (Chakravarty & Herkenham,
2005; Laflamme & Rivest, 2001; Valliéres & Rivest, 1997). Daher wird von einer indirekten Signal-
weiterleitung ausgegangen, die ihren Ursprung an Ubergangsgebieten zwischen Peripherie und
ZNS hat, und von da aus Uber weitere Mediatoren bis zu regulatorisch bedeutsamen Zentren fiihrt
(Blatteis, 1992; Matsumura & Kobayashi, 2004; Roth et al., 2004; Saper & Breder, 1992; Schiltz &
Sawchenko, 2003; Stitt, 1985, 1986). Entsprechende Ubergangsgebiete stellen z.B. Zellen der
Blut-Hirnschranke und die sogenannten circumventrikularen Organe (CVO), Strukturen mit einer
veranderten Blut-Hirn-Schranke, dar (Chakravarty & Herkenham, 2005; Laflamme & Rivest, 2001;
Vallieres & Rivest, 1997; siehe auch Kap. 2.2.1.). In diesen Regionen kénnen Zielgene (z.B. fir
weitere Mediatoren) exprimiert werden, die eine Weiterleitung von Signalen ins und im Gehirnpa-
renchym ermdglichen. AuRerdem wird postuliert, dass in den friihen Phasen der humoralen Signal-
weiterleitung in peripheren Organen (wie der Leber) gebildete Prostaglandine (PG) eine wichtige
Rolle als Mediatoren spielen. Die lipophilen Molekule konnen aufgrund ihrer relativ geringen Grol3e
(350 Da) auch bei intakter Blut-Hirn-Schranke direkt aus dem Blutkreislauf ins Gehirn Gbertreten.
So konnte eine pyrogene Wirkung von albumingebundenem PGE; gezeigt werden (Steiner et al.,
2006). In spateren Phasen erhalten zentralnervds gebildete PG die Reaktion aufrecht (Steiner et
al., 2006, 2006a).

Als Teilaspekt der humoralen Theorie wird auch ein Auswandern aktivierter Immunzellen aus der
Peripherie ins Gehirn diskutiert. Diese kdnnten mit Hilfe von Mediatoren, die sie entweder an sich
gebunden tragen oder aber parakrin sezernieren, zur Aktivierung von Hirnzellen im Hypothalamus
fuhren (Netea et al., 1999). Von Bedeutung sind hierbei vor allem Neutrophile Granulozyten, die
nach LPS-Stimulation als erste Zellen ins Gehirn rekrutiert werden und nachgewiesenermalien
pro-inflammatorische Eigenschaften aufweisen (Andrews et al., 1999; Bohatschek et al., 2001;
Jiang et al., 1995; Kim, 2003; Lawson & Perry, 1995; Li et al., 2002; Matsuo et al., 1994). Aber
auch fur sogenannte perivaskulare Makrophagen ist eine Rolle in der zellgebundenen Vermittlung
peripherer Immunsignale wahrscheinlich (Schiltz & Sawchenko, 2003; Serrats et al. 2010).
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2. Stationen und Signalkaskaden des humoralen Weges

2.1. Potentielle Mediatoren in der Peripherie

Neben direkten Wirkungen exogener Pyrogene bzw. PAMPs erfiillt das angeborene Immunsystem
eine entscheidende Rolle beim ersten Schritt der Ubermittlung infektiéser Stimuli an tibergeord-
nete, regulatorische Zentren. Zu diesem System gehoéren in der Peripherie Neutrophile Granulo-
zyten, Makrophagen und Monozyten. Diese Zellen erkennen Uber Rezeptoren, sogenannte
,pattern-recognition receptors®, verschiedenste PAMPs. Dabei sind die toll-like Rezeptoren (TLR)
von zentraler Bedeutung. Die Signalibermittlung eines LPS-Stimulus findet zum Beispiel tber den
TLR4 statt (Poltorak et al., 2000). In der humoralen Theorie stellt die Produktion von endogenen
Pyrogenen die direkte Folge der Rezeptorbindung an diesen Zellen dar (Aderem & Ulevitch, 2000;
Hubschle et al., 2006; Rivest, 2003; Roth et al., 2006). Die Theorie, dass endogene Pyrogene als
Folge des Eindringens exogener Pyrogene wie LPS fir die Entstehung von Fieber und anderen
zentralnervos kontrollierten Krankheitssymptomen (mit) verantwortlich sind, stammt aus dem Jahr
1948 (Beeson, 1948). Diese endogenen Mediatoren wurden spater als Mitglieder der Zytokinfa-
milie identifiziert. Zytokine gehdren zu den am starksten induzierbaren Proteinen bzw. interzellu-
laren Signalmolekilen (Cooper, 1995). Dabei sind vor allem TNFa, IL-1 und IL-6 als sog. pro-in-
flammatorische Zytokine und IL-10 und IL-1ra als anti-inflammatorisch wirksame Zytokine hervor-
zuheben (Conti et al., 2004). Die Regulation der Zytokinmenge und -aktivitdt beruht auf einem
dichten Netzwerk gegenseitiger Beeinflussungen. Im zeitlichen Verlauf experimentell mit LPS indu-
zierter Fieberreaktionen findet sich ein charakteristisches Muster der Zytokinaktivitat im Blutkreis-
lauf. So ist TNFa nach Stimulation mit LPS das erste (nach 60 Minuten), im Plasma detektierbare
Zytokin (Givalois et al., 1994; Kluger, 1991; Long et al., 1990a; Roth et al., 1993). Anschlielend
folgen IL-1B (Jansky et al., 1995) in geringen, meist schwer zu detektierenden, und IL-6 in
grélkeren Mengen (LeMay et al., 1990; Luheshi et al., 1996; Roth et al., 1993; Roth et al., 2002;
Roth et al., 1994). Im Gegensatz zu TNFa und IL-1 bleibt die IL-6-Plasmakonzentration wahrend
der gesamten Fieberreaktion erhéht (Cartmell et al., 2000; Miller et al., 1997; Roth et al., 1993).
IL-10 kann im Anschluss an LPS-Injektionen zu spateren Zeitpunkten (1,5 - 6 Stunden) im Plasma
detektiert werden (Durez et al., 1993).

TNFa, IL-18 und IL-6 gelten als wichtigste pro-inflammatorische Mediatoren systemischer Reak-
tionen auf Infektionen mit gram-negativen Bakterien (Blatteis, 2004; Conti et al., 2004; Dinarello,
1997; Xin & Blatteis, 1992). TNFa wurde urspringlich als zirkulierender, tumorsupprimierender
Faktor und parallel als endogener Mediator fir Kachexie entdeckt (Beutler & Cerami, 1986; Cerami
& Beutler, 1988; Flick & Gifford, 1985) und wird auch mit dem Verlust an Kérpermasse im Rahmen
von ,sickness-behavior” in Verbindung gebracht. Diesem pro-inflammatorischen Zytokin werden
allerdings auch antipyretische Effekte zugeschrieben (Kawasaki et al., 1989; Morimoto et al., 1989;
Nakamura et al., 1988). IL-1a, IL-1B und IL-1ra gehéren zur IL-1 Familie der Zytokine (Ubersicht:
Roux-Lombard, 1998). Ihre Expressionssteigerung, verbunden mit der Induktion der Rezeptoriso-
form IL-1R-1 durch LPS konnte demonstriert werden. Im Blutplasma steigt IL-1B allerdings
wahrend LPS-bedingter Entziindungsreaktionen nur geringfligig an (Givalois et al., 1994; Jansky et
al., 1995; Kluger, 1991; Penton-Rol et al.,, 1999). IL-6 wird vor allem mit der Regulation der
Synthese von Akute-Phase Proteinen in der Leber in Zusammenhang gebracht (Castell et al.,
1988), spielt unter anderem auch fir die Entwicklung von Lymphozyten, Zellproliferation und Apop-
tose eine wichtige Rolle (Heinrich et al., 1998; Hodge et al., 2005; Kamimura et al., 2003;
Steelman et al., 2004). Allerdings sind auch protektive Funktionen des Zytokins im Verlauf von
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Entzindungsreaktionen mdglich (Xing et al., 1998). Die bereits basal vorhandene Konzentration an
bioaktivem, zirkulierendem IL-6 steigt wahrend des zeitlichen Verlaufs der Fieberreaktion deutlich
an (Roth et al., 1994). Einzig fur dieses Zytokin zeigt sich auRerdem eine deutliche Korrelation der
Plasmakonzentration mit der Starke des Fiebers (Jansky et al., 1995; Kluger, 1991; LeMay et al.,
1990; Nijsten et al., 1987; Roth et al., 1994). Nach lokaler Verabreichung einer niedrigen Dosis von
Pyrogenen ist IL-6 (neben Chemokinen) das einzige Zytokin, das in die Zirkulation Ubertritt (Cart-
mell et al., 2000). Unter den Interferonen wird IFNy die wichtigste Rolle in Bezug auf die Modula-
tion des angeborenen Immunsystems in Form der Férderung der Entwicklung und Funktion von
Immuneffektorzellen zugesprochen. Die Produktion erfolgt unter anderem durch T-Zellen und
naturliche Killerzellen (Stark, 1998).

LPS-bedingt produzierte anti-inflammatorische Zytokine dienen der Einddmmung der Entzin-
dungsreaktionen und der Rickkehr zum ,Normalzustand® (Fernandez-Botran, 2000; Opal &
DePalo, 2000). IL-1ra ist ein endogener Antagonist von IL-1, der an den gleichen Rezeptor bindet,
diesen jedoch nicht aktiviert (Hannum et al., 1990). Sowohl IL-1 als auch TNFa induzieren seine
Expression. IL-1ra selbst senkt die Spiegel dieser beiden Zytokine und hat auflerdem einen
hemmenden Einfluss auf lokal induzierte Fieberreaktionen (Cartmell et al., 2001; Marsh & Wewers,
1994; Miller et al., 1997a). IL-10 wirkt ebenfalls anti-inflammatorisch (de Waal Malefyt et al., 1992).
Dies beruht vor allem auf der Hemmung der Synthese pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFaq,
IL-18 und IL-6 (Howard & O'Garra, 1992). AuRerdem wird die IL-1ra-Produktion durch IL-10 gefdr-
dert (Jenkins et al., 1994).

Die Rolle verschiedener Zytokine fir die Fieberentstehung und -aufrechterhaltung konnte zum
Einen anhand von Studien Uber deren direkte Auswirkungen gezeigt werden. So bewirkt die Injek-
tion von TNFa ein relativ starkes Fieber (Dinarello et al., 1986; Goldbach et al., 1996). Auch IL-13
ist peripher oder zentral injiziert ausreichend, um samtliche Komponenten der APR, einschliellich
eines starken Fiebers und der typischen Verhaltensdepression, auszulésen (Anforth et al., 1998;
Roth et al., 1998). Alleinige Injektion von IL-6 fuhrt hingegen zu einem eher moderaten Fieber
(Blatteis et al., 1990; Harre et al., 2002). Zum Anderen untermauern verschiedene Neutralisie-
rungsstrategien einzelner Zytokine oder ihrer Wirkungen in Verbindung mit LPS-induzierten Fieber-
reaktionen diese Erkenntnisse. Werden TNFa, IL-18 oder IL-6 einzeln durch Antagonisten, I6sliche
Rezeptoren oder Antisera blockiert, kann jeweils ein deutlicher Rliickgang der Fieberreaktion beob-
achtet werden (Cartmell, 1998; Luheshi et al., 1996; Luheshi et al., 1997; Roth & De Souza, 2001;
Roth et al.,, 1998a). Die Neutralisierung der TNFa-Bioaktivitat fihrt allerdings mitunter auch zu
einer Verstarkung LPS-induzierter Fieberreaktionen, was einen Hinweis auf dessen mogliche anti-
pyretische Eigenschaften darstellt (Long et al., 1990; Long et al., 1990a). Studien mit Zytokin- oder
Zytokin-Rezeptor-defizienten Mausen bestatigten zusatzlich die Rolle von IL-18 und vor allem IL-6
fur die Entstehung zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome (Chai et al., 1996; Kozak et al.,
1998; Kozak et al., 1995; Leon, 2002). Eine fiebermindernde Rolle fir IL-10 wurde ebenfalls
anhand von Studien mit defizienten Tieren, Neutralisierungsstrategien oder direkter Verabreichung
des Zytokins in Verbindung mit z.B. LPS-Stimulation verdeutlicht (Cartmell et al., 2003; Leon et al.,
1998a). Das komplexe Zusammenspiel von Zytokinen im Rahmen zentralnervds kontrollierter
Krankheitssymptome, sowie die zugrundeliegenden Mechanismen, sind nach wie vor nicht voll-
standig und zweifelsfrei geklart und bedirfen daher weiterer Untersuchungen.
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2.2. Humorale Signalweiterleitung ins Gehirn

Als hydrophobe, relativ gro3e Molekule (15-25 kDa) kénnen Zytokine aus dem Kreislauf nicht ohne
weiteres die Blut-Hirn-Schranke passieren, um ins ZNS zu gelangen. Diese besteht aus uber tight
junctions miteinander verbundenen Endothelzellen (Matsumura & Kobayashi, 2004) und speziali-
sierten Gliazellen (glia limitans) in unmittelbarer Nahe von Endothel- und Basalmembran (Uber-
sicht: Bechmann et al., 2007; siehe auch Abb. 2). Es gibt allerdings mehrere mogliche Wege, wie
die zirkulierenden Mediatoren dennoch bis in regulatorische Hirnzentren vordringen kdnnen: Zum
Einen ist ein Ubertritt in den circumventrikularen Organen méglich, die eine durchldssige Blut-Hirn-
Schranke aufweisen (Roth et al., 2004). Zum Anderen kdnnen Interaktionen der Molekile mit
Endothelzellen im Gehirn oder perivaskularen Zellen Uber spezifische Rezeptoren zu einer Weiter-
leitung des Signals ins Gehirn fuhren (Matsumura & Kobayashi, 2004; Schiltz & Sawchenko,
2003). Auch ein zytokinspezifischer, aktiver Transport Uber ein sattigbares System ist denkbar, so
dass die Barriere der Blut-Hirn-Schranke gezielt Gberwunden werden kénnte (Banks et al., 1995).

2.21. Circumventrikulare Organe (CVO)

Circumventrikulare Organe finden sich im Gehirn aller Vertebraten. Der Name ergibt sich aus ihrer
anatomischen Lokalisation in direkter Nahe zu den Gehirnventrikeln (Hofer, 1958). Die sieben
beschriebenen CVO der Saugetiere umfassen das Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT), das Organum subfornicale (SFO), die Eminentia mediana (ME), die Glandula pinealis
(Epiphyse), das Organum subcommissurale (SCO), die Area postrema (AP) und den Plexus
choroideus (ChP) aller Ventrikel. Traditionell werden die CVO als bedeutende Hirnstrukturen fir die
Aufrechterhaltung der Flissigkeits- und kardiovaskularen Homdéostase angesehen (Ferguson &
Bains, 1996; McKinley et al., 1999a). Neben der sehr hohen Gefalidichte ergibt sich die Bedeutung
dieser Strukturen fur die humorale Signalweiterleitung vor allem aus einer veranderten Blut-Hirn-
Schranke und dem Auftreten atypischer ependymaler Zellen (McKinley et al., 2003). Einer Unter-
gruppe der CVO wird eine besondere Rolle fir die Erkennung und Weiterleitung von Signalen aus
der Zirkulation zugesprochen, weshalb diese Gruppe auch als sensorische CVO (sCVO)
bezeichnet wird. Sie setzt sich aus dem OVLT (ventral) und dem SFO (dorsal) innerhalb der ante-
rioren Wand des dritten Ventrikels (lamina terminalis) und der AP innerhalb der Wand des vierten
Ventrikels zusammen (McKinley et al., 2003). Die sCVO besitzen gebietsweise ein fenestriertes
Endothel. Daran schliet sich ein relativ weiter perivaskularer Raum an. Vom umliegenden
Gewebe sind die sCVO anatomisch und funktional durch ,tight junctions” zwischen den sie umge-
benden Ependymzellen, die auch als Tanyzyten bezeichnet werden, abgegrenzt. Neben in groRer
Anzahl vorkommenden Nervenendigungen und funktionalen Verschaltungen sind lediglich in den
sCVO auch Neuronenzellkérper lokalisiert. Gliazellen verschiedener Unterarten komplettieren die
Zellpopulation (McKinley et al., 2003). Neben den CVO im klassischen Sinn fallt auRerdem den
hochvaskularisierten Leptomeningen eine wichtige Bedeutung fur Reaktionen auf zirkulierende
Mediatoren zu (Rivest, 2009).

Aufgrund der fehlenden Blut-Hirn-Schranke kénnen Zellen der sCVO direkt in Kontakt mit zirkulie-
renden Mediatoren treten, auf die sie Uber spezifische Rezeptoren direkt (neuronal; Shibata &
Blatteis, 1991) oder indirekt (Uber die Bildung weiterer Signalmolekiile) reagieren kénnen (Roth et
al., 2004). So fanden sich unter anderem Rezeptoren fur Prostaglandine (EP2-4) im OVLT und
SFO (Ek et al., 2000; Nakamura et al., 1999). Rezeptoren fir endogene Pyrogene wurden eben-
falls mehrfach nachgewiesen, so dass Einwirkungen von TNFa (Nadeau & Rivest, 1999), IL-1B
und IL-6 (Ericsson et al., 1995; Valliéres & Rivest, 1997) aus dem Blutkreislauf auf die sCVO nahe-
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liegen. Neben endogenen Pyrogenen kdnnen PAMPs aber auch direkt, vermittelt Gber dort expri-
mierte Rezeptoren wie TLR4 und CD (cluster of differentiation) -14, Kap. 2.5.2.2.) fir die Erken-
nung von LPS, auf Zellen in den sCVO einwirken (Laflamme & Rivest, 2001; Rivest, 2003). Dies
kann zeitlich sogar vor einer peripheren Zytokinantwort auftreten. Die Reaktion von Zellen der
sCVO auf zirkulierende Zytokine lasst sich an deren genomischer Aktivierung direkt ablesen. Unter
anderem macht die Aktivierung bzw. nukledre Translokation von Transkriptionsfaktoren in sCVO-
Zellen deren genomische Aktivierung deutlich (Harre et al., 2002; Laflamme & Rivest, 1999; Nadjar
et al., 2003; Rummel et al., 2004), was durch gleichzeitige Induktion entsprechender, negativer
Regulatoren in diesen Regionen untermauert wird (Lebel et al., 2000; vgl. Kap. 2.5.). Somit stellt
die Detektion aktivierter inflammatorischer Transkriptionsfaktoren eine direkte Verbindung zur Akti-
vierung von Zellen im Zuge der humoralen Signalweiterleitung dar und bildet damit ein wichtiges
Werkzeug fur die Untersuchung der beteiligten Strukturen und Mediatoren.

Abb. 1: Schematische Darstellung der anatomischen Lage circumventrikularer
Organe (A) und der lamina terminalis der Ratte (B) im Sagittalschnitt

OVLT: Organum vasculosum laminae terminalis, SFO: Organum subfornicale, SCO:
Organum subcommissurale, Pi: Glandula pinealis, ME: Eminentia mediana, Pit: Hypo-
physe, AP: Area postrema, MnPO: Nucleus praeopticus medianus, ac: Commissura ante-
rior, oc: Chiasma opticum.
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Abb. 2: Schematische Darstellung verschiedener Komponenten des humoralen
Weges der Signalweiterleitung

Ein peripherer Immunstimulus, z.B. in Form eines Eindringens exogener Pyrogene (LPS),
bewirkt die Produktion endogener Pyrogene, die im Blutkreislauf zirkulieren. Uber peri-
vaskulare Makrophagen und Zellen der glia limitans (A), Endothelzellen, oder einwan-
dernde Immunzellen (B) kdnnen Zellen im Gehirn zur Produktion weiterer Mediatoren
stimuliert werden. In Bereichen mit undichter Blut-Hirn-Schranke (sensorische CVO,
siehe auch Kap. 2.2.1.) bilden die zirkulierenden Pyrogene direkt den entsprechenden
Stimulus fur die Produktion von z.B. Zytokinen und Prostaglandinen durch Astrozyten,
Mikrogliazellen oder Neuronen (C). Im ZNS bedingen diese Mediatoren neben direkten
neuronalen Aktivierungen die Initiation und Aufrechterhaltung der sog. ,sickness-re-
sponse” in entsprechenden hypothalamischen Kerngebieten, so dass typische Krank-
heitssymptome auftreten.
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2.2.2. Interaktionen mit Endothel-, perivaskularen und Mikrogliazellen

Die Signalweiterleitung aus dem Blutkreislauf ins Gehirnparenchym kann im gesamten Gehirn
auch Uber die Endothelzellen der Gefalde ablaufen. Diese exprimieren sowohl Rezeptoren fiir IL-1
(sowohl luminal als auch basolateral) und TNFa konstitutiv (Konsman et al., 2004; Nadeau &
Rivest, 1999) als auch das Glykoprotein gp130 als Transduktionsmolekul des IL-6-Rezeptors, tUber
das durch Komplexe von IL-6 mit dem I&slichen IL-6 Rezeptor Reaktionen ausgeldst werden
kénnen (Valliéres & Rivest, 1997; vgl. Kap. 2.5.2.4.). Unter inflammatorischen Bedingungen wird
auch die Expression des membranstandigen IL-6-Rezeptors unter anderem in Endothelzellen indu-
ziert (Vallieres & Rivest, 1997). Die genomische Aktivierung von Gehirnendothelzellen Uber IL-1
(Nadjar et al., 2003) und IL-6 (Rummel et al., 2005) konnte anhand der daraufhin in diesen Zellen
stattfindenden nuklearen Translokation der Transkriptionsfaktoren NF-kB (Nuclear factor kappa B)
bzw. STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) als Aktivierungsmarker dargestellt
werden. TLR4 finden sich im Gehirnendothel nur vereinzelt, so dass die Bedeutung von LPS als
direkter Mediator flr diesen Weg nicht von zentraler Bedeutung zu sein scheint (Laflamme &
Rivest, 2001).

Auch perivaskulare Zellen, namlich eine Gruppe von Makrophagen, die aus dem Knochenmark
stammen, kénnen an der Signalweiterleitung beteiligt werden (Bechmann et al., 2007). Beispiels-
weise konnte die Expression des IL-1R-1 durch diese Zellen nachgewiesen werden (Konsman et
al., 2004). Des Weiteren ist eine Rolle von Mikrogliazellen fiir die Verarbeitung inflammatorischer
Signale im Gehirn anzunehmen, da diese im gesamten Hirnparenchym infolge peripherer LPS-Sti-
mulation aktiviert werden (Chakravarty & Herkenham, 2005; Nadeau & Rivest, 2000; Nguyen et al.,
2002; Quan et al., 1997). Perivaskulare Mikrogliazellen kénnen auf’erdem neben Endothelzellen
an der Synthese von Mediatoren wie PG beteiligt sein (EImquist et al., 1997).

2.3. Ziele von Kommunikationswegen im Gehirn — wichtige Instanzen der zentral-
nervosen Kontrolle

King und Wood erbrachten erste Beweise daflr, dass das zentrale Nervensystem ein wichtiger
Wirkungsort endogener Pyrogene ist (King & Wood, 1958). Die praoptische Region des anterioren
Hypothalamus (POAH) bildet das wichtigste Thermoregulationszentrum des Gehirns (Cooper et
al., 1967; Jackson, 1967). In der POAH kommen warm-sensitive, kalt-sensitive und temperatur-in-
sensitive Neuronen vor. Die Hemmung warm-sensitiver Neuronen, die nicht auf der peripheren
Wahrnehmung fallender Temperaturen beruht, wird als Basismechanismus der Entwicklung von
Fieber angesehen (Hori et al., 1988; Xin & Blatteis, 1992). Eine verstarkte Warmebildung entsteht
dabei allgemein durch eine Enthemmung kalt-sensitiver Mechanismen (Boulant, 1980, 1996;
Nagashima et al., 2000).

Dem OVLT wird aufgrund seiner raumlichen Nahe zur praoptischen Region eine besondere
Bedeutung als ,pyrogene Zone des Gehirns* fir die Fieberentstehung zugesprochen (Scammell et
al.,, 1996; Stitt, 1985). Eine Aktivierung von OVLT-Neuronen einerseits durch systemische (i.v.)
Stimulation mit LPS (Elmquist et al., 1996; Roth et al., 2006) und andererseits in Verbindung mit
einer charakteristischen Fieberreaktion wurde ebenso gezeigt wie die direkte Reaktion dieser
Neurone auf die Applikation von PGE; (Prostaglandin E:), welches als wichtigster Fiebermediator
bekannt ist (Hori et al., 1992; Matsuda et al., 1992; Stitt, 1986, 1991; siehe auch Kap. 2.4.5.). So
hemmt PGE, warm-sensitive Neurone (Hori et al., 1988; Xin & Blatteis, 1992), was wiederum die
oben genannten Basismechanismen fiir Fieber aktiviert. Lasionsstudien ergaben zudem, dass das
Fehlen des OVLT die Fieberantwort auf eine LPS-, IL-1B- oder TNFa-Stimulation komplett unter-
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driickt (Blatteis et al., 1983; Blatteis et al., 1987; Hashimoto et al., 1994). Zusatzlich wurden neuro-
nale Verbindungen vom OVLT zum SFO und anderen thermoregulatorisch bedeutsamen Regionen
wie beispielsweise dem Nucleus raphe pallidus (RPa) nachgewiesen, der in Nagern an der
Kontrolle der Thermogenese durch braunes Fettgewebe (BAT) beteiligt ist (McKinley et al., 2003;
Taniguchi et al., 2003).

Da sich beispielsweise in der Ratte der Nucleus praeopticus medianus (MnPO) dorsal dem OVLT
direkt anschliel3t (Abb. 1), ist eine funktionale Zusammenarbeit beider Gehirnstrukturen nahelie-
gend. Dem MnPO kommt ebenfalls eine wichtige Bedeutung fir die Fieberentstehung zu. Dort
kommen unter anderem EP3-Rezeptoren vor, die an der Fieberinduktion durch PGE; beteiligt sind,
so dass eine EP3-Deletion im MnPO unter anderem durch LPS ausgel6stes Fieber verhindern
kann (Lazarus et al., 2007). Im Rahmen der Entwicklung von ,sickness-behavior® ist der MnPO
allerdings auch im Bezug auf das Trinkverhalten von Interesse (Ubersicht: McKinley et al., 2003).
Unter anderem wurde eine bedeutende Rolle des MnPO fur die Angiotensin-ll-bedingte Induktion
von Durst nachgewiesen. Die Stimulation durch Angiotensin-II findet dabei im Experiment je nach
Applikationsart (i.v. oder i.c.v.) im Zusammenwirken mit dem OVLT und dem SFO statt
(Cunningham et al., 1992; Gardiner & Stricker, 1985; Gardiner et al., 1985; Mangiapane &
Simpson, 1983; McKinley et al., 1995; McKinley et al., 1999).

Das SFO wurde bereits 1973 als die Hirnregion beschrieben, die fir die Stimulation des Trinkens
durch zirkulierendes Angiotensin Il verantwortlich ist (Simpson & Routtenberg, 1973). Dies ergibt
sich mdglicherweise aus einem Zusammenwirken mit anderen Regionen wie dem MnPO (Allen et
al., 2000; s.0.). Es bestehen funktionale Verbindungen des SFO unter anderem zum OVLT, zum
Nucleus arcuatus (ARC), der unter anderem an der Regelung von Appetit und Wachstum beteiligt
ist, und zur Eminentia mediana (ME) als wichtigste Nahtstelle zwischen dem Nerven- und Hormon-
system, so dass die Beeinflussung der Funktionen dieser Gebiete, vermittelt Gber das SFO, wahr-
scheinlich ist (McKinley et al., 2003). Ablationsstudien legen auflerdem eine Beteiligung des SFO
auch an der Fieberentstehung nahe (Takahashi et al., 1997). Dies wird durch die Hemmung von
LPS-induziertem Fieber durch Neutralisierung von IL-18 im SFO untermauert (Cartmell et al.,
1999).

Die AP wurde erstmals von Borison und Brizzee als ,Chemorezeptor Triggerzone® fur das
Auslésen von Erbrechen beschrieben (Borison & Brizzee, 1951). Sie befindet sich in direkter Nahe
unter anderem zum sich ventral anschlielienden Nucleus tractus solitarii (NTS), der sowohl fir
diese als auch fur andere beschriebene AP-Funktionen eine synergistische Rolle einnimmt
(McKinley et al., 2003). Eine mogliche Funktion der AP in Bezug auf die Entstehung von ,sickness-
behavior kdnnte in der Weiterleitung von Signalen Uber neuronale Wege an den Nucleus parabra-
chialis (PBC) und zur zentralen Amygdala (CeA) sowie den Nucleus interstitialis striae terminalis
(Bettkern der Stria terminalis, BST) bestehen, wo vor allem die IL-1-vermittelte Verhaltensdepres-
sion reguliert werden konnte (Dantzer et al., 2000; Ericsson et al., 1995). Au3erdem existieren
Projektionen von der AP Uber den NTS zum Nucleus paraventricularis (PVN) und Nucleus supra-
opticus (SON, Ericsson et al., 1994; Sawchenko & Swanson, 1982). Neben humoralen Signalen,
die in der AP detektiert werden, erreichen auRerdem afferente Signale aus der Peripherie Uber den
N.vagus die AP. Neuronen dieser Region kénnte somit eine Rolle fir die Integration automomer
Signale in Hirnstamm und Hypothalamus z.B. im NTS zugeschrieben werden (Price et al., 2008).
Ablationsstudien flihrten zu der Annahme, dass die AP eine wichtige Rolle fiir die Induktion der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse) spielt (Lee et al., 1998). Dabei
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kdnnte der PVN fiur die Integration von Signalen eine entscheidende Rolle spielen (Buller, 2001),
wobei die Ubermittlung z.T. tiber neuronale Verbindungen stattfindet (Hashimoto et al., 1994). Die
konstante Aktivierung der HPA-Achse im Verlauf systemischer Inflammationen flhrt zu erhéhten
Mengen an Adrenocorticotropem Hormon (ACTH) und Glucocorticoiden (Givalois et al., 1994; Roth
et al., 2002; Tollner et al., 2000; Turnbull & Rivier, 1999).

Dem Plexus choroideus (ChP) wird eine Rolle als Produzent pro-inflammatorischer Zytokine nach
Kontakt mit entsprechenden zirkulierenden Mediatoren zugeschrieben. Dort gebildetes IL-13 kann
beispielsweise Uber Diffusion aus der Cerebrospinalfliissigkeit (CSF) regulatorische Hirnareale
erreichen (Konsman et al., 1999). Die Eminentia mediana (ME) spielt in diesem Rahmen vermut-
lich ebenfalls eine Rolle, eine Volumentransmission von dort gebildetem IL-18 zum ARC wird mit
der Entstehung von Anorexie in Zusammenhang gebracht (Konsman et al., 2002).

2.4. Potentielle Mediatoren und Expression von Zielgenen im Gehirn

Die genomische Aktivierung von Zielzellen durch periphere Stimuli an den Grenzen der sCVO und
der Blut-Hirn-Schranke bewirkt letztendlich die Produktion und Freisetzung von Mediatoren inner-
halb des Gehirns. Diese Mediatoren, sowie mit ihnen assoziierte Proteine, werden im Zuge LPS-
vermittelter Reaktionen vermehrt exprimiert: Nach einer Stimulation mit LPS steigen im Gehirn
unter anderem die Spiegel von IL-1B, TNFaq, IL-6 und IL-1ra (Gatti & Bartfai, 1993; Laye et al.,
1994). Die konstitutive Expression von CD14 als akzessorisches Molekil der Signaltransduktion
am TLR4 in den sCVO wird ebenfalls nach oben reguliert (Lacroix et al., 1998; Rivest, 2003).
Endothelzellen exprimieren nach Stimulation mit LPS oder IL-13 unter anderem COX2 (Cyclooxy-
genase 2), iINOS (induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase) und IL-1B (Cao et al., 1996; Quan et
al., 1998; Wong et al., 1996). Auch Mikrogliazellen spielen eine wichtige Rolle fiir die Weiterleitung
und Verarbeitung inflammatorischer Signale im Gehirn, sie werden z.B. nach LPS-Stimulation im
gesamten Hirnparenchym aktiviert (Chakravarty & Herkenham, 2005; Nadeau & Rivest, 2000;
Nguyen et al., 2002; Quan et al., 1997).

Nach dieser ersten Induktionswelle folgt eine zweite, die vermutlich durch sekundar gebildete
Mediatoren wie NO (Stickstoffmonoxid) und PGE; getragen wird. Sie findet vor allem in perivasku-
laren Zellen und Astrozyten auf der Hirn-Seite der Blut-Hirn-Schranke statt (Herkenham et al.,
1998). Diese sekundar gebildeten Mediatoren sind zusammen mit direkter Stimulation durch die
primare Mediatorfreisetzung fur die Induktion und Aufrechterhaltung der Krankheitssymptome
verantwortlich. Im Folgenden soll kurz auf die fiir die vorliegende Arbeit relevanten Mediatoren
naher eingegangen werden.

2.41. LPS als Mediator

Rezeptoren, die direkte Wirkungen von LPS vermitteln kénnen, wurden in Form der Molekiile
TLR4 und CD14 unter anderem in den sCVO beschrieben (Laflamme & Rivest, 2001; Rivest,
2003). LPS kann hier die Induktion der IL-13- und TNFa-Expression bewirken (Breder et al., 1994;
Nakamori et al., 1993; Nakamori et al., 1994; siehe auch Kap. 2.5.2.2.), die sich bei Verabreichung
septischer Dosen auf das gesamte Gehirnparenchym ausweitet (Quan et al., 1999; Valliéres &
Rivest, 1997). Fur die Enstehung LPS-induzierter Entziindungsreaktionen konnte eine essentielle
Bedeutung der Signalweiterleitung tGber TLR4 gezeigt werden (Chakravarty & Herkenham, 2005),
was vermutlich zum Teil auf einer mRNA-Induktion von CD14, nicht aber TLR4 selbst beruht
(Laflamme & Rivest, 2001; Rivest, 2003).
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24.2. IL-1B als Mediator

IL-1B ist als wichtiges ,klassisches endogenes Pyrogen seit langem bekannt (Dinarello, 1984;
2010). Als zellulare Quelle der IL-1B-Produktion im Gehirn kommen Mikrogliazellen und perivasku-
lare, sowie meningeale Makrophagen in Frage (van Dam et al.,, 1992). Man geht von einer
primaren IL-1B-Bildung in den CVO aus, der eine Diffusion ins Gehirnparenchym folgt (Konsman et
al., 1999). IL-1B kann die Synthese weiterer pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFa oder IL-6,
aber auch anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10 und IL-1ra initiieren und wird daher als wich-
tiger Mediator LPS-vermittelter Reaktionen im Gehirn angesehen (Konsman et al., 2002). Als
Antwort auf exogene Stimuli gebildetes IL-18 scheint vor allem fir die Entwicklung von Lethargie
und Anorexie verantwortlich zu sein (Dantzer, 2001; Rothwell & Luheshi, 2000). Dies wird z.B.
durch die Fahigkeit des Zytokins, Neuronen der basolateralen Amygdala direkt zu beeinflussen,
untermauert. Auferdem kann die intracerebroventrikulare Injektion des IL-1 Rezeptorantagonisten
(IL-1ra) diese Symptome vollstandig hemmen (Dantzer, 2001). Auch IL-1B-Wirkungen auf thermo-
sensitive OVLT-Neuronen, die zum Teil auf der Bildung von PGE; beruhen, sind beschrieben
worden, beispielsweise die Verringerung der Aktivitdt von warm-sensitiven Neuronen (Hori et al.,
1988; Nakashima et al., 1989; Ota et al., 1997). Im SFO konnten Ferguson und Kollegen zusatz-
lich sogar eine direkte IL-1-vermittelte Aktivierung von Neuronen zeigen (Desson & Ferguson,
2003).

2.4.3. TNFa als Mediator

TNFa wird nach systemischer LPS-Stimulation von perivaskularen und meningealen Zellen sowie
Neuronen gebildet (Breder et al., 1993). Auch fur dieses Zytokin wurde eine negative Beeinflus-
sung warm-sensitiver Neurone, vermittelt Gber PGE,, beschrieben (Nakashima et al., 1991). Die
Rolle fir TNFa fir die Induktion von Fieber und ,sickness-behavior wird allerdings kontrovers
diskutiert (Conti et al., 2004): Im Gehirn stimuliert TNFa die Expression von Genen pro-inflammato-
rischer Proteine in Mikrogliazellen (Nadeau & Rivest, 2000) und bewirkt neben relativ starkem
Fieber (Dinarello et al., 1986; Goldbach et al., 1996) auch vermehrte Schlafphasen (Krueger &
Majde, 1994). Durch Hemmung der biologischen Aktivitat von TNFa im Gehirn kénnen diese
Symptome nach systemischer LPS-Stimulation unterdriickt werden (Cooper et al., 1994; Luheshi
et al., 1997; Rivest, 2003). Andererseits kann wiederum die Neutralisierung der TNFa-Bioaktivitat
zu einer Verstarkung LPS-induzierter Fieberreaktionen fiihren (Long et al., 1990; Long et al.,
1990a).

2.4.4. IL-6 als Mediator

Im Gehirn sind Astrozyten, Mikrogliazellen und Endothelzellen als IL-6-responsive Zellen aber
auch potentielle Produzenten von IL-6 bekannt. Sowohl LPS als auch die endogenen Pyrogene
TNFa, IL-1B und PGE: sind Induktoren der IL-6-Produktion (Frei et al., 1989; Maimone et al., 1993;
Suganuma et al., 2002). Neben deutlich erhéhten Plasmakonzentrationen an bioaktivem IL-6 steigt
die Konzentration wahrend des Fiebers auch in der Cerebrospinalflissigkeit an (Coceani et al.,
1993; Ueno et al.,, 1989). Neuromodulatorische Funktionen des Zytokins sind wahrscheinlich
(Juttler et al., 2002). So kann beispielsweise auch IL-6 Uber PGE; zur Hemmung warm-sensitiver
Neuronen fuhren (Xin & Blatteis, 1992). AulRerdem scheint IL-6 fUr die direkte genomische Aktivie-
rung von Zellen der sCVO von groRRer Bedeutung zu sein. Dies wurde z.B. fur Zellen im OVLT und
im SFO anhand der nukledren Translokation von STAT3 nachgewiesen (Harre et al., 2002,
Rummel et al. 2006). Eine entscheidende Beteiligung von IL-6 an der Fieberinduktion in den sCVO
ergibt sich auRerdem aus Studien mit IL-6-defizienten Mausen, die nach einem LPS- oder IL-1B-
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Stimulus keine Fieberreaktion mehr zeigten, auf zentrale |IL-6-Injektion aber mit deutlicher Fieber-
entwicklung reagierten (Chai et al., 1996). Trotz des geringen pyrogenen Effekts von systemisch
appliziertem IL-6 (Blatteis et al., 1990; Cartmell et al., 2000; Harre et al., 2002; Sakata et al., 1991)
scheint dieses Zytokin also von héchster Wichtigkeit fir die Entstehung von Fieber zu sein. Dies
beruht vor allem auf einer Neusynthese im ZNS, sehr wahrscheinlich auf Ebene der sCVO, dirfte
sich aber auch aus dem Zusammenspiel mit anderen Mediatoren ergeben. Aufgrund der zentralen
Rolle von IL-6 fur die humoral vermittelte Induktion von Krankheitssymptomen, ist ein moglichst
weitreichendes Verstandnis regulativer Mechanismen, die vor allem die Wirkung dieses Zytokins
bedingen und beeinflussen, von Bedeutung.

2.4.5. PGE:; als Mediator

Neben dem Ubertritt von PG aus der Peripherie im Anfangsstadium von LPS-bedingten Fieberre-
aktionen (Steiner et al., 2006, 2006a; vgl. S. 18) spielt sekundar im Gehirn gebildetes PGE; als
Mediator eine entscheidende Rolle. Dieses stammt vor allem aus Gehirnendothelzellen (Matsu-
mura et al., 1998a; Matsumura & Kobayashi, 2004; Van Dam et al., 1993) und Endothelzellen der
Blut-Hirn-Schranke, von wo aus eine Diffusion in Gehirnparenchym stattfindet (Engblom et al.,
2002; Stitt, 1990). Aber auch perivaskuldre Mikrogliazellen kommen als Quelle des Mediators in
Frage (Elmquist et al., 1997). Im Rahmen der Fieberentstehung scheint dieses sekundar zu den
entsprechenden regulatorischen Zentren (z.B. OVLT, MnPO) gelangende PGE; eine entscheiden-
dere Rolle zu spielen als lokal dort gebildetes (Yamagata et al., 2001). PGE; wird fir die Etablie-
rung zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome als Schlisselfaktor, vor allem fir die Fiebe-
rentstehung, angesehen (Roth et al., 2006). Dies erschlie3t sich aus zahlreichen Untersuchungen:
Zum Einen konnte durch Einbringen von PGE; in die cerebralen Ventrikel (Milton & Wendlandt,
1971) oder die praoptische Region des anterioren Hypothalamus (Scammell et al., 1996) Fieber
direkt ausgeldst werden. Ein Ansteigen der PGE,-Spiegel im Blutplasma und im Gehirn, welches
mit der Starke der febrilen Reaktion korreliert, wurde ebenfalls gezeigt (Milton, 1998; Sehic et al.,
1996). Dabei scheint fur die Signaltransduktion vor allem dem EP3-Rezeptor in der praoptischen
Region eine zentrale Bedeutung zuzukommen (Lazarus et al., 2007; vgl. S. 25.) Es gibt aber auch
gegenteilige Erkenntnisse, so dass in einigen alteren Studien spezifische PGE-Antagonisten keine
fieberhemmende Wirkung entfalteten (Cranston et al., 1976; Cranston et al., 1980; Laburn et al.,
1977). In Bezug auf verminderte Futteraufnahme wahrend Infektionen kommt Prostaglandinen
ebenfalls eine wesentliche Rolle zu (Dunn & Swiergiel, 1998; Swiergiel & Dunn, 2002).

Fir die Entstehung von PGE, aus Arachidonsaure sind Isoformen der COX (Cyclooxygenase) und
PGES (Prostaglandin E Synthase) wichtige Schliisselenzyme (Li et al., 1999; Zhang et al., 2003;
siehe Abb. 3). Nachdem Arachidonsaure in einem ersten Schritt durch Phospholipase A2 von
Membranphospholipiden abgespalten wurde (O'Banion, 1999), erfolgt zunachst ihre schrittweise
Umwandlung zu Prostaglandin H, durch konstitutive COX-Isoenzyme. PGES wandelt die Prosta-
glandinvorstufe PGH; schlieRlich in PGE, um. Vor allem die COX2 und die mikrosomale PGES-1
(mPGES1) haben fur die Synthese von PGE; eine zentrale Bedeutung (lvanov & Romanovsky,
2004; Matsumura & Kobayashi, 2004; Zhang et al., 2003). Die durch sie vermittelten Schritte
werden als geschwindigkeitsbestimmend fir die Prostaglandin-Synthese angesehen (Lacroix &
Rivest, 1998; Rummel et al. 2010).

Eine kolokalisierte Expression der induzierbaren Isoformen COX2 und mPGES1 gilt als wichtigste
Quelle von PGE; im Gehirn im Verlauf von Fieberreaktionen (Matsumura & Kobayashi, 2004;
Turrin & Rivest, 2004; Yamagata et al., 2001). Die gemeinsame Induktion beider Enzyme kann
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dabei als Vorstufe der verzogerten Produktion von PGE; als sekundarer Mediator im Verlauf syste-
mischer Inflammationen betrachtet werden (Murakami et al., 2000). COX2 wird unter anderem
durch pro-inflammatorische Zytokine, vor allem IL-1 (Nadjar et al., 2005) aber auch IL-6 (Rummel
et al, 2006; Conti et al.,, 2004), LPS oder andere Endotoxine und tumorigene Substanzen
(Herschman, 1996; Kujubu & Herschman, 1992; Matsumura et al., 1998) induziert. Im Gehirn zeigt
sich die Induktion der COX2-Expression im Verlauf systemischer Inflammationen in Blutgefaen,
im Parenchym und im subarachnoidalen Raum (Cao et al., 1995, 1996b, 1998; Matsumura &
Kobayashi, 2004). Exprimierende Zellen sind dabei Endothelzellen, perivaskularen Mikrogliazellen
und meningeale Makrophagen (Cao et al., 1995; Elmquist et al., 1997). mPGES1 wird auler in
Gehirnendothelzellen (Ek et al., 2001; Engblom et al., 2002a; Yamagata et al., 2001) unter
anderem in Makrophagen durch LPS-Stimulation induziert (Uematsu et al., 2002). Eine gleichzei-
tige Induktion beider Enzyme erfolgt ebenfalls infolge LPS-Injektion und anderer inflammatorischer
Stimuli wie IL-1B, TNFa und IL-6 (Cao et al., 2001; Cao et al., 1996b, 1998; Ek et al., 2001), vor
allem in Zellen der CVO (Damm et al., 2011; Rummel et al., 2005; Rummel et al., 2008), Endothel-
zellen (Matsumura & Kobayashi, 2004) und perivaskularen Zellen (Schiltz & Sawchenko, 2003).

Die Bedeutung von COX2 und mPGES fir die Entwicklung zentralnervos kontrollierter Krankheits-
symptome ist eindeutig: Eine fiebersenkende bzw. -hemmende Wirkung von Medikamenten, die
die PGE2-Synthese hemmen (Cao et al., 1997; Milton, 1998; Roth & De Souza, 2001; Yamagata et
al.,, 2001; Zeisberger, 1999; Zhang et al., 2003), in Zusammenhang mit der Verringerung auch
anderer Symptome des ,sickness-behavior wie beispielsweise Anorexie (Dunn & Swiergiel, 1998;
Swiergiel & Dunn, 2002), ist hinlanglich bekannt. Neben der anti-inflammatorischen Wirkung von
beispielsweise COX-Hemmern belegen aber auch Studien mit COX2-defizienten Mausen die
Bedeutung dieses Enzyms flr die Entwicklung der inflammatorischen Antwort, die eine ausblei-
bende Fieberentwicklung nach Stimulation mit LPS oder IL-18 in diesen Tieren zeigen (Li et al.,
2001; Li et al., 1999). In mPGES1-defizienten Mause tritt ebenfalls eine verminderte Fieberent-
wicklung auf (Engblom et al., 2003; Trebino et al., 2003). Die mMPGES1-Expression zeigt aullerdem
im zeitlichen Verlauf eine Korrelation zur wahrend des Fiebers ansteigenden PGE:Menge
(Trebino et al., 2003).
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Abb. 3: Schematische, vereinfachte Darstellung der Prostaglandinsynthese
Phosholipide als Bestandteile der Zellmembran werden durch die Phospholipase A2
(PLA2) gespalten, so dass Arachidonsdure entsteht. Diese kann durch Vertreter der
Cyclooxygenasen (COX) und Prostaglandinsynthasen (PGS) lUber Zwischenstufen zu
Prostaglandinen (z.B. PGE;) umgewandelt werden. Die induzierbaren Isoformen COX2
und mPGES1 spielen bei der Entstehung von PGE:; als Mediator im Gehirn eine entschei-
dende Rolle.

2.5. Genomische Zellaktivierung

2.5.1. Entscheidende Transkriptionsfaktoren

Die genomische Aktivierung von Zellen durch primdre und sekundare Mediatoren wird durch
Transkriptionsfaktoren vermittelt (Abb. 4). Nach der Bindung von Liganden an entsprechende
Rezeptoren werden diese Transkriptionsfaktoren im Rahmen der Signalkaskade aktiviert und
translozieren in den Zellkern (Nadjar et al., 2005; Rummel et al., 2006; Tanabe & Tohnai, 2002). Im
Allgemeinen interagieren Transkriptionsfaktoren dort mit regulatorischen Elementen von Promo-
toren der weiter davon entfernten Enhancern. Ihre Interaktion mit entsprechenden ,DNA-Erken-
nungsstellen® innerhalb dieser Elemente erhdhen die Frequenz der Initiation der Transkription.
Dies erfolgt durch direkten Kontakt des Transkriptionsfaktors mit dem sog. basalen Transkriptions-
apparat anschliefiend an seine DNA-Bindung (Johnson & McKnight, 1989; Mitchell & Tjian, 1989).
Somit kann man die Akkumulation bestimmter Transkriptionsfaktoren im Rahmen von Entzin-
dungsreaktionen als Merkmal fir genomische Zellaktivierungen betrachten, die wiederum zu
charakteristischen Expressionsmustern von Zielgenen fuhren und mit den beobachtbaren Krank-
heitssymptomen z.T. assoziiert sind.
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Abb. 4: Schema der genomischen Zellaktivierung nach peripherer Inmunstimula-
tion Uiber charakteristische Transkriptionsfaktoren

Exogene oder endogene Pyrogene erreichen nach Uberwinden der Blut-Hirn-Schranke
(vgl. Abb. 2) das Gehirn. Dort binden sie an Zellen der Hirngefale, der Blut-Hirn-
Schranke oder des Gehirnparenchyms (v. I. n. r: Endothelzellen, Astrozyten, Neurone,
Mikrogliazellen, perivaskuldre Makrophagen). Uber spezifische Rezeptoren werden inner-
halb dieser Zellen Signalkaskaden aktiviert. Diese fuhren zur Aktivierung und nuklearen
Translokation von Transkriptionsfaktoren (NF-kB, STAT3; genaues Uber die Beteiligung
von NF-IL6 [Nuclear Factor-IL-6] ist bisher noch nicht bekannt). Das ,Milieu® aktivierter
Transkriptionsfaktoren bedingt charakteristische Expressionsmuster ihrer Zielgene (Zyto-
kine, Enzyme der Prostaglandinsynthese und endogene, negative Regulatoren der Tran-
skriptionsfaktoren; Kasten unten). Die Akkumulation von NF-kB und STAT3 im Zellkern
wurde bereits vielfach als Marker fur zelluldre genomische Aktivierung bestimmter Hirna-
reale in frihen Phasen der Entziindungsreaktion herangezogen.

Bei Entziindungsreaktionen werden unter anderem STAT3 und NF-kB aktiviert (Akira, 1997; Nadjar
et al., 2003). Diese Aktivierungen, bzw. die nukledren Translokationen, zeigen typische neuroana-
tomische Verteilungsmuster (Kozak et al., 2006; Rummel et al., 2006; Kano et al., 2003; Nadjar et
al., 2005a) und werden durch primare Mediatoren wie LPS, TNFa, IL-1 oder IL-6, die das Gehirn
erreichen, ausgeldst. Das Zusammenspiel dieser Mediatoren bedingt ein ,Milieu“ aktivierter Tran-
skriptionsfaktoren, die durch gegenseitige Forderung oder Hemmung und verschiedene Auswir-
kungen auf die Expression von Zielgenen in verschiedenen Zellen miteinander interagieren
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(Agrawal et al., 2003). Fur genauere Informationen uber die Beteiligung der primaren Mediatoren
im Einzelnen, bzw. in spezifischen Kombinationen an dem resultierenden ,Cocktail® aktivierter
Transkriptionsfaktoren im Gehirn, bedarf es allerdings noch weiterer Untersuchungen. Dartber
hinaus liegen nur unzureichende Daten Uber die Bedeutung der kombinierten Aktivitat verschie-
dener Transkriptionsfaktoren flr die Expression von Zielgenen und damit verbundene Krankheits-
symptomen vor.

2.5.1.1.NF-xB

NF-kB als Mitglied der Transkriptionsfaktorfamilie rel liegt zytosolisch meist als Dimer aus den
Proteinen p50 (DNA-bindend) und p65 (transaktivierend) vor. Durch Komplexbildung mit IkB-(Inhi-
bitor of kB) Proteinen wird in ruhenden Zellen die nukledre Translokation und somit die Initiation
der Transkription verhindert (Ubersicht: Baeuerle & Baltimore, 1996). Diese Inhibition wird erst
durch einen aktivierenden Stimulus aufgehoben, wobei die IkB zweifach phosphoryliert und
anschliel’end ubiquitiniert werden, so dass ihr Abbau im 26S Proteasom erfolgt (siehe auch Abb. 5
und 6). AnschlieBend kdnnen die freien NF-kB-Dimere in den Kern translozieren und an regulatori-
sche Elemente (,kB enhancer elements®) binden (Baeuerle & Henkel, 1994; Siebenlist et al., 1994;
Chen et al.,, 1995). Eine negative Regulation von NF-kB-vermittelten Reaktionen wird unter
anderem dadurch erreicht, dass der Transkriptionsfaktor selbst die Expression von IkBa forciert
(Abb. 4), so dass sich anschlielfend an die Aktivierung wieder vermehrt inaktive NF-kB-Komplexe
zusammenfinden (Hanada & Yoshimura, 2002). Der endogene Inhibitor IkBa wird auf inflammatori-
sche Stimuli hin schnell und anhaltend im Gehirn exprimiert, in Endothelzellen von Gehirnkapil-
laren und in Mikrogliazellen im Parenchym (Laflamme et al., 1999; Laflamme & Rivest, 1999; Quan
et al.,, 1997). Das anti-inflammatorische IL-10 kann eine verminderte Degradation von IkBa
bewirken und auf diese Weise NF-kB-Wirkungen unterbinden (Lentsch et al., 1997). NF-kB wird
eine Schlisselrolle fir die Initiation von Inflammationen zugesprochen. Unter anderem ist eine
Beteiligung an der Expression von Adhasionsmolekiilen und daraus resultierender Leukozytenmi-
gration, sowie zahlreicher pro-inflammatorischer Zytokine bekannt (Chen et al., 1995; Lawrence et
al.,, 2001). Andererseits kann NF-kB aber auch an der Produktion anti-inflammatorischer Media-
toren wie TGF (transforming growth factor) -B1 beteiligt sein (Lawrence, 2001).

2.5.1.2. STAT3

Die STAT-Familie umfasst bisher 7 Mitglieder, von denen STAT3 am weitesten verbreitet ist (Bhat-
tacharya & Schindler, 2003). Nach Phosphorylierung der in ruhenden Zellen einzeln im Zytosol
vorliegenden STAT3-Molekiile, kbnnen diese Homodimere oder Heterodimere mit anderen Tran-
skriptionsfaktoren bilden und in dieser Form in den Nukleus translozieren (Gerhartz et al., 1996;
Stahl et al., 1995; Wegenka et al., 1993; Zhong et al., 1994; siehe auch Abb. 7). Allerdings findet
auch ein konstitutiver Im- und Export nicht-aktivierter STAT-Molekule statt, denen eine Bedeutung
als Koaktivatoren zugeschrieben wird (Meyer et al., 2002; Chatterjee-Kishore et al., 2000).

Die Signaltransduktion ber STAT-Molekiile basiert auf rezeptorassoziierten Tyrosinkinasen der
JAK- (Janus-Kinase) Familie wie JAK2 (Lutticken et al., 1994; Stahl et al., 1994; vgl. Kap. 2.5.2.4.).
Sie kann durch endogene JAK Inhibitoren der SOCS- (suppressor of cytokine signaling) Gruppe
negativ reguliert werden (Krebs & Hilton, 2001; Yasukawa et al., 2000). SOCS3 vermittelt die Inhi-
bition Uber die Bindung an Zytokinrezeptoren und damit verbundene Hemmung der JAK-Aktivitat
(Sasaki et al., 1999; Yasukawa et al., 1999; siehe auch Abb. 7). Somit dient SOCS3 als negativer
Regulator STAT3-induzierender Signale wie IFNy oder IL-6 (Cassatella et al., 1999). Eine direkte
Aktivierung dieses negativen ,feedbacks® durch IL-1B, TNFa oder LPS konnte ebenfalls nachge-
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wiesen werden (Bode et al., 1999; Boisclair et al., 2000). Die negative Regulation durch SOCS3
wird von der STAT3-Aktivierung selbst initiiert (Abb. 4), indem dieser Transkriptionsfaktor die
Expression des Inhibitors steigert, so dass hier von einem autoregulatorischen Mechanismus
ausgegangen werden kann (Hanada & Yoshimura, 2002). SOCS3-Expression kann somit als indi-
rekter Aktivierungsmarker von STAT3 angesehen werden (Lebel et al., 2000). Langfristig fuhrt eine
Zytokinstimulation jedoch wieder zum Abbau von SOCS3, was uUber Ubiquitinierung und Abbau in
Proteasomen erreicht wird (Hanada & Yoshimura, 2002; Elliott et al., 1994).

STAT3 wird allgemein durch Zytokine der IL-6-, IL-10- und IFN-Familie beeinflusst (Kisseleva et al.,
2002). Eine nukleare Translokation von STAT3 infolge LPS-Stimulation wurde erstmals von
Konsman et al. fur das OVLT gezeigt (Konsman et al., 2000). Zwei im Rahmen inflammatorischer
Reaktionen bedeutende, von STAT3 wahrscheinlich zumindest indirekt regulierte Zielgene, sind die
Gene fur COX2 und mPGES (Oka et al.,, 2007; Rummel et al., 2006). Eine konstitutiv erhéhte
STAT3-Aktivierung wird haufig beim Vorliegen chronischer Inflammationen festgestellt (Hanada &
Yoshimura, 2002).

2.5.2. Wege der Signalweiterleitung durch potentielle Mediatoren

2.5.2.1. Signaltransduktion durch IL-1

Die Signaltransduktion wird fur alle Mitglieder der IL-1 Familie der Zytokine Uber die Rezeptortypen
IL-1R-1 und -2 vermittelt, wobei IL-1R-1, einem Mitglied der Familie der toll-like Rezeptoren (TLR),
als aktivierender Rezeptor eine zentrale Bedeutung zukommt (Conti et al., 2004; Dinarello &
Savage, 1989; Heguy et al., 1992). Durch Bindung von IL-13 an Vertreter dieses Subtyps kommt
es zunachst zur Bildung von Heterodimeren mit dem Korezeptor IL-1RacP (IL-1-Rezeptor akzes-
sorisches Protein; Dower et al., 1985; Greenfeder et al., 1995; Sims et al., 1989; siehe auch
Abb. 5). Neben AP-1 (activator protein 1) wurde vor allem die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB durch Ligandenbindung am IL-1R-1 beschrieben (Ubersicht: Bankers-Fulbright et al., 1996).
Bei diesem Prozess sind einige Signalkoppler am Rezeptor notwendig (siehe Abb. 5). Fir die
Vermittlung von IL-1B-bedingten Verhaltensanderungen im Rahmen des ,sickness-behavior” gilt
NF-kB als wichtigster Vermittler im Gehirn, was durch eine erhdhte Expression von IkBa z.B. in
den CVO bei peripherer Immunstimulation untermauert werden konnte (Quan et al., 1997).

2.5.2.2. Signaltransduktion durch LPS

Zur Ausldésung der Signaltransduktion bildet LPS zunachst einen Komplex mit seinem Bindungs-
protein LBP (LPS binding protein), das wahrend inflammatorischer Reaktionen vermehrt im Serum
vorliegt (Schumann et al., 1990). Losliche oder an der Oberflache von Monozyten bzw. Makro-
phagen exprimierte Rezeptoren der Klasse CD14 binden diesen Komplex (Arditi et al., 1993; Chen
et al.,, 1992; Mathison et al., 1992; Schletter et al., 1995). Die vom Gesamtkomplex ausgeldste
Signaltransduktion findet vor allem Uber den TLR4 statt (Abb. 5). TLR4 und IL-1R-1 besitzen als
Mitglieder der gleichen Rezeptorfamilie mit der TIR (Toll-IL1-receptor homology domain) eine hoch
konservierte gemeinsame Domane (Fitzgerald & O'Neill, 2000). Daher teilen sich ihre Liganden,
LPS und IL-13, gemeinsame Signalwege bei der Fieberinduktion und fihren deshalb zu ahnlichen
Reaktionen (Laflamme & Rivest, 2001; Rivest, 2003), die haufig Uber NF-kB vermittelt werden
(Conti et al., 2004). Die Aktivierung von NF-kB Uber TLR erfolgt mechanistisch auf einem der
Signaltransduktion am IL-1R-1 analogen Weg.
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Abb. 5: Signaltransduktion durch NF-kB am IL-1R-1 oder TLR4

Die ahnlichen Signalwege am IL-1R-1 und TLR4 kommen durch die gemeinsame
Doméne TIR (Toll-IL1-receptor homology domain) zustande. Zunachst wird die Ser/Thr
Kinase IRAK (Interleukin-1 Rezeptor assoziierte Kinase) Uber eine Vermittlung von
MyD88 (Myeloid differentiation primary response protein) an den Rezeptor gebunden und
autophosphoryliert (Cao et al., 1996b; Martin et al., 1994; Wesche et al., 1997). Anschlie-
Rend bindet der TNFa Rezeptor assoziierte Faktor TRAF6 an IRAK (Cao et al., 1996a)
und der IKK (IkB-Kinase-Komplex) wird aktiviert, welcher letztendlich die Phosphorylie-
rung von IkB katalysiert (DiDonato et al., 1997; Mercurio et al., 1997; Regnier et al.,
1997). Dadurch wird zytosolisches NF-kB freigesetzt, welches in den Zellkern translo-
zieren und dort die Transkription seiner Zielgene steigern kann (vgl. Kap. 2.5.1.1.). Nach
Ubiquitinierung wird IkB im Proteasom abgebaut. Auch eine Aktivierung von NF-IL6 am
IL-1R-1 und am TLR4 wurden bereits beschrieben (schwarze Kasten; vgl. Kap. 3.2.1.).
Modifiziert nach Conti et al., 2004.
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2.5.2.3. Signaltransduktion durch TNFa

Abb. 6: Signaltransduktion am TNFa Rezeptor

Nach Ligandenbindung am TNFR-1 und Aufhebung der Aktivierungshemmung bindet das
Adaptermolekil TRADD (TNF-receptor 1- associated DEATH domain protein) an den
Rezeptor, welches die Bindung weiterer Proteine wie beispielsweise TRAF (TNF-receptor
associated factor) oder RIP (Receptor-interacting protein) bedingt. Der Komplex aus
TNFR-1, TRAF und RIP (Komplex 1) kann eine Aktivierung von NF-kB bewirken (vgl.
Abb. 5, Kap. 2.5.2.1.). Schwarze Kastchen deuten einen mdéglichen Signalweg an, der
am TNFR-1 eine NF-IL6-Aktivierung bewirken kénnte.

Drei Unterarten des TNFa-Rezeptors kommen vor, wobei dem TNFR-1 (auch p55) fir inflammato-
rische Zustéande die wichtigste Rolle zugeschrieben wird (Chen & Goeddel, 2002). Dieser liegt in
inaktivem Zustand als Trimer vor (Chan et al., 2000). Als Homotrimer zirkulierender TNFa kann so
mehrere TNF-Rezeptoren gleichzeitig aktivieren (Idriss & Naismith, 2000). Die Ligandenbindung
bewirkt zunachst eine Freisetzung des Proteins SODD (silencer of death domain), so dass die
vorherige Hemmung der Aktivierung aufgehoben wird und die Signaltransduktion beginnt (Jiang et
al., 1999). Die Signalkaskade Uber mehrere Koppler (siehe Abb. 6) kann auch hier letztendlich zur
Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalweges fuhren (Hsu et al., 1996a; Hsu et al., 1996; Hsu et
al., 1995; Legler et al., 2003; Micheau & Tschopp, 2003; siehe auch Kap. 2.5.1.1., Abb. 5). Neben
einer Aktivierung von AP-1 (Lee et al., 1997; Natoli et al., 1997; Reinhard et al., 1997) wurde auch
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eine Steigerung der nukledren Konzentration von NF-IL6 infolge der TNFa-Rezeptorbindung
gezeigt, die genauen Mechanismen sind aber bislang nicht bekannt (Yin et al., 1996).

2.5.2.4. Signaltransduktion durch IL-6

Abb. 7: Aktivierung von STAT3 am IL-6 Rezeptor

Von der Tyrosinkinase JAK2 phosphorylierte Rekrutierungsstellen dienen der Phosphory-
lierung von STAT3-Monomeren, die daraufhin dimerisieren, in den Zellkern translozieren
und zur Induktion von Zielgenen fiihren. Ein konstitutiver Im- und Export nicht-aktivierter
STAT3-Molekiile findet aulierdem statt. Der endogene Inhibitor SOCS3 inhibiert die JAK-
Aktivitdt am Rezeptor und kdnnte am vermehrten Abbau von STAT3 im Proteasom betei-
ligt sein (vgl. Kap. 2.5.1.2.).

Far IL-6 beginnt wie fur alle Mitglieder der sog. IL-6-Familie die Signalkaskade mit der Bindung des
Zytokins an einen zweiteiligen Rezeptor aus zytokinbindender- und Signaltranduktionseinheit.
Erstere stellt in diesem Fall der IL-6 Rezeptor (IL-6R bzw. gp80, auch CD126) dar. Wie alle Zyto-
kine dieses Typs entfaltet IL-6 seine Wirkungen Uber das Vermittlerprotein gp130 (Heinrich et al.,
1998), welches als signaltransduzierender Anteil durch Interaktion mit IL-6R dimerisiert (Hibi et al.,
1990; Murakami et al., 1993). Daraufhin werden konstitutiv an den zytoplasmatischen Anteil von
gp130 (auch CD130) assoziierte Tyrosinkinasen der JAK- (Janus-Kinase-) Familie, JAK1, JAK2
und TYK2 durch Autophosphorylierung aktiviert, welche wiederum Tyrosin-Reste des zytoplasmati-
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schen Anteils von gp130 phosphorylieren (Lutticken et al., 1994; Stahl et al., 1994; siehe Abb. 7,8).
Zu diesen Motiven werden Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie (STAT1 & STAT3) sowie die
Tyrosin-Phosphatase SHP2 (Src-homology phospatase) rekrutiert und dort ebenfalls phosphory-
liert (Gerhartz et al., 1996; Stahl et al., 1995). Infolge der Phosphorylierungen kénnen zum Einen
STAT-Molekile Gber ihre SH- (src-homology) 2-Domanen Homo- und Heterodimere bilden. Diese
translozieren in den Nukleus, wo sie an responsive Elemente der Promotoren von IL-6-Zielgenen
binden und deren vermehrte Transkription bewirken (Wegenka et al., 1993; Zhong et al., 1994).
Die visuelle Darstellung der nuklearen Akkumulation von STAT3, z.B. mittels Immunhistochemie,
kann als Marker der Zellaktivierung, z.B. durch im Zuge inflammatorischer Reaktionen wirkendes
IL-6 dienen und ermdglichte in der Vergangenheit einen guten Uberblick Gber rdumliche und zeit-
liche Aktivierungsmuster in entscheidenden Hirnarealen (Harre et al., 2002; Hubschle et al., 2001a;
Hubschle et al., 2001a; Rummel et al., 2004; Rummel et al., 2005a). Dephosphorylierung und
Ruicktransport von STAT3-Molekilen ins Zytoplasma (Bhattacharya & Schindler, 2003; Haspel &
Darnell, 1999) oder auch Abbau im Proteasom fiihren zur Inaktivierung von STAT3 und beenden
die Signaltransduktion.

Ein alternativer Weg am IL-6R nimmt ebenfalls an der JAK seinen Ausgang. Uber Adapterproteine
und eine MAPK (mitogen-activated protein kinase) -Kaskade kommt es letztendlich zur Phosphory-
lierung und Aktivierung von NF-IL6, welcher dann ebenfalls als Homo- oder Heterodimer die Tran-
skription von IL-6-Zielgenen steigern kann (Akira, 1997; Li et al., 2007; siehe Abb. 8). Auch die
Proteinkinasen (PK) C und -A, sowie die p90RSK (ribosomal protein S6 kinase) kdnnten an der
nuklearen Translokation und Steigerung der Genexpression durch NF-IL6 beteiligt sein (vgl. Kap.
3.2.2).

Interferone wirken Uber ihre spezifischen Rezeptoren auf ganz ahnliche Weise: So sind auch hier
rezeptorassoziierte JAK beteiligt, die zur Rekrutierung und Aktivierung von STAT-Molekdlen flhren.
Ihre Bindung an die sog. ,gamma-activated sequence® (GAS) flihren so zur gesteigerten Expres-
sion von Zielgenen. Auch durch Bindung von STAT-Dimeren an Mitglieder der ,interferon regula-
tory factor® (IRF) -Familie und deren anschlieRende Bindung als ,IFN-stimulated gene factor®
(ISGF) 3 an entsprechende DNA-Regionen (IFN-stimulated regulatory elements, ISRE) kann eine
Zielgeninduktion stattfinden (Stark, 1998).
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Abb. 8: Aktivierung von NF-IL6 am IL-6 Rezeptor

Uber das Adapterprotein Grb (Growth factor receptor binding protein) -2 beginnt die
Signalkaskade. Dieses interagiert, z.T. tGber das Protein Shc (Src homologous collagen),
mit dem phosphorylierten Rezeptor (Akira, 1997; Cutler et al., 1993). Die Beteiligung
weiterer Adapterproteine wird diskutiert, z.T. kann die Aktivierung aber auch ohne Vermitt-
lung durch ein Adapterprotein ablaufen (Akira, 1997). SchlieBlich wird das ,Guanin
nucleotide exchange protein“ mSOS (mammalian son of sevenless) aktiviert und dadurch
eine MAPK-Kaskade angestof3en: mSOS vermittelt den Austausch von GDP (Guanosin-
diphosphat) gegen GTP (Guanosintriphosphat) am kleinen G-Protein ras (reticular acti-
vating system). Aktives ras rekrutiert Raf (rapidly growing fibrosarcomal/rat fibrosarcoma),
eine MAPK Kinase Kinase (MAPKKK) zur Zellmembran und aktiviert sie dort. Uber Raf
erfolgt die Phosphorylierung von MAPK Kinasen (MAPKK) der MEK- (MAP Kinase/ERK
Kinase) -Familie, die letztendlich MAPKn wie ERK (Extracellular regulated kinase) -1
oder -2 phosphorylieren. Diese kdnnen ebenso wie PKA, PKC oder p90RSK mdglicher-
weise NF-IL6 phosphorylieren (vgl. Kap. 3.2.2.).
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3. Der Transkriptionsfaktor NF-IL6

NF-IL6 ist als Mitglied der ,,CCAAT-enhancer-binding protein family“ (C/EBP) der Transkriptionsfak-
toren ebenso unter dem Namen C/EBPB bekannt. Die Gruppe der C/EBP wurde erstmals von
Johnson und McKnight (1989) erwahnt. Diese beschrieben eine Gruppe hitzestabiler Faktoren in
Leber-Zellkernen der Ratte, die unter anderem mit dem sog. CCAAT-Box-Motiv zahlreicher zellu-
l&rer Genpromotoren interagieren kénnen. Bis heute sind die Vertreter C/EBPaq, B, y, 8, € und (
bekannt (Ramji & Foka, 2002). In vielen Geweben kommen mehrere Mitglieder der C/EBP-Familie
vor, die einerseits synergistische, andererseits aber auch antagonistische Funktionen erfillen
kénnen (Ramiji & Foka, 2002).

3.1. Charakterisierung von NF-IL6

Als Synonyme von C/EBPB sind neben NF-IL6 in bisherigen Verotffentlichungen die Bezeich-
nungen IL-6-DBP (IL-6-dependent DNA binding protein, Poli et al., 1990), LAP (Liver-enriched acti-
vating protein, Descombes et al., 1990) bzw. LIP (Liver-enriched inhibitory protein, Descombes &
Schibler, 1991), AGP/EBP (as-Acid Glycoprotein enhancer binding protein, Chang et al., 1990),
CRP2 (C/EPB related protein 2, Williams et al., 1991) oder NF-M (Nuclear factor-myeloid, Katz et
al., 1993) verwendet worden. NF-IL6 wurde urspriinglich als Regulator von IL-1- und IL-6-vermit-
telten Transkriptionen entdeckt (Akira et al., 1990; Isshiki et al., 1990; Poli et al., 1990).

3.1.1. Struktur

Wie alle C/EBP gehdrt NF-IL6 zur sogenannten Transkriptionsfaktor-Superfamilie ,bZIP“, die sich
durch die sog. bZIP-Domane am C-Terminus auszeichnet. Diese setzt sich aus einer evolutionar
hoch konservierten helikalen DNA-bindenden Region (,basic region, b“) und dem daran anschlie-
Renden a-Helix-Dimerisierungsmotiv, das allgemein als Leucin-Zipper (,ZIP“) bezeichnet wird,
zusammen (Akira et al., 1990; Landschulz et al., 1988; Poli et al., 1990; Ramiji & Foka, 2002;
Williams et al.,, 1995; Williams et al., 1991). Zwei zentrale regulatorische (oder Repressions-)
Doméanen (RD1 und RD2) in unmittelbarer Nahe der basischen Region beherbergen Phosphorylie-
rungsstellen fur zahlreiche Proteinkinasen (Li et al., 2007; Williams et al., 1995). Am N-Terminus
befindet sich die Aktivierungsdomane, ,transcription activation domain“ (TAD), welche die tran-
skriptionale Antwort kontrolliert (Agre et al., 1989). In der Mitte des Proteins liegt die inhibitorische
Domane, die durch Maskierung der Aktivierungsdomane TAD eine Interaktion des Transkriptions-
faktors mit dem basalen Transkriptionsapparat verhindert. AuRerdem werden sowohl die Aktivie-
rungsdomane als auch die bZIP-Domane aufgrund der stark gefalteten Tertiarstruktur von NF-IL6
durch Interaktionen mit RD1 und RD2 maskiert (Akira, 1997; Williams et al., 1995). Durch Phos-
phorylierungen von Ser- und Thr-Resten wird die TAD letztendlich freigegeben und eine Bindung
an Promotoren ermdglicht (Kowenz-Leutz et al., 1994; Williams et al., 1995).
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Struktur von NF-IL6

Das fur alle C/EBP charakteristische ,bZIP“ Motiv setzt sich aus der basischen und der
DNA-bindenden Region am C-Terminus zusammen (Leucine-zipper). RD: regulatory
domain, TAD: transcription activation domain. (Modifiziert nach Li et al., 2007)

Es existieren verschiedene Isoformen von NF-ILG, die sich durch ihr Molekulargewicht unter-
scheiden: LAP* (Liver-enriched activating protein, 38 kDa), LAP (35 kDa) und LIP (Liver-enriched
inhibitory protein, 20 kDa). Aufserdem wurde von einer weiteren Isoform mit nur 14 kDa berichtet
(An et al., 1996). Alle Isoformen entstehen aus einer einheitlichen NF-IL6 mMRNA, welche aus dem
intronlosen Gen /ap transkribiert wird. LAP und LIP stellen die am haufigsten von Zellen produ-
zierten Isoformen dar (Descombes & Schibler, 1991). In der Isoform LIP fehlt die Aktivierungsdo-
mane, so dass diese allgemein als dominant negativer Inhibitor gilt. Transkriptionsfaktor-Dimere,
die LIP enthalten, sind nicht funktional (Descombes & Schibler, 1991; Ramiji & Foka, 2002). Die
Entstehung der verschiedenen Isoformen basiert auf dem sogenannten ,leaky ribosome scanning®
Mechanismus (LRS), wobei die Translation einer mRNA durch unterschiedliche Startcodons an
verschiedenen Stellen der gleichen mRNA initiiert wird. (Descombes & Schibler, 1991). Eine
andere Entstehungsmoglichkeit fur die verschieden langen NF-IL6 Formen besteht in einer regu-
lierten Proteolyse (Welm et al., 1999).

3.1.2. Funktionsweise

Dimere aus bZIP Transkriptionsfaktoren bilden die Struktur eines umgekehrten Y, wobei jeder
LArm“ des Y dabei durch eine ,basic region“ gebildet wird. Zusammen binden sie scherenartig an
je eine Halfte der palindromischen Erkennungssequenz in der groRen Grube der DNA (Descombes
& Schibler, 1991; Hurst, 1995; Kouzarides & Ziff, 1989; Landschulz et al., 1988; Turner & Tjian,
1989; Vinson et al., 1989).

Posttranskriptionale Modifikationen stellen eine entscheidende Regulationsebene der NF-IL6-
Funktion dar, wobei Phosphorylierungen an verschiedenen Aminosaureresten eine Schllisselrolle
zukommt (Ramji & Foka, 2002). Sowohl die nukledre Translokation des Transkriptionsfaktors als
auch seine DNA-Bindungsaktivitat und sein Transaktivierungspotential kénnen durch diese Modifi-
kationen positiv wie negativ reguliert werden (Ramji & Foka, 2002). NF-IL6-Effekte kdnnen
aullerdem durch Steigerung der eigenen Gentranskription bzw. Proteinexpression bedingt sein. So
steigern z.B. IL-1B, IL-6, LPS und IFNy die Effektivitdt NF-IL6-bedingter Reaktionen durch Steige-
rung der verfugbaren NF-IL6-Menge (Akira, 1997; Akira et al., 1995). Schlie3lich kann die Aktivitat
und Funktion von NF-IL6 auch Uber dessen Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren — meist
aus der gleichen Familie — verandert werden, da NF-IL6 neben Homodimeren auch Heterodimere
mit diesen bilden kann (Ubersicht: Ramiji & Foka, 2002).
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3.2.  Aktivierung, Signaltransduktion und Regulation
3.2.1. Aktivatoren von NF-IL6

3.2.1.1. Inflammatorische Stimuli

Urspringlich wurde NF-IL6 als nuklearer Faktor beschrieben, der an das IL-1-responsive Element
des IL-6-Gens bindet und dessen mRNA-Expression unter anderem durch Stimulation mit LPS,
IL-1, IL-6 oder TNFa in verschiedenen Geweben induziert werden kann (Akira et al., 1990; Uber-
sicht: Akira & Kishimoto, 1997). In murinen Makrophagen und primaren Astrozyten kénnen
beispielsweise die Mediatoren LPS, IL-13, TNFa und IFNy einzeln oder in Kombination eine Induk-
tion der NF-IL6 mRNA bewirken und z.T. eine verstarkte Bindungsaktivitat des Transkriptionsfak-
tors bedingen (Cardinaux et al., 2000; Pahan et al., 2002; Tengku-Muhammad et al., 2000). Neben
Zytokinrezeptoren, wie dem IL-1R-1 (Giltiay et al., 2005), dem TNFR-1 (Yin et al., 1996) oder dem
IL-6R (Akira, 1997) ist eine Vermittlung dieser aktivierenden Stimuli unter anderem auch Uber
TLR4 moglich (Lu et al., 2009). Die Induktion von NF-IL6 impliziert teilweise die Beteiligung
anderer Transkriptionsfaktoren, so ist beispielsweise STAT3 durch das sogenannte ,tethering“ an
der IL-6-vermittelten Induktion von NF-IL6 wahrend der APR in der Leber beteiligt (Niehof et al.,
2001). Die Besonderheit liegt hier darin, dass STAT3 nicht an den NF-IL6-Promotor selbst bindet,
sondern an andere Proteinkomplexe, die an ein cAMP-responsive element (CRE) des Promotors
gebunden vorliegen. An diesen Elementen des NF-IL6-Promotors findet auf3erdem die Induktions-
vermittlung Gber den Transkriptionsfaktor cAMP-response-element-binding protein (CREB) statt
(Niehof et al., 1997). Auch andere STAT-Molekile kdnnen mit Vertretern der C/EBP-Familie, unter
anderem NF-IL6 selbst interagieren und ebenfalls an den NF-IL6 Promotor binden (Foka et al.,
2001).

3.2.1.2. andere Stimuli

In cortikalen Neuronen der Ratte wurde NF-IL6 als transkriptionaler Modulator identifiziert, der
direkt von der neuronalen Aktivitat beeinflusst wird (Sun et al., 2007). Verbunden mit dieser Akti-
vitat ist auch eine NF-IL6-Induktion in cortikalen Astrozyten der Maus z.B. Uber Glutamat, VIP
(Vasoactive Intestinal Peptide), PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating peptide) und Norad-
renalin mdglich (Cardinaux & Magistretti, 1996; Yano et al., 1996). Hypoxische Zustande kdnnen
neben NF-kB, CREB und AP-1 unter anderem in Endothelzellen und Cardiomyozyten auch NF-IL6
induzieren (Semenza, 2000; Yan et al., 1995). AulRerdem sind gesattigte langkettige Fettsduren
(longchain SFA) in Endothelzellen der Coronararterien potente Induktoren von NF-IL6, was eben-
falls mit der Produktion inflammatorischer Mediatoren in Verbindung gebracht wird (Krogmann et
al., 2011; Staiger et al., 2004).

Welche pro-inflammatorische Stimuli in welchem Mafie an der Aktivierung von NF-IL6 im Gehirn
beteiligt sind, welche Bedeutung den verschiedenen involvierten Signalwegen zukommt und auf
welche Weise die NF-IL6-Aktivitat in Verbindung mit anderen inflammatorisch bedeutsamen Tran-
skriptionsfaktoren sich auf die Aktivierung von Zellen in regulatorischen Zentren des Gehirns
auswirkt, ist bis dato nicht hinreichend bekannt.

3.2.2. Signaltransduktion der NF-IL6-Aktivierung

Posttranskriptionale Modifikationen in Form von Phosphorylierungen als moégliche Regulations-
ebene der NF-IL6-Aktivitat sind an verschiedenen Stellen des Proteins und vermittelt durch unter-
schiedliche Proteinkinasen bekannt. Unter anderem wurden Phosphorylierungen tUber MAPK
(Nakajima et al., 1993; Zhu et al., 2002), die Proteinkinasen (PK) C (Trautwein et al., 1993) PKG
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(Zhao et al., 2005) und PKA (Trautwein et al., 1994) und p90 RSK (ribosomal protein S6 kinase) -1
oder -2 (Buck et al., 1999) nachgewiesen (vgl. Abb. 8)

3.2.2.1. Die JAK/MAP-Kinase-Kaskade

Allgemein werden MAPK-Kaskaden grob nach der Art des ausldsenden Stimulus (mitogene
Stimuli, z.B. Wachstum, Proliferation, Differenzierung oder Stressstimuli, z.B. Inflammation) unter-
schieden (Kolch, 2000; Li et al., 2007). Eine NF-IL6-Phosphorylierung durch die Aktivitat von MAP-
Kinasen kann beispielsweise am IL-6 Rezeptor bei Ligandenbindung angestoflen werden (Akira,
1997; vgl. Abb. 8). Dabei erfolgt die letztendliche Phosphorylierung von NF-IL6 am Threoninrest
Thr-235 Gber die MAP-Kinasen ERK-1 oder -2 im Zellkern. Diese Phosphorylierung kann beispiels-
weise das transaktivierende Potential von NF-IL6 steigern (Nakajima et al., 1993; Zhu et al., 2002).

3.2.2.2. Der p90 RSK-Weg

Die Phosphorylierung von NF-IL6 durch p90 RSK ist die einzige, die bisher tatsachlich fir endo-
genen NF-IL6 in Mausen gezeigt werden konnte (Bradley et al.,, 2003). Sie findet an Thr-217
(Maus), Ser-105 (Ratte) bzw. Thr-266 (Mensch) statt und fiihrt in vitro zu einer erhéhten DNA-Bin-
dungsaktivitat des Transkriptionsfaktors (Buck et al., 1999; Cieslik et al., 2005). AuRerdem wurde
ein Zusammenhang zwischen der Bindung von NF-IL6 an Konsensussequenzen stimulierter Zellen
und der p90 RSK-Aktivitat nachgewiesen. Diese Kinase kann unter anderem von ERK1/2 Uber
Phosphorylierungen aktiviert werden (Cieslik et al., 2005; Zhao & Siu, 1996). Am IL-6-Rezeptor
konnte so mdglicherweise eine gemeinsame oder parallele Phosphorylierung von NF-IL6 an Thr-
235 Uber ERK1/2 und an Ser-105 Uber p90 RSK 1/2 durch die Aktivierung einer MAPK-Kaskade
stattfinden (vgl. Abb. 8). Dies ist insbesondere im Hinblick auf die zweite Teilstudie der vorlie-
genden Arbeit von besonderer Bedeutung, in der Uber eine Hemmung der JAK2 die Signalkaskade
am IL-6R unterbrochen werden sollte. Eine erfolgreiche Inhibition der Signalkaskade ,downstream*®
der JAK2 koénnte somit durch eine verminderte Phosphorylierung von NF-IL6 sowohl an Thr-235
als auch an Ser-105 nachgewiesen werden.

3.2.2.3. Uber PKA, PKC und PKG vermittelte Wege

Die Funktion moglicher Phosphorylierungen von NF-IL6 durch die Proteinkinasen A, C und G ist
nicht eindeutig geklart. Eine typische Phosphorylierungsstelle fir PKA, die am Serinrest Ser-105
von NF-IL6 lokalisiert sein konnte (Trautwein et al., 1994), wurde ebenso wie die in vitro Phospho-
rylierung von NF-IL6 durch PKA nachgewiesen (Pelletier et al., 1998). So kdnnte eine Erhéhung
von cAMP und folgende PKA-Aktivierung zur de novo Synthese von NF-IL6 fihren (Schwaninger
et al.,, 2000) oder aber dessen nukleare Translokation vermitteln (Metz & Ziff, 1991). Auch
mogliche Phosphorylierungsstellen fir PKC auf dem NF-IL6-Protein, sowie eine Bindung der
Kinase in vitro an dieses wurden beschrieben (Trautwein et al., 1993; Trautwein et al., 1994). Nach
Stimulation mit Zytokinen soll wiederum eine Phosphorylierung an Ser-105 méglich sein (Traut-
wein et al., 1993; Trautwein et al., 1994). In Verbindung zu den Wegen aus 3.2.2.1.und 3.2.2.2. ist
eine Aktivierung von ERK1/2 oder RSK durch PKC moglich (Cieslik et al., 2005), so dass die
Effekte dieser Proteinkinase letztendlich auch auf einem Eingreifen in andere Signalkaskaden
basieren kénnten. Ein PKG-abhangiger Weg der NF-IL6-Aktivierung wurde von Zhao et al. (2005)
beschrieben. Dabei bewirkt die Proteinkinase eine Dephosphorylierung von NF-IL6, was in diesem
Modell das Aktivierungspotential von NF-IL6 steigert.
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3.2.3. Regulation durch Protein-Protein-Interaktionen

Unter anderem sind Interaktionen von NF-IL6 mit den Transkriptionsfaktoren STAT3, NF-kB,
CREB, AP-1 (c-Fos und c-Jun) und -2 bekannt. Wahrend die Bildung von Heterodimeren aus
NF-IL6 und Fos oder Jun zur Repression der NF-IL6-Aktivitat fihrt (Hsu et al., 1994), kommt dem
cAMP-responsiven CREB meist eine synergistische Funktion zu (Wilson & Roesler, 2002). Schon
bei der Bildung von Dimeren kann die Interaktion von NF-IL6 mit verschiedenen anderen Tran-
skriptionsfaktoren Einfluss auf dessen Aktivitat haben. So wird die Zuganglichkeit der Aktivierungs-
und der bZIP-Domane von NF-IL6 nach der Bildung verschiedener Heterodimere durch Konforma-
tionsdnderungen verschieden effektiv erhoht (Williams et al., 1995, vgl. Abb. 9). Das jeweils syner-
gistische oder antagonistische Zusammenwirken der Heterodimere fur einzelne Gene ergibt sich
vor allem durch deren Promotorstrukturen (Akira et al., 1990; Chang et al., 1990; Descombes et
al., 1990; Poli et al., 1990; Williams et al., 1991). An vielen Promotoren von inflammatorischen
Genen sind z.B. Aktivierungen sowohl durch NF-IL6 als auch durch NF-kB bekannt und die
entsprechenden Bindungsstellen vorhanden (LeClair et al., 1992), aul’erdem wurden die Interak-
tion von NF-IL6 mit der p50 Untereinheit von NF-kB und die synergistisch induzierende Funktion
von NF-IL6 und NF-kB (p65) am IL-6-Promotor charakterisiert (Matsusaka et al., 1993).

3.2.4. Negative Regulation
3.2.4.1. Negative Regulation mit Trib1

Die Serin/Threonin Kinasen Tribbles 1-3 gelten als Mitglieder der Familie der sog. ,scaffold
proteins“ als mdgliche, zellspezifische Regulatoren von MAP-Kinase Funktionen (Ferrell, 2000;
Levchenko et al., 2000; Sung et al., 2006; Williams et al., 1991). Der Name leitet sich vom Protein
Lribbles® in Drosophila melanogaster ab, das fir die negative Kontrolle von C/EBPf bekannt ist
(Grosshans & Wieschaus, 2000; Mata et al., 2000; Seher & Leptin, 2000). Das nuklear vorkom-
mende Trib1 ist fir seine mdgliche Interaktion mit den MAPK-Kinasen MEK1 und MEK4 bekannt,
es steigert die Aktivitat der in der Signalkaskade ,downstream” davon liegenden ERK1/2 und wird
durch inflammatorische Stimuli in verschiedenen Zelltypen, z.T. Gber die Aktivierung von TLR regu-
liert (Kiss-Toth et al., 2004; Morrison & Davis, 2003; Yamamoto et al., 2007). IL-13 oder TNFa
kénnen in verschiedenen Zellen (HUVEC, Hela) zur vermehrten Expression von Trib1 fuhren
(Kiss-Toth et al., 2004; Sung et al., 2006). Die durch inflammatorische Stimuli ausgeloste NF-kB-
und STAT3-Aktivitat wird von Trib1 nicht beeinflusst (Kiss-Toth et al., 2004; Williams et al., 1991),
wahrend eine Regulation von NF-IL6 eindeutig gezeigt werden konnte: So flhrt Trib1-Defizienz zu
einer erhdhten Bindungsaktivitdt von NF-IL6 und Trib1-Uberexpression kann NF-IL6-Mengen und
die Induktion mdglicher Zielgene nach LPS-Stimulation deutlich reduzieren (Yamamoto et al.,
2007). Die Einfliisse einer Trib1-Uberexpression gleichen denen, die durch NF-IL6-Defizienz verur-
sacht werden. In Hefezellen konnte Trib1 aul3erdem als Bindungspartner von NF-IL6 identifiziert
werden, der bei Koexpression beider Proteine die DNA-Bindungsaktivitat von NF-IL6 vermindert
(Yamamoto et al., 2007).

3.2.4.2. Negative Regulation mit LIP

Die verkurzte Isoform von NF-IL6, LIP, wird als Antagonist der NF-IL6-vermittelten Transkription
angesehen. Dies ergibt sich zum Einen aus der Bildung dominant-negativer Heterodimere mit den
langeren, aktivierenden Isoformen LAP* und LAP und zum Anderen durch Konkurrenz von LIP-
und LAP-Homodimeren um die verfigbaren DNA-Bindungsstellen (Ossipow et al., 1993). Eine
Beeinflussung der Transkriptionsaktivierung durch das Verhaltnis von LAP zu LIP wurde von
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Descombes (1991) festgestellt. Uberexpression von LIP inhibiert auferdem die Expression von
iINOS als moéglichem Zielgen von NF-IL6 in murinen Mikrogliazellen (Jana et al., 2001) und die
Zytokin-induzierte Aktivierung des iINOS-Promotors in Astrozyten (Pahan et al., 2002). Einer
Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung des negativen Inhibitors LIP Uber IFNB kommt
mdglicherweise eine wichtige Rolle fur die Replikation von Immundefizienzviren zu, welche im Fall
des SIV (Simian Immunodeficiency Virus) auf diese Weise unterdriickt werden kann (Barber et al.,
2006; Dudaronek et al., 2007; Honda et al., 1998; Weiden et al., 2000). Auf dem gleichen Regula-
tionsmechanismus basierend wurde andererseits die Hemmung der Tumorrepression in Brust-
krebszellen (Uber TGFB) durch LIP beschrieben (Arnal-Estape et al., 2010).

Gegen die rein antagonistische Funktion von LIP sprechen Untersuchungen am IL-6 Promotor von
Lymphoblasten, wo nach LPS-Stimulation eine aktivierende Wirkung stark verkirzter NF-IL6-Iso-
formen, unter anderem LIP, gezeigt werden konnte, die Uber die bZIP-Domane vermittelt wird, so
dass das Fehlen der Transaktivierungsdomane von LIP keine hemmenden Auswirkungen mit sich
brachte. Dem Mechanismus scheint eine regulierende Funktion von bZIP-Doméanen auf NF-kB-
Funktionen zugrunde zu liegen (Hu et al., 2000).

3.3. Bedeutung, Funktionen und Zielgene von NF-IL6

Generell spielt NF-IL6 eine Rolle fur den Metabolismus, fur Zellproliferation und -differenzierung,
und bei Entziindungsreaktionen, wobei die jeweiligen Funktionen des Transkriptionsfaktors sehr
zell- und organspezifisch ausfallen (Ramji & Foka, 2002).

Die Rolle, die NF-IL6 flir den Metabolismus spielt, lasst sich anhand verschiedener Defizite bei
"knock-out" Mausen zeigen: Die Tiere zeigen Stérungen in der Glykogenolyse und im Lipid- und
Glucosestoffwechsel (Croniger et al., 2001; S. Liu et al., 1999). Neben der Leber kommt NF-IL6
am haufigsten im braunen und weil3en Fettgewebe vor (Akira et al., 1990; Descombes et al., 1990;
Poli et al., 1990). Fur den Fettstoffwechsel und Warmehaushalt kommt NF-IL6 als transkriptionaler
Regulator des UCP1-Gens (uncoupling protein 1), welches als Schlisselfaktor fir Thermogenese
durch braunes Fettgewebe (BAT) gilt, eine wichtige Bedeutung zu (Carmona et al., 2005).
Aulerdem sind defiziente Tiere kalteintolerant, was mit einer fehlenden Fettakkumulation zusam-
menhangt (Carmona et al., 2005; Tanaka et al., 1997). Im Rahmen endokriner Regulationsmecha-
nismen wurde eine transkriptionsfordernde Wirkung von NF-IL6 am humanen CRH (corticotro-
pin-releasing hormone)-Promotor nachgewiesen (Stephanou et al., 1997). Des weiteren ist NF-IL6
fur die ovarielle Entwicklung von Bedeutung, so dass defiziente weibliche Mause steril sind
(Screpanti et al., 1995; Tanaka et al., 1995). Eine Rolle von NF-IL6 fiir die Replikation von HI-Viren
(Jones et al., 1986; Nabel & Baltimore, 1987; Ruocco et al., 1996) und Sensibilisierung von CD4"-
Zellen des Wirtes (Kinoshita & Taguchi, 2008) wird diskutiert. Auch fur sogenannten ER-Stress,
Stérungen im Faltungsprozess der Proteine im Endoplasmatischen Reticulum (Harding et al.,
2002; Kaufman, 2002; Patil & Walter, 2001), und oxidativen Zellstress (Kelicen & Tindberg, 2004)
scheint NF-IL6 ein wichtiger Faktor zu sein.

3.3.1. Bedeutung fiir die Zelldifferenzierung und -proliferation

Neben Adipozyten, Hepatozyten, Epithelzellen im Gastrointestinaltrakt und in der Mamma (Zusam-
menfassung: Akira, 1997; Ramji & Foka, 2002) spielt NF-IL6 fir die Differenzierung von Myelo-
zyten, vor allem von Makrophagen, eine Rolle (Natsuka et al., 1992). Auch bei der Reifung von
Vorlauferzellen zu Neuronen unter Einfluss des neuronal growth factors (NGF) ist NF-IL6 offen-
sichtlich beteiligt, ebenso wie an der neuronalen Reifung im Gehirn neonataler Ratten (Cortes-

44



Einleitung

Canteli et al., 2002). Am Promotor des unter anderem an Wachstum und Entwicklung neuronaler
Zellen beteiligten Transkriptionsfaktors c-Fos wurde eine direkte Kooperation zwischen NF-IL6 und
CREB nachgewiesen (Chen et al., 2003; Metz & Ziff, 1991). Es gibt aber auch Hinweise auf eine
unter anderem NF-IL6-bedingte Forderung der Apoptose von Neuronen (Cortes-Canteli et al.,
2002).

Im Allgemeinen wird NF-IL6 eine proliferationsférdernde Rolle zugesprochen. So ist der Transkrip-
tionsfaktor in zahlreichen Tumoren vermehrt exprimiert (Buck et al., 1999; Buck et al., 2001;
Greenbaum et al., 1998; Zhu et al., 2002) und z.T. wurde eine Forderung der Tumorgenese nach-
gewiesen (Zhu et al., 2002; Carro et al., 2010). Im humanen malignen Gliom fuhrt die kombinierte
Expression von NF-IL6 und STAT3 zur Umwandlung neuronaler Stammzellen zum mesenchy-
malen Phanotyp, was als Malignitatszeichen gilt (Carro et al., 2010). Es gibt aber auch Hinweise
auf tumorsupprimierende Eigenschaften von NF-IL6 (promyeloische Leukadmie, Duprez et al.,
2003).

3.3.2. Bedeutungen im Gehirn

Fur die Formung des Langzeitgedachtnisses bzw. die ,long-term memory consolidation“ genannte
Festigung neuer Erinnerungen im Hippocampus wird NF-IL6 inzwischen ebenfalls eine zentrale
Bedeutung zugeschrieben, vor allem in der sog. transkriptionsabhangigen Phase, in der neue
Proteine synthetisiert werden (Taubenfeld et al., 2001; Yukawa et al., 1998). Die konstitutive,
starke Expression von NF-IL6 im Hippocampus wurde bereits frih nachgewiesen (Kuo et al.,
1990).

Eine mdgliche Rolle von NF-IL6 fir Entwicklung und Verlauf von Hirntraumata und -schadigungen
wird kontrovers diskutiert. So wurde NF-IL6 ein férdernder Einfluss auf die Entstehung von Hirn-
schaden im Rahmen postischamischer Entzindungsreaktionen zugeschrieben (Kapadia et al.,
2006). Haltermann et al. zahlen NF-IL6 hingegen zu den neuroprotektiven Faktoren, da ein Rlck-
gang der NF-IL6-Aktivitdt die Apoptose von Neuronen nach Hypoxie verstarkte (Halterman et al.,
2008). Nach Verletzungen in vitro (Cortes-Canteli et al., 2004) und in vivo (axonal; Nadeau et al.,
2005) kann NF-IL6 in Neuronen auf Protein- bzw. mMRNA-Ebene induziert sein, und auch excitoto-
xische Hirnschadigungen durch Glutamat oder Kaininsaure (KA) bedingen eine erhdhte NF-IL6-Ex-
pression in vivo (Cortes-Canteli et al., 2008). Diese NF-IL6-Induktion wurde zum Einen mit inflam-
matorischen Effekten, wie der Induktion von COX2, in Zusammenhang gebracht (Cortes-Canteli et
al., 2004). Zum Anderen Uberwogen wiederum neuroprotektive Einflusse von NF-IL6, die sich
durch eine Verminderung der Expression inflammatorischer Mediatoren wie IL-13 und COX2
(Cortes-Canteli et al., 2008; Oprica et al., 2003), sowie verringerte Zellverluste und gesteigerte
neuronale Regeneration (Nadeau et al., 2005) darstellten. AuRerdem gibt es Anhaltspunkte fir
eine Regulation des proteolytischen Enzyms TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase)-1 durch
NF-IL6. TIMP-1 wird nach axonalen Verletzungen von Astrozyten ausgeschittet und zeigt sich
beispielsweise bei neuroinflammatorischen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer erhoht (Fields et
al., 2011).

3.3.3. Bedeutung fiir Inflammationen

Die Expression von NF-IL6 ist in verschiedenen Zelltypen (u.a. Hepatozyten, Makrophagen, Astro-
glia) durch inflammatorische Stimuli induzierbar (Akira et al., 1990; Alam et al., 1992; Cardinaux et
al., 2000; Poli et al., 1990; Ramiji et al., 1993; Tengku-Muhammad et al., 2000). NF-IL6-defiziente
Mé&use zeigen unter anderem eine verminderte Expression von verschiedenen Akute-Phase Prote-
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inen in der Leber und TNFa sowie eine verminderte bakterizide Aktivitdt der Makrophagen und
gestorte T-Helfer-Funktionen (Poli, 1998; Screpanti et al., 1995; Tanaka et al., 1995). NF-IL6 wird
auch eine Bedeutung fir chronische Entziindungsprozesse beigemessen (Pope et al., 1999). In
Neutrophilen Granulozyten ist NF-IL6 an der Induktion der Zytokin- und Chemokinproduktion betei-
ligt (Cloutier et al., 2007; Cloutier et al., 2009; McDonald et al., 1997), unter anderem gilt dies fir
IL-8, MIP (macrophage inflammatory protein) -1a und MIP-1B (Cloutier et al., 2009). Fir den viel-
fach beschriebenen Synergismus zwischen IL-6 und Interferonen, bei dem ein ,priming“ durch IL-6
die Reaktion auf Interferone verstarkt, ist NF-IL6 ebenfalls von Bedeutung (Bluyssen et al., 1996;
Li et al., 2007; Weihua et al., 2000).

3.3.3.1. Regulation von Zytokinen

Als wichtige, moglicherweise unter Beteiligung von NF-IL6 regulierte Gene, kommen zahlreiche
Vertreter der Zytokinfamilie in Frage. Die Regulation von IL-13 tGber NF-IL6 nach Stimulation mit
LPS oder TNFa wurde unter anderem von Zhang & Rom (1993) beschrieben, nachdem die Exis-
tenz einer NF-IL6-Bindungsstelle auf dem IL-1B-Promotor bestatigt worden war (Nishizawa &
Nagata, 1990). In Neutrophilen Granulozyten von NF-IL6-defizienten Mausen ist die Expression
sowohl von IL-6 als auch von IL-10 und IL-12 nach LPS-Stimulation stark vermindert (Akagi et al.,
2008). Primare gliale Zellkulturen dieser Tiere zeigen nach Stimulation unter anderem mit LPS eine
verminderte IL-1B-Expression (Cortes-Canteli et al., 2008). Fur den TNFa- sowie den |L-8-Pro-
motor wurde ein Zusammenwirken von NF-IL6 mit NF-kB postuliert (Cloutier et al., 2009; Matsu-
saka et al., 1993; Pope et al., 1994; Stein & Baldwin). Die entsprechenden NF-IL6-Konsensusse-
quenzen wurden von Pope et al. (1994) bzw. Mukaida et al. (1990) charakterisiert.

3.3.3.2. Regulation anderer inflammatorischer Mediatoren

Es gibt mégliche Bindungsstellen fir NF-IL6 und NF-kB auf dem COX2-Promotor (Kosaka et al.,
1994). Je nach Zelltyp kann die Bedeutung von NF-IL6 fur die COX2-Induktion verschieden sein.
So zeigten Gorgoni et al. (2001) eine essentielle Bedeutung der NF-IL6-Expression fiir die COX2-
MRNA-Induktion mit LPS oder IFNy in Makrophagen, in denen bei vorliegender NF-IL6-Defizienz
die COX2-Produktion vermindert war (Chen et al., 2003; Uematsu et al., 2002). Primare gliale Zell-
kulturen defizienter Tiere zeigten nach LPS-Stimulation ebenfalls eine verminderte Expression von
COX2 (Cortes-Canteli et al., 2008), wahrend NF-IL6-defiziente Fibroblasten keine Beeintrachti-
gungen der COX2-Promotoraktivitat aufwiesen (Gorgoni et al., 2001).

NF-IL6 ist aullerdem essentiell fur die LPS-induzierte mikrosomale Prostaglandin E Synthase
(mPGES)-Induktion und damit die PGE,-Produktion (vgl. Kap. 2.4.5.), die in einer Studie von
Uematsu et al. (2002) in peritonealen Makrophagen von NF-IL6-defizienten Mause jeweils stark
reduziert waren. Daher wurde fiir die Induktion der PGE,-Produktion ein TLR4-MyD88-NF-IL6-ab-
hangiger Weg vermutet. Es wurde daruber hinaus eine NF-IL6-Konsensussequenz auf dem iNOS-
Promotor identifiziert (Lowenstein et al., 1993). Folgerichtig konnte die Induktion von iNOS durch
die Hemmung der NF-IL6-Aktivierung verringert werden (Pahan et al., 2002). AuBerdem finden
sich Bindungsstellen flr NF-IL6 in regulatorischen Regionen von weiteren Genen wie Lysozym
(Goethe & Loc, 1994), MCP-1 (Monocyte chemotactic protein-1; Bretz et al., 1994) und MIP-1a
und -B (Cloutier et al., 2009). Eine Regulation des Adhasionsmolekills ICAM1 (intercellular adhe-
sion molecule 1), das mit der Anheftung von Neutrophilen Granulozyten an Gefallwande und deren
Auswanderung aus dem Blutkreislauf assoziiert ist, durch NF-IL6 ist naheliegend. NF-IL6-defizi-
ente Mause zeigen nach inflammatorischen Stimuli eine erniedrigte Expression, sowie eine gerin-
gere Anzahl ausgewanderter Neutrophiler Granulozyten in das betroffene Gebiet (Kapadia et al.,
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2006). Verminderte Induktion von TLR1, SOCS3 und IL-1ra in NF-IL6-defizienten Tieren weisen
auf deren Induzierbarkeit durch NF-IL6 zusatzlich zu den bereits genannten Zielgenen hin.

Eine weitere Moglichkeit fir NF-IL6, Einfluss auf Entzindungsreaktionen zu nehmen, stellt eine
Regulation der NF-kB-Aktivitat dar. So kann NF-IL6 die Menge an IkBa in Makrophagen senken
und somit die TNFa- oder LPS-bedingte Aktivierung von NF-kB verstarken (Cappello et al., 2009;
vgl. Abb. 5, 6). Dieser Regulationsmechanismus ist unabhangig von einer NF-IL6-Bindung an Ziel-
genpromotoren.

Obwohl die Erstbeschreibung des Transkriptionsfaktors NF-IL6 schon Uber 20 Jahre zurtickliegt
(Akira et al., 1990; Landschulz et al., 1988), und er mit der Regulation vor allem peripherer inflam-
matorischer Signale in Verbindung gebracht wurde (Poli, 1998; Screpanti et al., 1995; Tanaka et
al., 1995), ist Uber eine entsprechende Aktivierung im Gehirn neuroanatomisch und funktional, z.B.
in Bezug auf inflammatorische Zielgene, wenig bekannt. Auch die Beteiligung von NF-IL6 an der
Induktion zentralnervés induzierter Krankheitssymptome ist bisher kaum untersucht worden. Poli et
al. schrieben dem Transkriptionsfaktor allerdings eine Rolle fir die spate Phase der APR zu, was
eine Rolle von NF-IL6 fiir die Aufrechterhaltung der Symptome nahelegte (Poli et al., 1998).

Die Charakterisierung und funktionale Einordnung von Aktivierungsmarkern, wie Transkriptionsfak-
toren, die im Verlauf systemischer Inflammationen z.B. durch Zytokine im Gehirn aktiviert werden,
ist ein wichtiger Aspekt flr das Verstandnis von Kommunikationswegen zwischen Peripherie und
Gehirn, die eine zentralnervése Kontrolle der resultierenden Symptome ermoglichen (Nadjar et al.,
2005; Rummel et al., 2006; Tanabe & Tohnai, 2002). Derartige Symptome spielen nicht nur im
Verlauf systemischer Infektionen, sondern auch fir andere schwerwiegende Krankheitsbilder wie
der Zytokin-vermittelten Auszehrung im Verlauf von AIDS-Erkrankungen (Chang et al., 1998;
Macallan, 1999), der sog. Tumorkachexie (Tisdale, 1999) oder der Entwicklung von Depressionen
(Dantzer et al.,, 1999) eine Rolle. Die Feinabstimmung zwischen verschiedenen Mediatoren im
Gehirn und den von ihnen genutzten Kommunikationswegen, sowie deren Bedeutung fur verschie-
dene Krankheitsbilder ist nach wie vor nicht hinreichend bekannt.
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4. Zielsetzung der Arbeit

Eine mégliche Beteiligung von NF-IL6 an der Ubermittlung von Signalen ins Gehirn, ihrer Weiterlei-
tung und der Auspragung zentralnervés kontrollierter Krankheitssymptome, ist im Hinblick auf ein
besseres Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen bedeutsam. Auch kdénnten potentielle
Funktionen von NF-IL6, z.B. wahrend der spaten Phase inflammatorischer Reaktionen, Grund-
lagen fur die Erarbeitung neuer therapeutischer Konzepte bieten (Zytokin-vermittelte, schwerwie-
gende Krankheitsbilder im Verlauf von AIDS, Tumorerkrankungen oder Depressionen, siehe S. 46).
Die moglichst zielgerichtete und damit relativ schonende Inhibition von Signalwegen, die tber IL-6
aktiviert werden, ist dartber hinaus auch flir chronische Krankheitszustdnde von Bedeutung: In
gealterten Individuen sind IL-6-Konzentrationen grundsatzlich erhdht (Bruunsgaard & Pedersen,
2003; Kim et al., 2011; Stowe et al., 2010), und werden mit verbreiteten Altersleiden wie Arterio-
sklerose in Zusammenhang gebracht (lida et al., 1992). Auch Adipositas geht mit erhdhten
Konzentrationen an IL-6 einher (Eder et al., 2009), so dass gerade dieses Zytokin und die von ihm
aktivierten Mechanismen von besonderem Interesse sind. Insbesondere STAT3 und NF-IL6 stellen
auflerdem, aufgrund ihrer noch nicht vollstandig geklarten Rollen fiir die Entstehung und Regene-
ration traumatischer Hirnldsionen, wichtige mdgliche Angriffsflachen entsprechender Therapien
dar. Dies legt beispielsweise eine Studie von Zhao et al. (2011) nahe, in der die JAK2-STAT3 Akti-
vierung als wichtige Komponente der Neuroregeneration beschrieben wird. Eine detaillierte Aufde-
ckung von NF-IL6-Funktionen ist auch aufgrund seiner méglichen Bedeutung im Rahmen von HIV-
Infektionen wiinschenswert. So ist neben der Bedeutung der verkirzten NF-IL6-Form LIP im
Modell des SIV (Simian Immunodeficiency Virus; vgl. S. 44) ein Synergismus von NF-IL6 und
NF-kB in der Replikation der Virus-RNA festgestellt worden (Jones et al., 1986; Nabel & Baltimore,
1987; Ruocco et al., 1996). Aulerdem konnte NF-IL6 durch Hemmung der Transkription eines
epigenetisch wirksamen, antiviralen Enzyms zur Sensibilisierung von CD4+ Zellen des Wirtes
fuhren (Kinoshita & Taguchi, 2008). Hinweise auf eine Rolle von NF-IL6 fur den Verlauf tumordser
Erkrankungen (vgl. Kap. 3.2.4.2., 3.3.1.; S. 44) unterstreichen zusatzlich die Wichtigkeit einer
mdglichst weitreichenden Charakterisierung dieses Transkriptionsfaktors vor allem auf funktionaler
Ebene.

Mit der vorliegenden Arbeit sollte ein Beitrag zum besseren Verstandnis der Rolle des Transkrip-
tionsfaktors NF-IL6 an der Abfolge von Vorgangen und Signalkaskaden geleistet werden, die letzt-
endlich an der Ausbildung von Fieber und den verschiedenen Komponenten des ,sickness-beha-
vior® beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurden drei eng in Zusammenhang stehende Teilstudien
durchgefuhrt:

4.1. Charakterisierung der NF-IL6 Aktivitat im Verlauf zentralnervos kontrollierter
Krankheitssymptome

Der erste Teil der Studie basierte auf der Induktion zentralnervds kontrollierter Krankheitssym-

ptome durch systemische Verabreichung des exogenen Pyrogens LPS. Das Ziel dieser ersten Teil-

studie umfasste folgende Punkte:

 Darstellung der Aktivitdt von NF-IL6 im zeitlichen Verlauf LPS-induzierter, zentralnervos
kontrollierter Krankheitssymptome durch Analyse der Auspragung der NF-IL6-Immunreaktivitat
in Abhangigkeit von der LPS-Dosis und der vergangenen Zeit seit der Injektion. Analog zu
entsprechenden Studien fir die Transkriptionsfaktoren STAT3 und NF-kB sollten dadurch neue
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Erkenntnisse Uber die Aktivierung funktionell bedeutsamer Gehirnregionen im Verlauf der
systemischen Entziindungsreaktion gewonnen werden.

» Bewertung der Bedeutung einer de novo Synthese des Transkriptionsfaktors im Gehirn nach
LPS-Stimulation in vivo im Verhaltnis zur alleinigen Aktivierung vorhandener NF-IL6.

* Charakterisierung und Quantifizierung der vorkommenden NF-IL6-Isoformen nach LPS-Stimu-
lation in vivo, vor allem im Hinblick auf das Vorkommen der aktivierenden (LAP) im Verhaltnis
zur hemmenden Form (LIP).

 Darstellung moglicher funktioneller Parallelen zwischen NF-IL6-Aktivitdt und der Bioaktivitat
inflammatorisch bedeutsamer Zytokine im Blutplasma.

 Darstellung moglicher funktioneller Parallelen zwischen NF-IL6-Aktivitat und der Starke der
Auspragung von typischen Krankheitssymptomen, sowie ihrer zeitlichen Abfolge (zu diesem
Zweck wurden einige dieser Symptome wie Fieber, Anorexie, Adipsie und Lethargie parallel
analysiert).

» Analyse der moglichen Bedeutung von NF-IL6 flr ausgewahlte potentielle Zielgene im Gehirn
anhand der Darstellung von Korrelationen zwischen Expressionsmustern dieser Gene und der
NF-IL6-Akkumulation in relevanten Gehirnstrukturen. Der Schwerpunkt lag dabei auf potenti-
ellen Zielgenen, deren Produkte entscheidende Funktionen fir die Entstehung der genannten
Krankheitssymptome erfullen.

4.2. Bedeutung JAK2-vermittelter Signalwege

Im zweiten Schritt sollte einer der méglichen Aktivierungswege (vgl. Kap. 3.2.2) und seine Bedeu-
tung fur die Induktion zentralnervés kontrollierter Krankheitssymptome naher beleuchtet werden. In
frGheren Untersuchungen war vor allem eine durch das endogene Pyrogen IL-6 ausgeldste Aktivie-
rung von Zellen im Gehirn beobachtet worden, welche Uber JAK2 zur Phosphorylierung und Akti-
vierung sowohl von NF-IL6 als auch von STAT3 fuhrt (Kap.2.5.2.4.). Daher sollte dieser JAK2-ver-
mittelte Signalweg inhibiert werden. Dies erfolgte durch intracerebroventrikulare Vorbehandlung
von Tieren mit dem JAK2-Inhibitor AG490 im Vorfeld einer analog zur ersten Teilstudie durchge-
fuhrten LPS-Stimulation. Mit dieser Teilstudie sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

» Aufzeigen der Bedeutung der JAK2-vermittelten NF-IL6- und STAT3-Aktivierung fur den
Verlauf des Krankheitsgeschehens. Dazu wurden wiederum die in Teilstudie 4.1. genannten
Symptome als Endpunktparameter aufgezeichnet.

+ Darstellung moglicher Einflusse der Aktivierungshemmung auf das Zusammenspiel verschie-
dener Transkriptionsfaktoren (NF-IL6, STAT3, NF-kB) anhand der Expression dieser Transkrip-
tionsfaktoren im Gehirn.

* |dentifikation der flir den moglicherweise veranderten Krankheitsverlauf verantwortlichen
Faktoren im Gehirn auf molekularer Ebene durch Analyse der potentiell veranderten Zielgen-
expression (Zielgene analog 4.1.).

» Untersuchung maglicher systemischer Auswirkungen der zentralen Hemmung durch Bestim-
mung der Aktivitat inflammatorisch bedeutsamer Zytokine im Blutplasma.
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4.3. Spezifische Bedeutung von NF-IL6 und NF-IL6-Synthese

Abschlieend sollte die Rolle von NF-IL6 fur die Entstehung der LPS-induzierten Krankheitssym-
ptome isoliert untersucht werden. Dazu diente im dritten Teil der Studie die mdglichst weitgehende
Ausschaltung der NF-IL6-Expression im Gehirn durch intracerebroventrikulare Verabreichung einer
entsprechenden siRNA. Zur Bestatigung einer erfolgten Herunterregulierung der NF-ILG-Transkrip-
tion wurden potentiell veranderte Expressionsmuster von NF-IL6 im Gehirn herangezogen.
Folgenden Fragestellungen sollte dabei nachgegangen werden:

» Aufzeigen moglicher Einflisse von NF-IL6 auf den Verlauf des Krankheitsgeschehens. Dazu
wurden wiederum die in Teilstudie 4.1. genannten Symptome als Endpunktparameter aufge-
zeichnet.

* Analyse der Bedeutung von NF-IL6 und dessen Expressionssteigerung fur die Induktion
inflammatorisch bedeutsamer Zielgene (analog 4.1.) im Zusammenhang mit dem moglicher-
weise veranderten Krankheitsverlauf.

Insgesamt sollten die Analysen im Rahmen dieser drei Teilstudien Zusammenhange zwischen
physiologischen Endpunktparametern, inflammatorischen Mediatoren und den von ihnen als Uber-
mittler genutzten Transkriptionsfaktoren, insbesondere NF-IL6 aufzeigen. Damit sollten neue
Erkenntnisse auch zum therapeutischen Potential bekannter Strategien der Inhibition inflammatori-
scher Transkriptionsfaktoren gewonnen werden.
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5. Studienaufbau

5.1. LPS-induzierte Entziindungsreaktionen

Das experimentelle Auslosen von Fieber und anderen zentralnervds kontrollierten Krankheitssym-
ptomen durch die Applikation eines exogenen Pyrogens (z.B. bestimmter Anteile von Mikroorga-
nismen) bietet eine gute Mdglichkeit, zugrundeliegende Mechanismen zu analysieren. Das am
haufigsten verwendete hitzestabile Molekll LPS setzt sich aus einem Polysaccharidanteil, welcher
die Antigenitat vermittelt, und einem Lipid-A-Anteil zusammen, wobei letzterer das evolutiv hoch
konservierte PAMP gram-negativer Bakterien darstellt (Holst et al., 1996; Rietschel et al., 1991).
Systemisch appliziert, I6st LPS in Abhangigkeit von der Dosis und der Umgebungstemperatur in
Saugern eine generalisierte, inflammatorische Reaktion mit einem stereotypischen, dosisabhangig
mehrphasigen und reproduzierbaren Fieber aus (Kluger, 1991). So bewirkt die intraperitoneale
Injektion einer moderaten Dosis von 100 ug/kg KM LPS in Ratten bei ca. 24°C Raumtemperatur
ein mehrphasiges Fieber von mindestens 6 - 8 Stunden Dauer. Entsprechend behandelte Tiere
zeigen typisches ,sickness-behavior* (Dantzer et al., 2001; Kent et al., 1992a). Erst ab einer Dosis
von 5 mg/kg KM ist bei Ratten mit einer LPS-induzierten Reaktion zu rechnen, die einem septi-
schen Schock gleicht (Cartmell et al.,, 2002; Romanovsky & Szekely, 1998; Roth et al., 2006;
Rudaya et al., 2005; Rummel et al., 2004). Dieses etablierte Modell diente unter Verwendung von
hochaufgereinigtem, aus E. coli gewonnenem LPS in moderater Dosierung in der vorliegenden
Arbeit als Grundlage fur die Charakterisierung von NF-IL6 im Rahmen zentralnervos kontrollierter
Krankheitssymptome im Zeitrahmen von 2 - 24 Stunden.

5.2. Einflisse des JAK-Inhibitors AG490 auf LPS-induzierte Entziindungs-
reaktionen

Um die mdgliche Aktivierung von NF-IL6 Uber die Tyrosinkinase JAK2 zu unterdricken, kam der
potentielle JAK2-Inhibitor AG490 (N-Benzyl-3,4-dihydroxybenzylidenecyanoacetamide, auch
Tyrphostin B42) zum Einsatz. Die Gruppe der Tyrphostine, zu denen AG490 zahlt, bewirkt durch
eine Bindung an der Substratbindungsstelle von Tyrosinkinasen eine Funktionshemmung der
Enzyme durch kompetitiven Antagonismus (Ruetten & Thiemermann, 1997; siehe Abb. 10). AG490
ist zellpermeabel und kann das Wachstum von Zellen der akuten lymphoblastischen Leukamie
(ALL), die eine starke JAK2-Expression aufweisen, deutlich hemmen und deren Apoptose indu-
zieren (Datenblatt der Herstellerfirma). In verschiedenen Modellen wurde AG490 bereits zur
Hemmung der JAK2 und Uber sie vermittelter Effekte verwendet: So zeigte sich im Modell des
septischen Schocks durch Verabreichung sehr hoher LPS-Dosen (10 mg/kg KM) in Ratten unter
anderem eine Senkung der TNFa-Konzentration im Serum, sowie eine Hemmung der Induktion
von COX2 in der Lunge durch intravendse Vorbehandlung mit AG490 (Ruetten & Thiemermann,
1997). Satriotomo et al. nutzten die intracerebroventrikulare Applikation des Tyrphostins zur
Einddmmung von Hirninfarkten nach Ischamie, wobei sie die Inhibition der Phosphorylierung von
JAK2 und STAT3 im Zuge der post-ischamischen Inflammation direkt demonstrieren konnten.
Neuronale Schadigungen infolge dieser Reaktion, die vor allem durch STAT3-Aktivierung tber IL-6
und folgende Induktion von TNFa und IL-1B vermittelt werden, konnten reduziert werden (Satrio-
tomo et al., 2006). Eine Inhibition von LPS-induziertem Fieber wurde z.B. durch Applikation von
Tyrphostin 46 erreicht, das intracerebroventrikular vor der LPS-Stimulation verabreicht worden war
(Tsushima & Mori, 2001). Auch Lin & Lin beobachteten einen antipyretischen Effekt von Tyrosin-
kinase-Inhibitoren (Genistein oder Lavendustin), die sie vor entsprechender Stimulation mit LPS
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direkt ins OVLT injiziert hatten (Lin & Lin, 2000). In diesen verschiedenen Studien wurden die Tyro-
sinkinase-Inhibitoren je nach Applikationsmethode in Konzentrationen von 3 ug/Tier (Tsushima &
Mori, 2001; entspricht in dieser Studie 8,6 - 10,7 ug/kg KM) bzw. 5 mg/kg KM (Ruetten & Thiemer-
mann, 1997) eingesetzt und 2 Stunden bis zeitgleich mit der LPS-Stimulation verabreicht. Satrio-
tomo et al. nutzten fir das Ischamie-Modell eine kontinuierliche Gabe mittels osmotischer Pumpen.
Fur die vorliegende Arbeit wurde basierend auf den vorgenannten Ergebnissen (Ruetten & Thie-
mermann, 1997; Satriotomo et al., 2006; Tsushima & Mori, 2001) eine Konzentration von 3 pg/Tier
gewahlt (entspricht 10 — 12 pg/kg KM), die 60 Minuten vor der intraperitonealen Stimulation mit
LPS in die Lateralventrikel appliziert werden sollten.

Abb. 10: Schematisch Darstellung der Hemmung der Signaltransduktion am IL-6
Rezeptor durch den JAK2-Inhibitor AG490

Das Tyrphostin AG490 wirkt als kompetitiver Antagonist an der Substratbindungsstelle
der JAK2. Damit kann am IL-6R die uUber diese Tyrosinkinase vermittelte Aktivierung von
NF-IL6 und STAT3 gehemmt werden (vgl. Abb. 7, 8).

Aufgrund moglicher Eigenwirkungen des vom Hersteller empfohlenen Losungsmittels fur AG490,

DMSO (Dimethylsulfoxid) wie beispielsweise der verstarkten lokomotorischen Aktivitat oral oder
zentral behandelter Tiere (Colucci et al., 2008) oder dem vermehrten Auswandern polymorphker-
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niger Granulozyten (Papadimitriou et al., 1967), wurde stattdessen Cremophor®EL (Polyoxyethy-
lenglyceroltriricinoleat 35, DAC) als Lésungsmittel (25% in PBS) verwendet. Als nicht-ionogenes
Lésungsmittel und Emulgator ist Cremophor®EL sowohl in Wasser als auch in zahlreichen organi-
schen Lésungsmitteln wie Ethanol, Isopropanol, Chloroform etc. I6slich. In wassriger Losung mit
bis zu 30% Cremophor®EL sind laut Hersteller lokale Irritationen nicht zu erwarten, orale oder
intravendse Verabreichung bewirkten bisher bis zu einer Menge von 10 bzw. 4 ml’kg KM keine
toxischen Reaktionen (Datenblatt des Herstellers), so dass fur die geplante Verwendung inflamma-
torische Reaktionen aufgrund des Lésungsmittels als unwahrscheinlich betrachtet werden konnten.
Zudem dienten entsprechende Kontrollgruppen, denen nur das Losungsmittel verabreicht wurde,
zur Uberpriifung méglicher Eigeneffekte des Reagenz (siehe auch Abb. 15, S. 68).

5.3. Einflisse gegen NF-IL6 gerichteter siRNA auf LPS-induzierte
Entziindungsreaktionen

Um NF-IL6 gezielt und isoliert ausschalten zu kdonnen, wurde eine sequenzspezifische siRNA
verwendet, um die Expression des Transkriptionsfaktors zu unterdriicken. Der entwicklungsge-
schichtlich hoch konservierte Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAI) als Element des ,posttran-
scriptional gene silencing“ (PTGS) beschreibt die sequenzspezifische Inhibition der Genexpression
durch doppelstrangige (ds) RNA (Kurreck, 2009). Der Vorgang wurde fur Eukaryoten erstmals im
Nematoden Caenorhabditis elegans von Fire und Mello (Fire et al., 1998) beschrieben, die durch
Einschleusung einer dsRNA eine starke Verringerung endogener mRNA-Transkripte des homo-
logen Gens erreichen konnten. Dafiir wurde eine spezielle Art von RNA, erstmals als ,small- oder
short interfering RNA® (siRNA) bezeichnet, verantwortlich gemacht.

Abb. 11: Schematische Struktur einer siRNA

Nach der Prozessierung z.B. kinstlich synthetisierter dsSRNA entsteht die 21-25 nt lange
siRNA, welche eine Monophosphatgruppe am 5'- und einen Dinukleotid-Uberhang am 3'
Ende besitzt (MacRae & Doudna, 2007). Die Nukleotide 2 - 8 (,seed” Region) des zur
Zielsequenz komplementaren ,guide strand“ sind von besonderer Bedeutung fir die
Erkennung dieser Sequenz. (Modifiziert nach Kurreck, 2009)

Der zugrundeliegende Mechanismus kann in drei Schritte unterteilt werden (Siomi & Siomi, 2009;
Abb. 12): (1) Prozessierung langer dsRNA in ca. 21 - 25 nt Fragmente durch die Endonuklease
Dicer (Bernstein et al., 2001). (2) Ladung eines Einzelstrangs in den Proteinkomplex RISC (RNA-
induced silencing complex). (3) Detektion und Spaltung der Ziel-mRNA im Transkriptom durch
endogene Nukleaseaktivitat des Argonaut-Proteins als Teil des RISC (Hutvagner & Simard, 2008;
Jinek & Doudna, 2009; Song et al., 2004). Nach der Spaltung wird die Ziel mRNA von RNasen
degradiert und das korrespondierende Protein kann nicht synthetisiert werden (Kurreck, 2009). In
Zellkultursystemen oder im in vivo Modell kann, ohne die Halbwertszeit und ,tunrover-Rate“ des
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auszuschaltenden Proteins zu bericksichtigen, im Allgemeinen nach 48 h mit einem ,knockdown*
des Proteins gerechnet werden, die durchschnittliche Wirkdauer von siRNA betragt, abhangig von
Zielgen, Zielorgan und Spezies (Akhtar & Benter, 2007b) 5 - 7 Tage (Akhtar & Benter, 2007b; Chri-
stoph et al., 2006; Kurreck, 2009). Im Gegensatz zum ,knockout Modell“ kann ein kompletter
-knockdown* des Proteins durch RNAI niemals erreicht werden.

Abb. 12: Schematische Darstellung des Mechanismus der RNAIi

Nach Einbringen der siRNA und Spaltung durch Dicer wird der ,antisense“ oder ,guide”
strand“ in den Proteinkomplex RISC aufgenommen. Mit seiner Hilfe wird die komplemen-
tare Zielsequenz auf der mRNA erkannt und charakteristischerweise zwischen dem 10.
und 11. Nukleotid durch das Argonaut-Protein (griin) gespalten (Elbashir et al., 2001a;
Elbashir et al., 2001; vgl. Abb. 11). Schliellich folgt ihr Abbau, so dass das korrespondie-
rende Protein nicht synthetisiert wird.

Obwohl durch gezielte Ausschaltung einzelner mRNA grundséatzlich spezifisch, birgt der Mecha-
nismus der RNAI die Gefahr unspezifischer Nebeneffekte, die sowohl in vitro als auch in vivo die
Interpretation beobachteter Auswirkungen erschweren. Zum Einen lassen sich bei der Anwendung
der RNAI sog. ,off-target” Effekte beobachten, welche die unspezifische Ausschaltung zusatzlicher,
von der siRNA nicht spezifisch ,erkannter Gene umschreibt. Zum Anderen besteht fir die Anwen-
dung des Mechanismus der RNAI die Problematik einer Aktivierung des Interferon-Systems durch
die eingebrachten Nukleotide Uber Vertreter der TLR-Familie (Sledz et al., 2003).

Verschiedene Transfektionssysteme dienen der Erleichterung der siRNA-Aufnahme in Zellen sowie
zur Erhaltung ihrer Stabilitat (Akhtar & Benter, 2007b). Als mehrfach negativ geladene Makromole-
kiile (polyanionische Struktur) kénnen die Duplexe hydrophobe Zellmembranen nicht ohne
Weiteres passieren (Kurreck, 2009). Im kationischen Liposomen-bildenden System erleichtert die
positive Nettoladung des Transfektionsreagenz die Formung von Komplexen mit den negativ gela-
denen Oligonukleotiden und zusatzlich Interaktionen mit ebenfalls negativ geladenen Zellmem-
branen (Agre et al., 1989; Abb. 13). Die Aufnahme in Zellen erfolgt fir gewohnlich Uber Endozy-
tose unter Bildung von Endosomen (Juliano et al., 2008).
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Abb. 13: Schematische Darstellung eines Liposoms oder Lipoplex” zur Einschleu-
sung von siRNA in Zellen

Im Liposom befinden sich polyanionische siRNA-Duplexe im Inneren eines durch eine
Phospholipid-Doppelschicht begrenzten Gebildes, wahrend sie im Lipoplex an dessen
Oberflache adsorbiert vorliegen. Gekoppelte Polyethylenglycol- (PEG) Ketten stabili-
sieren die Partikel und erhéhen ggf. deren Zirkulationszeit im Blutkreislauf. Fusogene
Lipide wie das neutrale L-a-Dioleyl Phosphatidyl Ethanolamin (DOPE) dienen der Desta-
bilisierung der Endosomenmembran nach Aufnahme des Liposoms/Lipoplex” in die Zelle
und erleichtern somit die Freisetzung der siRNA ins Zytosol (Gilmore et al., 2006; Li &
Szoka, 2007). (Modifiziert nach Akhtar & Benter, 2007b)

Statt gegen das selbe Ziel gerichtete siRNA mit unterschiedlichen Sequenzen als ,pool“ einzu-
setzen, was das Risiko von ,off-target® Effekten erhoht (Kurreck, 2009), wurde in dieser Studie die
anhand von in vitro Vortests als am wirksamsten eingestufte Sequenz fiir die in vivo Applikation
ausgewahlt. Zu diesem Zweck wurden primare, neurogliale Zellkulturen aus der Area postrema der
Ratte mit den jeweiligen siRNA transfiziert. Die seit Jahren etablierten und in der Arbeitsgruppe
vielmals genutzten, primaren Zellkulturen (Hitzel, 2009; Ott et al., 2010; Rafalzik et al., 2008;
Weber, 2009; Wuchert, 2008) aus den CVO der Ratte sind eine hierfliir bestens geeignete Grund-
lage, da in diesen Zellen die in vivo als typisch angesehenen Eigenschaften weitestgehend
erhalten bleiben (Morgan & Darling, 1994). Damit ermdglichte die Verwendung dieser Zellkulturen
neben der Auswahl einer erfolgversprechenden siRNA-Sequenz erste Voraussagen der Auswir-
kung des Herunterregulierens bestimmter Gene in vivo. Als Endpunkte der Bewertung eines even-
tuellen ,Gen-silencing, dienten einerseits vergleichende immunzytochemische Untersuchungen
der transfizierten Zellen und andererseits die Messung der pro-inflammatorischen Zytokine TNFa
und IL-6, die mit und ohne Zellstimulation durch LPS von diesen Zellen ins Kulturmedium abge-
geben worden waren. In eigenen Vorversuchen sowie Versuchen in Vorgangerarbeiten (Wuchert et
al., 2009) war der Zeitpunkt 6 Stunden nach einer Stimulation als besonders glnstig ermittelt
worden. Sowohl Zytokinkonzentrationen im Uberstand als auch immunhistochemisch ermittelte
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren waren zu diesem Zeitpunkt besonders stark ausgepragt.
Die auf dieser Basis ermittelte, potentiell wirksamste Sequenz wurde, versehen mit einer Reihe
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Modifikationen (vgl. Kap. Il.A., S. 65), welche zu erhdhter Resistenz der siRNA gegenuber eines
Abbaus durch Nukleasen sowie zur Minimierung von ,off-target* Effekten fiihren sollten, fir die in
vivo Studien eingesetzt. Als Grundlage der hier durchgeflihrten in vivo Transfektion diente eine
Studie von Niizuma et al., in der die intracerebroventrikulare Injektion von 5 ug einer entsprechend
modifizierten siRNA einen effektiven ,knock-down®“ des Zielgens bewirkte (Niizuma et al., 2008).
Das verwendete Transfektionsmedium aus einer 1 : 2 Mischung kationischer Lipide (jetSI™) in
Ethanol und dem fusogenen Peptid DOPE in Chloroform, das auch von anderen Arbeitsgruppen
erfolgreich verwendet worden war (Guissouma et al., 2006; Hassani et al., 2005), wurde fir die
vorliegende Arbeit iGbernommen, ebenso wie die siRNA-Menge von 5 ug/Tier.
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Technische Geriate

MATERIAL UND METHODEN

Bezeichnung: Typ: Hersteller:

Aqua bidest Anlage Milli-Q Biocel Millipore, Eschborn
Autoklav Systec 2540 EL Systec, Wettenberg
Binokular Nikon SMZ-V Nikon, Tokio, Japan
Brutschrank NuaireTM US-Autoflow  Nuaire, Plymouth, MN, USA
Dataport Dietscan Analvser Accu Scan Instruments Inc., Columbus,

P y OH, USA
Digitale . Diagnostic Instr. —Visitron Systems,
schwarz-weil® Kamera Spot Insight Puchheim
Eismaschine lcematic F120 CasteIMAC.S.p.A. Castelfranco

Veneto, Italien

ELISA reader Digiscan Asys Hitech, Eugendorf, Osterreich
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX50 Olympus Optical, Hamburg
Heilluftsterilisator ED 115/E2 Binder GmbH, Tuttlingen
Homogenisator SONOPULS Bandelin Electronic GmbH & Co KG,

Klimakammer
Kryostat

Lamina

Mikroflow TM Sicherheitswerk-

bank Klasse 2
Minishaker/Vortex

Molecular Imager®

Perfusionsanlage

pH-Meter
Pipettiergerat
Pipettierhelfer
Power Supply
Schermaschine
Schiuttler

Schittler Rotomix
Schwanenhalslampe
Semi-Dry Blotter

Sicherheits-Bunsenbrenner
Spectrophotometer
StepOnePlus™

Real-Time PCR System
Stereotakter

Surgical Bone Drill System

Telemetrie - Dataport

Telemetrie - Empfangerplatte
(30x22,5x 3 cm)

10°US/+5 to +40 DU
Typ HM 500 O

Herasafe

Modell 20229

MS1
ChemiDoc™
XRS Imaging System

765 Calimatic
Pipetboy
Easypet
Power Pac 200
Typ GH 004
Typ 3011

Type 50800

Intralux 500
Trans Blot® Semi-Dry

Quick Reference Guide

Fireboy
DU ® 50

Model 900

DP-24 Dataport

RA -1000

57

Berlin

Firma Weiss Umwelttechnik,
Reiskirchen

Microm GmbH, Walldorf

Kendro Laboratory Product GmbH,
Hanau

Nunc,Wiesbaden
IKA Works Inc. Wilmington, NC, USA
BioRad, Miinchen

W.G.Kerkhoff Institut,
Bad-Nauheim

Kleinfeld Labortechnik, Hannover
Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Eppendorf AG, Hamburg

BioRad, Miinchen

Aesculap, Tuttlingen

Roth GmbH, Karlsruhe

Barnstead International, Dubuque,
IA, USA

Volpi AG, Zirich, Schweiz

BioRad, Miinchen

Technomara, Fernwald

Beckman Coulter, Brea, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA
Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA
Minimitter Company Inc., Sunriver, OR,
USA

Minimitter Company Inc., Sunriver,OR,
USA
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Bezeichnung: Typ: Hersteller:

Telemetrie - Empfangerplatte ER-4000 Receiver Respironics Inc-MiniMitter, Bend, OR,

(56%29x%7 cm) USA
Telemetrie - Sender VM-FH TR-3000 Minimitter Company Inc., Sunriver, OR,
16 x 11 mm USA
Telemetrie - Sender T-4000 E-Mitter® Respironics Inc-MiniMitter, Bend, OR,
23 x8 mm USA
Thermoblock QBT VWR, Darmstadt
Tischriihr- und Heizgerat Combimag Roth GmbH, Karlsruhe
Tischrihr- und Heizgerat PCT Basic IKA Labortechnik, Staufen
Ultraschall-Wasserbad Bandelin Sonorex RK100 H. Kretschmer, Gielden
Vakuumpumpe XF 54 230 50 Millipore, Eschborn
Waage zum Wiegen der Tiere Satorius universal Sartorius AG, Goéttingen
Waagen zum Abwiegen von P1210N; AE 50 und PM Mettler Toledo, GieRen
Trockensubstanzen 2500
Warmekissen Fine Science Tools Inc., Heidelberg
Warmematte MarMed GmbH, Colbe
Warmematte TR-100 FST+EA4013 Messmer Elektronic, Dettenhausen
Warmeschrank Typ 5050 EK Haereus, Hanau
Wasserbad BF 15 Renner GmbH, Dannstadt
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Thermo Scientific Waltham, MA, USA
Zentrifuge Spectrafuge mini neo Lab, Heidelberg
Zentrifuge fur 96well Platten  PerfectSpinP EEQLAB Biotechnologie GmbH,
rlangen
Software
Programm: Hersteller:
Accudiet 1.20 AccuScan Instruments, Columbus, OH, USA
Adobe Photoshop, Version 5.5 Adobe Systems GmbH, Unterschleiltheim
DIETDAT, Version 1.70 AccuScan Instruments, Columbus, OH, USA
Dietmax AccuScan Instruments, Columbus, OH, USA
EndNote Programm, Version X3 Thomson IS| ResearchSoft, Carlsbad, CA, USA
Graph Pad Prism®, Version 5 GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA
Metamorph, Version 5.05 EP)iagnogtics Instruments — Visitron Systems,
uchheim

Open Office Writer, Version 3.2 Oracle, Redwood Shores, CA, USA
Quantitiy One® Software Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
StepOne Software, Version 2.1 Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
SigmasStat, Version 2.0 Jandel Scientific, CA-Corte Madera
Spot Insight Software Diagnostics Instruments, Michigan, USA
Stat View® Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA
Vital View Version 3.1 Respironics Inc—MiniMitter, Bend, OR, USA
Windows Microsoft Excel, Version 6.0 Microsoft Corporation, Minchen
Windows Microsoft Word Version 6.0 Microsoft Corporation, Minchen
Gebrauchsmaterial alilgemein

Bezeichnung: Typ: Hersteller:
Glasflaschen verschiedene Volumina Schott AG, Mainz
Magnetrihrstabchen PTFE ummantelt Roth GmbH, Karlsruhe
Messkolben Klasse A, 1-, 2-und 5 | Roth GmbH, Karlsruhe
Messzylinder Klasse A, 100- und 250 ml Roth GmbH, Karlsruhe
Pipetten verschiedene GroRen Eppendorf AG, Hamburg
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Bezeichnung: Typ: Hersteller:
Reaktionsgefalistander Roth GmbH, Karlsruhe
Schraubdeckeldosen unsteril, 40 ml Roth GmbH, Karlsruhe

Verbrauchsmaterial allgemein

Bezeichnung: Typ:

Hersteller:

Einmalhandschuhe aus Latex

Einmalhandschuhe N-Dex® aus Nitril

Labortticher Kimtech Science
Parafim®
Pasteur- Pipetten einweg

in verschieden GrofRen:
10-, 100-, 1000 pl
in verschieden Grofen:

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filter

10-, 100-, 1000 pl
PS- Rohrchen steril, 3,5-,12-, 15-, 50 ml
Reaktionsgefalte 3810,
Safe-Lock Tubes 0.5-,1.5-. 2 ml
Serologische Pipetten steril: 2-, 5-,10-, 25-, 50 ml
Skalpellklingen BB522

UNIGLOVES ® GmbH, Troisdorf
Best Manufacturing Company, Menlo
GA, USA

Kimberley-Clark Europe Limited,
Reigate, England

Roth Laborbedarf, Karlsruhe

MAGYV, Rabenau

Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich

Fa Eppendorf-Natheler -Hinz-GmbH,
Hamburg

Greiner Bio- One GmbH,
Frickenhausen

Fa Eppendorf-Natheler -Hinz-GmbH,
Hamburg

Sarstedt AG&Co, Nimbrecht
Aesculap-Werke AG, Tuttlingen

Die fur die jeweiligen Methoden speziellen Ge- und Verbrauchsmaterialien sowie die verwendeten
Chemikalien, Lésungen und Puffer sind am Anfang der entsprechenden Kapitel aufgeflihrt.
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II.LA. Versuchsmodelle

1. In vitro Modell

1.1. Materialien

Ge- und Verbrauch

Bezeichnung: Typ: Hersteller:
Deckglaschen 15 x 15 mm Stéarke 1 Menzel GmbH, Braunschweig
Mikro-12 Kammersysteme Flexiperm®- Haereus, Hanau
Pasteurpipetten 230 mm aus Glas MAGYV, Rabenau
Petrischale (Glas) g 11 cm MAGYV, Rabenau
Petrischalen (Plastik) 94/16 mm Sarstedt, NiUmbrecht
Rohrchen, steril 15 und 50 ml Sarstedt, Nimbrecht
Sterilfilter FP 30/0.2 CA-S Schleicher und Schuell GmbH,

Teflonschlauche

Chemikalien

Innendurchmesser 0,75-
und 1,98 mm

Dassel

Kronlab, Sinsheim

Bezeichnung:

Hersteller:

B 27

Carbogen

D-Glucose

Dispase |

Fetales Kélberserum (FKS)

Gey’s balanced salt solution (GBSS)
Hank’s bufferd salt solution (HBSS)
HEPES Natriumsalz
(N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-

N'-(2- ethansulfonsdure)

L-Glutamat (Monosodium-Salz)
L-Glutamin

Neurobasal-A

PBS

(Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline)

PBS (instant), pH 7,2 - 7,4

Penicillin/Streptomycin
Poly-L-Lysin

Steriles Wasser flr die Zellkultur
Trypsin

5 x siRNA Buffer

Dharma FECT 1

siRNA

Invitrogen, San Diego, CA, USA
Messer Griesheim GmbH, Neuried
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roche Diagnostics, Mannheim
PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Biochrom, Berlin
Invitrogen, San Diego, CA, USA

PAA, Cdlbe

Ansatz aus PBS tablets in Aqua bidest.

(1 Tablette/ 200 ml)

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

PAA, Pasching, Osterreich

Biochrom, Berlin

Dharmacon, Thermo Fischer Scientific Lafayette, CO,
USA

Dharmacon, Thermo Fischer Scientific Lafayette, CO,
USA

Bezeichnung:

Hersteller:

ON-TARGETplus
Non-targating siRNA

Dharmacon, Thermo Fischer Scientific Lafayette, CO,
USA
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Bezeichnung:

Hersteller:

ON-TARGETplus Set of 4 LQ-0922
LQ-092218-00-0005
LQ-092218-00-0006
LQ-092218-00-0007
LQ-092218-00-0008

RUM2RX (20 pM)

RUM4RX (20 pM)

RUMBRX (20 pM)

Losungen und Puffer

Dharmacon, Thermo Fischer Scientific Lafayette, CO,
USA

Riboxx GmbH, Dresden
Riboxx GmbH, Dresden
Riboxx GmbH, Dresden

Bezeichnung:

Zusammensetzung/Herstellung:

1x si RNA Resuspension Buffer

Dispase - Lésung

Dispase - Gebrauchslésung (37°C)

GBSS - Lésung

HBSS — Puffer

Inaktivierungs - Lésung (37°C)

Verdiinnung von 5x siRNA Buffer 1:4 mit RNase-freiem
H.0O; Zusammensetzung der fertigen Verdinnung:
6mM HEPES, pH 7,5; 0,2mM MgCl,

Dispase Trockensubstanz in HBSS- Puffer

Dispase | (1 ml) + 2 ml HBSS-Puffer;

Enzymaktivitat der Gebrauchslésung: 2 I.U./ml
Grundlage: GBSS

Supplemente: Glucose (5 %);

oxygeniert Uber CO. - Flasche mittels Schlauchsystem
mit Kanule

HBSS unter Zugabe von 20 mM HEPES;

oxygeniert Uber CO. - Flasche mittels Schlauchsystem
mit Kanule

1 mM EDTA in HBSS- Ldsung

Grundlage: Neurobasal-A

Kulturmedium fur die primare neurogliale Supplemente: B 27 (Endkonzentration 2 %),
Zellkultur (Neurobasal-A-Medium, NBA)  Penicillin/Streptomycin (100 pg/ml)

Glutamin (2 mM), (Endkonzentration 1 %)
Transfektionsmedium fiir die primare neu- Grundlage: Neurobasal-A
rogliale Zellkultur (NBA-X) Supplemente: Glutamin (2 mM), (Endkonzentration 1 %)
Lipopolysaccharid (LPS)-Stocklésung Lésen von LPS in PBS (pyrogenfrei)
(1 mg/ml) Lagerung: - 20°C
LPS-Gebrauchslosung fur Verdiinnung der Stocklésung 1 : 10 mit NBA-X
in vitro Stimulation
siRNA Stockldsung fur
in vitro Transfektion

siRNA von Dharmacon:

Lésung des 5 nmol RNA-pellets in 1x siRNA Resuspen-
sion Buffer zum Herstellen einer 20 uM Lésung
Verdiinnung der Stocklésung 1 : 4 mit 1x-siRNA Resus-
pension Buffer zum Herstellen einer 5 yM L6sung
siRNA Gebrauchslésung in NBA-X

(Endkonzentration 25- oder 50 nM)

0,1 % DharmaFECT in NBA-X

10 % Transfektionslésung und

10 % siRNA-Ansatz in NBA-X

siRNA Gebrauchlsésung fiir
in vitro Transfektion

siRNA-Ansatz
Transfektionslosung

Transfektionsansatz
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1.2. Versuchsaufbau

Nach Gewinnung und Kultivierung neuroglialer Zellen aus der Area postrema (Kap. Il.A., 1.3)
wurden diese mit den verschiedenen siRNA bzw. Kontrollmedien inkubiert und anschliellend 6
Stunden mit Lipopolysaccharid (LPS; 100 pg/ml) stimuliert (Kap. Il.A., 1.4). Die Inkubationszeit
wurde mit der Fixation der Zellen beendet und anschlief3end die immunzytochemische Auswertung
(Kap. II.C, 1.4). vorgenommen. Des Weiteren wurde die Bioaktivitat der Zytokine IL-6 und TNFa im
Uberstand des Mediums bestimmt (Kap. II.C, 2; siehe auch Kap. I., 5.3., S. 55).

1.3. Primare Zellkultur der Area postrema

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in eigens zu diesem Zweck hergestellten Kulturgefaen, die
aus auf Deckglaschen fixierten, flexiblen Mikrokammern (Flexiperm) bestanden. Die Glasboden
wurden im Anschluss an das Anheften an die Kammern fur ein optimales Wachstum der neurogli-
alen Zellen zunachst mit Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml bei 4°C, 12-24 h) beschichtet, um die spatere
Adhasion der Zellen zu begunstigen. Membranschaden der wachsenden Zellen, die durch den
Kontakt mit Lysin entstehen kénnen, wurde durch die Entfernung von Ldsungsresten mit sterilem
Aqua bidest. vorgebeugt. Bis zur Aussaat der Zellen wurden die Kammern im Brutschrank bei
37°C vorgewarmt.

Um moglichst keimarme Bedingungen zu schaffen, wurden die notwendigen Arbeitsschritte unter
der Sterilbank durchgeflihrt, die Praparation erfolgte unter Verwendung hitze- oder ethanolsterili-
sierter Instrumente. Vier bis sechs Tage alte neonatale Wistar-Ratten wurden zunachst mit einer
Schere dekapitiert, Kopfhaut und Schadeldecke mit Schere und Pinzette entfernt, das Gehirn in
seiner Gesamtheit enthommen und der Hirnstamm mit anhaftendem Cerebellum mit einem Skal-
pell vom Cerebrum abgetrennt. Bis zur nachfolgenden Feinpraparation wurden die Hirnteile in mit
oxygeniertem GBSS-Puffer gefiillten Petrischalen auf Eis gelagert. Unter einem Binokular wurde
die der Medulla oblongata aufsitzende Area postrema (Abb. 14) freiprapariert und bis zur enzymati-
schen Behandlung in eiskalten HBSS-Puffer Uberfuhrt. Um die Zellen aus dem Gewebeverband,
sowie interzelluldre Verbindungen vollstandig zu I6sen, wurde eine Kombination aus enzymati-
scher und mechanischer Dissoziation angewendet. Dazu wurde das Gewebe zunachst mit 2 ml
der Protease Dispase-1 (2 I.U./ml) in oxygeniertem HBSS-Puffer bei 37°C 45 Minuten lang unter
Einleitung von Carbogen inkubiert, um bei teilweiser Auflésung des Gewebeverbandes eine Scha-
digung der Zellmembranen zu verhindern (Frangakis & Kimelberg, 1984; Frangakis et al., 1982).
Die anschlieBende Inaktivierung der Dispase erfolgte durch zweimaliges Waschen mit 1 mM EDTA
in HBSS-Puffer, woran sich drei weitere Waschschritte mit Neurobasal-A-Medium anschlossen. Mit
einer 1 ml Pipette erfolgte dann die zuséatzliche mechanische Zerkleinerung (Gebke et al., 1998;
Jurzak, 1994) durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren der Gewebefragmente unter Vermeidung
von Luftblasen, bis aufgrund einer milchigen Triibung auf einen ausreichenden Grad der Dissozia-
tion geschlossen werden konnte. Je 300 ul der Zellsuspension wurden in eine Zellkulturkammer
gegeben und die so praparierten Kammern anschlieRend bei 37°C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit
und einer COz-Konzentration von 5 % fur ca. 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Innerhalb
dieses Zeitraums, vor dem ersten Wechsel des Kulturmediums kam es erfahrungsgemaf® zur
Anheftung der Zellen am Boden der Kammern, wahrend nicht-vitale Zellen und Zelltrimmer am
nachsten Tag zusammen mit dem Medium verworfen wurden. Fir eine Wachstums- und Ausdiffe-
renzierungszeit von 5 - 6 Tagen, die der Transfektion vorausging, wurde das Medium zweitagig
gewechselt.
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Abb. 14: Lokalisation der Area postrema

Schematische Darstellung der Area postrema im coronalen Querschnitt des Stammhirns
(rot, links). Rechts: Frisch entnommenes Gehirn einer neonatalen Ratte; die Area post-
rema liegt im Bereich unterhalb der Pfeilspitze. Schema modifiziert nach Paxinos &
Watson (1998).

1.4. Transfektion und Stimulation der Zellen

Die Transfektion wurde mit Hilfe des Transfektionsreagenz DharmaFECT in einer Konzentration
von 0,1 % in modifiziertem Kulturmedium (NBA-X) durchgefuhrt (Transfektionslésung, S. 61), dem
kein Supplement B27 zugesetzt worden war. Dadurch sollte eine basale Aktivierung von Transkrip-
tionsfaktoren durch im Supplement enthaltene Wachstumsfaktoren verhindert werden. B27 ist ein
serumfreies Supplement, das speziell flr die Anspriiche hippocampaler oder anderer Neuronen
des neonatalen Rattengehirns entwickelt wurde (Herstellerangaben). Wegen der Gefahr einer
erhohten Zelltoxizitat durch Antibiotika, die aufgrund der Permeabilisierung der Membranen durch
das Transfektionsreagenz bestand, wurde hier auch auf die Zugabe von Penicillin und Strepto-
mycin verzichtet. Die Transfektionslésung wurde bei Raumtemperatur 5 Minuten lang inkubiert,
ebenso wie die verschiedenen siRNA-Ansatze (S. 61), die ebenfalls mit NBA-X auf die gewunschte
Konzentration (25- bzw. 50 nM) gebracht worden waren. Im Anschluss an die Inkubationsphase
wurden die siRNA-Ansatze jeweils 1 : 1 mit der Transfektionslésung gemischt, worauf nochmals fur
20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Verdinnung (1:7) mit NBA-X ergab den
gebrauchsfertigen Transfektionsansatz, mit welchem die Kulturen nach einmaligem Waschen mit
NBA-X flr 24 Stunden im Brutschrank inkubiert wurden. Am nachsten Tag erfolgte die Stimulation
mit 100 pg/ml LPS in NBA-X. Nach Sicherung des Uberstandes fiir die Zytokinmessung (S. 97)
und einmaligem Waschen mit NBA-X wurden dazu je 350 pl der LPS-Gebrauchslésung (37°C) auf
die Kulturen gegeben und diese flr weitere 6 Stunden im Brutschrank inkubiert. Fir die Kontroll-
gruppen erfolgte die entsprechende Inkubation stattdessen mit reinem NBA-X. Die Deckglaschen
wurden nach erneuter Entnahme des Uberstandes zur spateren Analyse entfernt und in eine
12-well Platte Uberfihrt. Die Zellen darauf wurden fir die folgende Immunzytochemie 15 Minuten
in eiskaltem, 4 % igem PFA fixiert und anschlieRend mit PBS gewaschen. So konnte die Immunzy-
tochemie entweder direkt im Anschluss oder nach bis zu zweiwdchiger Lagerung der Zellen bei
4°C durchgefiihrt werden.
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2. In vivo Modelle

21. Materialien

Ge- und Verbrauch

Bezeichnung: Typ: Hersteller:
Dental Cement Kit (Pslr_}_lz)(_)5p134q5u8(—:-) Stoelting Europe, Dublin, Irland
Dentalbohrer Fine Science Tools, Heidelberg
Dentalbohrer - Bohrkdpfe (13’:§I'5Or-n5T455-5) Stoelting Europe, Dublin, Irland
Nahtmaterial,
Dermafil nicht resorbierbar: SMI AG, Hlnningen, Belgien
USP 2/0, EP 3

Einstreu fur Tierkafige
Einstreu fur Tierkafige

Fixateur
fur Dummy Cannula

Standard Rattenfutter

[.C.V - Dummy Cannula
(Mandrin)

[.C.V - Guide Cannula
(Leitkantle)

[.C.V - Internal Cannula
(Injektionskanile)

Knochenschrauben
Kohrsolin extra

Mehrweg-Spritze

Operationsbesteck
Polypropylenschlauch
Pur-Zellin®

Silkafix®
Skalpellklingen

Sterican®

Sterile Einwegspritzen

1 ml

Sterile Einwegspritzen

5 ml

Sterile Schlinggazetupfer

Surgicryl

Tierfutter

transparente Polycarbonat-

Kéfige

SS14-H1505-219

Altromin animal bedding

Standard Rattenfutter
R-Z V1324-000

C313DC; fits 2,5 mm guide,

Lange 2,5 mm
C313G, 2,5 mm

C313l to fit 2,5 mm,
Lange: 4,5 mm

1,59 mm O.D., Lange:
3,2 mm (STO-51457)
Instrumenten-
Desinfektionsmittel

10 pl

PP20
Zellstofftupfer

2,5cmx9,2m

Sterile Einwegkanilen;
@ 0,45x 12 mm, 26 G;
@0,9x40 mm, 20 G

BD Plastipak®

BRAUN INJECT

6 x9cm

Nahtmaterial, resorbierbar;

USP 3/0, EP 2
Zucht-Diatfutter

Typ IV (38 x59 x 18 cm /
BxTxH)
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Ssniff, Soest
Altromin GmbH und Co KG,
Lage-Lippe

Herstellung in der Campuswerkstatt

Ssniff, Soest

Bilaney Consultants GmbH,
Duasseldorf
Bilaney Consultants GmbH,
Disseldorf
Bilaney Consultants GmbH,
Dusseldorf

Stoelting Europe, Dublin, Irland

Bode Chemie, Hamburg

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,
Schweiz

Aesculap AG& Co.KG, Tuttlingen
Portex Ltd., Hythe, UK

Paul Hartmann, AG, Heidenheim
Lohmann Rauscher Int. GmbH &
Co.KG, Rengsdorf

Ruttgers GmbH & Co.KG, Solingen

Braun Melsungen AG, Melsungen

Becton Dickinson S.A., Madrid,
Spanien

Braun Melsungen AG,
Melsungen

Weisweiler GmbH & Co.KG, Minster

SMI AG, Hunningen, Belgien
Altromin GmbH und Co KG,
Lage-Lippe

FA. Dipl.-Ing. W. Ehret GmbH,
Emmerdingen
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Bezeichnung: Typ: Hersteller:
transparente Polycarbonat- Typ 1 (28 x42x15cm/  FA. Dipl.-Ing. W. Ehret GmbH,
Kafige BxTxH) Emmerdingen
Wattetrager meditip Servopraxe GmbH, Wesel
Warmematte Henry Schein Vet GmbH,
fur Kleintiere, Hamburg
Zellstoff ungebleicht 40 x 60 cm 2V C Zellstoff Vertriebs GmbH,

Troisdorf
Chemikalien
Bezeichnung: Hersteller:

Aceton
AG490

(N-Benzyl-3,4-dihydroxybenzylidenecyano-acetamide)

Angiotensin Il

Cremophor® EL
(Polyoxyethylenglyceroltriricinoleat 35, DAC)
Cutasept® F Handedesinfektionsmittel
Ethanol

Ethanol absolut

Glucose-Ldsung 40 % ad us. vet.
Glucose-Losung 5 % ad us. vet.

H.0,

Isotone NaCl- Lésung 0,9%

jetSI™ 10 mM
L-a-Dioleyl-Phosphatidyl-Ethanolamin (DOPE)
Lipopolysaccharid aus E. coli; Serotyp O111:B4

Natriumchlorid (NaCl)
PBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline)
RNAse freies H,O

siRNA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Enzo Life Sciences International Inc.
(BIOMOL), PA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Bode Chemie, Hamburg
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Belapharm, Vechta

Belapharm, Vechta

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
Braun, Melsungen
Polyplus-transfection S.A., Strasbourg,
Frankreich

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
cat.: L-2630, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Merck, Darmstadt

PAA, Colbe

Invitrogen, San Diego, CA, USA

Bezeichnung:

Hersteller:

Control siRNA (FITC Conjugate)

Custom Oligo C/EBP mit siSTABLE Modifikation

Sequenz:
sense:

GAGCGACGAGUACAAGAUGUU-3'
antisense:
5'P-CAUCUUGUACUCGUCGCUCUU
siSTABLE Non-targeting siRNA
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sc-36869 Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA

Dharmacon, Thermo Fischer Scientific
Lafayette, CO, USA

Dharmacon, Thermo Fischer
Scientific Lafayette, CO, USA
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Losungen und Puffer

Bezeichnung: Zusammensetzung/Herstellung:

Lipopolysaccharid (LPS)
(1 mg/ml)

LPS-Gebrauchslésung (100 pg/ml)

-Stocklosung Lésen von LPS in PBS (pyrogenfrei) Lagerung: - 20°C

Verdinnung von LPS-Stocklésung in PBS (pyrogenfrei)
Lagerung: - 20°C

Lésen von 1 mg AG490 in 667 ml Cremophor®EL
Gebrauchslésung

Lagerung: - 55°C

Mischen von 1 ml Cremophor®EL in 1 ml PBS (pyrogenfrei),
Zugabe von 3 ml PBS, erneutes Mischen,

Inkubation im Ultraschall-Wasserbad bei 37°C fir 60 min;
Lagerung - 20°C

Lésen von 25 mg DOPE in 75 pl Chlorophorm
(Glasbehalter) anschliefend Zugabe von 340 ul Ethanol
Bestandteile (in Aqua bidest.):

125 mM NaCl; 7,3 g/l

2,5 mM KCI; 0,19 g/l

kiinstliche Cerebrospinalflissigkeit 1,25 mM NaH.PQO4; 0,17 g/l

(aCSF, pH 7,4) 26 mM NaHCOs3; 2,18 g/l

2 mM CaCly; 0,294 g/l

1 mM MgCly; 0,203 g/l

25 mM Gilucose ; 4,95 g/|

Herstellung aus DOPE-L6sung in jet-SI™ 10 mM in einer
1:5-Verdunnung; Endkonzentration DOPE: 20 mM

Lésung B fir in vivo Transfektion Herstellung aus 62,5 % L&ésung A und 37,5 % Ethanol
Herstellung aus 7,2 % Lésung B, 12,5 % 40 % iger Glucose-
Lésung und 80,3 % RNase freiem H,O

siRNA Gebrauchslésung fur in vivo  Lésung der lyophilisierten siRNA-Pellets in 5 % iger Gluco-

AG490-Gebrauchslésung
(1,5 pg/ul; 5 mM)

Cremophor-Gebrauchslésung:
25 % in PBS (im Folgenden als ,Cre-
mophor* abgeklrzt)

DOPE-L6sung 80 mM

Lésung A flr in vivo Transfektion

Lésung C fur in vivo Transfektion

Transfektion se-Lésung zum Erreichen einer 360 uM Lésung (= 5 mg/pl)
I(n\Jlil;tilagf)losung ohne siRNA Herstellung aus Lésung C und 5 % iger Glucose-L6ésung, 1:1

SIRNA-Injektionslésung Herstellung aus Lésung C und jeweiliger siRNA Gebrauchs-

I6sung, 1: 1

Medikamente

Handelsname: Wirkstoff: Dosierung: Hersteller:
Antisedan® Atipamezolhydrochlorid 1 mg/kg Pfizer GmbH, Berlin

- . cp-pharma GmbH,
Cepetor® KH Medetomidin siehe (S. 70) Burgdorf
Ketamin® 10 % Ketaminhydrochlorid siehe (S. 70) Belapharm, Vechta
Metacam® Injektionsldsung, . Boehringer Ingelheim
5 mg/kg Meloxicam 2 mg/kg KM Vetmedica GmbH, Ingelheim
Vetranquil 1 % Acepromazin siehe (S. 70) Albrecht GmbH, Aulendorf
Vidisic®-Auaenael Carbomer Dr. Mann Pharma,
geng 40000-60000 Bausch & Lomb, Berlin

Xylazin 2%, Xylazinhydrochlorid ~ siehe (S. 70) CP-Pharma GmbH,

Burgdorf
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2.2. \Versuchsaufbau

Fir alle drei Teilstudien wurde einem einheitlichen, jeweils entsprechend modifizierten
Versuchsaufbau gefolgt. Dieser umfasste zunachst die Vorbereitung der Tiere (Operationen,
Rekonvaleszenz, S. 70), an deren Anschluss die in vivo Versuche unter Erfassung physiologischer
Daten (Kap. II.B) durchgefihrt wurden (Injektion von Lipopolysaccharid, LPS in verschiedenen
Dosen bzw. PBS in Kontrollgruppen; S. 74). Jeder Versuch endete mit der transkardialen Perfusion
der Versuchstiere (Kap. II.C, 1.5.1), um das bendétigte Material fir die anschlieRende Erfassung
biochemischer Parameter (Kap. II.C) zu gewinnen. Die zeitlichen Ablaufe und die Einteilung der
Versuchsgruppen sind nachfolgend dargestellt. Die verwendeten Substanzen werden auf den
Seiten 64 - 66 aufgelistet. Zur Erklarung der Teilstudien siehe auch Kap 1., 5.

Abb. 15: Versuchsgruppen der einzelnen Teilstudien

Abkurzungen: AG: JAK-Inhibitor AG490, Crem: Cremophor, i.c.v.: intracerebroventrikular,
i.p.: intraperitoneal, LPS: Lipopolysaccharid, nt: non-targeting RNA, PBS: Phosphate-Buf-
fered Saline, si: anti-NF-1L6 siRNA vc:vehicle

In der ersten Teilstudie (1) wurden mit LPS (100 pg/kg oder 1 mg/kg, i.p.) injizierte Tiere
ihren direkten Kontrollen gegentiibergestellt, die stattdessen nur PBS als Losungsmittel
erhalten hatten. (2) Fur die Inhibitionsstudie mit dem JAK-Inhibitor AG490 (AG) wurden
mit dem Inhibitor behandelte Tiere (i.c.v.) hinsichtlich ihrer Reaktion auf i.p. appliziertes
LPS (100 pg/kg) mit solchen verglichen, die stattdessen nur mit dem Ldsungsmittel
Cremophor (Crem) behandelt worden waren. Um Effekte der jeweils in den Ventrikel
gegebenen Substanzen an sich erkennen zu kdnnen, wurde fir jede dieser Substanzen
(Crem, AG) aullerdem eine Kontrollgruppe gebildet, der wiederum PBS i.p. injiziert
wurde. Entsprechend wurde auch in der dritten Teilstudie vorgegangen (3), wobei hier
das Ldésungsmittel fur die i.c.v.-Injektionen (vehicle, vc) einer nicht-zielgerichteten RNA
einerseits (non-targeting, nt) und der anti-NF-IL6-siRNA (si) andererseits gegenuber
gestellt werden musste. Dosierungen und methodische Ansatze fir die Teilversuche
wurden in Anlehnung an einschlagige Publikationen durchgefuhrt (siehe Kap. I., 5.).

Abb. 16: Zeitlicher Ablauf der in vivo Versuche der einzelnen Teilstudien

(1) Die Injektion von Lipopolysaccharid (LPS, i.p.) erfolgte an Tag 8 des Versuchs, an
diesem Tag (2-, 4-, 6-, oder 8 h spater) oder am folgenden (24 h) wurde der Versuch
durch Perfusion der Tiere abgeschlossen. (2) In der zweiten Teilstudie wurde der JAK-In-
hibitor AG490 an Tag 8 eine Stunde vor der LPS-Injektion appliziert (i.c.v.), nachdem der
Trinktest (Beschreibung S. 74) einen Tag zuvor ein zufriedenstellendes Ergebnis geliefert
hatte. Die Perfusion erfolgte 8- bzw. 24 h nach der intraperitonealen Injektion (3). Fur die
dritte Teilstudie wurde auf den Trinktest verzichtet, da praktisch fur alle vorherigen
Implantationen der i.c.v. Kanllen im Trinktest eine funktionelle Platzierung bestatigt
werden konnte und deshalb diese zusatzliche Prozedur mit den Tieren als nicht zwingend
notwendig erachtet wurde. Der korrekte Sitz der Kanule wurde fur diese Teilstudie spater
anhand coronaler Gehirnschnitte verifiziert (sieche auch Abb. 80, S. 185). Die Injektion der
siRNA (i.c.v.) erfolgte 24 h vor der LPS-Gabe und die Perfusion 4- bzw. 24 h danach.

67



Material und Methoden

Abb. 15
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(1)

Rekonvaleszenz, Datenaufzeichnung

*

Training
Perfusion
(2/4/6/8/10/24h post injectionem)
— #

TAG 1 TAG 8 TAG 9

Operationen: ab 9:00

Sender i.p. Injektion

(2)
Rekonvaleszenz, Datenaufzeichnung
Training
Perfusion
(8/24h post injectionem)

TAG 1 TAG7 TAG8 ab8:00 ab9:00 TAG 9
Operationen: Trinktest Injektion Injektion
Kanile i.c.v. (i.c.v) (i.p.)
Sender i.p.

(3)

Rekonvaleszenz, Datenaufzeichnung
Training
Perfusion

(4/24h post injectionem)

*

TAG 1 TAG 7 ab 9:00 TAG8 ab9:00 TAGY9
Operationen:

Injektion Injektion
Kanile i.c.v. (i.c.v.) (i.p.)
Sender i.p.
Abb. 16
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2.3. Tiere

Die fir alle Versuche verwendeten Wistar-Ratten (Rattus norvegicus) stammten aus der institutsei-
genen Zucht, deren Elterntiere von Charles River WIGA (Sulzfeld) bezogen wurden. Aufzucht und
Haltung der Tiere erfolgten bei einer konstanten Raumtemperatur von 23 + 1°C, einer relativen
Luftfeuchte von 50 % und einem 12/ 12 Stunden hell / dunkel Rhythmus (Licht von 7:00 bis 19:00
Uhr). Zur Aufzucht der Jungtiere zusammen mit dem Muttertier in den ersten Tagen dienten trans-
parente Polycarbonat — Kafige Typ IV, im Anschluss an das Absetzten (110 £ 10 g Kdrpermasse,
KM) wurden Gruppen von bis zu funf, nach Geschlechtern getrennten Tieren in Polycarbonat —
Kafige Typ Il umgesetzt, wo sie bis zum Versuchsbeginn verblieben. Wahrend der gesamten Zeit
wurden Wasser und Futter ad libitum zur Verfugung gestellt. Fir die Versuche an primaren neurog-
lialen Zellkulturen wurden mannliche Tiere im Alter von 4 — 6 Tagen verwendet, fur alle anderen
Versuche wurden die ebenfalls rein mannlichen Tiergruppen anhand ihrer KM zusammengestellt,
die jeweils zwischen 250 + 50 g lag. Vor dem Beginn der Studie wurden beim RP Hessen die
durchzufuhrenden Tierversuche per Antrag genehmigt (Projektnummer GI 18/2 51/2008) bzw.
angezeigt (V54-19, c20/15¢c GI18/2).

2.4. Operationen

Die nachfolgend beschriebenen operativen Eingriffe wurden z.T. einzeln (alleinige Implantation von
Radiotransmittern) oder in Kombination (Radiotransmitter und intracerebroventrikulare Kandle)
vorgenommen. Im Falle mehrerer Teiloperationen wurden diese alle im gleichen Zeitraum vorge-
nommen, so dass jedes Tier nur einmal in Narkose gelegt wurde.

2.41. Intraperitoneale Implantation der Radiotransmitter

Narkose

Am Versuchstag wurde den Tieren mindestens eine Stunde vor Einleitung der Narkose das Anal-
getikum Meloxicam in einer Dosierung von 2 mg/kg KM subkutan (s.c.) verabreicht, um die peri-
operative Ananigesie zu gewabhrleisten. Die Injektionsnarkose erfolgte als Mischspritze intraperito-
neal (Mischung A: 0,25 mg/kg KM Medetomidin, 60 mg/kg KM Ketamin; Mischung B: 5 mg/kg
Xylazin, 50 mg/kg Ketamin, 0,5 mg/kg Acepromazin). Zur Uberpriifung der Narkosetiefe und um
die Schmerzfreiheit des Tieres zu gewahrleisten wurden der Cornealreflex und der Flexorreflex an
der Zwischenzehenhaut herangezogen. Bei zufriedenstellender Narkosetiefe waren beide Reflexe
nicht auslésbar. Eventuelle Nachdosierungen beider Mischungen wahrend der Operation wurden
i.m. vorgenommen. Die Narkose mit Mischung A wurde frihestens 40 Minuten nach der letzten
Narkoseinjektion mit Atipamezol (1,0 mg/kg KM intramuskular, i.m.) teilantagonisiert.

Implantation

Die Operation wurde auf einer mit Zellstoff gepolsterten Warmematte durchgefihrt. Um das
Austrocknen der Corneae zu verhindern, wurde in beide Lidspalten Vidisic®-Augengel einge-
bracht. Zunachst wurde das Operationsfeld in einem Bereich von 3 cm kranial und 3 cm kaudal
des Nabels mit einer Breite von ca. 4 cm geschoren und die haarfreie Zone drei mal mit
Cutasept®-Losung desinfiziert (Einwirkzeit eine Minute). Vom Umbilicus beginnend erfolgte die
Inzision der Haut nach kaudal. Das Unterhautgewebe wurde stumpf von der Bauchmuskulatur
geldst und anschlieRend die Bauchhéhle entlang der Linea alba mittels Stichinzision eréffnet. Mit
einer Schere nach Metzenbaum wurden die Wundrander vorsichtig erweitert und der Sender durch
die Offnung in die Peritonealhdhle eingebracht. Im Anschluss wurde die Wunde in zwei Schichten
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verschlossen, wobei die Muskulatur fortlaufend und mit resorbierbarem Nahtmaterial, die Haut mit
nicht—resorbierbarem Nahtmaterial in Einzelheften vernaht wurde.

Nachsorge

In der Aufwachphase diente eine Warmematte zur Vermeidung eines starken Absinkens der
Kérpertemperatur der Tiere. Eine weitere Injektion mit Meloxicam wurde 24 Stunden post opera-
tionem ebenfalls s.c. verabreicht, wobei die Dosis auf 1 mg/kg herabgesetzt wurde. Die Beurtei-
lung des Genesungsfortschritts und des Allgemeinbefindens der Tiere erfolgte taglich auf Grund-
lage der Untersuchung der Operationsnaht, von Verhaltensbeobachtungen sowie der Kontrolle der
Futter- und Wasseraufnahme und der Kérpermasse.

2.4.2. Intracerebroventrikulare Implantation der Leitkaniile

Narkose

Es wurde eine Injektionsnarkose analog zur Implantation der Radiotransmitter durchgefiihrt.

Implantation

Zur Vorbereitung des Operationsfeldes wurden die Haare im Bereich vom lateralen Augenwinkel
bis zum Nackenansatz geschoren. Fir alle folgenden Manipulationen wurde das Tier auf einer
konstant temperierten Warmematte (37°C) platziert, um das Absinken der Kérpertemperatur unter
der Operation einzudammen und Vidisic®-Augengel zum feucht halten der Corneae aufgetragen.
Die Narkosetiefe wurde in regelmafligen Abstanden durch Auslésen des Flexorreflexes Uberpruft
und Uber die Gesamtdauer der Operation wurden dem Tier 4 ml sterile Kochsalzlésung s.c. inji-
ziert, um das FlUssigkeitsdefizit einzudammen. Um den Kopf im Stereotakter zu fixieren, wurden
zwei schlank zulaufende metallische Stifte mit abgerundeten Spitzen (,ear bars®, Abb. 17) an beide
Seiten seitlich in den Gehdrgang eingefluhrt, die Meati acustici externi palpatorisch aufgesucht und
die Stabe anschlieRend an ihre Positionierung am Stereotakter fest geschraubt. Als weiterer Fixati-
onspunkt diente das Auflegen der Schneidezédhne auf eine héhenverstellbare Stitze, wobei der
Oberkiefer in dieser Position tber einen gepolsterten Nasenbligel gehalten wurde. Auf diese Weise
wurde horizontales oder vertikales Ausweichen des Schadels wahrend der Manipulationen verhin-
dert und seine zentrale Lage im Stereotakter sichergestellt. Im Anschluss an die Desinfektion des
Operationsfeldes mit Cutasept®-Lésung wurde die Haut tGber der Medianen auf einer Lange von
2 cm erdffnet und die Schadeldecke durch stumpfe Praparation freigelegt. Zum lateralen Spreizen
der Wundrander wurden zwei beschwerte Hakchen an diesen befestigt. Nach Abldsen des Periost
mit einem Skalpell wurde der freiliegende Schadel durch Benetzung mit 30 % -igem Wasserstoff-
peroxyd (H:O;) desinfiziert und lokal gebleicht, aullerdem konnten auftretende Blutungen auf diese
Weise gestillt und das Operationsfeld somit Ubersichtlich gehalten werden. Aufgrund des Bleichef-
fekts waren aulerdem die Kreuzungspunkte der bindegewebigen Knochennahte besser
darstellbar. Zur Ausrichtung der Leitkantle mittels Mikromanipulatoren (Anterior-, Lateral- und
Tiefenkoordinate) wurde die Kreuzung der Suturae interfrontalis, sagittalis und coronalis (Bregma,
Abb. 17) aufgesucht, um anhand dessen die Koordinaten fir die Position der Kanile Uber dem
lateralen Ventrikel (Abb. 18) festlegen zu kénnen. Diese basierten auf den topographischen Daten
des stereotaktischen Gehirnatlas fir Ratten (Paxinos & Watson, 1998). Dafir wurde zunachst die
Leitkantle, die Uber ein Halterungssystem am Stativ des Stereotakters befestigt war, mittels Mikro-
manipulatoren auf die exakten Koordinaten des Bregma eingestellt. Ausgehend von diesem Punkt
wurde die Kanule um 1,5 mm nach lateral (rechts) und 0,8 mm nach kaudal verschoben und der
entsprechende Punkt auf der Knochenplatte markiert (Abb. 17). An dieser Stelle wurde mit Hilfe
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eines Dentalbohrers ein Loch von ca. 2 mm Durchmesser in den Schadelknochen bis auf die Dura
mater gebohrt. Flr die spatere Fixierung der Kantle wurden drei weitere Locher in den Schadel-
knochen gebohrt, die idealerweise auf drei verschiedenen Knochenplatten platziert sein sollten. In
diese vorgebohrten Lécher wurden Knochenschrauben gesetzt und mit dem Schadelknochen fest
verschraubt. AnschlieRend wurde das Operationsfeld mit steriler Kochsalzldsung von Knochen-
mehl gereinigt, die Dura mater im Bereich des Bohrlochs mit einer Einwegkantle (& 0,45 x 12 mm,
26 G;) eroffnet und die Leitkanlle langsam auf den erdffneten Bereich abgesenkt, bis sie den
Schadelknochen bertihrte. Zur sicheren Befestigung wurden die Leitkanile und die drei Schrauben
mit Dentalzement aneinander und am Schadelknochen verankert, anschlielend der Kanulenhalter
am Stativ vorsichtig abgehoben und die Leitkanule mit einem Mandrin (Dummy Cannula)
verschlossen (Abb. 18).

Abb. 17: Stereotaktische Apparatur nach Kopf und Positionierung der Leitkaniile
am Rattenschadel

(1): (a) ,ear bars® zur Fixation des Schadels, (b) héhenverstellbare Stitze, (¢) Mikromani-
pulatoren zum Einstellen der Anterior-, Lateral- und Tiefenkoordinate, (d) Stativ mit Kanu-
lenhalterung zur Fixation der Leitkanule. (2) Der Meatus acusticus externus diente links
und rechts als Fixationspunkt durch die ,ear bars“. Vom Bregma aus wurde der Punkt auf
der Knochenplatte ausgemessen, an dem die Leitkanule implantiert werden sollte (Kreis).
Die mdgliche Platzierung der Knochenschrauben ist durch Kreuze gekennzeichnet. Modi-
fiziert nach Paxinos & Watson (1998).

Nachsorge

Es wurde ebenso verfahren wie nach den Operationen zur alleinigen intraperitonealen Senderim-
plantation, allerdings wurde die volle Dosis Meloxicam (2 mg/kg KM ) tUber zwei weitere Tage im
Anschluss an die Operation verabreicht.
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Abb. 18: Positionierung von Leitkanile, Mandrin und Injektionskaniile im
Querschnitt

(1) coronaler Schnitt durch das Gehirn der Ratte auf Ebene der implantierten Kandle
(Bregma -0,84 mm). Der umrandete Bereich wird in (2) vergroRert dargestellt. (2) Die
Leitkanile reicht von der Schadeldecke aus 2,5 mm ins Gehirngewebe, der Mandrin als
vorubergehender Verschluss erreicht mit ebenfalls 2,5 mm noch nicht den Ventrikel, so

dass dieser bis zur Injektion (Injektionstiefe 4,5 mm) nicht eréffnet wird. Modifiziert nach
Paxinos & Watson (1998).
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2.5. Injektionen

2.5.1. Intraperitoneale Injektion von Lipopolysaccharid

Die Injektionsdosis betrug 100 pug/kg bzw. 1 mg/kg KM (Lésungen siehe S. 66), die erforderliche
Menge wurde mit einer sterilen Einwegspritze aufgezogen und mit pyrogenfreiem PBS (Phospha-
te-Buffered Saline) aufgefiillt, um ein Injektionsvolumen von 1 ml zu erreichen, welches je zur
Halfte beidseitig der Medianen in die Regio umbilicalis injiziert wurde. Tieren der Kontrollgruppe
wurde auf die gleiche Weise ein entsprechendes Volumen an pyrogenfreiem PBS verabreicht
(Abb. 15). Alle intraperitonealen Injektionen erfolgten zwischen 9:00 und 11:30 in der Hellphase
des Beleuchtungszyklus. (Siehe auch Abb. 16)

2.5.2. Intracerebroventrikulare Injektionen

Alle i.c.v. Injektionen wurden zu Beginn der Hellphase zwischen 8:00 und 9:00 Uhr am wachen Tier
Uber einen Zeitraum von mindestens 2 Minuten durchgefiihrt, um ein moglichst schonendes
Einbringen des Volumens in den Ventrikel zu gewahrleisten und eventuell auftretende Reaktionen
des Tieres direkt dokumentieren zu kénnen. Dazu wurde der Mandrin der Leitkanlle abgeschraubt
und die Injektionskanule so weit wie moglich eingeflhrt, wobei bei der ersten Injektion der Ventrikel
erstmalig eroffnet wurde (Abb. 18). Im Anschluss an die Injektion wurde der Mandrin wieder
verschlossen. Durch vorheriges Training war es moglich, die Injektionen im Kafig am frei bewegli-
chen Tier durchzufuhren, ohne es in die Hand nehmen zu missen.

Vorbereitung

Ein transparenter Polypropylenschlauch mit aufgesteckter i.c.v. Injektionskanile wurde nach
Desinfektion in 70 % igem Ethanol Uber Nacht und mehrmaligem Spulen mit pyrogenfreier,
0,9 % iger Kochsalzldsung blasenfrei mit dieser gefiillt und anschlieliend eine kleine Luftblase
aufgezogen. Diese grenzte die zu injizierende Lésung, von der 5 - 10 pl ebenfalls blasenfrei aufge-
zogen wurden, gegen die Kochsalzlésung ab. Uber Markierungen am Schlauch konnte die Bewe-
gung der Luftblase wahrend der Injektion beobachtet und damit die Durchgangigkeit des Systems
visuell kontrolliert werden.

AT Il | Trinktest

Zwei Tage vor der geplanten Injektion und frihestens 7 Tage post operationem (Abb. 16) wurde in
der zweiten Teilstudie ein Angiotensin-II- (AT Il) Trinktest durchgefihrt, um den korrekten Sitz der
Kanule zu Uberprifen. Dazu wurden 2 pl einer Lésung aus 25 ng/pl humanem Angiotensin-Il in
kinstlicher Cerebrospinalflissigkeit (aCSF) injiziert. Die stark dipsogene Wirkung des AT Il
bewirkte bei richtigem Sitz der Kanule eine schnelle Trinkantwort, die in der Regel innerhalb der
ersten 5 Minuten im Anschluss an die Injektion auftrat und Gber das Waagensystem (S. 78) direkt
abgelesen werden konnte. Tiere, die eine spontane Wasseraufnahme von weniger als 8 g inner-
halb der ersten 10 Minuten zeigten, wurden am Folgetag erneut getestet und nach zweimaligem
negativen Testergebnis vom Versuch ausgeschlossen, da dies auf eine inkorrekte Platzierung der
Kanule hindeutete. Dies kam allerdings nur einmalig vor.

Injektion von AG490

Die Injektion von jeweils 2 ul der AG490-Gebrauchslésung (S. 66) erfolgte nach oben beschrie-
bener Methode jeweils eine Stunde vor der intraperitonealen Injektion. Kontrolltiere erhielten das
gleiche Volumen des Lésungsmittels (Cremophor) allein. (Siehe auch Abb. 15)
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Injektion von siRNA

Die siRNAs wurde in der vom Hersteller als ,siSTABLE® bezeichneten, speziell fiir in vivo Versuche
modifizierten Form eingesetzt (siehe auch Auflistung verwendeter siRNA, S. 65). Zur Herstellung
der Tragerlosung wurde das Transfektionsreagenz jetSI™, eine Mischung kationischer Lipide, nach
dem vom Hersteller gelieferten Protokoll verwendet (http://www.polyplus-transfection.com/). Alle
Schritte der Herstellung wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt. Zunachst wurde aus jetSI™ und
L-a-Dioleyl-Phosphatidyl-Ethanolamin (DOPE, fusogenes Lipid) eine Basislésung A hergestellt (S.
66). Am Injektionstag wurde die benétigte Menge der Lésung B und C entsprechend dem Protokoll
frisch angesetzt (S. 66). Lésung C diente nach 10 - 30 minutiger Inkubation bei RT letztendlich als
Lésungsmittel (,vehicle®) flr die verschiedenen siRNA Gebrauchsldsungen (360 pmol/ul). Die
fertige Injektionslésung (S.66) enthielt 2,5 pg/ul RNA bei einer Endkonzentration von 5 % Glucose
und konnte nach weiteren 30 Minuten Inkubation bei RT verwendet werden. Die Injektionen
erfolgten innerhalb der folgenden 30 Minuten, da die Inkubationszeit der Injektionslosung laut
Herstellerangaben zwischen 30 und 60 Minuten liegen sollte. Anhand dieser Vorgehensweise
erhielt letztlich jedes Tier 5 ug bzw. 360 pmol der jeweiligen siRNA in insgesamt 2 ul der Tragerlo-
sung. Zur einmaligen Uberprifung des Transfektionserfolges wurde mit leichter Abwandlung
entsprechend friheren Studien (Niizuma et al., 2008) einem Tier das gleiche Volumen einer
ebenso aufbereiteten, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten RNA verabreicht, deren Vertei-
lungsmuster im Gehirn nach 24 Stunden am Fluoreszenzmikroskop dargestellt werden konnte.
Das Volumen der jeweiligen Injektionslésung (siRNA oder ,vehicle“,S.66) wurde auf die oben
beschriebene Weise in den Ventrikel eingebracht.
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I.B. Erfassung physiologischer Daten

1. Telemetrie

1.1. Materialien

Ge- und Verbrauch

Bezeichnung: Typ: Hersteller:

Futterbehalter institutseigene Herstellung

e 30 x24 x22,5cm . .
Messkafig mit Deckel (Lx H xB) W. G. Kerckhoff-Institut, Bad Nauheim
Waagschale fur Tiere institutseigene Herstellung
Handelsubliche Wasserflaschen
fur Kleintiere mit speziellem Accuscan Instruments, Columbus, OH, USA
Trankenippel

1.2. Versuchsbedingungen

Die telemetrischen Untersuchungen fanden in einer Klimakammer statt. Einstreu und Umweltbe-
dingungen wurden entsprechend der Aufzuchtphase angepasst. Die Temperatur wurde auf
25 + 1° C eingestellt und der hell / dunkel Rhythmus beibehalten, so dass nur eine kurze Umge-
wbhnungs- und Anpassungsphase notwendig war. Eine konstante Einstellung der relativen Luft-
feuchte bei 50% wurde ebenfalls vorgenommen. Wahrend aller telemetrischen Aufzeichnungen
wurden die Tiere einzeln in speziellen Messkafigen (30 x 22,5 x 24 cm; L x H B) aus transparentem
Plexiglas gehalten. Die Kafige waren jeweils neben einem abnehmbaren, beliifteten Deckel mit
einem verschlieBbaren Ubergang durch die Seitenwand ausgestattet, iber den das auf einer
Waage platzierte Futter jederzeit erreicht werden konnte. Um die Futteraufnahme prazise
bestimmen zu kénnen, wurden die analog in der Zucht verwendeten Futter-Pellets fur die Dauer
des Versuchs in pulverisierter Form angeboten. Das ebenfalls ad libitum zur Verfigung gestellte
Wasser war fir die Tiere Uber eine Nippeltranke, die mittels eines Schlauchs mit der ebenfalls auf
einer Waage platzierten Wasserflasche verbunden war, erreichbar. Die Tiere wurden einen Tag vor
der geplanten Operation zur Gewdhnung in die Klimakammer verbracht und in die Messkafige
umgesetzt. Bis zum Zeitpunkt der Injektionen wurden sie taglich zwischen 8:00 und 9:00 Uhr
gewogen und an die Fixation in der Hand gewdhnt, um zum Einen die notwendigen Nachsorgeun-
tersuchungen im Anschluss an die Operation durchfihren zu kénnen und zum Anderen den Stress
am Tag der Injektion auf ein Minimum zu reduzieren. Tiere mit implantierter Leitkanlle, die
aullerdem fir i.c.v. Injektionen vorgesehen waren, wurden zusatzlich an das Auf- und Zuschrauben
des Mandrins und andere Manipulationen an der implantierten Kanile gewoéhnt. So konnte
gewahrleistet werden, dass die Tiere am Versuchstag die erforderlichen MaRnahmen wahrend des
eingeplanten Injektionszeitraums tolerierten.

1.3. Messung von Korpertemperatur und lokomotorischer Aktivitat

Zur stressfreien Aufzeichnung der intraabdominalen Kérpertemperatur sowie der lokomotorischen
Aktivitat der Versuchstiere wurden 8 Tage vor Versuchsbeginn telemetrische Sender (Radiotrans-
mitter, Abb. 19) des Typs VM-FH TR-3000 oder T-4000 E-Mitter® intraperitoneal implantiert. Das
Prinzip dieser Art der Temperaturerfassung beruht auf einem warmeempfindlichen Transistor mit
negativem Temperaturkoeffizienten (NTC), der proportional zur Temperaturanderung ein Radiofre-
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quenzsignal (Hz) verandert. Steigende Impulsraten zeigen hierbei Temperaturerhéhung, sinkende
Impulsraten Temperaturerniedrigung an; basierend auf den Referenzfrequenzen fir 37,0 £ 0,1°C
und 41,0 £ 0,1°C. Eine unter dem Messkafig positionierte Empfangerplatte dient zur Registrierung
der Signale, die dann mittels eines Datenibertragungssystems aufgezeichnet werden kdnnen
(Abb. 20). Gleichzeitig wird in diesem System die lokomotorische Aktivitat der Tiere erfasst. Ein zu
diesem Zweck im Sender enthaltenes Tragheitselement generiert Signale, die in Abh&angigkeit von
seiner Entfernung und Ausrichtung zum Empfanger in ihrer Starke variieren. Von der Platte regis-
trierte Anderungen der Signalstérke korrelieren somit mit der lokomotorischen Aktivitat der Tiere
und werden als ,activity counts” in einem festgelegten Zeitintervall (in diesem Fall 5 Minuten)
erfasst (Harkin et al., 2002).

Wahrend der Sender des Typs TR-3000 mit einer Knopfzelle versorgt wird, erfolgt die Energiever-
sorgung im Modell T-4000 mittels Induktion durch eine Kupferspirale. Aufgrund der Notwendigkeit
regelmaRiger Batteriewechsel besteht der TR-3000 aus zwei ineinander gesteckten Polyethylenzy-
lindern, welche vor der Implantation in Paraffin eingebettet worden waren, um die Elektronik des
Senders nach Implantation vor peritonealer Flussigkeit zu schitzen und Irritationen in der Perito-
nealhdhle aufgrund einer rauen Oberflache zu minimieren. Die mittels passender Empfanger-
platten (RA-100 fur Sender TR-3000; ER-4000 Receiver flir Sender TR-4000) im 5-Minuten-Ab-
stand empfangenen Daten wurden an einen Computer tUbermittelt und mit dem Programm Vital-
View® aufgezeichnet. Bereits einige Tage vor Versuchsbeginn wurde das System gestartet, um
zum Einen die ordnungsgemale Funktion der Sender zu Uberprifen und zum Anderen fir alle
Tiere Basalwerte zu ermitteln.

Abb. 19: Telemetrischer Sender (Typ T-4000 E-Mitter®)
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Abb. 20: Versuchsaufbau fiir telemetrische Messungen
Die Temperatur- und Aktivitatsdaten des intraperitoneal implantierten Radiotransmitters
werden auf die Empfangerplatte Ubertragen und die entsprechenden Daten mit der geeig-
neten Software aufgezeichnet. Futter- und Wasseraufnahme werden uber ein Waagen-
system erfasst und ebenfalls an den Computer Gbermittelt.

1.4. Messung von Futter- und Wasseraufnahme

Zusatzlich zur Aufzeichnung der Korpertemperatur und Aktivitdt wurde die tagliche Futter- und
Wasseraufnahme der Tiere erfasst. Dies ermdglichte der Aufbau der Messkafige, der die Platzie-
rung von Futterschale und Wasserflasche auf einer Waage vorsah (Abb. 20). Die alle funf Minuten
erhobenen Daten der Waagen wurden an einen Dataport Ubermittelt und mittels der Programme
AccuDiet oder Dietmax sowohl als Einzelereignisse als auch als kumulative Werte aufgezeichnet.

1.5. Auswertung und Statistik

Korperkerntemperatur

Die Daten zur abdominalen Koérpertemperatur wurden jeweils Uber einen Zeitraum von
t =-120 Minuten bis zum jeweiligen Ende des Versuchszeitraums aufgezeichnet. Zur graphischen
Darstellung der verschiedenen Gruppen im Zeitverlauf wurden die Mittelwerte mit Standardfehler
von 15 Minuten Intervallen herangezogen (Excel®, Prism®). Fir den statistischen Vergleich der
LPS-stimulierten Gruppen mit den jeweiligen Kontrollen wurde mit Hilfe der Programme SigmaStat
bzw. Stat View® eine zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) fur wiederholte Messungen durch-
gefuhrt, der sich ein post-hoc Test nach Bonferroni anschloss.

Zum Teil wurde aufBerdem die Starke der Fieberreaktionen anhand des Fieberindex beurteilt.
Dieser wurde aus der Integration der Flache unterhalb der Fieberkurve auf Basis einer zuvor ermit-
telten, durchschnittlichen Basaltemperatur berechnet (Abb. 21). Die Basaltemperatur ergab sich in
der vorliegenden Arbeit aus den gemittelten Temperaturwerten der zwei Stunden vor der LPS-In-
jektion. Die berechneten Flachen (Excel®) wurden als Mittelwerte + Standardfehler angegeben
und graphisch dargestellt. Zur statistischen Beurteilung wurde eine einfaktorielle ANOVA mit nach-
folgendem Newman-Keuls post-hoc Test durchgefiihrt (Prism®). Statistisch signifikante Unter-
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schiede wurden fur alle Temperaturauswertungen an einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05
festgemacht.

Abb. 21: Berechnung des Fieberindex

Die Berechnung erfolgt auf Basis der Basaltemperatur (horizontale Linie). Diese ergibt
sich aus der mittleren Temperatur innerhalb der 2 h vor der Injektion. Der Fieberindex
Uber einen Zeitraum von 10 h wird aus dem Integral der schraffierten Flache gebildet und
kann damit als Mal fir die Starke des Fiebers angesehen werden.

Lokomotorische Aktivitat

Die Darstellung der lokomotorischen Aktivitat erfolgte auf Basis kumulativer Werte: Die alle
5 Minuten aufgezeichneten ,counts® (Kap. II.B, 1.3) wurden fiir jedes Tier vom Punkt t = 0 (Injek-
tionszeitpunkt, i.p.) bis zum Versuchsende zusammengezahlt und diese Werte innerhalb der
Gruppen wiederum als Mittelwert mit Standardfehler flir den Vergleich mit den anderen Gruppen
genutzt. Bei 24 Stunden dauernden Versuchen wurden auf gleichem Wege aul3erdem die kumula-
tive Aktivitat in der Hell- und in der Dunkelphase des Versuchstages berechnet (Excel®), da die
Nacht die eigentliche aktive Phase der Tiere darstellt. Unterschiede wurden mit Hilfe des
Programms Prism® statistisch berechnet, wobei fur die Analyse von lediglich zwei Gruppen ein
parametrischer t-Test, fir mehrere Gruppen eine einfaktorielle ANOVA mit nachfolgendem
Newman-Keuls post-hoc Test durchgefuhrt wurde. Fir signifikante Unterschiede wurde wiederum
eine Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5 % vorausgesetzt.

Futter- und Wasseraufnahme

Die insgesamt aufgenommenen Futter- bzw. Wassermengen innerhalb des jeweiligen Versuchs-
zeitraums wurden fur jede Versuchsgruppe gemittelt und die verschiedenen Gruppen unterein-
ander verglichen. Fir Versuchszeitraume von 24 Stunden wurde zusatzlich zwischen in der Hell-
und in der Dunkelphase aufgenommenem Futter und Wasser unterschieden, denn aufgrund der
Nachtaktivitat der Tiere waren im Allgemeinen groere Unterschiede in dieser Versuchsphase als
tagsuber zu erwarten. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen
wurden wiederum anhand des parametrischen t-Tests (zwei Gruppen) bzw. einer einfaktoriellen
ANOVA mit anschlielendem post-hoc Test nach Newman-Keuls ermittelt (Prism®) und p < 0,05 als
signifikant festgelegt.
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2. Entwicklung der Korpermasse

Fur die Beurteilung der Kérpermassenentwicklung der Tiere im Versuchszeitraum wurden diese
taglich zwischen 8:00 und 9:00 Uhr gewogen und die jeweilige Kérpermasse dokumentiert. Vom
Zeitpunkt der Operation an konnte so ein Verlauf der Korpermassenentwicklung dargestellt
werden, welcher zum Einen die normale Weiterentwicklung der noch im Wachstum befindlichen
Tiere im Anschluss an die Operationen dokumentierte, und zum Anderen Aufschluss Uber den
Einfluss der applizierten Substanzen auf die Kérpermasse erlaubte.

2.1. Auswertung und Statistik

Die Entwicklung der Kdrpermasse unter den jeweiligen Versuchsbedingungen wurde unter zwei
Gesichtspunkten bewertet: Zum Einen wurde fir jede Gruppe die im Versuchszeitraum erfolgte Zu-
oder Abnahme als absolute Werte (Mittelwert mit Standardfehler) ermittelt, zum Anderen wurden
die Veranderungen der Ausgangsmasse prozentual, bezogen auf die urspriingliche Kérpermasse
am Morgen des Versuchstages berechnet (Excel®) und diese Werte gemittelt und mit Standard-
fehler dargestellt. Bei Unterschieden mit p < 0,05 wurde auch hier nach einem parametrischen t-
Test (zwei Gruppen) bzw. einer einfaktoriellen ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Test (mehrere
Gruppen) von statistischer Signifikanz der beobachteten Unterschiede ausgegangen (Prism®).

80



Material und Methoden

Il.C. Erfassung biochemischer Parameter

1. Immunzytochemie / Immunhistochemie

1.1. Materialien

Ge- und Verbrauch

Bezeichnung: Typ:

Hersteller:

Alufolie

Deckglaschen 24 x 50mm und

24 x 60 mm, Starke 1

0,9 x 40 mm,
Einwegkanulen Sterican® 0,45 x 12 mm und
0,4 x20 mm
Einwegspritzen 1-, 5 mi
Faltenfilter 604 1/2 (D 240 mm)
Fettstift Pap-Pen
Inkubatlonskasten 20 x 30 x 5 ¢m
mit Deckel
Klebeband Silkafix® 2,5cm x 9,2 m
Multi-Wellplatten 12-fach
Objekttrager 76 X 26 mm
Objekttrager 76 X 26 mm
Objekttragermappen fur 20 Objekttrager
Parafim®
pH-Indikatorpapier
Pinsel Rotmarderhaar
Rasierklingen 752/1/SS
Reaktionsgefale 0,5-;1,5-; 2-und 5 ml
serologische Pipetten 1-, 5-, 10- und 25ml

Chemikalien

Roth GmbH, Karlsruhe

Menzel GmbH, Braunschweig

Braun Melsungen AG, Melsungen

BD Plastipak, Becton-Dickinson, Heidelberg

Schleicher und Schuell GmbH, Dassel
G. Kisker, Steinfurt

Biochem Instrumente GmbH, Weilburg

Lohmann Rauscher International GmbH &
Co.KG, Rengsdorf

MAGYV, Rabenau

Menzel GmbH & Co.KG, Braunschweig
Menzel GmbH, Braunschweig
LAT-Labor- und Analysen-Technik GmbH,
Garbsen

Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Renensis, Flensburg

Campden Instruments Limited,
Loughborough, UK

Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Bezeichnung:

Hersteller:

4’6 — Diamidin — 2’Phenylindol Dilaktat

(DAPI; Anregungswellenlange 359 nm)

Citifluor® (Glycerol in PBS- Losung)
Di-Natriumhydrogenphosphat Monohydrat (Na;HPO,)
Ethanol, unvergalit

Ethanol, vergallt

Immersionsdl (Refraktionsindex 1,51)

Kalibrierlésung fir pH-Meter:

Qualilab Pufferlésung pH 6,8 und 9,27

Lipopolysaccharid aus E. coli; Serotyp O111:B4

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat
(NaH:POQOs)

Normal donkey serum (NDS)
Paraformaldehyd (PFA)
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MoBiTec, Géttingen

Cityfluor LTD, London, UK
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Schmidt, Dillenburg
Olympus Optical, Hamburg

Kleinfeld Labortechnik, Hannover

cat.: L-2630, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt
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Bezeichnung: Hersteller:
Phosphate-Buffered Saline Tablets (PBS) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Poly-L-Lysin Biochrom, Berlin
Tissue Freezing Medium® Leica Instruments GmbH, Nussloch

Triton-X-100 (t-Octylphenooxypoly-Ethoxyethanol) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Lésungen und Puffer

Bezeichnung: Zusammensetzung/Herstellung:

0,2 M Na;HPO, - Lésung (Stocklésung A) 27,6 g Na,HPO, (137,99 g/mol) in 1 | Aqua bidest.
0,2 M NaH;PO,_ Lésung (Stocklésung B) 35,6 g NaH.PO, (177,9 g/mol) in 1 | Aqua bidest.
DAPI - Inkubationslosung DAPI 1:1000 in PBS

Inkubath_nspuffer fur Immunzytochemie 10 % FKS in PBS - T

(Block-Losung)

Inkubationspuffer fir Immunhistochemie (mit 10% NDS in PBS; Zugabe von 0,1 - 0,3% Tri-
Triton-X-100) (Block-Lésung) ton-X-100 (siehe Tab. 1)

Inkubationspuffer flir Immunhistochemie (ohne10% NDS in PBS

Triton-X-100) (Block-Ldsung)
Ansatz von PFA (Pulverform) in Aqua bidest., unter

Paraformaldehyd - Lésung (PFA); 20 % Ruhren bei 65°C, Zugabe von wenigen Tropfen
(Stockldsung) 1 N NaOH bis zur Klarung der Lésung; Filtration mit
Faltenfilter (@ 240mm); abkuhlen lassen auf Eis
Paraformaldehyd - Lésung (PFA); 2 % Ansatz aus PFA-Stocklésung in PBS (1:10)
Ansatz von PFA (Pulverform) in PBS, unter Ruhren
Paraformaldehyd- Lésung (PFA); 4 % bei 60°C; Filtration mit Faltenfilter (@ 240mm);

abkuhlen lassen auf Eis

28 %Stocklésung A + 72 % Stockldsung B in Aqua
bidest.

. Ansatz aus PBS tablets in Aqua bidest.

PBS (instant), pH 7,2 - 7,4 (1 Tablette/ 200 ml)

PBS - T (fir Immunzytochemie) PBS unter Zugabe von 0,05 % Triton-X-100
Physiologische NaCl - Lésung, 0,9 % 0,9 %NaCl in Aqua bidest.

PBS (Phosphatpuffer), pH 7,2-7,4,0,1 M

Medikamente

Handelsname: Wirkstoff: Hersteller:
Narcoren® Pentobarbital - Natrium Merial, Hallbergmos

1.2. Grundlagen der Methode

Das Prinzip der Methode beruht auf spezifischen Antikérpern, deren Paratope mit den Epitopen zu
detektierender Antigene interagieren, wobei durch die Sichtbarmachung der entstehenden Antigen-
Antikérper-Komplexe das Vorhandensein bzw. die Lokalisation des Antigens dargestellt werden
kann. Die fur diese Arbeit verwendeten Antikdrper gehodrten der Hauptklasse IgG an und waren
zumeist polyklonal.

Der Nachweis der Antigen-Antikérper-Komplexe erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch indirekte
Immunfluoreszenz (Coons, 1958). Dabei dient ein sekundarer, mit einem Fluorochrom markierter
Antikorper der Detektion der primaren Komplexe. Dieser richtet sich gegen das Fc- Fragment der
Wirtsspezies des primaren Antikorpers (Abb. 22). Die Sichtbarmachung erfolgt letztendlich durch
Anregung des an den Antikérper gekoppelten, fluoreszierenden Farbstoffs mit einer geeigneten
Wellenlange mit Hilfe eines mit den entsprechende Anregungsfiltern ausgestatteten Fluoreszenz-
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mikroskops (Anregungswellenlangen der Sekundarantikorper, siehe Tab. 3). Infolge dieser Anre-
gung emittieren die Fluorochrome langerwelliges Fluoreszenzlicht (Emissionswellenlange),
welches nach Passieren des Sperrfilters sichtbar wird. Zusatzlich zur doppelten Markierung durch
verschiedene Antikdrper wurden in der vorliegenden Arbeit die Zellkerne mit Hilfe einer DAPI-
Kernfarbung sichtbar gemacht. Diese Farbung beruht auf der selektiven Bindung des Farbstoffes
an DNA, so dass durch die Entstehung von DNA-DAPI Komplexen unspezifisch alle Zellkerne
angefarbt werden (Anregungswellenlange DAPI S. 81).

Die Methode bietet neben der Méglichkeit von Mehrfachmarkierungen den entscheidenden Vorteil
einer hohen Sensitivitat, verbunden mit einer geringen Hintergrundfarbung. Allerdings ist die Halt-
barkeit der Schnitte aufgrund des Ausbleichens der Farbstoffe insbesondere bei Anregung im UV-
Bereich zeitlich begrenzt.

Abb. 22: Schematische Darstellung der Immundetektion durch indirekte Immun-
fluoreszenz (Indirekte Zwei-Schritt-Methode)

Ein primarer Antikdrper bindet spezifisch an das im Gewebe vorliegende Antigen (Protein,
Peptid, Polysaccharid, Lipid oder Polynukleotid), bzw. eines seiner Epitope. Mit einem
Fluorochrom markierte Sekundarantikérper sind gegen das Fc-Fragment der Wirtsspe-
zies des Primarantikorpers gerichtet und binden an diesen. Nach Anregung durch Licht
mit der Excitationswellenlange (grun) emittieren die Fluorochrome Licht einer spezifi-
schen, anderen Wellenléange (rot, z.B. Cy™3), was fluoreszenzmikroskopisch nachge-
wiesen werden kann. Modifiziert nach Luttmann et al. (2006).
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1.3. Antikorper

Primarantikorper

Nukleare (NF-IL6, p-NF-IL6, STAT3 p-STAT3, NF-kB) oder perinukleare Signale (COX2) wurden
mittels Antikdrpern aus unterschiedlichen Spezies detektiert. Zur gleichzeitigen Markierung
verschiedener Zellphanotypen wurden aufierdem Antikdrper gegen sogenannte spezifische Zell-
markerproteine eingesetzt, deren Verwendung in der Vergangenheit zuverlassige Ergebnisse
erbracht hatte (verwendete Kombinationen von Antikdrpern zur Doppelmarkierung: siehe Tab. 1).
Zur Darstellung von Endothelzellen wurde ein gegen das Protein ,von Willebrand Faktor®, vW,
gerichteter Antikdrper eingesetzt, wahrend in Astrozyten ein zytoplasmatisches Intermediarfila-
ment, das sogenannte ,glial fibrillary acidic protein“, GFAP, markiert wurde. Die Antikorper ,ED1*
und ,ED2" dienten der Markierung der Oberflachenproteine CD (cluster of differentiation) 68 und
CD163, die an den Membranen von aktivierten Mikrogliazellen bzw. perivaskuldaren Makrophagen
vorkommen. Die Gruppe der zur Synthese von Stickstoffmonoxyd befahigten Neuronen wurde
Uber Detektion des Enzyms neuronale NO-Synthase, nNOS, sichtbar gemacht, wahrend andere
Neurone Uber die zwei Subtypen des ,microtubule associated protein® MAP2a und-b markiert
wurden. Je zwei Primarantikorper wurden zusammen in einer Inkubationslésung mit Inkubations-
puffer angesetzt. Dabei wurden unspezifische Reaktionen aufgrund der Spezies sowie Kreuzreak-
tionen zwischen den beiden Antikdrpern durch Kontrollversuche ausgeschlossen, in denen jeweils
einer der zu kombinierenden Antikérper durch das Antiserum nicht-immunisierter Vertreter der
Wirtsspezies ersetzt wurde (Tab. 2). Um die Spezifitat der beiden NF-IL6 Antikorper zu verifizieren,
wurden am Schnitt zusatzliche Negativkontrollen durchgefiihrt. Schnitte wurden dabei, statt mit der
Primarantikorperldsung, mit einer Mischung aus dem Antikdrper und dem zu detektierenden Peptid
selbst inkubiert (Tab. 2), so dass spezifische Antikérperbindungsstellen durch dieses Antigen abge-
sattigt wurden und damit zu detektierende Signale nicht mehr in der Immunfluoreszenz nach-
weisbar waren (Konzentrationsverhaltnis IgG : Peptid = 1 : 10). FUr andere benutzte Antikérper
(STAT3 und NF-kB) lagen entsprechende Ergebnisse analoger Versuche aus vorhergehenden
Studien bereits vor (Rummel et al., 2004; Rummel et al., 2006; Voss et al., 2006).

Sekundarantikorper

Die mit verschiedenen Fluorochromen markierten Sekundarantikérper wurden in einer Konzentra-
tion von 1 : 500 ebenfalls im jeweiligen Inkubationspuffer angesetzt (Tab. 3).
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Verdiinnung/
Antigen: Spezies, Typ: Anteil Katalog-Nr./ Hersteller:
Triton X:
_ ] no sc-150-G; Santa Cruz Biotechnology,
NF-IL6 goat polyclonal IgG 1:250,0% ol Cruz. CA. USA
) : , . o, |8€-150 Santa Cruz Biotechnology,
NF-IL6 rabbit polyclonal IgG | 1:5000; 0,3 % |o” . Cruz, CA, USA
p-NF-IL6 . okn. A 4 o, |SC-16994; Santa Cruz Biotechnology,
(Ser 105) rabbit polyclonal IgG | 1:250; 0,1 % Santa Cruz, CA, USA
p-STAT3 ann. n 4 o, |SC-8059; Santa Cruz Biotechnology,
(Tyr 705) mouse polyclonal IgG| 1:200; 0,1 % Santa Cruz, CA, USA
_ ) sc-372; Santa Cruz Biotechnology,
NF-kB goat polyclonal IgG 1:500 Santa Cruz, CA. USA
vW rabbit polyclonal 1gG 1:2000 ﬁ008202, Dako Deutschland GmbH,
amburg
. SARTW-IG, Affinity Biologicals,
vW sheep polyclonal IgG 1:3000 Ancaster, Ontario, Canada
. MAB3402; Millipore, Billerica, MA,
GFAP mouse polyclonal IgG 1:2000 USA
CD68 mouse polyclonal IgG 1:1000 MCA341R; AbD Serotec; Oxford, UK
CD163 mouse polyclonal IgG 1:500 MCA342R; AbD Serotec; Oxford, UK
, ] sc-648; Santa Cruz Biotechnology,
NOS1 rabbit polyclonal IgG 1:500 Santa Cruz, CA, USA
: . sc-1747; Santa Cruz Biotechnology,
COX-2 goat polyclonal 1IgG 1:2000 Santa Cruz, CA, USA
MAP (2a+2b) imouse polyclonal IgG 1:600 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US

Tab. 1: Liste der verwendeten Primarantikorper

Spezies: Protein: Katalog-Nr./ Hersteller:

rabbit NF-IL6 sc-150; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA

normal rabbit serum control IgG sc-2027; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA

normal goat serum control IgG sc-2028; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA

normal mouse serum |control IgG sc-2025; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA

Tab. 2: Liste der verwendeten Peptide und Immunseren
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Fluorochrom/ . .
Excitationsmaximum aus Spezies: | gegen Spezies: Katalog-Nr./ Hersteller:
rabbit AZA21206, MoBiTec GmbH,
Géttingen
mouse A%A21202, MoBiTec GmbH,
Alexa Fluor® 488 (495 nm) donkey 1gG Gottingen .
sheep A%A.11015, MoBiTec GmbH,
Gattingen
goat AZA11055, MoBiTec GmbH,
Gattingen
Alexa Fluor® 350 (346 nm) |goat IgG mouse élég‘:’é I\ljlglicular Probes,
cat. 705-165-147, Jackson
goat Immuno Research, West Grove,
™ PA, USA
Cy™3 (550 nm) donkey IgG cat. 711-165-152, Jackson
rabbit Immuno Research, West Grove,
PA, USA

Tab. 3: Liste der verwendeten Sekundarantikorper

1.4. Immunzytochemie

1.4.1. Versuchsprotokoll

Die fixierten Zellen wurden entweder direkt oder innerhalb von 14 Tagen nach Fixation in PFA
(4 %) immunzytochemisch untersucht (S. 63). Alle Inkubationsschritte wurden zur Permeabilisie-
rung der Zellen unter Zugabe von 0,05 % Triton-X-100 und nach folgendem Protokoll durchgefuhrt.

Arbeitsschritt Bedingungen/Vorgehen Dauer
waschen PBS 3x5 min
blocken RT, Block-Lésung (10 % FKS) 1h
Inlfut?.atlor? I.:. 4°C, feuchte Kammer in Block-L&sung 36-48 h
Primarantikérper
waschen PBS-T 3x5 min
Inkubat|9n ”:. . RT, feuchte Kammer, abgedunkelt 120 min
Sekundarantikdrper
waschen PBS-T 3x5 min
Inkubation III: .
DAPI-L8sung RT, abgedunkelt 8 min
deckeln mit Citifluor auf Objekttrager, Deckglaschen zuvor

kurz in Aqua bidest dippen

Tab. 4: Protokoll der Inmunzytochemie

Die Inkubation in Inkubationspuffer (Block-Losung) diente dabei der Sattigung der unspezifischen
Bindungsstellen der Zellen.

1.4.2. Auswertung

Zum Nachweis eines erfolgreichen ,knock-down® der Genexpression durch RNAi wurden nukleare
NF-IL6-Signale durch indirekte Immunfluoreszenz detektiert. Zur Diskriminierung der NF-IL6-expri-
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mienden Zelltypen wurde eine Doppelmarkierung mit Antikorpern gegen CD68 fur aktivierte Mikro-
glia, GFAP fir Astrozyten oder MAP2a +b fiir Neuronen vorgenommen. Die Kernfarbung mit DAPI
diente zur Verifizierung der nuklearen Lokalisation der Signale und zur Erkennung mdoglicher Zell-
schadigungen der Kulturen. (Naheres zu Mikroskopie: S.91.) Die Beurteilung der Ergebnisse
erfolgte anhand der Dichte und Intensitat der NF-IL6-Signale in den Zellkernen, die Effekte der
verschiedenen siRNA darauf wurden qualitativ miteinander verglichen.

1.5. Immunhistochemie

Fir die Durchfuhrung der Immunhistochemie an Gehirnschnitten der Tiere musste das Gewebe
zunachst gewonnen und aufbereitet werden.

1.5.1. Perfusion und Organentnahme

Alle Tiere, deren Gehirne fir immunhistochemische Untersuchungen verwendet werden sollten,
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten zwischen 4 und 24 Stunden nach der intraperitonealen
Injektion transkardial perfundiert (sieche auch Abb. 16). Hierzu wurden die Tiere zunachst mit einer
Uberdosis Pentobarbital (Narcoren®) i.p. in eine tiefe Narkose versetzt und nach Aussetzten des
Flexorreflexes an einem Gitter auf der Perfusionswanne in Rickenlage fixiert. Die Bauchhoéhle
wurde praeumbilical erdffnet und der Schnitt bis zum Diaphragma und beidseitig entlang des
Rippenbogens verlangert. Die letzten Rippen wurden durchtrennt und das Diaphragma mit einer
Schere vom Rippenbogen abgeldst. Das Sternum wurde nach kranial geklappt, um das Herz und
die groRen Gefale freizulegen. Nach stumpfem Ablésen des Herzbeutels und im Anschluss an die
Blutentnahme aus dem rechten Ventrikel (S. 97) wurde der linken Ventrikel mit einer spitzen
Schere eréffnet und die an der Spitze mit einem Stick Polypropylenschlauch versehene Perfu-
sionskanlle durch die Offnung bis in den Ursprung der Aorta vorgeschoben. Uber das Schlauch-
system der Perfusionsanlage stand die Perfusionskanlle Uber einen Dreiwegehahn mit einer
abgedichteten Flasche mit eiskalter, physiologischer Kochsalzlésung in Verbindung, von der
200 - 300 ml mittels eines Pumpensystems mit einem relativ konstanten Druck von 120 mm Hg in
den Blutkreislauf des Tieres eingebracht wurden. Ein Schnitt in das rechte Herzohr ermdéglichte
den Wiederaustritt der FlUssigkeit aus dem Tierkdrper, so dass schrittweise das gesamte Blut
ausgespult werden konnte. Als Zeichen der vollstandigen Entblutung wurden die Blasse der Leber
und Lunge herangezogen, die Perfusion wurde beendet, wenn die aus dem Herz austretende Flis-
sigkeit farblos war.

Im Anschluss an die Perfusion wurde das Rickenmark durchtrennt, die Kopfhaut bis zum Os
nasale vom Schadel abgeldst und die dem Schadel anliegenden Anteile der Kau- und Halsmusku-
latur, das umliegende Bindegewebe sowie die Wirbelkorper der ersten zwei Halswirbel entfernt. An
den Condyli beginnend und nach kranial fortschreitend wurden die einzelnen Schadelplatten bis
zum Bregma ab prapariert und das Gehirn auf diese Weise freigelegt. Nach Entfernen der Dura
mater und der Durchtrennung der austretenden Hirnnerven wurde das gesamte Gehirn aus dem
Cavum cranii entfernt, wobei lediglich die Hypophyse im Sella turkae am Tierkdrper zurtickblieb.
Sie wurde anschlieRend separat entnommen und unverzuglich auf einer planen Flache aufliegend
und in Tissue Freezing Medium® eingebettet in Trockeneis schockgefroren. Nach Durchtrennung
des restlichen Gehirns an der Fissura transversa cerebelli, wurden die entsprechenden Anteile
(Cerebrum und Cerebellum mit Stammbhirn) auf gleiche Weise eingefroren. Der Bereich des Hypo-
thalamus wurde zusatzlich vorher mit Tissue Freezing Medium® Uberschichtet, um die spatere
Herstellung von Gefrierschnitten von guter Qualitat zu erleichtern. Zur Aufbewahrung der Hirnteile
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wurden diese in eine Lage Parafilm gefolgt von einer Lage Aluminiumfolie eingewickelt und bis zur
Anfertigung der Hirnschnitte bei - 55°C zum Schutz vor Austrocknung in luftdicht verschlossenen
Kunststoffbeuteln gelagert.

1.5.2. Herstellen von Gehirnschnitten am Kryostat

Abb. 23: Sagittalschnitt durch das Cerebrum der Ratte
Aus dem zwischen den grauen Linien liegende Bereich wurden die Schnitte fur die
Immunhistochemie gewonnen. Modifiziert nach Paxinos & Watson (1998).

Am Kryostat wurden bei einer Innenraumtemperatur von — 20 bis - 25°C und einer Objekttempe-
ratur von - 8 bis - 13°C von den Gehirnen der perfundierten Tiere 20 um dicke, coronale Schnitte
angefertigt und auf vorgekuihlte, mit Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager gezogen. Poly-L-Lysin
diente dabei der optimale Adhasion der Schnitte am Objekttrager, da anionische Anteile von Zello-
berflachen mit dem polykationischen L-Lysin-Polymer interagieren (Mazia et al., 1975). Das Cere-
brum wurde mit Hilfe von Tissue Freezing Medium® auf den Objektblock aufgefroren und von
rostral beginnend geschnitten. Der entsprechende Bereich (Bregma 0,50 mm bis - 3,5 mm;
Paxinos & Watson, 1998; Abb. 23) umfasste vom Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT)
beginnend den Nucleus praeopticus medianus (MnPO), das Organum subfornicale (SFO), die
Eminentia mediana (ME) sowie den Nucleus arcuatus (ARC). Von jeder der Regionen wurden
mindestens 15 Schnitte gesammelt und die jeweils dazwischen liegenden Bereiche als 40 - 80 uym
dicke Schnitte Ubereinander auf einen Objekttrager gestapelt, um spater fiur die Analysen mittels
PCR und Western Blot genutzt werden zu kénnen (siehe Kap. 3.3 bzw. 4.3). Dazu wurden der
Hypothalamus und die jeweils dorsal und an beiden Seiten lateral gelegenen Gebiete ausge-
schnitten und mittig durchtrennt, so dass zwei etwa gleich schwere Gewebeproben vorlagen. Die
abgeschnittenen Anteile des cerebralen Cortex wurden ebenfalls gesammelt (Abb. 26). Das Cere-
bellum mit Stammhirn wurde auf gleiche Weise, allerdings von kaudal beginnend geschnitten,
wobei die Area postrema (AP) in ihrer gesamten Ausdehnung auf Objekttragern gesammelt wurde
(Bregma - 14,28 mm bis - 12,28 mm; Paxinos & Watson, 1998).

Die fertigen Schnitte wurden bis zum Beginn der immunhistochemischen Untersuchungen bei
- 55°C gelagert.
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Abb. 24: Gewinnung der Gewebeproben fiir quantitative real-time PCR und
Western Blot

Mindestens 15 Ubereinander gestapelte Hirnschnitte (hier schematisch dargestellt)
wurden den Markierungen (1) entsprechend in 5 Teilstlicke aufgeteilt. Die Teilstlicke A (2)
wurden insgesamt als ,cerebraler Cortex“ mittels quantitativer real-time PCR oder
Western Blot analysiert, die vorwiegend hypothalamischen Anteile B und C wurden als
»Hypothalamus® ausgewertet.

1.5.3. Versuchsprotokoll

Durch Fixierung des Gewebes mit 2 % igem PFA vernetzen sich reaktive Gruppen in Polypeptiden,
wodurch in der vorliegenden Arbeit die Antigene fur den Prozess der Immunhistochemie geschutzt
und in ihrer urspringlichen Form erhalten wurden. Die Sattigung der unspezifischen Bindungs-
stellen wurde wiederum durch Inkubation mit Inkubationspuffer (Block-Lésung) erreicht, der neben
einem Serumanteil (10 % NDS) fur die verschiedenen Protokolle 0,1 bis 0,3 % des Detergens
Triton X zur Verbesserung der Durchlassigkeit der Zellmembranen enthielt (siehe auch Tab. 1). Alle
Arbeitsschritte, die fluoreszierende Sekundarantikérper bzw. DAPI beinhalteten, sowie alle Folge-
schritte bis zur Mikroskopie wurden unter moglichst lichtarmen Bedingungen durchgefihrt, um ein
vorzeitiges Ausbleichen der Fluorochrome zu verhindern. Im Einzelnen wurde die Immunhisto-
chemie nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:
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Arbeitsschritt Bedingungen/Vorgehen Dauer
Schnitte aufwarmen - 20°C im Kryostat 5-10 min.
trocknen bei RT, Umrandung der Schnitte mit Fettstift 5.7 min

(Pap-Pen)
Fixation bei RT, mit PFA 2 % 10 min
waschen bei RT, mit PBS 3x5 min
blocken bei RT, mit Block-L6sung in feuchter Kammer 60 min
Inl_<ut_)_atior? I_:_ bei 4°C2 in feuchtgr Kammer _ 20 -24 h
Primarantikorper Ansatz in Block-Lésung, ca. 300 pl/Schnitt
waschen bei RT, mit PBS 3x5 min
Inkubati9n II:_ ) bei RT, _in feuchter_ Kammer, abgedunkelt_ 120 min
Sekundarantikorper Ansatz in Block-Lésung, ca. 300 pl/Schnitt
waschen bei RT, mit PBS, abgedunkelt 3x5 min
QXE?T;OSTJ::; bei RT, abgedunkelt 10 min
waschen bei RT, mit PBS, abgedunkelt 3x5 min
deckeln 2 - 4 Tropfen Citifluor®, Lagerung bei 4°C

Tab. 5: Protokoll Immunhistochemie

Die fertig gedeckelten Objekttrager wurden in lichtundurchlassigen Mappen bei 4°C bis zur
Betrachtung unter dem Fluoreszenzmikroskop gelagert, wobei die mdgliche Gesamtlagerungszeit
abhangig von den verwendeten Primarantikdrpern von wenigen Tagen bis zu mehreren Wochen
reichte.

Im Rahmen der RNAiI-Teilstudie eingesetzte RNA, die mit FITC (Fluorescein-lsothiocyanat)
markiert war, (S. 75) konnte nach einem verkilrzten Protokoll fluoreszenzmikroskopisch in Hirn-
schnitten sichtbar gemacht werden. Um sicherzustellen, dass bei dem verwendeten Protokoll nicht
nur Neurone die RNA aufnahmen, wie in vorhergehenden Studien gezeigt werden konnte (Niizuma
et al., 2008), sondern auch andere Zelltypen, wurde in einem Teil der Schnitte zusatzlich CD68
(aktivierte Mikroglia) detektiert. Zur Sichtbarmachung dieser Zellen wurde ein Sekundarantikorper
mit blauem Emissionsspektrum verwendet. Flr diese Schnitte wurde daher auf eine DAPI-Kernfar-
bung verzichtet.
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Arbeitsschritt Bedingungen/Vorgehen Dauer
Schnitte aufwarmen - 20°C im Kryostat, abgedunkelt 5-10 min.
trocknen bei RT, Umrandung der Schnitte mit Fettstift 5.7 min

(Pap-Pen), abgedunkelt
Fixation bei RT, mit PFA 2%, abgedunkelt 10 min
waschen bei RT, mit PBS, abgedunkelt 3x5 min
Inkut?at!_on I:' ) bei 4"C2 in feucht(?r Kammer, abgedunke'lt 20 -24 h
a) Primarantikorper Ansatz in Block-Lésung, ca. 300 pl/Schnitt
b) DAPI-Lésung bei RT, abgedunkelt 10 min
waschen bei RT, mit PBS, abgedunkelt 3x5 min
deckeln 2 - 4 Tropfen Citifluor®, Lagerung bei 4°C

Tab. 6: modifiziertes Protokoll zur Detektion FITC-markierter RNA

1.5.4. Mikroskopie

Direkt im Anschluss an die Immunzytochemie/-histochemie wurden die Schnitte fluoreszenzmikro-
skopisch ausgewertet, wobei ein FITC-Filter (ARW 450 - 490 nm) sowie ein Rhodamin-Filter (ARW
510 - 530 nm) zur Detektion der Antigen-Antikdrper-Komplexe eingesetzt wurden. Alexa 488®
emittiert griines Licht im Wellenlangenbereich von 510 - 540 nm, Cy3™ rotes Licht im Bereich 630
- 660 nm. Die maximale Excitationswellenlange von DAPI liegt bei 358 nm, es wird daraufhin
blaues Licht einer Wellenlange von 461 nm emittiert, wahrend FITC nach Anregung bei 492 nm ein
Emissionsmaximum bei 518 nm (grin) aufweist und Alexa 350® Licht einer Wellenldange von
442 nm (blau) emittiert.

Von allen zu untersuchenden Zellkulturen bzw. Hirnregionen wurden von den drei einzelnen Farb-
kanalen (rot, grin, blau) mit einer digitalen schwarz-wei3 Kamera bei verschiedenen VergroRie-
rungen Fotos aufgenommen, die mit Hilfe des Programms Metamorph zu einem dreifarbigen Bild
zusammengeflgt wurden. Auf diese Weise war es zusatzlich zur Betrachtung der Einzelsignale
mdglich, die nukledre Lokalisation der Transkriptionsfaktoren zu bestatigen und auflerdem die
Phanotypen reaktiver Zellpopulationen zu beurteilen.

1.5.5. Auswertung und Statistik

Qualitative und semiquantitative Beurteilungen

Zur rein qualitativen Darstellung der Induktion von NF-IL6, p-NF-IL6, STAT3, p-STAT3, NF-kB und
COX2 wurden Helligkeit und Kontrast der Fotos angepasst (Photoshop), um eine bessere Sicht-
barkeit der Signale zu erreichen und die beobachteten Unterschiede zwischen den Versuchs-
gruppen moglichst deutlich darzustellen.

Fur die Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse wurden in der ersten Teilstudie
zunachst semiquantitative Mallstabe angelegt: Ein 7-Punkte Bewertungssystem diente dabei
wiederum zur Beurteilung der Dichte und Intensitat der beobachteten Signale (NF-IL6-positive Zell-
kerne). Bei gleicher VergroBerung wurden diese fur jede Hirnregion mit einem fiktiven Wert
zwischen 0 (= -) und 3 (= +++) beurteilt (siehe Tab. 7). Diese Werte wurden fur jedes Tier sowie
nochmals fur jede Tiergruppe arithmetisch gemittelt, um die beobachteten Unterschiede in der
Immunreaktivitat (1.R.) im Zeitverlauf in Tabellenform darstellen zu kénnen.
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- 0
(+) 0,5
+ 1
+(+) 1,5
++ 2
++(+) 2,5
+++ 3

Tab. 7: Symbole und Zahlenwerte der semiquantitativen Beurteilung der IR

Quantitative Beurteilungen: Zellzahlungen

Im Rahmen der Untersuchungen zum Zeitverlauf der durch LPS (100 ug/kg KM) induzierten
NF-IL6-IR wurden die Signale auf Original-Fotos bei 40-facher VergroRerung gezahlt. Pro Schnitt
wurden jeweils zwei, z.T. mittig leicht Uberlappende Bilder links und rechts der Mittellinie ausge-
wertet (Abb. 25, A). Innerhalb festgelegter Grenzen fur jede Region (OVLT, Bregma 0,40 bis
0,60 mm; SFO, Bregma -0,80 bis -1,10 mm; AP, Bregma -13,70 bis -14,20 mm; ME, Bregma -2,80
bis -3,20 mm; MnPO, Bregma 0,00 bis -0,20 mm; Paxinos & Watson, 1998) wurden fir jedes Tier
alle gefarbten Schnitte fotografiert und ausgewertet, was 2 - 10 Schnitten pro Tier entsprach.
Beschadigte Schnitte wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Zunachst wurden nur die roten
NF-IL6-Signale mit Hilfe der manuellen Zahlfunktion in Metamorph markiert, um anschlieRend
durch Uberlagerung mit dem blauen Kanal sicherzustellen, dass es sich tatsachlich um nukleére
und damit relevante Signale handelte, welche eine weitere Markierung erhielten (Abb. 25, a, b).
Fir die Berechnungen wurden die Mittelwerte (alle Tiere einer Gruppe) der Mittelwerte (alle
Schnitte eines Tiers) herangezogen. Statt absolute Zellzahlen pro Schnitt anzugeben, wurden die
Signale auf das Volumen des untersuchten Bereichs im Schnitt bezogen, indem die ausgezahlte
Flache auf dem Foto mit der Scharfentiefe des Mikroskops multipliziert wurde. Die Berechnung der
Scharfentiefe erfolgte hierbei nach der Formel von M. Berek (Berek, 1927), wobei die Numerische
Apertur (NA) von 0,75, die mittlere benutzte Wellenldnge von 565 nm und die Gesamtvergrolie-
rung von 40 eingesetzt wurden, wahrend es sich beim Wert von 350 um um einen vom Hersteller
des Mikroskops angegebenen Parameter handelt.

Wellenlange in pum / 2 x NA?+ 350 um / NA x GesamtvergrofRerung

Damit stellen die letztendlichen Zahlen die mittlere Dichte an Signalen pro mm? dar, die in einem
Schnitt von der jeweils untersuchten Region eingenommen wurden. Die auf diese Weise gewon-
nenen Werte fir alle untersuchten Zeitpunkte wurden graphisch als arithmetische Mittelwerte mit
Standardfehler dargestellt, und mittels einfaktorieller ANOVA mit angeschlossenem Newman-Keuls
post-hoc-Test auf signifikante Unterschiede (p <5 %) untersucht (Prism®).

Fur die Darstellung der prozentualen Anteile der verschiedenen NF-IL6-reaktiven Zellpopulationen
wurden Originalfotos in 100-facher VergréRerung ausgewertet, von denen pro Schnitt 2 - 4, aus
der Mitte der untersuchten Hirnregion angefertigt worden waren (Abb. 24, A - C). Hier musste
zunachst die Gesamtzahl der Zellkerne im Bildausschnitt unter Zuhilfenahme des blauen Kanals
bestimmt werden. Uberlagerung mit dem roten Kanal ermdglichte dann die Markierung derjenigen
Nuklei, die NF-IL6-IR zeigten. Im letzten Schritt wurde die Kolokalisation dieser nuklearen Signale
mit den jeweiligen Zellmarkerproteinen durch zusatzliche Betrachtung des griinen Kanals festge-
halten (Abb. 24, a-c). Bezogen auf die Gesamtheit aller Kerne wurden so die Anteile NF-IL6-posi-
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tiver Zellen insgesamt und die jeweiligen Anteile NF-IL6-positiver Endothelzellen, Astrozyten, akti-
vierter Mikrogliazellen, perivaskularer Makrophagen und NO-positiver Neuronen ermittelt.
Wiederum entsprechen die Zahlen den Mittelwerten (alle Tiere in einer Gruppe) der Mittelwerte
(alle Schnitte eines Tiers). Diese Mittelwerte mit Standardfehler dienten auch der graphischen
Darstellung.

Korrektur der Zahlergebnisse

Beide Zahlungen bergen per se die Gefahr einer Uberschatzung der tatséchlichen Anzahl, da
durch die Schichtdicke von 20 um die Wahrscheinlichkeit besteht, dass Anteile einer angeschnit-
tenen Zelle in zwei aufeinanderfolgenden Schnitten zu sehen sind, so dass diese Zelle zweimal in
die Zahlungen eingeht. Zu diesem Zweck wurde eine potentielle Uberzahlung mittels der Korrektur
nach Abercrombie herausgerechnet (Abercrombie, 1946). Dabei wird anhand des mittleren Durch-
messers der Zellkerne ein Korrekturwert (CV) berechnet und die Zellzahlen anschliefend durch
den resultierenden Korrekturfaktor (CF) dividiert (T = Schnittdicke; h = mittlerer Durchmesser der
gemessenen Zellkerne).

CV=T/T+h;CF=1/CV
tatsachliche Zellzahl = Zahlwert / CF

Die bendtigten Kerndurchmesser stammten aus separaten Messungen, in denen zunachst ein
Durchschnitt fur alle DAPI-gefarbten Zellkerne ermittelt wurde, um die Gesamtzahl der gezahlten
Kerne korrigieren zu kénnen. Eine Population Kerne, in denen ein NF-IL6-Signal erkennbar war,
wurde nochmals vermessen und das Ergebnis gemittelt, so dass die Zahlen NF-IL6-immunreak-
tiver (i.r.) Zellen im Zeitverlauf und in der prozentualen Darstellung mit dem passenden Faktor
korrigiert werden konnten. Fur die Korrektur der unterschiedlichen Zellpopulationen mussten
schliellich noch die mittleren Durchmesser der Kerne von Endothelzellen, Astrozyten, aktivierten
Mikrogliazellen perivaskularen Makrophagen und NO-positiven Neuronen erhoben, und die
prozentualen Anteile mit dem entsprechenden Korrekturwert korrigiert werden.
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Abb. 25: Zahlung NF-IL6-immunreaktiver Zellkerne am Beispiel des OVLT

Der schematische Uberblick (A) zeigt die Regionen, aus welchen Fotos (40-fache Vergro-
Rerung) zur Zahlung herangezogen wurden (Kasten rot/orange). B und C zeigen zwei
Beispiele dieser Fotos, in denen die tatsachlich ausgezahlte Flache mit gestrichelten
Linien dargestellt ist. Das gestrichelte Kastchen zeigt den in a und b vergréRert darge-
stellten Ausschnitt an. Zur Zahlung wurden die erkennbaren, roten NF-IL6-positiven
Kerne markiert (a) und nach Uberlagerung mit dem blauen Kanal, der alle Zellkerne
anzeigt, Uberprift, ob es sich um nukleare Signale handelte (b). Der geflillte Pfeil zeigt
exemplarisch einen auf diese Weise identifizierten, positiven Zellkern an, wahrend ein
nicht eindeutig zugeordnetes Signal mit einem leeren Pfeil markiert ist. Die GrofRen-
marker entsprechen jeweils 25 ym (Marker in B gilt auch fir C, Marker in a auch fur b).
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Abb. 26: Quantifizierung verschiedener NF-IL6-exprimierender Zellphdnotypen am
Beispiel des OVLT

Aus dem auszuwertenden Bereich (Kasten rot/orange, A, gestrichelte Linien, B und C)
wurden 4 Fotos in 100-facher VergréRerung aufgenommen (Beispiel D, entspricht Kasten
orange in C). In diesen wurden zunachst alle Zellkerne unter reiner Betrachtung des
blauen Kanals markiert (a). Uberlagerung mit dem roten Kanal erméglichte die Doppel-
markierung derjenigen Zellkerne, die ein NF-IL6-Signal aufwiesen (b). Die Zugehdrigkeit
zu einem Zellphanotyp (hier Endothelzellen) wurde durch die Uberlagerung dieser
Signale mit dem grinen Kanal bestimmt (c). Gefilllte Pfeile weisen auf eine NF-IL6 posi-
tive Endothelzelle, wahrend leere Pfeile exemplarisch eine offensichtlich einem anderen
Phanotyp zugehorige, NF-IL6 immunreaktive Zelle anzeigen. Der GroRenmarker in B
entspricht 25 ym und bezieht sich auch auf C. In D und a (gilt auch flr b und c) steht der
Marker fir 10 pm.
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2. Zytokin Bioassay

21. Materialien

Ge- und Verbrauch

Bezeichnung: Typ: Hersteller:
steril mit Filter: 50-, 75-, 250- Greiner Bio- One GmbH,
Gewebekulturflaschen .
und 550 ml Frickenhausen
Gewebekulturplatte steril, mit Abdeckplatte, 96K Gr.elner Bio- One GmbH,
Frickenhausen

Heparin-Natrium 25000 ratiopharm® Heparin-Natrium

Losungen und Puffer

Ratiopharm GmbH, Ulm

Bezeichnung:

Zusammensetzung: Hersteller:

Isopropanol/HCI-Lésung
MTT - Lésung
(3-[4,5-Dimethylthia-
zol-2yl] 2,5-Diphenyl-Te-
trazolium-

bromid)

Assay Medium

Wachstumsmedium
IL-6 Standard

Qualitatskontrollen

Actinomycin D
(Zytostatikum)

Assay-Medium

TNF-Standard

Qualitatskontrollen

Trypsin (25%)

4 ml 2N HCI

196 ml Isopropanol Merck, Darmstadt

0,1g MTT in 20 ml PBS Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

IL-6 Bioassay:
45 ml RMPI Medium
4 ml FCS (Fetales Kélberserum) Rothwell Park Memorial Instiutute;
0,5 ml Glutamin (200 nM) Medium 1640, Fa. Life Technolo-
125 pl Mercaptoethanol (200 mM) gies, Paisley, Scotland
65 pl Gentamicin (10 ng/ml)
Assay-Medium + 500 I.U.
IL-6-Standard/ml

100 1.U./ml

QK 1: 500 pl IL-6 [10 1.U./ml]
QK 2: 500 pl IL-6 [30 1.U./ml]

National Institute
for Biological Standards and Control
(NIBSC), Potters Bar, UK

TNFa Bioassay:
Stocklésung 1 mg/mll Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

500 ml RMPI Medium
55 ml FKS (Fetales Kalberserum)
5 ml Penicillin-Streptomycin

Rothwell Park Memorial Instiutute;
Medium 1640, Fa. Life Technolo-

(5000 I.U./ml) gies, Paisley, Scotland
5 ml Glutamin (200 nM)
1000 pg/ml National Institute

for Biological Standards and Control
(NIBSC),Potters Bar, UK

QK 1: 500 pl TNF [10 pg/mi]
QK 2: 500 pl TNF [25 pg/ml]

Fertiglosung 0,25 % in PBS ohne

Ca? und Mg?' Biochrom, Berlin
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2.2. Grundlagen der Methode

Die Methode des zytokinspezifischen, Zellkultur-abhangigen Bioassays bietet die Mdglichkeit,
ausschliel3lich die biologisch aktiven Formen verschiedener Zytokine in Flissigkeiten oder
Geweben spezieslUbergreifend zu quantifizieren. Sie basiert auf spezifischen biologischen Reak-
tionen, die in bestimmten Zelllinien durch Zytokine ausgeldst werden konnen. Die Sensitivitat des
Tests ist sehr hoch, so dass schon geringste Konzentrationen eines Zytokins exakt bestimmt
werden konnen. Die langjahrige, erfolgreiche Anwendung solcher Bioassays zum Nachweis der
pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNFa im Institut fir Veterinar-Physiologie und -
Biochemie (Harré et al., 2003; Hibschle et al., 2006; Roth et al., 2006; Wuchert et al., 2008;
Wuchert et al., 2009) legten ihre Anwendung auch fir die vorliegende Arbeit zur Zytokindetektion
im Plasma der Versuchstiere sowie in Uberstanden der Primarkulturen verschiedener Hirnregionen
nahe. Fur die Detektion von IL-6 und TNFa wurden Zelllinien benutzt, deren Wachstums- bzw.
Uberlebensrate direkt mit dem Vorliegen des jeweiligen Zytokins korrelieren (Mosmann, 1983).
Diese Raten kénnen anhand einer Farbreaktion photometrisch bestimmt werden. Dabei wird die
Umsetzung eines gelben MTT-Tetrazoliumsalzes (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl] 2,5-Diphenyl-Tetrazo-
liumbromid) zu dunkel-blauen bis violetten MTT-Formazan-Kristallen genutzt. Diese Reaktion
findet nur in lebenden Zellen statt und wird von der mitochondrialen Succinyl-Dehydrogenase, aber
auch durch mikrosomale Enzyme in Abhangigkeit von reduzierten Pyrimidinnukleotiden getragen
(Berridge & Tan, 1993). Die Formazan-Menge ist direkt proportional zur Anzahl der lebenden
Zellen (Ibelgaufts, 1995; Mosmann, 1983). Nach Auflésung der Zellen und der Formazan-Kristalle
mittels eines Gemischs aus Isopropanol und HCI kann die Intensitat dieser Farbreaktion durch
Messung der optischen Dichte (OD) bei 550 nm bestimmt werden.

2.3. Probengewinnung

Zur Messung bioaktiver Zytokine nach Stimulation in vitro wurden die Ubersténde an Kulturmedium
im Anschluss an die jeweiligen Inkubationsphasen (S. 63) mit einer Pipette vorsichtig abge-
nommen und bis zur Durchfiihrung der Assays bei - 20°C gelagert. Die Beurteilung in vivo erfolgte
anhand von Plasmaproben der entsprechend stimulierten Tiere. Diesen wurden im Zuge der Perfu-
sion und vor der Organentnahme (S. 87) aus dem rechten Ventrikel 5 ml Blut enthommen. Die
Entnahme erfolgte mit einer Kanule, deren Konus zuvor mit Heparin geflllt worden war (~ 50 1.U.
Heparin/ml Blut). Nach mehrmaligem, vorsichtigen Schwenken wurde das Blut in vorgekuhlte
Kunststoffrohrchen gegeben und bis zur Zentrifugation auf Eis gelagert. Diese erfolgte fir
10 Minuten. bei 3000 rpm. Das anschlielend als klare Phase abgenommene Plasma wurde bis zur
Durchfiihrung der Assays bei - 20°C gelagert.

24. IL-6

Die fir den IL-6 Bioassay genutzte Hybridoma Zelllinie B9 wurde 1986 entwickelt (Aarden et al.,
1987; Van Oers et al., 1988) und kann durch bioaktives IL-6, z.B. in Serumproben, dosisabhangig
zur Proliferation stimuliert werden. Die Sensitivitat des Nachweises ist dabei so hoch, dass selbst
die von einem einzelnen menschlichen Monozyten produzierte Menge IL-6 erfasst werden kann.
(Espevik & Nissen-Meyer, 1986). Fur die Bestimmung der IL-6 Konzentration in Plasmaproben
oder Zellkultur-Uberstianden bedeutet dies, dass von der Zahl der Zellen, die unter Einfluss der
betreffenden Probe wachsen, direkt auf die in der Probe vorliegende Menge an bioaktivem IL-6
geschlossen werden kann. Das Detektionslimit lag fur die in dieser Arbeit analysierten Proben bei
3 1.U./ml.
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Die B9-Zellen wurden in einem speziellen Medium unter Zusatz von 500 I.U. IL-6 Standard
(,Wachstumsmedium®) bei 37°C, 5 % CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % im Brut-
schrank kultiviert. Alle drei Tage wurden die Zellen in neue Kulturflaschen passagiert. Hierfir
wurden in einer frischen Kulturflasche unter sterilen Bedingungen 1 ml der Zellsuspension mit 9 ml
des Wachstumsmediums versetzt.

Zur Durchfuhrung des Assays wurde eine sterile 96-well-Mikrotiterplatte genutzt, in der zunachst
nach einem festgelegten Schema Verdiunnungsreihen (1 : 2) eines IL-6 Standards, zwei verschie-
dener Qualitatskontrollen (QK1, QK2) mit bekannter Konzentration und der zu bestimmenden
Proben hergestellt wurden (Abb. 27). Die Vertiefung (well) A1 der Platte blieb dabei frei (blank).
Nach Vorlegen von jeweils 100 pl Assay-Medium in die wells der Spalten C-L konnte die Standar-
dreihe, ausgehend von 200 pl des unverdinnten Standards (100 I.U./ml) in B1, durch einfaches
Uberfihren von je 100 pl pro well in das jeweils nachfolgende und anschlieRendes Mischen herge-
stellt werden (100 pl aus B1 in C1 — mischen; 100 yl aus C1 in D1 — mischen; usw.). In L1 wurde
das Assay-Medium allein belassen. Da die beiden Qualitadtskontrollen (Reihen 2 -3) und die
Proben (Reihen 4 - 8) doppelt bestimmt werden sollten, wurden hier jeweils die ersten beiden wells
der Reihen mit den Originalkonzentrationen beschickt und je 100 pl in das Ubernachste well
verbracht. (100 pl aus A3 in C3 — mischen/ 100 yl aus B3 in D3 — mischen, usw.). Aus dem
Ansatz der jeweils letzten Verdlinnungsstufe wurden 100 pl verworfen, so dass letztendlich in
jedem well ein Volumen von 100 pl vorlag.
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Abb. 27: Pipettierschema einer fiir den IL-6 Bioassay beschickten Mikrotiterplatte
Reihe 1: blank (A1); 1:2 Verdlinnungsreihe des IL-6 Standards (B1-K1); Kontrolle mit
Medium (L1)

Reihe 2/3: Verdiunnungsreihen (1:2) der Qualitatskontrollen QK1 und QK2 (Doppelbe-
stimmungen)

Reihe 4-8: Verdunnungsreihen (1:2) der Proben (Doppelbestimmungen)

Fir den TNFa Bioassay wurde das gleiche Schema angewendet, allerdings wurden hier
als Standard absteigende Konzentrationen von TNFa in die Reihe 1 (B-K) gegeben. Die
Anfangskonzentration in B1 betrug dabei 1000 pg/ml.

Nach der Herstellung der Verdiinnungen erfolgte die Zugabe von 100 ul der aufbereiteten B9-Zell-
suspension in jedes well. Die Aufbereitung bestand in dreimaliger Zentrifugation bei 2.300 rpm flr
jeweils 10 Minuten und anschliellender Resuspension in Assay-Medium, wobei nach dem letzten
Waschschritt nur noch genau 3 ml Medium zur Resuspension verwendet wurden. Da die einge-
setzten 100 ul der Suspension genau 5.000 Zellen enthalten sollten, wurde zunachst mit 50 ul der
Suspension die Zellzahl in einer Zahlkammer nach Thoma durch Auswertung von jeweils 80
Kleinstquadraten bestimmt. AnschlieRend konnte der erforderliche Verdinnungsfaktor ausge-
rechnet und die Zellzahl entsprechend eingestellt werden.

Verdiinnungsfaktor = Zellzahl/ K x AZ;
K (Kammerfaktor) = [50 x 1/ Rauminhalt]; AZ = Anzahl der ausgezahlten Felder

Einer 72 stindigen Inkubation der Platte im Brutschrank folgte die Zugabe von 25 pyl MTT pro well,
worauf nochmals 4 h inkubiert wurde, bevor je 125 ul der FlUssigkeit eines wells mit 100 ul des
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Isopropanol-HCI Gemisches versetzt und nochmals fir 12 h bei RT lichtgeschitzt inkubiert
wurden. Im Anschluss an die Inkubation erfolgte die Messung der optischen Dichte bei 550 nm im
ELISA-Reader.

2.5. TNF

Im TNFa Assay werden die zytotoxischen Auswirkungen von TNFa auf eine murine Fibrosarkom-
zelllinie des Walter & Eliza Hall Instituts (WEHI 164, ,subclone 13“) eingesetzt, um anhand des
dosisabhangigen Absterbens der Zellen auf den TNFa-Gehalt von Proben schlieRen zu kdénnen
(Ross et al., 2003). Die Nachweisgrenze der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Bestim-
mungen lag bei 6 pg/ml (Mullis & Faloona, 1987).

Zur Subkultivierung der WEHI-Zelllinie wurde aufgrund des adharenten Wachstums dieser Zellen
das proteolytische Enzym Trypsin verwendet. Fur eine Passage wurde das vorhandene Nahrme-
dium aus der Kulturflasche dekantiert und die Zellen mit 12 ml PBS (steril) gewaschen. Anschlie-
Rend wurden 3 ml 25% iges Trypsin hinzugegeben und die Zellen unter leichtem Schwenken fir
3 Minuten vom Boden des Gefalles gelost, was sich als makroskopisch sichtbare Eintribung der
ansonsten klaren Enzymlésung darstellte. Nach Uberfiihrung von je 1,5 ml der zellhaltigen Trypsin-
I6sung in zwei neue, jeweils mit 20 ml Medium gefillte Kulturflaschen, konnten die Zellen im Brut-
schrank bei 37°C, 5 % CO, und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit bei leicht gedffneter Kulturflasche
inkubiert werden, da die im Wachstumsmedium enthaltenen FK-Serumproteine allein zur Inaktivie-
rung des Trypsins ausreichten. Innerhalb der ersten drei Tage nach Passage hefteten sich etwa 80
% der spindelférmigen Fibroblasten an den Boden der Kulturflasche an.

Die Durchfihrung des Assays erfolgte analog zum IL-6 Assay (S. 98), allerdings wurden die Zellen
nach der Aufbereitung auf 50.000 Zellen/100 ul eingestellt und dem Ansatz anschlieRend 4 ug Acti-
nomycin D pro ml Zellsuspension zugesetzt, welches zum Einen zur Hemmung des Zellwachstums
und zum Anderen zur Sensibilisierung der WEHI-Zellen gegenuber TNFa diente. Im Unterschied
zum IL-6 Assay wurden die Zellen nur 24 h mit den zu bestimmenden Proben inkubiert. Die Eich-
kurve basierte auf einem TNFa-Standard, der in absteigenden Konzentrationen (Verdinnung
1:2), beginnend mit 1000 pg/ml, in die erste Reihe der Mikrotiterplatte gegeben wurde.

2.6. Auswertung und Statistik

Zur letztendlichen Berechnung der Interleukin-Konzentration wurde aus den Daten zur Bestim-
mung der optischen Dichte zunachst mit Hilfe der Standards jeweils eine Eichkurve erstellt. Dazu
wurde die OD in linearer Skala auf der y-Achse gegen die bekannten Interleukin-Konzentrationen
in logarithmischer Skala auf der x-Achse aufgetragen (1.U. bzw. pg/ml, (Abb. 28). Die Eichkurve ist
charakteristischerweise innerhalb eines begrenzten Wertebereichs linear. In diesem Teil der Kurve
war in beiden Assays die proportionale Beziehung zwischen der Bildung von Formazankristallen,
gemessen als optische Dichte, und der Wachstums- bzw. Uberlebensrate der Zellen abzulesen.
Fir IL-6 war diese Rate (Wachstumsrate) proportional zur in der jeweiligen Probe enthaltenen,
bioaktiven IL 6-Menge, im TNFa Assay dagegen war die Beziehung aufgrund des zytotoxischen
Potentials von TNFa antiproportional (Uberlebensrate). Zur Auswertung wurden entsprechend nur
diejenigen Proben zugelassen, deren Bioaktivitatswerte sich im linearen Bereich der Eichkurve
befanden. Proben mit Werten auRerhalb dieses Bereichs wurden bei angepasster Verdinnung
erneut bestimmt. Anhand der Regressionsgleichung der Eichkurven und des Verdinnungsfaktors
konnten die IL-6- und TNFa-Konzentrationen der Proben schlie3lich berechnet werden.
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Abb. 28: Exemplarische Eichkurve eines IL-6 Assays

Die Regression im linearen Teil der Kurve liegt annahernd bei 1. Die exponentiell lineare
Komponente der Kurve reprasentiert die direkte Proportionalitat zwischen in den Proben
vorhandenem IL-6 und dem Grad der Formazanbildung, welcher seinerseits als Mal} fur
das IL-6 induzierte Zellwachstum gilt.

Zur statistischen Analyse wurden die in beiden Assays ermittelten Konzentrationen in den Medien-
Uberstanden bzw. im Blutplasma zunachst logarithmiert, da oft keine Normalverteilung der Werte
vorlag. Die anschlielRende einfaktorielle ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc-Test (Prism®) zeigte
signifikante Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 an. In den verschie-
denen Teilstudien erfolgte jeweils eine vergleichende Analyse aller verschiedenen Gruppen (Zeit-
punkte bzw. verschiedene Behandlungen) untereinander.
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3. Quantitative real-time PCR
3.1. Materialien

Ge- und Verbrauch

Bezeichnung: Hersteller:

MicroAMP ™ 96- Well Support Base
MicroAmp(R) Fast 8-Tube Strip 0.1 ml
MicroAmp(R) Fast 96-Well Reaction Plate 0.1 ml

MicroAMP™ 96- Well Tray for VeriFlex™ Blocks
MicroAMP™ optical 96- Well Reaction Plate

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Mikro Kivette (45 mm x 12,5 mm x 12,5 mm;
Schichtdicke 10 mm) aus Quarzglas Suprasil®

Optical Adhesive Cover
Optical Flat Cap 8 / strip

Chemikalien

Hellma Analytics, Muhlheim

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Bezeichnung:

Hersteller:

5 x First Strand Buffer:

250 mM Tris-HCI (pH 8,3 bei RT)

375 mM KCI

15 mM MgCl,

Chloroform

Desoxynukleotide (dNTP) Mix; 10 mM
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

DTT (Dithiothreitol) 0,1 M

Ethanol absolut

Isopropanol

M-MLV Reverse Transcriptase; 200 1.U./ul

Random Hexamers (Random primers); 50 yM

in 10 mM Tris-HCI; pH 8,3

RNase ZAP®

TagMan® Gene Expression Master Mix
TRIzol

Primer

Invitrogen, San Diego, CA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Invitrogen, San Diego, CA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Invitrogen, San Diego, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Invitrogen, San Diego, CA, USA

TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

Assay ID:

Gen (Rattus norvegicus):

endogene Kontrolle/Referenzgen:

4352340E
Rat ACTB Endogenous Control
(VIC/MGB Probe, Primer Limited)

Rn00568225 m1
Rn00572047_m1
Rn00580432_m1
Rn00585674 s1
Rn00824635_s1

B- Aktin

Zielgene:
COX2
mPGES
IL-18
SOCS3
NF-IL6
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Assay ID: Gen (Rattus norvegicus):
Rn01410330_m1 IL-6
Rn01473658 g1 IkBa
Rn01505060_m1 Trib1
Rn99999012 m1 IL-10
Rn02395770_g1 IFNa 1
Rn00573488 m1 IL-1ra
Rn99999017_m1 TNF alpha

Die Assays fur alle Zielgene enthielten je eine mit FAM® (6-Carboxy-Fluoreszin) am 5'-Ende
markierte Hybridisierungssonde, die auBerdem am gleichen Ende mit einem Minor Groove Binder
(MGB) versehen war. Am 3'-Ende befand sich der nicht-fluoreszierende Quencher (NFQ). Die
Sonde im B-Aktin Assay war stattdessen mit VIC™ markiert.

(http.//www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/generaldocuments/c
ms_085696.pdf)

Losungen und Puffer

Bezeichnung: Zusammensetzung/Herstellung:

0,1% DEPC in Aqua bidest.,
DEPC H,O autoklaviert nach 24 stundigem Ruhren
bei RT
3,5l steriles H,O
Real-Time Mix (Ansatz pro well) 5ul Mastermix
0,5ul Primer
5ul DEPC H.O
RT-Mix | (Ansatz pro 1 ug RNA) 1yl Random Hexamers
1ul ANTPs
4ul 5 x First Strand Buffer
2yl steriles H,O
2u1 0,AM DTT
1yl M-MLV RT

RT-Mix Il (Ansatz pro 1 ug RNA)

3.2. Grundlagen der Methode

PCR allgemein

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase-chain-reaction, PCR) stellt ein Verfahren der enzyma-
tischen, exponentiellen Amplifikation bestimmter Sequenzen eines einzel (ss)- oder doppelstran-
gigen (ds) DNA-Molekuls dar. Eine DNA-Polymerase katalysiert die Reaktion, fur deren Initiation
stellenweise zur Zielsequenz komplementare Oligonukleotidprimer bendétigt werden (Kleppe et al.,
1971).

Die Grundlage der Methode entstand mehr oder weniger aus der Arbeit von Kleppe et al. (1971),
die in einem als ,repair replication“ bezeichneten Verfahren erstmals dsDNA-Templates mit Hilfe
von Polymerasen, Oligonukleotidprimern und dNTPs replizieren konnten. Nach der Einflhrung der
Technik speziell als Methode der in vitro Amplifikation von DNA, wobei die aus Escherichia coli
isolierte Kenlow Fragment Polymerase verwendet wurde (Mullis & Faloona, 1987), ging man zur
Tag-Polymerase uber (Mulhardt, 2009), welche aus Thermus Aquaticus gewonnen wird. Sie weist
aufgrund des Lebensraums des Bakteriums (70° warme Quellen) eine bessere Thermostabilitat
auf (bis 95°C), so dass das stetige Hinzufligen des Enzyms bei jedem Zyklus entfiel.
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Der Ablauf der Reaktion lasst sich grob in 3 Schritte unterteilen (Mullis & Faloona, 1987):
(1) Denaturierung der ds ,DNA-Vorlage“ (Template), (2) Hybridisierung (Annealing) der spezifi-
schen Primer, (3) Elongation des dsDNA-Amplifikats. Die Trennung der beiden Strange erfolgt bei
94 - 95°C, wahrend die anschlieRende Absenkung der Temperatur auf 55°C die Anlagerung der
Primer an die Einzelstrange ermdglicht. Um optimale Verhaltnisse fur die verwendete Tag-Polyme-
rase zu schaffen, wird die Temperatur flir den Elongationsschritt auf 72°C eingestellt, so dass das
Enzym ausgehend vom Primer einen komplementaren Strang aus den im Reaktionsansatz vorlie-
genden Desoxyribonukleosidtriphosphat-Molekilen (ANTP) synthetisiert und am Ende eines derar-
tigen Reaktionszyklus eine exakte Kopie des dsDNA-Templates vorliegt. Da die Elongation an
beiden Einzelstrangen des Templates entsprechend ablauft, wird in jedem Reaktionszyklus die
Anzahl an DNA-Template verdoppelt (Abb. 29).

Abb. 29: Schematische Darstellung des PCR-Prinzips

Die Phasen 1 - 3 umfassen einen typischen PCR-Zyklus. Nach der Denaturierung des
Doppelstranges bei 94 - 95°C ermdglicht die Abklhlung auf 55°C die Anlagerung der
Primer (Annealing). Bei 72°C arbeitet die Tag-Polymerase optimal und komplementiert
die DNA-Strange (3). Am Ende der ersten Zyklen liegen Produkte intermediarer Lange
vor. Erst nach 4 - 5 Zyklen sind die PCR-Produkte der gewiinschten Lange in der Uber-
zahl. Modifiziert nach Milhardt (2009).
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Eine effektive Amplifikation der gewunschten Sequenz erfordert die Durchfiuhrung von ca. 30
solcher Reaktionszyklen, die theoretisch jeweils zu einer Verdopplung der vorherigen Menge
Template flUhren (exponentielle Zunahme). Tatsachlich zeigt die Reaktionskinetik allerdings mit
Fortschreiten der Amplifikation aufgrund der Abnahme der Menge an intakten dNTP und Primern,
sowie der Akkumulation von Pyrophosphat, eine zunehmende Abflachung der Vermehrungsrate
(linearer Verlauf), die nach einer bestimmten Anzahl an Zyklen letztendlich in eine Plateauphase
Ubergeht. Auch die Bindung der Amplifikate miteinander, anstelle der Primer, unterstitzt diesen
Effekt (siehe Abb. 30).

Abb. 30: Phasen der PCR

Die Kurven zeigen exemplarisch die verschiedenen Phasen der Amplifizierung. In der
exponentiellen Phase verdoppelt sich in jedem Zyklus (x-Achse) die Zahl der Kopien
eines Templates (y-Achse). Modifiziert nach: Applied Biosystems ,Real Time PCR vs
Traditional PCR vs Digital PCR".

Zur ldentifizierung der amplifizierten dsDNA-Abschnitte wird klassischerweise die elektrophoreti-
sche Auftrennung aller Fragmente im Agarose-Gel und anschlieRende Farbung mit einem interka-
lierenden, fluoreszierenden Farbstoff, wie z.B. Ethidiumbromid, angewendet. Ein parallel aufgetra-
gener GrolRenmarker ermdglicht die Bestimmung der relativen GrélRe der Fragmente (Gyllensten &
Erlich, 1988; Kemp et al., 1989; Saiki et al., 1988) im Anschluss an deren Sichtbarmachung als
charakteristische Banden im UV-Licht bei 254 nm (Higuchi et al., 1992; Higuchi et al., 1993). Diese
Methode entspricht einer Endpunktbetrachtung der Reaktion, da anhand der Bandenstarke bzw.
der Intensitat der Banden-Fluoreszenz die Amplifikatmenge am Ende einer definierten Zyklenzahl
dargestellt wird. Die Reaktionskinetik muss dabei in Vorversuchen naherungsweise ermittelt
werden. Damit ist eine ruckwirkende Quantifizierung der Ausgangsmenge an DNA oder cDNA
relativ ungenau und birgt ein grof3es Fehlerpotential. Die Anwendung der real-time PCR bietet fur
jedes Experiment eine genaue Analyse der Reaktionskinetik und ermdglicht dadurch eine wesent-
lich prazisere DNA-Quantifizierung.

PCR in Echtzeit

Die real-time quantitative PCR, auch als real-time detection PCR (RTD-PCR) bezeichnet,
beschreibt die gleichzeitige Amplifizierung und Detektion von DNA-Sequenzen (Cardullo et al.,
1988). Die moderne quantitative real-time PCR Technologie nutzt den sogenannten ,Fluoreszenz-
Resonanz- Energie-Transfer (FRET) als Detektionsmethode, ein Effekt, der erstmals von Cardullo
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et al. (1988) angewendet wurde, um die Hybridisierung von Nukleinsduren darzustellen. Das
Prinzip des FRET (Abb. 31) beruht auf zwei verschiedenen Fluorochromen (F1 und F2), die jeweils
durch Licht einer spezifischen Wellenlange angeregt werden (Anregungswellenlange, A1 und A2)
und die damit aufgenommene Energie als Licht einer anderen, wiederum fir sie spezifischen
Wellenlange, abstrahlen (Emissionswellenlange, E1 und E2). Die Besonderheit von F2 liegt darin,
dass seine Anregungswellenlange A2 genau der Emissionswellenldange E1 des anderen Fluoro-
chroms entspricht. Daraus ergibt sich ein Energietransfer, wenn die beiden Fluorochrome sich in
ausreichender raumlicher Nahe zueinander befinden. Statt E1 zu emittieren, Gbertragt das Fluoro-
chrom F1 dann nach Anregung durch Licht seiner Anregungswellenlange A1 die Energie direkt auf
das andere Fluorochrom, das daraufhin seine spezifische Wellenlange E2 emittiert. Auf diese
Weise koénnen Oligodesoxynukleotide (ODN), an die diese Fluorochrome gebunden sind (Hybridi-
sierungssonden), durch Messung von E1 und / oder E2 und deren Zu- oder Abnahme relativ zuein-
ander lokalisiert werden.

Abb. 31: Das Prinzip des Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer

(1) Fluorochrom 1 (F1) mit der Anregungswellenlange A1 emittiert nach Anregung
Licht der Wellenlange E1. Diese entspricht der Anregungswellenlange (A2) des Fluoro-
chroms 2 (F2), das nach Anregung E2 emittiert (2). Der Energietransfer findet bei ausrei-
chender rdumlicher Nahe der beiden Fluorochrome zueinander statt (3). Die Emission
von E1 wird hier unterdriickt, wahrend E2 messbar ist. Modifiziert nach (Livak et al.,
1995).

Durch Hybridisierung der Sonden mit DNA-Fragmenten haben sich verschiedene Mdglichkeiten
der Echtzeit-Quantifizierung von DNA-Amplifikaten ergeben: Bei der weit verbreiteten TagMan®-
Sonde (Abb. 32) handelt es sich um ein ODN, an das beide Fluorochrome gebunden sind (z.B. an
dessen 3'- und 5'-Ende). F1 wird hier als Reporter bezeichnet, dessen Emission der Wellenlange
E1 durch die raumliche Nahe zu F2, in diesem Zusammenhang als Quencher bezeichnet, weitge-
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hend unterdruckt wird. Durch die Polymeraseaktivitat wird die Sonde abgebaut und Reporter und
Quencher auf diese Weise voneinander entfernt. Die dadurch ermdéglichte Emission von E1, die
proportional zur Vermehrung des Templates ansteigt, wird detektiert (Holzapfel & Wickert, 2007).
Die Verwendung eines Quenchers, der im Anschluss an den Energie-Transfer selbst keine Strah-
lung emittiert (non-fluorescent quencher, NFQ), vermindert die Hintergrundfluoreszenz. Au3erdem
kann die Bindung zwischen Sonde und DNA-Template durch einen sog. ,Minor Groove Binder®
(MGB) am 5'-Ende der Sonde verbessert werden. Dieser erhoht den Schmelzpunkt der Verbin-
dung und damit die Sensitivitdt des Assays, unter anderem durch eine gesteigerte Effizienz der
Ausléschung durch den Quencher (Kutyavin et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden
TagMan®-Sonden mit 5'-MGB und 3'-NFQ verwendet (siehe S. 102).

Abb. 32: Funktionsweise der TagMan®-Sonde am Beispiel eines Einzelstrangs

Die Sonde hybridisiert mit einem Bereich des DNA-Fragments, der der Bindungsstelle
des Primers nachgeschaltet ist. (1) Fluorochrom 1, hier als Reporter bezeichnet, wird
durch die raumliche Nahe zu Fluorochrom 2, dem Quencher, an der Emission seiner
spezifischen Wellenlange nach Anregung durch Licht seiner Anregungswellenlange
gehindert. (2) Wahrend der Synthese des komplementaren Strangs durch die Tag-Poly-
merase wird die Sonde zerstort und die Emission durch den nun abgelosten Reporter
kann detektiert werden. Frei nach Holzapfel & Wickert (2007), Milhardt (2009).
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Relative Quantifizierung

Die Quantifizierung erfolgt bei diesem Ansatz nicht auf Basis einer gemessenen Gesamtmenge an
Amplifikat, sondern ergibt sich aufgrund der detektierten Reaktionskinetik. Dabei wird zunachst die
Schwelle bestimmt, an der das Signal erstmalig die Hintergrundfluoreszenz tberschreitet (Thres-
hold, Abb. 33). Zu diesem Zeitpunkt der Reaktion kann noch von einer exponentiellen Vermehrung
ausgegangen werden (Pfaffl, 2004). Der Zyklus, an dem diese Schwelle erstmalig Uberschritten
wird, bildet den C+-Wert (cycle threshold oder threshold cycle, Abb. 33). Auf dieser Grundlage kann
zum Einen durch Vergleich mit den Cr.Werten einer Standardkurve die tatsachliche Menge des
Templates, die urspriinglich im Reaktionsansatz vorlag, festgestellt werden (absolute Quantifizie-
rung). Die relative Quantifizierung auf Grundlage der AAC+-Methode, beschreibt hingegen die rela-
tive Expressionsanderung eines Zielgens in Relation zu einer Referenzgruppe (Livak &
Schmittgen, 2001), die ,relative quantity* (Relative Menge, RQ). Fur ihre Berechnung erfolgt
zunachst der Vergleich der Zielgenexpression mit einer Referenzexpression, d.h. der Expression
eines ubiquitdr und homogen exprimierten sog. ,housekeeping“ Gens wie beispielsweise B-Aktin
(Pfaffl, 2004), auch als endogene Kontrolle oder Referenzgen bezeichnet. Diese sog. Normalisie-
rung soll Variationen zwischen Proben, die auf Gewebeunterschieden, unterschiedlich effektiver
mRNA-Extraktion oder variierenden Mengen an eingesetztem Template beruhen, eliminieren, da
derartige Einflisse das ,housekeeping® Gen in gleichem Male betreffen wie das untersuchte
Zielgen (Livak & Schmittgen, 2001). Die Differenz zwischen Ziel- und Refferenzgenexpression
liefert zunachst den AC+Wert (Tab. 8). Zusatzlich erfolgt dann der Vergleich der Zielgenexpres-
sionen der Proben mit einer Referenzprobe, dem sogenannten Kalibrator, der im einfachsten Fall
eine Probe der Kontrollgruppe mit basaler Expression des untersuchten Gens darstellt (Holzapfel
& Wickert, 2007; Livak & Schmittgen, 2001) und die Grundlage der Berechnung des AAC+Wertes
ist. Die RQ an exprimiertem Zielgen in den einzelnen Proben als n-fache Expression der Referenz-
probe ergibt sich durch die Berechnung von 22°T (Pfaffl, 2004).

Diese Art der Berechnung setzt voraus, dass die Effizienz der PCR jeweils optimal war, d.h. in
jedem Zyklus eine Verdopplung der Template-Menge stattgefunden hat, was als Effizienz von
100 % (Holzapfel & Wickert, 2007; Pfaffl, 2004) bzw. 1 (Livak & Schmittgen, 2001) bezeichnet wird.
Wegen der Verdopplung der DNA wird eine optimale Effizienz haufig auch mit 2 angegeben (Livak
& Schmittgen, 2001). AuRerdem muss durch gleichbleibende Reaktionsbedingungen gewahrleistet
sein, dass die Effizienz der Amplifikation des Referenzgens genauso hoch ist wie die der Zielgen-
amplifikation (Chomczynski & Sacchi, 1987). Fir die in der vorliegenden Arbeit durchgefluhrten
relativen Quantifizierungen von Genen mittels real-time PCR wurde eine optimale Effizienz von
100 + 10 % vom Hersteller der jeweiligen TagMan® Gene Expression Assays bei der Verwendung
des StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems garantiert.

(http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb _marketing/documents/generaldocuments/c
ms_040377.pdf)
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Abb. 33: Darstellung des Schwellenwertes und Herleitung des C:-Wertes

Das Uberschreiten der Hintergrundfluoreszenz (Threshold Line) liegt in der exponenti-
ellen Phase der PCR. Der C+-Wert entspricht der Anzahl der Zyklen zu diesem Zeitpunkt
(Pfeil). Modifiziert nach: Applied Biosystems ,Real Time PCR vs Traditional PCR vs
Digital PCR".

Variable Rechnung
AC+ C+Zielgen - C-Referenzgen
AAC+ AC+-Zielgen — ACt-Zielgen der Referenzprobe
RQ 2—AACT

Tab. 8: Formeln zur Berechnung der RQ

3.3.  RNA-Extraktion und -Aufbereitung

Die sog. ,single-step” Methode der RNA-Extraktion (Mulhardt, 2009) erlaubt fir Hirngewebe eine
ideale Ausbeute von 1-1,5 ug RNA pro mg Gewebe. Zunachst erfolgt eine mechanische Zerkleine-
rung z.B. durch Ultraschall, wodurch der Gewebeverband grob geldst wird. Fur den Zellaufschluss
wird eine monophasische Losung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat (GTC, z.B. TRIzol®)
genutzt. GTC denaturiert Proteine (Mulhardt, 2009), so dass neben der Zerstérung der Zellinte-
gritdt endogene RNasen inaktiviert und die Nukleoproteinkomplexe bei intakt bleibender RNA
aufgebrochen werden. Phenol senkt zum Einen den pH und dient auRerdem der Losung von DNA-
Fragmenten (Mulhardt, 2009). Bestandteile der extrazelluldren Matrix, sowie Polysaccharide und
DNA mit hohen Molekulargewichten lagern sich nach Zentrifugation als Bodensatz (Pellet) ab,
wéahrend Fette sich an der Oberflache des Uberstandes ansammeln und so ebenfalls vom Uber-
stand getrennt werden kénnen. Fir das polysaccharid- und fettreiche Hirngewebe ist dieser Zentri-
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fugationsschritt daher entscheidend. Eine kurzzeitige Inkubation bei Raumtemperatur soll die voll-
standige Dissoziation der Nukleoproteinkomplexe begunstigen. Chloroform 16st als organisches
Losungsmittel nach grindlicher Durchmischung denaturierte Proteine sowie DNA aus dem Ansatz.
Erneute Zentrifugation flhrt zu einer Phasentrennung. Die klare, wassrige Phase enthalt die RNA,
wahrend sich Proteine und DNA in der organischen Phase ansammeln. Diese wird zusammen mit
der Interphase entfernt. Durch die Verdrangung der Hydrathille der Molekile bewirkt Isopropanol
ein Ausfallen der RNA aus der Losung, so dass im Anschluss an diesen Schritt durch Zentrifuga-
tion ein gelartiges RNA-Pellet erzeugt wird. Waschschritte mit Ethanol und RNase freiem Wasser
dienen der Entfernung von Isopropanol bzw. Ethanolresten. Letztendlich wird mit RNase freiem
Wasser eine RNA-Lésung angesetzt. Die RNA-Konzentration der auf diese Weise gewonnenen
Lésung kann photometrisch bestimmt werden. Dabei wird die Probe mit Licht von 260 nm Wellen-
l&nge bestrahlt und die Absorption bzw. Extinktion der Lésung bestimmt. Dieser, auch als optische
Dichte (optical density = OD) bezeichnete Messwert gibt Auskunft Gber die enthaltene Menge an
RNA, wobei eine OD von 1 (bei einem pH von 7) einer Konzentration von 40 pg/ml entspricht.

[RNA] = OD260 x 40 pg/ml

Eine zusatzliche Messung der OD bei 280 nm mit anschlieRender Bildung der Ratio OD260/OD2so
dient der Bestimmung der Reinheit der Proben. Wahrend reine RNA eine Ratio von 1,9 -21
aufweist, zeigen niedrigere Werte (< 1,6) Verunreinigungen mit Phenol oder Proteinen an, deren
Absorptionsmaximum basierend auf der Absorption der aromatischen Aminosaurereste generell
bei 280 nm liegt.

Durchfiihrung

Das Gewebe, aus dem die RNA gewonnen wurde, stammte aus den Hypothalami bzw. dem direkt
angrenzenden Gewebe und wurde wie in Kap. 1.5.2 beschrieben beim Anfertigen der Gehirn-
schnitte am Kryostat gewonnen (vgl. Abb. 26). Da dieses Gewebe aus den Hirnarealen zwischen
den fir immunhistochemische Untersuchungen bendtigten Gebieten stammte, konnte ein und
dasselbe Tier sowohl fur die Immunhistochemie als auch fir die PCR verwendet werden. Die
durchschnittlich gewonnenen 30-100 mg Gewebe wurden bis zur Extraktion bei - 55°C gelagert.
Um die Zerstérung der RNA durch RNasen zu verhindern, wurden Oberflachen und Gerate vor der
Verwendung mit RNase ZAP® und 100 %igem Ethanol gereinigt. RNase-freies Wasser fur die
entsprechenden Arbeitsschritte wurde durch Versetzen von Aqua bidest. mit Diethylpyrocarbonat
(DEPC, S. 103) hergestellt, welches durch Bindung an primare und sekundare Amine zu kova-
lenten Bindungen fuhrt und auf diese Weise die Aktivitdt der RNase stoppt (Weaver & Hedrick,
1997) und beim anschlieRenden Autoklavieren der Losung zerfallt. Die Extraktion wurde nach
folgendem Protokoll durchgefuhrt:
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Arbeitsschritt Bedingungen/Vorgehen Dauer
Extraktion

Zugabe von eiskaltem TRIzol zur Probe:
Ultraschallhomogenisierung 28?1glc)ftrjrr]g>50 mg Gewebe bzw.1000 pl fir 10-15s

Homogenisierung (Amplitude 40 %)
ﬁlvfﬁﬂfé‘smﬁﬁgffes 70 % iges Ethanol, DEPC-H,0 je5s
zentrifugieren 12000 rpm, 4°C 10 min
Uberstand | abnehmen neues Reaktionsgefall (1,5 ml) mit Pipette
NuKleoproteier RT 5 min
Zugabe von Chloroform 100 pl pro 500 ul TRIzol
mischen
Separation RT 3 min
zentrifugieren 12000 rpm, 4°C 20 min
) klare Phase
Uberstand Il abnehmen Uberfihren in ein mit Isopropanol gefiilltes

Reaktionsgefalt (250 ul pro 500 ul TRIzol)
kraftig mischen Vortex 10 s
Ausfallen -20°C 20-24 h
zentrifugieren 15000 rpm, 4°C 15 min
waschen des Pellets mit 1 ml 70 % igem Ethanol
zentrifugieren 15000 rpm, 4°C 10 min
waschen des Pellets mit 1 ml 100 % igem Ethanol
zentrifugieren 15000 rpm, 4°C 10 min
trocknen 20-25 min
RNA-Pellet I6sen in 20-100 pyl DEPC-Wasser:

Messung der Konzentration
Herstellen der Messlésung 1:20 in DEPC-H,0, 100-120 pl
Messen im UV-Photometer 260 & 280 nm, Quarzkuvette

Tab. 9: Protokoll der RNA-Extraktion und -Quantifizierung

Die tatsachlich in der urspringlichen Probe vorliegende RNA-Konzentration [RNA]r wurde durch
Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor der Messlésung ermittelt (Tab. 10). Da fir die nachfol-
gende reverse Transkription eine RNA-Konzentration von 250 ng/ul angestrebt wurde, konnte das
noch zur Probe hinzuzufigende Volumen an DEPC-H,0 entsprechend berechnet werden.

Die auf diese Weise standardisierten Proben wurden direkt im Anschluss fur die Reverse Tran-
skription genutzt oder luftdicht versiegelt bei - 55°C gelagert.
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Variable Rechnung

RNA-Konzentration der
Messlésung [RNA]u

tatsachlich RNA-Konzentration
der Probe [RNA]+

Volumen an DEPC-H,0 zum (PV x [RNA]r / 250 ng/pl) - PV
Erreichen der Endkonzentration (PV = verbleibendes Probenvolumen)

[RNAJu = ODzeo x 40 pg/ml

[RNAJr = [RNAJy x 20

Tab. 10: Rechenschritte zur Bestimmung der RNA-Konzentration und Standardisie-
rung der Proben

3.4. cDNA Synthese - Reverse Transkription

Zur Durchfihrung der real-time PCR wurde ein cDNA-Template bendétigt, welches mittels reverser
Transkription aus der Proben-mRNA gewonnen wurde.

Das Prinzip der cDNA Synthese umfasst das Umschreiben eines mRNA-Templates in dsDNA
durch eine RNA-abhangige DNA Polymerase, auch ,Reverse Transkriptase® genannt (Milhardt,
2009), die von Retroviren exprimiert wird. Ebenso wie andere DNA-Polymerasen bendtigt dieses
Enzym einen Primer zur Initiierung der Reaktion. Da naturlich vorkommende mRNA in den meisten
Fallen einen poly(A)-Schwanz (also eine Aneinanderreihung mehrerer hundert Adenin-Nukleotide,
am 3' Ende') aufweist, kann ein Oligonukleotid, das nur aus komplementaren Thymin-Nukleotiden
besteht [Oligo(dT)], als Primer eingesetzt werden. Alternativ kdnnen zufallige Primer Hexamere
einzeln oder in Kombination mit Oligo(dT)-Primern verwendet werden, was den Vorteil bietet, dass
auch beschadigte mRNA transkribiert werden kann. DTT (Dithiothreitol) als Reduktionsmittel hilft
neben der kurzzeitigen Erhitzung des Ansatzes auf 65 - 70°C bei der Aufspaltung von Sekundar-
strukturen der mRNA, was diese fir Primer und Polymerase leichter zuganglich macht. Die
Reverse Transkriptase (z.B. aus dem Moloney murine leukemia virus M-MLV) synthetisiert bei 37 -
42°C einen zur mRNA komplementaren DNA-Strang aus den im Ansatz vorliegenden dNTP, der
als ,first strand” bezeichnet wird. Die folgende Synthese des komplementaren DNA-Strangs erfolgt
wiederum durch die Reverse Transkriptase, so dass am Ende doppelstrangige cDNA fir die
folgenden Schritte vorliegt. AbschlieRendes Erhitzen des Ansatzes auf 90°C inaktiviert das Enzym.

Durchfiihrung:

Arbeitsschritt Bedingungen/Vorgehen Dauer
ansetzen 4 ul RNA (2 1 yg mRNA im Ansatz) mit 7 pyl RT-Mix | / Reaktionsgefaf
erhitzen im real-time CyCIer, 65°C 10 min
abkihlen 4°C, auf Eis
Zugabe RT-Mix Il |9 ul pro Reaktionsgefal
erwarmen im real-time Cycler, 37°C 60 min
erhitzen im real-time Cycler, 90°C 5 min
abkuhlen 4°C, auf Eis
verdinnen 1 : 20 mit autoklaviertem H,O

Tab. 11: Protokoll der Reversen Transkription

Als Kontrolle der einzelnen Reaktionsschritte wurde jeweils ein Reaktionsgefalt mit 4 yl DEPC-H,O
anstelle der RNA (blank 1) bzw. 11 ul DEPC-H,O anstelle des erhitzten ersten Ansatzes (blank 2)
eingesetzt. Hiermit hatten eventuelle Verunreinigungen der verwendeten Lésungen mit RNA oder
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DNA ohne Zugabe des eigentlichen Templates nachgewiesen werden konnen. 1 pl der verdinnten
Lésung entsprach der cDNA die aus 50 ng Gesamt-RNA gewonnen wurde und war damit bereit fur
den Einsatz in der real-time PCR. Eventuelle Lagerung erfolgte bei - 20°C.

3.5. Durchfuhrung der quantitativen real-time PCR

Die im Ansatz vorhandene cDNA-Menge entsprach etwa 5000 Kopien des jeweils zu amplifizie-
renden Templates (Milhardt, 2009). Neben den Kontrollen blank 1 und -2 wurde als Kontrolle fir
diesen Reaktionsschritt 1 yl autoklaviertes H,O statt der cDNA eingesetzt (blank 3), um wiederum
mdgliche Kontaminationen, hier des autoklavierten Wassers, auszuschlief3en.

Arbeitsschritt Bedingungen/Vorgehen Dauer
vorlegen 9 ul real-time Mix (S. 103) pro well in 96-well Platten
Zugabe der cDNA 1 pl pro well
erwarmen 50°C (Aktivierung der Polymerase) 2 min
35-44 | erhitzen real-time Cycler 95°C (Denaturierung) 15s
Zyklen | abkihlen 60°C (Annealing, Elongation) 30s

Tab. 12: Protokoll der quantitativen real-time PCR

3.6. Auswertung und Statistik

Die Cr+-Werte wurden Uber die endogene Kontrolle B-Aktin als Referenzgen normalisiert, als Kali-
brator diente fir jede Studie eine Probe der Kontrollgruppe, die idealerweise den kleinsten Cr—-Wert
aufwies. Die RQ wurde anhand oben genannter Formeln berechnet (Tab. 8). Die fiir jede Probe auf
einer Doppelbestimmung basierenden RQ-Werte wurden flr jede Versuchsgruppe nochmals arith-
metisch gemittelt und graphisch jeweils mit Standardfehler dargestellt. Verglichen wurden mittels
einfaktorieller ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc-Test jeweils alle Versuchsgruppen unterein-
ander (verschiedene Zeitpunkte und Behandlung). Unterschiede wurden bei p < 0,05 als signifikant
gewertet.
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4. Western Blot

41. Materialien

Ge- und Verbrauch

Bezeichnung:

Hersteller:

10-well Teflon Kamme, Starke 0,75 mm

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

96-well Platte Tissue Culture Plate  Sarstedt, Newton, NC, USA

Blotting-Paper

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Cellophan Roth GmbH, Karlsruhe
Rahmen Herstellung in der Campuswerkstatt
Gelgielistand Mini PROTEAN II ™ Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Nitrozellulosemembranen cat. 162-0150

Chemikalien

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Bezeichnung:

Hersteller:

1x Tris-Buffered Saline

Acrylamid / Bisacrylamid (40 %; 37,5:1)
Amersham™ ECL Plus Western Blotting
Detection Reagents
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Bradford's Reagent; B6916

BSA 98%

EDTA

Isopropanol

Laemmlipuffer (cat. 161-0737)
Magermilchpulver

(Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk)

Nonidet
Phosphatase Inhibitor; P2714

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Applichem, Darmstadt

GE Healthcare, Chalfont, UK

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Precision Plus Protein Western C-Standard Sam-

ple (Grélkenmarker)

Protease Inhibitor Cocktail; P5726
Running-Buffer (10 x)
StrepTactin-HRP conjugate
TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tris

Tween® 20 SigmaUltra
B-mercaptoethanol

Losungen und Puffer

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Applichem, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bezeichnung:

Zusammensetzung/Herstellung:

Antibody Buffer
Blocking Buffer
BSA Stocklésung (4 mg/ml)

Coomassie Blue staining solution

Destaining solution

5 % Magermilchpulver in TBS-T

10 % Magermilchpulver in TBS-T

in Aqua bidest. unter langsamer Erwdrmung
0,1 % Coomassie Brilliant Blue R-250,

50 % Ethanol, 10 % Eisessig

ad. 100% Aqua bidest.

50 % Methanol, 10 % Eisessig,

ad. 100% Aqua bidest.
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Bezeichnung:

Zusammensetzung/Herstellung:

Drying solution
EDTA Stocklésung (0,5 M), autoklaviert
Laemmli Sample Buffer

Laemmli Sample Buffer mit Reducing Agent

Lysispuffer

Lysispuffer-Mix

Running Buffer

Sammelgelpuffer
TBS (10x)
TBS-T

Transfer Buffer
Trenngelpuffer
Tris-HCI Stocklésung (1M), autoklaviert

Ansatz fur Sammelgel (5 % SDS)

Ansatz fur Trenngel (10 % SDS)

4 % Glycerol, 20 % Ethanol

ad. 100% Aqua bidest.

Ansatz in Aqua bidest., Einstellen des pH mit NaOH
auf 8,0

62,5 mM Tris-HCI pH-6,8 / 25 % Glycerol, 2% SDS,
0,01% Bromphenolblue

950 ul Laemmli Sample Buffer

+ 50 yl B-Mercaptoethanol

5 % Tris-HCI Stocklésung,

0,4 % EDTA Stocklésung,

1 % Nonidet ad 100 % Aqua bidest.

Lysispuffer mit 100 pl/ml Protease Inhibitor Cocktail
und 10 pl/ml Phosphatase Inhibitor

Verdinnung von Running-Buffer (10 x)

in Aqua bidest.

0,5 M Tris-HCI, 0,4 % SDS, pH = 6,8

20 mM Tris, 500 mM NaCl

0,1 % Tween in TBS

25 mM Tris-HCI (pH 8,3), 192 mM Gilycin,

20 % Methanol

1,5 M Tris-HCI, 0,4 % SDS, pH = 8,8

Ansatz in Aqua bidest., Einstellen des pH mit HCI
auf7,5

0,5 ml Aqua bidest.

0,5 ml Acrylamid 40%

1 ml Sammelgelpuffer

2 mlAPS (0,21 %)

5 ul Temed

4 ml Aqua bidest.

2 ml Acrylamid 40%

2 ml Trenngelpuffer

25 ul APS (10 %)

5 ul Temed
Primarantikorper
Verwendete
Antigen: Spezies, Typ: Katalog-Nr./ Hersteller:
Verdiinnung:
B-Actin rabbit polyclonal 1IgG 1:5000 cat. 2066; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
NE-IL6 rabbit polyclonal 1gG 1-300 sc-150 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA
Sekundarantikorper
egen erwendete
aus Spezies: 9 g. v . Katalog-Nr./ Hersteller:
Spezies: Verdiinnung:
HRP-donkey 1gG rabbit 1:2000 cat. sc-2313, Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, CA, USA
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4.2. Grundlagen der Methode

Der Western Blot ermdglicht es, auf einer Membran fixierte Proteine z.B. in Bezug auf ihr Moleku-
largewicht oder ihre relativen Anteile in einem Proteingemisch zu analysieren. Vor der Ubertragung
auf diese Membranen steht bei der Untersuchung von Proteingemischen zumeist die elektrophore-
tische Auftrennung der verschiedenen Proteine. Dies geschieht mit Hilfe von Acrylamid-Gelen, die
das Detergens Sodiumdodecylsulfat (SDS) enthalten. Bei der SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis) wandern SDS-Protein-Komplexe im elektrischen Feld durch eine porose Poly-
acrylamidmatrix in Richtung der Anode und kénnen auf diese Weise auf ihrem Molekulargewicht
basierend aufgetrennt werden (,Molekularsiebeffekt“). Da die Proteine einerseits durch SDS und
andererseits durch Zugabe von Reduktionsmitteln wie Mercaptoethanol oder DTT denaturiert sind,
konnen Tertiarstrukturen oder Ladungsunterschiede der Proteine sich nicht mehr auf das Laufver-
halten auswirken und Protein-Protein-Wechselwirkungen werden verhindert. Somit ist eine genaue
Bestimmung des Molekulargewichts anhand der Laufweite mdglich (Rehm & Letzel, 2010; Shapiro
et al.,, 1967; Weber & Osborn, 1969). Das Laemmli-System (Laemmli, 1970) ist am weitesten
verbreitet und beinhaltet die Verwendung von Tris-Glycin-Puffer. Das Prinzip beruht hierbei auf
einem Sammelgel mit 3 -4 % Acrylamid, welches ein Trenngel mit 5 -20 % Acrylamid Uber-
schichtet. Die erforderliche Konzentration an Acrylamid ergibt sich aus dem Molekulargewicht des
zu detektierenden Proteins.

Die nach Molekulargewicht aufgetrennten Proteine werden im Western Blot auf eine adsorbierende
Membran Ubertragen. Dabei werden haufig Nitrozellulose-Membranen genutzt, die nach Ubertra-
gung im elektrischen Feld die Proteine Uber hydrophobe Wechselwirkungen, nicht-kovalent an
ihrer Oberflache binden. Dabei wandern die Proteine aus dem Gel wiederum in Richtung der
Anode und damit aufgrund der Schichtung des Blot (Abb. 35) zur Membran. Im Fall anderer
Membranen wie Polyvinylidendifluorid (PVDF), positiv geladenem Nylon (* Nylon) oder aus Poly-
bren beschichteten Glasfasern (GF/C) treten dagegen ionische Wechselwirkungen auf (Rehm &
Letzel, 2010).

Eine anschlieRende Immunfarbung, die mit den an der Membran fixierten Proteinen gut durch-
fuhrbar ist, dient der Detektion bestimmter Proteine, die aufgrund ihrer Antigenitat von spezifischen
Antikérpern gebunden und so sichtbar gemacht werden kdnnen. Die Sattigung aller Proteinbin-
dungsstellen (Blocking) der Membran ist die Grundvoraussetzung fir eine spezifische Farbung und
kann mit entfettetem Milchpulver, aber auch BSA, FKS, Tween 20 oder Gelatine erreicht werden.
Der Detektion des Antigens mit nicht-markierten Primarantikbrpern folgt eine Inkubation mit
markierten Sekundarantikorpern, die wiederum an die primaren binden und letztlich der Visualisie-
rung von Menge und Lokalisation des Antigens dienen. Die mit Meerrettich-Peroxidase (HRP)
markierten Antikérper werden durch Chemiluminiszenz sichtbar gemacht. Dabei katalysiert die
Peroxidase die Oxidation von hinzugefliigtem Luminol, welches daraufhin Licht emittiert. Diese
Chemiluminiszenz kann entweder mit Hilfe lichtempfindlicher Filme oder einer Kamera dokumen-
tiert werden. Sie beginnt mit Zugabe des Luminols und halt etwa 15 Minuten an (Rehm & Letzel,
2010). Ein parallel aufgetragener GroRenmarker wird auf die gleiche Weise markiert und ermog-
licht die Bestimmung des Molekulargewichts detektierter Banden.

Auch Gele selbst kdnnen gefarbt werden, was z.B. der Uberpriifung eines effizienten Proteintrans-
fers dient. Dabei werden zunachst die Proteine durch Denaturierung und Ausfallung im Gel fixiert,
was zumeist durch Ethanol/Essigsaure/Wasser Mischungen erreicht wird, die ein Farbemittel, wie
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beispielsweise Coomassie Blue, enthalten. Die Empfindlichkeit liegt bei etwa 200 — 400 ng pro
Bande (Rehm & Letzel, 2010).

4.3. Proteinextraktion und Aufbereitung

Das Gewebe, aus dem die Proteine extrahiert wurden, stammte aus den Hypothalami bzw. dem
direkt angrenzenden Gewebe oder den beim Ausschneiden dieses Gebietes Ubrig bleibenden
Anteilen des cerebralen Cortex (lateral und dorsal, Kap. 1.5.2, Abb. 26). Des weiteren wurden Teile
des Stammhirns untersucht, die jeweils dem kaudal der Area postrema liegenden Anteil entspra-
chen. Es wurden ausschlieRlich Proben der zwei folgenden Gruppen analysiert: PBS i.p., 8 h und
100 ug/kg LPS i.p., 8 h. Bis zur Proteinextraktion lagerten die Proben bei - 55°C. Pro mg Gewebe
wurde fur die Proben mit einem Bedarf von 3 ml Lysispuffer-Mix gerechnet und die Protein-
extraktion nach folgendem Protokoll (Tab. 13) vorgenommen. Die Proteinmenge wurde anschlie-
Rend durch einen Protein Assay mit Bradford Reagenz anhand der Herstellerangaben bestimmt.

Die Farbreaktion im Bradford Assay (Bradford, 1976) beruht auf Komplexbildung von Coomassie
Brilliant-Blue G-250 als Inhaltsstoff des Bradford Reagenz und Proteinen in der Lésung. Dadurch
wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 zu 595 nm verschoben. Die messbare
Zunahme der Absorption bei 595 nm ist dabei ein direktes Mal} fur die Proteinkonzentration einer
Lésung (Rehm & Letzel, 2010).

Zur Berechnung der jeweiligen Proteinkonzentrationen wurden zunachst die OD-Werte der Stan-
dardkurve (y-Achse) in linearer Skala gegen die bekannten Proteinkonzentrationen aufgetragen (x-
Achse) und die Regressionsgerade ermittelt (Abb. 34). Anhand dieser Eichkurve konnte nun aus
der OD der zu bestimmenden Proben die Proteinkonzentration berechnet werden (Tab. 14). Multi-
plikation mit dem Verdlnnungsfaktor der Messldsung ergab die urspriingliche Konzentration der
Probe. Abschliefend wurde die bendtigte Menge an Aqua bidest. berechnet, um aus je 50 pl der
Proben eine Gebrauchslésung mit einer Konzentration von 10 pg/ul herzustellen. Die Gebrauchs-
I6sungen wurden bis zur Weiterverwendung luftdicht abgeschlossen bei - 55°C gelagert.

117



Material und Methoden

Arbeitsschritt Bedingungen/Vorgehen Dauer
Extraktion
Zugabe Lysispuffer-Mix (S. 115)
Ultraschallhomogenisierung Homogenisierung (Amplitude 40 %) 10-15s
auf Eis
gévs'sﬁnf:;;'gﬁ;ggfes 70 % iges Ethanol, H.O (steril)
Inkubation auf Eis 30 min
zentrifugieren 14000 rpm, 4°C 10 min
Uberstand | abnehmen
Protein Assay mit Bradford Reagenz
Grundlage: BSA-Stocklésung (4 mg/ml)
ﬁ’::cmdard Konzentration BSA
1 1,2 mg/ml
2 1 mg/mli
3 800 ug/ml
Herstellen einer Standardkurve 4 600 pg/ml
5 400 pg/ml
6 300 pg/ml
7 200 pg/ml
8 150 pg/ml
9 100 pg/ml
10 blank (Aqua bidest.)
Herstellung der Messldsungen Proben 1 : 100 in Aqua bidest.
je 5 ul eines Standards bzw. der Probe,
Beschickung der Platte Doppelbestimmung,
blanks mit je 5 pl Lysispuffer, auf Eis
Start Assay pz)lrjcf)uv;/:IrI] 250 ul Bradford Reagenz
mischen 30s
Inkubation lichtgeschitzt, bei RT 4-45 min

Messung der Absorption

im ELISA-Reader bei 620 nm

Tab. 13: Protokoll der Proteinextraktion und -aufbereitung
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Variable Rechnung

Proteinkonzentration der Messldsung [Protein]u = (y - b) / m
v = (Y-

[Protein]w (ug/ml)

tatsachliche Konzentration der Probe — .

[Protein]r (ug/l) [Protein]; = [Protein]u x 100 / 1000
Verdinnungsfaktor (V) zum Erreichen der _ :

Endkonzentration V = [Protein]r / 10 pg/ul

Probenvolumen zur Herstellung der
Gebrauchsldsung (ul)

zuzugebendes Volumen an Aqua bidest. zum
Erreichen der Endkonzentration (pl)

50

50 x V - 50

Tab. 14: Rechenschritte zur Bestimmung der Protein-Konzentration und
Herstellung der Gebrauchslésungen

Abb. 34: Exemplarische Eichkurve eines Proteinassays

Die Regression liegt annahernd bei 1. Die Protein-Konzentration (y) der Proben kann
anhand der Funktionsvorschrift (y) = m x x + b berechnet werden. Der lineare Wertebe-
reich liegt zwischen 0,1- und 1,4 mg/ml.
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4.4. Durchfiihrung des Western Blot

Die Protein-Gebrauchslésungen wurden nach folgendem Protokoll eingesetzt:

Arbeitsschritt Bedingungen/Vorgehen Dauer

Herstellen des Acrylamid-Gels (10 %)

Trenngelansatz (S. 115), 3,6 ml Ansatz pro Kam-

Trenngel giefsen mer, Uberschichtung mit Isopropanol

Polymerisation RT T
Isopropanol . .
entfernen Filterpapier

Grenzflache des Trenngels,

waschen mit Sammelgelansatz (S. 115)
Sammelgel gielRen Sammelgelansatz (S. 115)
Gelkamm einsetzen
Polymerisation RT 30 min
Probenvorbereitung
Probenansatz 1 : 1 mit Sample Buffer
(5 % R-Mercaptoethanol, S. 115)
Denaturierung 95°C, Heizblock 5 min

Elektrophorese

Vorbereitung der Gelkammer | Fullen mit Running Buffer

Spulen der Geltaschen mit Running Buffer

je 10 ul des Probenansatzes pro Geltasche

Gelbeladung einfillen, 4 ul des GroRenmarkers (S. 114)

elektophoretische

Auftrennung der Proteine 120V 120 min

Blot

an die Malke des Gels anpassen, Inkubation in

Vorbereitung der Membran Transfer Buffer 30 min

Vorbereitung des Gels Inkubation in Transfer Buffer (S. 115) 15 min

,(O\Aljgl;?g;)er Blot-Schichten Entfernung eingeschlossener Luftblasen

Blot (Semy-Dry-Verfahren) 3 mA/cm?, 15V 45 min

Immundetektion

waschen der Membran TBS-T 3 x5 min

Inkubation | mit Blocking Buffer (S. 114), RT 120 min

musaton AT A

waschen der Membran TBS-T 3 x5 min
Sekundarantikorper (S. 115) bzw. HRP-Konjugat

Inkubation I (Detektion des GroRenmarkers, S.114) 60 min
in Antibody Buffer

waschen der Membran TBS-T 3 x5 min

Tab. 15: Protokoll Western Blot
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Somit betrug die Menge an Proteinlysat, die pro Geltasche eingesetzt wurde, 50 pug. Anschliefend
an den letzten Schritt des Protokolls war die Membran bereit fur die Detektion im Molecular
Imager® (Kap. 4.5.).

Abb. 35: Schematischer Aufbau des Western Blot

Die negativ geladenen Proteine wandern entlang des elektrischen Gradienten in Richtung
der Anode (+) und werden so als Abbild des Gels auf die Membran Ubertragen, auf der
sie nicht mehr mobil sind.

4.5. Detektion, Auswertung und Statistik

Die im ECL-Kit (Elektrochemiluminiszenz; S. 114) enthaltenen Lésungen A und B wurden nach
Herstellerangaben gemischt (40 : 1) und die Membran 5 Minuten lang bei Raumtemperatur mit
dem Ansatz inkubiert (0,1 ml/cm?). Nach Entfernen der Uberschissigen Losung wurde die
Membran blasenfrei mit einer Klarsichtfolie umschlossen und war damit bereit fir die Dokumenta-
tion. Die Chemoluminiszenz wurde im Molekular Imager® bewertet und Aufnahmen nach verschie-
denen Belichtungszeiten hergestellt. (10 - 60 Sekunden). Die entsprechenden Banden wurden mit
der integrierten Software (Quantitiy One®) hinsichtlich des Molekulargewichts und des Schwar-
zungsgrades analysiert, welcher direkten Aufschluss Uber die Proteinmenge gab (Abb. 36).

Auf diese Weise ermittelte Proteinmengen wurden flr beide Gruppen als arithmetischer Mittelwert
mit Standardfehler dargestellt (Excel®). Als statistisch signifikant wurden Unterschiede mit einer
Irtumswahrscheinlichkeit p <5 % angesehen, die entsprechende Analyse umfasste jeweils den
Gruppenvergleich durch den parametrischen t-Test (Prism®).

4.6. Gelgegenfarbung

Um den korrekten Ubertritt der Proteine vom Gel auf die Membran unter den gegebenen Blot-Be-
dingungen zu uberprifen, wurden die im Gel verbleibenden Proteine angefarbt. Dazu wurde das
Gel zunachst fir 3 Stunden mit Coomassie Blue staining solution (S.114) inkubiert und anschlie-
Rend mit Destaining solution unter mehrmaligem Wechseln der Losung so lange wieder entfarbt,
bis der Gelhintergrund transparent war. Nach der zweistlindigen Inkubation in Drying solution, was
das Brechen des Gels wahrend der Trocknung verhinderte, konnte das Gel in einer Cellophan-
hille, eingespannt in einen Rahmen, getrocknet werden.
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Abb. 36: Messung von Proteinmenge und Molekulargewicht der detektierten
Banden auf der Membran (Quantitiy One® Software)

Die von der Software als Bande erkannten Schwarzungsbereiche der Membran sind
entlang der Bahnen (1 - 11) nummeriert (grin, rot: 5, 6). Die blauen Ziffern stehen fiir die
Banden des GroRenmarkers, Bande 5 entspricht hier einem Molekulargewicht von
50.000 kDa, Bande 6 zeigt 37.000 kDa an und Bande 7 steht fur 25.000 kDa. So kénnen
die Molekulargewichte der detektierten Banden 5 (ca. 42 kDa) und 6 (ca. 35 kDa) visuell
und rechnerisch ermittelt werden.
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lll. ERGEBNISSE

lllLA. Charakterisierung der NF-IL6 Aktivitat im Verlauf
LPS-induzierter Entzindungsreaktionen

1. Charakterisierung der Entziindungsreaktionen im zeitlichen
Verlauf in Abhangigkeit von der LPS-Dosis

Als Basis fur die Untersuchungen zur Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NF-IL6 im Rahmen
zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome diente das weit verbreitete und vielfach verwen-
dete Modell einer LPS-induzierten, systemischen Inflammation (Kap.I., 5.1., S. 51). Nach LPS-Sti-
mulation konnten physiologische Endpunktparameter solch einer systemischen Entzlindungsreak-
tion gut reproduzierbar anhand charakteristischer Reaktionen wie Fieber und ,sickness-behavior*
dokumentiert werden. Aullerdem diente die Aufzeichnung dieser Symptome der Erkennung maogli-
cher zeitlicher oder dosisbezogener Korrelationen zwischen dem Auftreten der Krankheitssym-
ptome und der NF-IL6-Aktivierung bzw. der Festlegung gunstiger Zeitpunkte und Dosen fur weitere
Studien. In diesem ersten Teilprojekt meiner Doktorarbeit sollte hiermit auch die funktionale Bedeu-
tung dieses Transkriptionsfaktors im Verlauf systemischer Inflammationen naher beleuchtet
werden.

1.1. Physiologische Parameter

1.1.1. Korperkerntemperatur

Die intraperitonealen Injektionen (100 ug/kg KM LPS oder PBS) erfolgten fir alle Gruppen jeweils
zum Zeitpunkt t = 0 Minuten. Die abdominale Koérperkerntemperatur wurde in der Gruppe der mit
100 pg/kg KM LPS injizierten Tiere vom Zeitpunkt t = -120 Minuten bis zum Versuchsende nach
240-, 360-, 480- oder 600 Minuten aufgezeichnet. Nach einer initialen, 45 minttigen Hypothermie,
bei der die Korperkerntemperatur bis zu ca. 0,8°C abfiel (Tab. 16), entwickelte sich 240 Minuten
nach LPS-Gabe ein mehrphasiges Fieber (Abb. 37). Der zunachst stetige Temperaturanstieg
mindete schliellich nach etwa 360 Minuten in eine Plateauphase, die auch am Endpunkt der
Messungen, nach 600 Minuten, noch nicht beendet war, obwohl zu diesem Zeitpunkt der Beginn
einer Temperaturerniedrigung bereits erkennbar war.

Fur die Tiere, die eine hdhere Dosis LPS von 1 mg/kg KM erhalten hatten, erfolgte die Tempera-
turaufzeichnung vom Zeitpunkt t = -120 Minuten bis zum Versuchsende nach 480 Minuten. Hier
setzte die anfangliche Hypothermie friher ein, dauerte doppelt so lange und nahm signifikant star-
kere Ausmale an als in der 10 fach niedriger dosierten Gruppe (Tab. 16). So senkte sich die
Korperkerntemperatur bis zu 1,7°C ab und unterschritt dabei 36°C. Das darauf folgende Fieber
entwickelte sich erst nach 360 Minuten, also 120 Minuten spater als in der niedrig dosierten
Gruppe, und erreichte bei einer signifikant niedrigeren Maximaltemperatur bis zum Versuchsende
nicht das gleiche Temperaturniveau. (Abb. 38).

Die intraperitoneale Applikation des entsprechenden Volumens PBS l6ste in beiden Kontroll-
gruppen keine Abweichungen von der Durchschnittstemperatur aus (~ 37,5 °C), die durchschnitt-
liche Korperkerntemperatur aller Kontrolltiere lag im Versuchszeitraum (10 Tagesstunden) bei
37,77 £ 0,12 °C. Auch die circadiane Rhythmik des Temperaturverlaufs wurde nicht beeinflusst:
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PBS-behandelte Tiere, deren Temperaturdaten nach der Injektion fur 24 Stunden aufgezeichnet

worden waren, zeigten einen typischen Anstieg der Korperkerntemperatur um durchschnittlich
0,5°C wahrend der Dunkelphase (Daten nicht gezeigt).

Abb. 37: Verlauf der intraabdominal gemessenen Korperkerntemperatur nach
Injektion von 100 ug/kg KM LPS bzw. PBS innerhalb von 10 h

Der Zeitpunkt der Injektion ist mit einem Pfeil markiert. Die veranderlichen Tierzahlen
ergeben sich aus den verschiedenen Endpunkten der Versuchsgruppen: Bis zum Zeit-
punkt t = 480 min wurden die Tiere der Endpunkte 8-, 10-, und 24 h verwendet, fir den

anschlieRenden Zeitraum die 10- und die 24 h Gruppen; * P<0,05. Tierzahlen: Siehe Tab.
16.
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Abb. 38: Verlauf der intraabdominal gemessenen Korperkerntemperatur nach
Injektion von 1 mg/kg KM LPS bzw. PBS innerhalb von 8 h
Der Zeitpunkt der Injektion ist mit einem Pfeil markiert. * P< 0,05, Tierzahlen: Siehe

Tab. 16.
100 pg/kg LPS i.p. 1 mg/kg LPS i.p.
n -120 — 480 min: n = 11; n=7
495 -600 min:n=6
Hypothermie t =90 bis t = 135 min t =75 bis t =165 min
Dauer Hypothermie 45 min 90 min
Beginn Fieber t =240 min t =360 min

Maximaltemperatur (*)

38,97 £ 0,16°C; bei t = 485 min

38,32 + 0,24 °C, bei t = 465 min

Minimaltemperatur (**)

36,78 + 0,17°C; bei t = 120 min

35,74 + 0,22°C, bei t = 105 min

Ende Fieber

t > 600 min

t > 480 min

Dauer Fieber

> 360 min

> 120 min

Tab. 16: Zusammenfassende Darstellung des Temperaturverlaufs iliber 24 h nach
intraperitonealer Injektion
Versuchsgruppen: 100 ug/kg LPS i.p. und 1 mg/kg LPS i.p.; * P<0,05, ** P<0,01; (Dauer
von Hypothermie und Fieber wurden nicht statistisch verglichen).
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1.1.2. Lokomotorische Aktivitat

Die Aufzeichnungen der lokomotorischen Aktivitat wurden fur die Zeitpunkte 8- oder 24 Stunden im
Anschluss an die Behandlungen vorgenommen. Die innerhalb von 24 Stunden nach LPS-Injektion
gezahlten Einzelaktivitaten (,counts®) wurden nochmals in Tag- (Hellphase) und Nachtaktivitat
(Dunkelphase) untergliedert.

Innerhalb von 24 Stunden nach der intraperitonealen Injektion von 100 ug/kg KM LPS zeigten die
betreffenden Tiere eine signifikant, um Uber 50 % verminderte Aktivitat im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (PBS, i.p., Tab. 17, Abb. 39). Dies ergab sich vor allem aus der stark verminderten Nacht-
aktivitat der Tiere (Abb. 39, B), wahrend in der Hellphase, die von Ratten physiologisch als Ruhe-
phase genutzt wird, kaum Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen waren. Die hdhere
Dosis LPS von 1 mg/kg KM bewirkte eine noch drastischere Verminderung der lokomotorischen
Aktivitat (um 83 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch hier zeigte sich der Aktivitatsverlust vor
allem in der Dunkelphase (Abb. 39, B). Somit war eine Verzdgerung des Aktivitatsverlusts gegen-
uber der Fieberreaktion zu beobachten, welche zu Beginn der Dunkelphase schon im Abklingen
begriffen war. Die Unterschiede zwischen den Gruppen, die mit unterschiedlichen LPS-Dosen
stimuliert worden waren, erwiesen sich als nicht signifikant.

Abb. 39: Kumulative lokomotorische Aktivitat nach intraperitonealer Injektion von
PBS, 100 pg- oder 1 mg/kg KM LPS

Die Einzelaktivitaten (,counts®) wurden flir die 12 stindigen Hell- und Dunkelphasen

(A, B), sowie fir den 24 stindigen Gesamtzeitraum (C) analysiert. * Vergleich mit der
Kontrollgruppe (PBS i.p.): * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001. Tierzahlen: Siehe Tab. 17.
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PBS i.p. 100 pg/kg LPS i.p. 1 mg/kg LPS i.p.
n 5 3 8
24 h Aktivitat ("counts") 7081 + 1240 3447 +716,4 * 1210 + 352,9 **
Tagesaktivitat (12 h, "counts") |1682 + 230,2 1226 + 84 932,6 £ 297,3
Nachtaktivitat (12 h, "counts") 5291 + 927 2051 +632,4 ** 455,8 + 114,6 ***

Tab. 17: Gemittelte Zahlenwerte der kumulativen lokomotorischen Aktivitiat nach
intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: PBS i.p., 100 pg/kg LPS i.p. und 1 mg/kg LPS i.p.; * Vergleich mit der
Kontrollgruppe (PBS i.p.): * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001

1.1.3. Futter- und Wasseraufnahme

Uber den gesamten Versuchszeitraum von 8- bzw. 24 Stunden wurden die insgesamt aufgenom-
menen Mengen an Futter und Wasser aufgezeichnet. Die intraperitoneale Injektion von 100 pg/kg
KM LPS bewirke eine signifikante Verringerung der in beiden Versuchszeitrdumen aufgenom-
menen Futtermengen im Vergleich zur PBS-behandelten Kontrollgruppe (Abb. 40). Dabei sank die
absolute Menge um 96 % (8 Stunden) bzw. 63 % (24 Stunden) (Tab. 18). Bei 10 fach hdéherer
Dosis ergab sich fur den Zeitraum 8 Stunden kein Unterschied (- 93 %), wahrend Tiere dieser
Versuchsgruppe Uber 24 Stunden nochmals signifikant weniger Nahrung aufnahmen als die niedrig
dosierten Vergleichstiere, was einem Abfall von 97 % gegenuber der Kontrolle entsprach. In Bezug
auf die Wasseraufnahme konnte der hemmende Einfluss der LPS-Stimulation erst fur den 24 stin-
digen Zeitraum gezeigt werden (Abb. 41). Sowohl nach Injektion von 100 pg/kg KM LPS als auch
als Reaktion auf die erhdhte Dosis von 1 mg/kg KM kam es zur signifikanten Verringerung der
aufgenommenen Wassermenge. Dabei senkte sich der Konsum der Tiere aus der niedriger
dosierten Gruppe durchschnittlich um 45 % gegenuber der mit PBS behandelten Kontrollgruppe,
hochdosierte Tiere nahmen sogar 84 % weniger Wasser auf und unterschieden sich hiermit signifi-
kant von der Gruppe 100 ug/kg KM LPS.
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Abb. 40: Kumulative Futteraufnahme 8- oder 24 h nach intraperitonealer Injektion
von PBS, 100 pg/- bzw. 1 mg/kg KM LPS

* Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS i.p.): *** P<0,001; § Vergleich zur Gruppe 100 pg/kg
KM LPS i.p.: §§ P<0,01. Tierzahlen: Siehe Tab. 18.

Abb. 41: Kumulative Wasseraufnahme 8- oder 24 h nach intraperitonealer Injektion
von PBS, 100 ug/- bzw. 1 mg/kg KM LPS

* Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS i.p.): ** P<0,01, *** P<0,001; § Vergleich zur Gruppe
100 pug/kg KM LPS i.p.: §§ P<0,01. Tierzahlen: Siehe Tab. 18.
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PBS i.p. 100 pg/kg LPS i.p. 1 mg/kg LPS i.p.
8 h (Hellphase)
n 15 11 12
Futteraufnahme (g) 2,73 10,36 0,11 £ 0,07 *** 0,18 £ 0,14 ***
Wasseraufnahme (g) 2,31 +£0,52 0,74 £ 0,55 1,12 £ 0,40
24 h
n 6 3 8
Futteraufnahme (g) 18,48 + 1,61 6,8 + 2,56 *** 0,5+ 0,23 ***; §§
Wasseraufnahme (g) 30,33+ 2,14 16,77 + 5,67 ** 4,81+1,35*; §§

Tab. 18: Gemittelte Zahlenwerte der kumulativen Futter- und Wasseraufnahme
innerhalb von 8- oder 24 h nach intraperitonealer Injektion.

Versuchsgruppen: PBS 1 mli.p., 100 pg/kg LPS i.p. und 1 mg/kg LPS i.p.; * Vergleich zur
Kontrollgruppe (PBS i.p.): ** P<0,01, *** P<0,001; § Vergleich zur Gruppe 100 ug/kg KM
LPS i.p.: §§ P<0,01

1.1.4. Korpermasse

Die Entwicklung der Kérpermasse wurde durch Erhebungen vor und 24 Stunden nach den Versu-
chen dokumentiert. Wahrend in der mit PBS behandelten Kontrollgruppe eine leichte Zunahme zu
beobachten war, kam es in beiden LPS-stimulierten Gruppen zu einer deutlichen Abnahme der
Kdérpermasse (Tab. 19, Abb. 42). Dabei verloren Tiere, die 1 mg/kg KM LPS erhalten hatten, signifi-
kant mehr an Kdrpermasse als solche, die mit 100 ug/kg KM behandelt worden waren. Der Unter-
schied lag bei rund 9 g bzw., bezogen auf das jeweilige Ausgangsgewicht der Tiere, ca. 4 %.
Entsprechend der geringeren Futter- und Wasseraufnahme nach Stimulation mit der erhdhten
Dosis (1 mg/kg KM LPS) im Vergleich zur niedrigeren Dosis (100 ug/kg KM) (Kap. lIl.A, 1.1.4),
nahm auch die Kérpermasse in diesen Tieren signifikant starker ab.

PBS i.p. 100 pg/kg LPS i.p. 1 mg/kg LPS i.p.
n 6 3 8
Zu-/Abnahme (g) 4,22 +1,25 -17,37 £ 3,6 *** -26,79 £ 1,66 ***; §§
Zu-/Abnahme (%) 1,49 £ 0,47 -5,37 £ 1,02 *** -9,69 + 0,51 ***; §8§§

Tab. 19: Mittlere Zu- oder Abnahme der Korpermasse innerhalb von 24 h nach
intraperitonealer Injektion.

Versuchsgruppen: PBS 1 mli.p., 100 pg/kg LPS i.p. und 1 mg/kg LPS i.p.; * Vergleich zur
Kontrollgruppe (PBS i.p.): *** P< 0,001; § Vergleich zur Gruppe 100 pg/kg KM LPS i.p.:
§§ P<0,01, §§§ P<0,01
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Abb. 42: Entwicklung der Kérpermasse in Gramm bzw. Prozent innerhalb von 24 h
nach intraperitonealer Injektion von PBS, 100 ug/- bzw. 1 mg/kg KM LPS

Die Tiere wurden direkt vor dem Versuch sowie zum Endpunkt der Messungen nach 24 h
gewogen. * Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS i.p.): *** P<0,001; § Vergleich zur Gruppe
100 pg/kg KM LPS i.p.: §§ P<0,01, §§§ P<0,01. Tierzahlen: Siehe Tab. 19.

1.2. Konzentration bioaktiver pro-inflammatorischer Zytokine im Blutplasma

Mit Hilfe eines Bioassays wurde die Menge an bioaktivem Interleukin (IL)-6 und Tumornekrose-
faktor (TNF)a in Plasmaproben bestimmt. Die Proben wurden von Tieren der verschiedenen
Behandlungsgruppen (PBS / 100 ug/kg KM LPS / 1 mg/kg KM LPS, i.p.) zu verschiedenen Zeit-
punkten im Verlauf des Versuchszeitraumes kurz vor ihrer Tétung entnommen (vgl. Kap. 1I.C., 2.3.,
S. 97)

4 h 6h 8h 10 h 24 h
PBS 3
100 pg/kg KM LPS 2
1 mg/kg KM LPS 0

Tab. 20: Tierzahlen fiir die Bestimmung bioaktiver Zytokine im Blutplasma zu
verschiedenen Zeitpunkten nach intraperitonealer Injektion
Versuchsgruppen: PBS 1 mli.p., 100 pg/kg LPS i.p. und 1 mg/kg LPS i.p.

1.21. IL-6

In PBS-behandelten Tieren zeigte sich eine basale Expression von IL-6, die keine circadiane oder
sonstige, offensichtlich zeitabhangige Rhythmik aufwies (Abb. 43 A). Zu allen untersuchten Zeit-
punkten war die Menge an bioaktivem IL-6 nach LPS-Stimulation (100 pg/kg KM) im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhéht, ein eindeutiges Maximum konnte fir keinen der Zeitpunkte fest-
gestellt werden Ein zusatzlicher Vergleich der moderaten Dosis (100 ug/kg KM LPS) mit der hohen
Dosis (1 mg/kg KM LPS) zeigte auRerdem eine signifikante Erhéhung der Menge an bioaktivem
IL-6 im Plasma der Tiere, die die hohe Dosis erhalten hatten; einerseits im Vergleich zur PBS-Kon-
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trollgruppe und andererseits auch zur niedriger dosierten Gruppe (Abb. 43 B). 24 Stunden nach
LPS-Stimulation lagen nur noch nach Verabreichung der hohen Dosis erhéhte IL-6-Konzentra-
tionen im Plasma vor (Abb. 44).

1.2.2. TNF

Bioaktives TNFa konnte im Rahmen der Untersuchungen zum Zeitverlauf in keiner Plasmaprobe
der PBS-behandelten Kontrolltiere detektiert werden (Detektionslimit 6 pg/ml, Abb. 45 A). Im
Vergleich der moderaten mit der hohen Dosis LPS lag fir den Zeitpunkt 8 Stunden eine signifi-
kante Erhéhung der TNFa-Konzentration vor (Abb. 45 B). Nach 24 Stunden fand sich in keiner
Probe eine detektierbare Menge an TNFa (Tab. 21).

Abb. 43: Gehalte an bioaktivem IL-6 zu verschiedenen Zeitpunkten nach
intraperitonealer Injektion von PBS, 100 pg/- bzw. 1 mg/kg KM LPS

A: Vergleich der Gruppen PBS i.p. und 100 pug/kg KM LPS i.p. im Zeitverlauf zwischen 4-
und 10 h. *** P<0,001. B: Vergleich der Gruppen PBS i.p., 100 pg’/kg KM LPS und
1 mg/kg KM LPS zum Zeitpunkt 8 h. * Vergleich zur Gruppe PBS i.p.: *** P<0,001; §
Vergleich der LPS-Gruppen: § P<0,05. Die Werte wurden vor Berechnung der Statistik
logarithmiert, Tierzahlen: Siehe Tab. 20.
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4 h 6h 8h 10 h 24 h
IL-6 (1.U./ml)
PBS 82+ 35,09 | 70,67 £31,55 92 + 20,88 94,67 £ 12,72 | 55,5 + 15,28
100 pg/kg KM | 6020 + 960,6 | 5361 £ 1706 | 12441 + 3165 | 4199 £ 1262 101.7 + 15.6
LPS - - — - , ,
1 mg/kg KM 3 B 37015 + 10099 B 678 + 190,9
LPS *ar g " g
TNFa (pg/ml)
PBS <6 <6 <6 <6 <6
12,%“9/ KgKM | 1424 + 5835 | 1526 + 854.4 86(2 : 5769)’8 4(117X’-’<4g)2 <6
1 mg/kg KM : _ 7611 £ 2447 _ <6
LPS §
Tab. 21: Mittlere Konzentrationen bioaktiver Zytokine im Blutplasma zu

verschiedenen Zeitpunkten nach intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: PBS i.p., 100 pg/kg LPS i.p., 1 mg/kg LPS i.p.; * Vergleich zu PBS i.p.:

*** P<0,001

Abb. 44: Gehalte an bioaktivem IL-6 zum Zeitpunkt 24 h nach intraperitonealer
Injektion von PBS , 100 pg/- bzw. 1 mg/kg KM LPS
Vergleich der Gruppen PBS i.p., 100 pg/kg KM LPS und 1 mg/kg KM LPS. * Vergleich zur
Gruppe PBS i.p.: ** P<0,01; § Vergleich der LPS-Gruppen: § P<0,05. Die Werte wurden
vor Berechnung der Statistik logarithmiert, Tierzahlen: Siehe Tab. 20.
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Abb. 45: Gehalte an bioaktivem TNFa zu verschiedenen Zeitpunkten nach
intraperitonealer Injektion von PBS , 100 ug/- bzw. 1 mg/kg KM

A: Vergleich der Gruppen PBS i.p. und 100 ug/kg KM LPS i.p. im Zeitverlauf zwischen 4-
und 10 h. B: Vergleich der Gruppen PBS i.p., 100 ug und 1 mg/kg KM LPS zum Zeitpunkt
8 h. D.L.: Detektionslimit (6 pg/ml). § Vergleich der LPS-Gruppen: § P<0,05. Die Werte
wurden vor Berechnung der Statistik logarithmiert, Tierzahlen: Siehe Tab. 20.
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2. Zeitliche und raumliche Charakterisierung der NF-IL6-1.R
im Gehirn

21. Verteilung der Signale im gesamten Gehirn

In coronalen, 20 um dicken Gehirnschnitten wurde das Verteilungsmuster NF-IL6-immunreaktiver
(i.r.) Zellen infolge der intraperitonealen Injektion von 100 pg/kg KM LPS bestimmt. Nukleare
NF-IL6-Signale konnten Uber das gesamte Gehirn verteilt detektiert werden (Tab. 22, Abb. 46): Im
Vorderhirn zeigten sich NF-IL6-positive Zellen im cerebralen Cortex, sowie im Hippocampus. Im
Hypothalamus und der praoptischen Region erstreckte sich die NF-IL6-1.R. Uber den Nucleus
praeopticus ventromedialis (VMPQO), den Nucleus praeopticus medianus (MnPO; Abb. 46 F, f) und
die Hypophyse (Abb. 46 P, p). Als Vertreter der circumventrikularen Organe (CVO) zeigten das
Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), das Organum subfornicale (SFO), die Eminentia
mediana (ME, Abb. 46 J, j), der Plexus choroideus (ChP; Abb. 46 D, d) und die Area postrema
(AP) nukledre NF-IL6-Signale. Ferner trat NF-IL6-I.R. im Stammbhirn im Nucleus raphe pallidus
(RPa; Abb. 46 N, n) auf und war aufRerhalb der vorgenannten Einteilung auch in der ependymalen
Auskleidung aller Ventrikel (Abb. 46 H, h), sowie in den Meningen detektierbar (Abb. 46 L, I). Des
Weiteren zeigten sich NF-IL6-positive Zellkerne Uber die Gesamtheit des Hirnparenchyms verteilt
in Kapillaren und grélkeren GefalRen (Abb. 46 B, b). In Vergleichsschnitten von Tieren, die statt-
dessen mit PBS behandelt worden waren, traten keine NF-IL6-i.r. Zellkerne auf, lediglich in der
Hypophyse, dem Ependym sowie im Hippocampus konnten konstitutive nukledre NF-IL6-Signale
gezeigt werden (Tab. 22, Abb. 46 O, o).

Im Vorfeld der Untersuchungen war die Spezifitdt der verwendeten Antikorper wie folgt verifiziert
worden: Zum Einen zeigte ein direkter Vergleich des Antikdrpers aus der Wirtsspezies Ziege ein
identisches immunhistochemisches Farbeverhalten in Gehirnschnitten LPS-behandelter Tiere wie
ein aus dem Kaninchen stammendes Pendant (S. 152, Abb. 56 D, E). Zum Anderen erfolgte eine
Prainkubation der Antikérperlésungen mit dem Antigen (NF-IL6), woraufhin keine spezifische
Farbung der Gehirnschnitte durch die beiden Antikrper mehr beobachtet werden konnte (Abb. 56
G, H). Bei Anwendung beider Antikérper in Gewebe von Tieren nach PBS-Injektion traten ebenfalls
keine Signale auf (Abb. 56 A, B, Abb. 46 A, a,C, ¢, E, e, 1, i, K, k, M, m).
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Abb. 46: Neuroanatomische Verteilung der nukledren NF-IL6 Immunreaktivitit (I.R.)
im Gehirn von Ratten, 8 h nach intraperitonealer Injektion von PBS oder 100 pug/kg
KM LPS.

NF-IL6-Signale sind rot dargestellt, Uberlagerung mit dem Zellkernsignal (DAPI, blau)
wird durch Pinkfarbung sichtbar. Im grinen Kanal ist der Zellmarker (von Willebrand
Faktor fir Endothelzellen) dargestellt. GroRbuchstaben markieren Ubersichtsaufnahmen,
Kleinbuchstaben zeigen Detailaufnahmen an, die aus den weien Kasten in der Uber-
sicht stammen. Geflllte Pfeilspitzen verweisen auf nukledre NF-IL6-Signale, die mit
einem Endothelzellsignal kolokalisieren, wahrend offene Pfeilspitzen NF-IL6-positive
Zellen anderer Phanotypen markieren. ChP: Plexus choroideus, MnPO: Nucleus praeop-
ticus medianus, ME: Eminentia mediana, RPa: Nucleus raphe pallidus, Pi: Hypophyse.
GréRenmarker entspricht 25 ym in Ubersichtsaufnahmen, 10 um in vergroBerten
Ausschnitten.

2.2. Zeitlicher Verlauf in den sCVO nach LPS Applikation

2.21. semiquantitative Bewertung

Nach intraperitonealer Injektion von 100 ug/kg KM LPS konnten in den sCVO ab einem Zeitpunkt
von 4 Stunden bei den immunhistochemischen Untersuchungen deutliche NF-IL6-Signale darge-
stellt werden (Abb. 47 B, G, L). Der ebenfalls in Vorversuchen getestete Zeitpunkt von 2 Stunden
nach Applikation erwies sich als zu friih, um eindeutige Signale identifizieren zu kénnen (Daten
sind nicht gezeigt). In allen sCVO, also dem OVLT, dem SFO sowie der AP, steigerte sich die
moderate Immunreaktivitdt zum Zeitpunkt 4 Stunden deutlich mit Erreichen einer Dauer von 6
Stunden nach Injektion (Abb. 47 C, H, M). Die gréRte Anzahl und starkste Intensitat NF-IL6-immun-
reaktiver (i.r.) Zellen konnte 8 Stunden nach LPS-Stimulation detektiert werden (Abb. 47 D, I, N),
wahrend nach 10 Stunden ein deutlicher Rickgang der Signale auftrat (Abb. 47 E, J, O).

Die qualitativen Beobachtungen fir die sCVO und andere Hirnareale (Kap. Ill.LA, 2.1) wurden
anhand einer semiquantitativen Bewertungsskala beurteilt und den jeweiligen Behandlungen bzw.
Zeitpunkten Intensitaten von ,—“ fur vollstandige Abwesenheit jeglicher Signale bis ,+++“ fir die
héchste darstellbare Intensitat und Dichte NF-IL6-i.r. Zellkerne zugeordnet (Tab. 22, S. 138; siehe
auch Tab. 7, S. 92). Konstitutiv NF-IL6-i.r. Areale zeigten nur zum Teil eine Induzierbarkeit durch
LPS-Stimulation: Eine Beeinflussung der Anzahl und Intensitdt von NF-IL6-Signalen im Hippo-
campus konnte unabhangig von der intraperitonealen Injektion semiquantitativ nicht nachgewiesen
werden, da diese Gehirnstruktur bereits eine starke konstitutive, nukleare NF-IL6-1.R. aufwies (Tab.
22). Die in der Hypophyse sowie der ependymalen Auskleidung der Ventrikel ebenfalls vorlie-
gende, wenn auch nur schwach ausgepragte Grundreaktivitat erwies sich als zusatzlich durch LPS
induzierbar (Abb. 46). In den meisten der untersuchten Gehirnregionen konnte analog zu den
sCVO ein Maximum der NF-IL6-I.R. nach 8 Stunden verzeichnet werden. Kleine Kapillaren im
gesamten Parenchym des GroRhirns wiesen ein friiheres Maximum bei 6 Stunden auf, im MnPO,
der Hypophyse, der ME, dem ChP und den Meningen setzte die maximale NF-IL6-1.R. ebenfalls ab
einem Zeitpunkt von 6 Stunden ein und erstreckte sich bis zum 8 Stunden Zeitpunkt. Die Signal-
starke und -dichte ging fir alle nicht-konstitutiv immunreaktiven Areale ab einer Dauer von 10
Stunden nach LPS-Injektion zurtick. Im Nucleus supraopticus (SON) und Nucleus tractus solitarii
(NTS) konnten zu keinem Zeitpunkt NF-IL6 Signale detektiert werden.
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Abb. 47: Zeitlicher Verlauf der NF-IL6-Immunreaktivitat (I.R.) in den sensorischen
circumventrikuldren Organen (sCVO) 4 - 10 h nach intraperitonealer Injektion von
100 pg/kg KM LPS

Am linken Bildrand ist fir jedes untersuchte sCVO eine Kernfarbung dargestellt (DAPI,
weilde Signale), um die anatomischen Strukturen zu verdeutlichen (A, F, K). Die schon
nach 4 h detektierbare NF-IL6-1.R. (weil3e Signale, B, G, L) nimmt bis zum Zeitpunkt 8 h
kontinuierlich zu und beginnt ab 10 h wieder nachzulassen (E, J, O). GréRenmarker in A
entspricht 50 ym und qilt fir alle Aufnahmen. OVLT: Organum vasculosum laminae termi-
nalis, SFO: Organum subfornicale, AP: Area postrema
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Nukleare NF-IL6-Immunreaktivitat

PBS LPS LPS LPS LPS
Ausgewahlte Gehirnstrukturen 4-10h 4h 6h 8h 10 h
Vorderhirn
Cortex - ++ ++ +++ +
Hippocampus +++ +++ +++ +++ +++
Hypothalamus und praoptische Region
Nucleus praeopticus ventromedialis - ++ ++ ++ +
Nucleus supraopticus - - - - -
Nucleus praeopticus medianus - + + ++ +
Hypophyse + ++ +++ +++ ++
Circumventrikuldre Organe
Organum vasculosum laminae terminalis - ++ ++ +++ ++
Organum subfornicale - ++ ++ +++ ++
Eminentia mediana - ++ ++ ++
Area postrema - ++ ++ ++
Stammhirn
Nucleus raphe pallidus - + ++ ++ +
Nucleus tractus solitarii - - - - -
Andere
Plexus choroideus - +++ +++ +++ ++
Ependymale Auskleidung aller Ventrikel t t + ++ ++
Meningen - ++ +++ +++ ++
Endothelzellen im gesamten Gehirn
Kapillaren — ++ +++ ++ ++
Grolle Gefalie - ++ ++ 4+ +

Tab. 22: Semiquantitative Beurteilung der nukledaren NF-IL6-Immunreaktivitat (I.R.)
in verschiedenen Hirnarealen 4 - 10 h nach intraperitonealer Injektion
Versuchsgruppen: PBS 1 mli.p., 100 pyg/kg LPS i.p.; Zeichen: — = Keine |.R., +++ = maxi-
male |.R.

2.2.2. Zellzahlungen

In den sCVO wurden auflerdem quantitative Beurteilungen auf Grundlage von Zellzahlungen
vorgenommen (Abb. 48, vgl. Kap. I.C., 1.5.5. ab S. 91). Im OVLT unterschied sich die Dichte
NF-IL6-i.r. Zellen nach 8 Stunden signifikant von allen anderen beurteilten Zeitpunkten (Abb. 48 A),
im SFO erreichte lediglich der Abfall der Signaldichte nach 10 Stunden keine Signifikanz gegen-
Uber dem 8 Stunden Maximum (Abb. 48 B) und in der AP erwies sich allein der Anstieg vom 6- auf
den 8 Stunden Zeitpunkt als nicht signifikant (Abb. 48 C). Zusatzlich konnte in der ME die maxi-
male Signaldichte 8 Stunden nach der Injektion bestatigt werden (Abb. 48 D), wahrend im MnPO
die Tendenz eines friheren Maximums bei 4 - 6 Stunden, sowie der signifikante Abfall der Signal-
dichte nach 10 Stunden zu beobachten war (Abb. 48 E).
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Abb. 48: Dichte immunreaktiver Zellkerne in den sCVO und anderen Hirnarealen
4 - 10 h nach intraperitonealer Injektion von 100 pug/kg KM LPS

Der semiquantitativ erhobene Zeitpunkt der maximalen Signaldichte von 8 h konnte mit
Ausnahme der Nucleus praeopticus medianus (MnPO) Uberall bestatigt werden
(schwarze Saulen in A-D). OVLT: Organum vasculosum laminae terminalis, SFO:
Organum subfornicale, AP: Area postrema, ME: Eminentia mediana. Statistisch wurden
signifikante Unterschiede zwischen diesem Maximum und den anderen Zeitpunkten
ermittelt: # P<0,05, ## P<0,01
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2.2.3. Dosisabhangigkeit

Fir den Zeitpunkt der maximalen NF-IL6-Signaldichte von 8 Stunden sowie flr den spatesten, im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zeitpunkt von 24 Stunden, wurde ein immunhistochemischer
Vergleich der zwei LPS-Dosierungen von 100 pg/kg KM einerseits und 1 mg/kg KM andererseits
angestellt. 8 Stunden nach Verabreichung der entsprechenden Dosis konnte kein Unterschied in
der Farbintensitat und Dichte NF-IL6-positiver Zellkerne festgestellt werden (Abb. 49 B, C). Ein
deutlicher Gegensatz zwischen beiden Dosierungen zeigte sich jedoch nach 24 Stunden: Wahrend
nach der Injektion von 100 pg/kg KM LPS zu diesem Zeitpunkt keine NF-IL6-Signale mehr detek-
tierbar waren, zeigte sich im Gehirn der mit 1 mg/kg KM LPS behandelten Tiere eine mittlere
NF-IL6-1.R., die in ihrer Intensitat nur geringgradig vom 8 Stunden Maximum abwich (Abb. 49 E,
F).

Abb. 49: NF-IL6-Immunreaktivitit (.R.) 8- oder 24 h nach LPS-Injektion in
Abhangigkeit von der Dosierung (100 pg- oder 1 mg/kg KM LPS i.p.)

Die schematische Abbildung der Area postrema (AP, A) sowie die Darstellung einer Kern-
farbung (DAPI, D) dienen der Veranschaulichung der anatomischen Strukturen. Die
ahnlich hohe Signaldichte nach Verabreichung beider Dosen nach 8 h (weil3e Signale B,
C) war in Tieren, die mit 100 ug/kg KM LPS i.p. behandelt wurden, nach 24 h nicht mehr
erkennbar (E). Nach Injektion der hohen Dosis von 1 mg/kg KM LPS zeigten sich zu
diesem Zeitpunkt noch immer deutliche Signale (F). GréRenmarker in B entspricht 50 um,
gilt fir alle. Die hier exemplarisch fir die AP gezeigten Verhaltnisse lagen analog in den
anderen sCVO vor.

2.2.4. In vitro

Nach Stimulation primarer neuroglialer Zellen der Area postrema (AP) mit 100 yg/ml LPS wurden
fur die Zeitpunkte 6-, 8-, oder 16 Stunden keine deutlichen Unterschiede in der NF-IL6 |.R. festge-
stellt. Die Anzahl der angefarbten Zellkerne sowie die Intensitat der Signale stellten sich jeweils
sehr ahnlich dar. Auch in Kulturen, die nicht stimuliert, sondern stattdessen flir den gleichen Zeit-
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raum mit frischem Kulturmedium inkubiert worden waren, war eine Grundaktivierung anhand
NF-IL6-positiver Zellen zu beobachten. Die geringere Intensitat der Signale und Dichte der posi-
tiven Zellkerne liel allerdings trotzdem eine Unterscheidung zwischen den Kontrollen (Abb. 50 A)
und LPS-stimulierten Kulturen zu (Abb. 50 B).

Abb. 50: NF-IL6-Immunreaktivitit (I.R.) in primdren neuroglialen Zellen der Area
postrema nach 8 stiindiger Inkubation

Die Kulturen wurden mit frischem Kulturmedium (Kontrolle, A) oder 100 pg/ml LPS (B)
inkubiert. Eine konstitutive NF-IL6-I.R. (rot, A) wurde durch LPS-Stimulation deutlich
erhoht (B). GroRenmarker entspricht 10 pm.

2.3. Charakterisierung immunreaktiver Zelltypen

Immunhistochemische Untersuchungen, in denen NF-IL6-positive Zellkerne mit verschiedenen
Zellmarkerproteinen kolokalisiert wurden, dienten der Zuordnung reaktiver Zellen zu den entspre-
chenden Zellpopulationen. Diesbezlgliche Untersuchungen wurden fir die sCVO (OVLT, SFO,
AP), sowie fur die ME und den MnPO an Gehirnschnitten von mit 100 pg/kg KM LPS stimulierten
Tieren nach einer Dauer von 8 Stunden durchgefiihrt, da dies dem ermittelten Maximum der
NF-IL6-1.R. entsprach (Abb. 51). Zusatzlich wurden die Gesamtmenge NF-IL6-reaktiver Zellkerne,
sowie die jeweiligen prozentualen Anteile der verschiedenen Zellphanotypen an der Gesamtheit
NF-IL6-i.r. Zellen anhand von Zahlungen bestimmt (Abb. 52, vgl. Kap. I.C., 1.56.5. ab S. 91).
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Abb. 51: NF-IL6-exprimierende Zelltypen in den sCVO zum Zeitpunkt 8 h nach intra-
peritonealer Stimulation mit 100 ug/kg KM LPS

Die schematischen Darstellungen in A, G und M dienen der Verdeutlichung der anatomi-
schen Lage der jeweiligen Strukturen, blaue Kastchen weisen auf den in Ubersichtsbil-
dern (A-R) gezeigten Ausschnitt hin. In allen Aufnahmen sind Zellkerne im blauen Kanal
dargestellt (Kernfarbung mit DAPI), rot steht fir NF-IL6-Signale und Grinfarbung zeigt
das jeweils verwendete Zellmarkerprotein an. VergroRerte Bildausschnitte (a, b) verdeutli-
chen zum Einen durch Uberlagerung des roten und des griinen Kanals die Lokalisation
der roten NF-IL6-Signale innerhalb der markierten Zelle (a), zum Anderen wird die
nukleére Lage von NF-IL6 durch die Pinkfarbung bei Uberlagerung mit dem blauen Kern-
signal deutlich (b). Geflllte weil’e Pfeile markieren nukleare NF-IL6-Signale in einer Zelle
des jeweils markierten Phanotyps, wahrend offene Pfeile NF-IL6-positive Kerne anderer
Zelltypen anzeigen. Der jeweils vergroRerte Ausschnitt ist in Ubersichtsbildern mit einem
weillen Kasten umrandet. GroRenmarker in B, H und N entspricht 50 um und gilt in
anderen Ubersichtsaufnahmen entsprechend, GréRenmarker in allen vergroRerten
Ausschnitten entspricht 10 um. Verwendete Zellmarker: von Willebrand Faktor (vW,
Endothelzellen, B, H, N), glial fibrillary acidic protein (GFAP, Astrozyten, C, |, O), cluster of
differentiation 68 (CD68, aktivierte Mikrogliazellen, D, J, P), cluster of differentiation 163
(CD163, perivaskulare Makrophagen, E, K, Q), neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase
(NNOS, nNOS-positive Neuronen, F, L, R). Ubersicht F wurde 4 h nach LPS-Applikation
aufgenommen.
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2.3.1. Vorkommende Zelltypen

Qualitativ konnten in allen untersuchten Strukturen anhand der Detektion des Proteins ,von Wille-
brand Faktor® (vW) bzw. ,glial fibrillary acidic protein® (GFAP) NF-IL6-positive Endothelzellen und
Astrozyten dargestellt werden (Abb. 51 B, C, H, I, N, O). Auch aktivierte Mikrogliazellen und peri-
vaskuldre Makrophagen machten in allen analysierten Hirnarealen einen gewissen Anteil der
Zellen aus, die NF-IL6-I.R. aufwiesen (Abb. 51 D, E, J, K, P, Q). Diese Phanotypen wurden uber
die Proteine ,cluster of differentiation” (CD) 68 und CD163 bestimmt. Neuronale Stickstoffmonoxid-
Synthase (nNOS) exprimierende Neuronen konnten lediglich im OVLT und MnPO nicht detektiert
werden (Abb. 51 F, L, R).

OVLT SFO AP ME MnPO

Mittlere Gesamtzahl der Zellkerne pro Zahlfeld 66 67 67 52 31
NF-IL6-positive Zellkerne (% aller) =30 =275 =20 = 33 = 12,5
Endothelzellen (% NF-IL6-positiver) =30 =11 =20 =6 =~ 05
Astrozyten (% NF-IL6-positiver) = =15 =10 =7 =4
aktivierte Mikroglia (% NF-IL6-positiver) =13 =9 =125 =9 =22
perivaskulare Makrophagen (% NF-IL6-positiver) =13 =2 =125 =7 =20
NNOS-positive Neurone (% NF-IL6-positiver) - =30 =10 =9 —
Anteil phanotypisch zugeordneter Zellen =~ 63 =67 =65 ~ 38 >100

(% NF-IL6-positiver)

Tab. 23: Mittlere Prozentsatze NF-IL6 immunreaktiver Zellpopulationen 8 h nach
intraperitonealer Injektion von 100 ug/kg KM LPS

Siehe auch Abb. 52. Dargestellt sind zum Einen der prozentuale Anteil NF-IL6-positiver
Zellen an der Gesamtheit der im Mittel gezahlten Zellkerne eines Bildausschnittes (Zahl-
feld). Die Zahlen zu den verschiedenen Zellphanotypen wiederum stellen deren Anteil an
der Population dieser NF-IL6-immunreaktiven (i.r.) Zellen dar. AuRer im MnPO konnten
nicht alle NF-IL6-i.r. Zellen eindeutig einem Phanotyp zugeordnet werden. Siehe auch
Abb. 52. OVLT: Organum vasculosum laminae terminalis, SFO: Organum subfornicale,
AP: Area postrema, ME: Eminentia mediana, MnPO: Nucleus praeopticus medianus

2.3.2. Quantifizierung reaktiver Zellpopulationen in verschiedenen Hirngebieten

Zur Bestimmung der Anteile der jeweiligen Zellphanotypen wurde zunachst fir jede Struktur der
Prozentsatz an Zellen ermittelt, die nach der intraperitonealen Stimulation mit 100 ug/kg KM LPS
eine erkennbare NF-IL6-I.R. aufwiesen. Dieser lag zwischen 12,5 und 33 % aller Zellen und war im
OVLT und in der ME am hdchsten (Tab. 23, Abb. 52 A, D). In Bezug auf die Anteile der einzelnen
Zellphanotypen an der Gesamtheit dieser aktivierten Zellen konnte im OVLT, in der AP und vor
allem im MnPO eine Dominanz der Endothelzellen festgestellt werden (Abb. 52 A, C, E). NF-IL6-
positive Astrozyten kamen am haufigsten im SFO vor. Allerdings bildeten nNOS-positive Neurone
den grofiten Anteil an Zellen mit nuklearer NF-IL6-1.R. in dieser Gehirnstruktur (Abb. 52 B). Akti-
vierte Mikrogliazellen und perivaskuldare Makrophagen zeigten im OVLT, in der AP und im MnPO
eine mittlere Beteiligung an der NF-IL6-Signaldichte und bildeten in den anderen Strukturen eher
kleinere Anteile der NF-IL6-positiven Zellpopulationen.
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Abb. 52: Prozentuale Anteile NF-IL6 immunreaktiver (i.r.) Zellpopulationen 8 h nach
intraperitonealer Injektion von 100 ug/kg KM LPS

Weilke Saulen zeigen den Anteil NF-IL6-i.r. Zellkerne an der Gesamtheit aller gezahlten
Zellen an, deren absolute Anzahl jeweils oben im Diagramm angegeben ist. Entspre-
chende Anteile NF-IL6-postitiver Endothelzellen, Astrozyten, aktivierter Mikrogliazellen,
perivaskularer Makrophagen und nNOS-positiver Neurone an allen gezahlten Zellen sind
nachfolgend dargestellt. Verwendete Zellmarker: von Willebrand Faktor (vW, Endothel-
zellen), glial fibrillary acidic protein (GFAP, Astrozyten), cluster of differentiation 68 (CDG68,
aktivierte Mikrogliazellen), cluster of differentiation 163 (CD163, perivaskulare Makro-
phagen), neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase (hnNOS, nNOS-positive Neuronen).
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3. LPS-bedingte Induktion der Genexpression im Gehirn

3.1.  Induktion auf mMRNA-Ebene im Hypothalamus

Zur Bestimmung des Gehalts an mRNA in den verschiedenen Behandlungsgruppen zu den gege-
benen Zeitpunkten wurde Gehirngewebe aus dem Hypothalamus und angrenzenden Gebieten
genutzt (vgl. Abb. 24, S. 89). Zum Einen wurde die zeitliche Entwicklung der Geninduktion nach
intraperitonealer LPS-Stimulation (100 ug/kg KM) dargestellt und das jeweilige Maximum innerhalb
eines Zeitraums von 4 - 10 Stunden ermittelt (Abb. 53). Des Weiteren wurde die Dosisabhangigkeit
der Induktion fur die Zeitpunkte 8-, und 24 Stunden beurteilt, indem Proben von Tieren, die
100 ug/kg KM LPS erhalten hatten, mit solchen verglichen wurden, die aus der mit 1 mg/kg KM
LPS behandelten Gruppe stammten (Abb. 54). Als Vergleichsgruppe mit idealerweise basaler
Expression wurden jeweils die mit PBS behandelten Kontrolltiere herangezogen.

3.1.1. NF-IL6 und sein negativer Regulator Trib1

Im Zeitverlauf zeigte sich eine signifikante Induktion der NF-IL6-Expression gegeniiber PBS-be-
handelten Kontrolltieren lediglich nach 4 Stunden im Anschluss an die Stimulation mit 100 pg/kg
KM LPS. Auch verglichen mit den mRNA-Mengen nach 6-, 8-, und 10 Stunden stellte sich die
NF-IL6-Expression nach 4 Stunden als signifikant erhoht dar. Zu allen anderen Zeitpunkten war
eine Erhéhung in Tieren, die mit LPS behandelt worden waren, zwar tendenziell erkennbar, jedoch
gab es keine signifikanten Abweichungen zur jeweiligen PBS-behandelten Kontrollgruppe (Abb. 53
A). Im Dosisvergleich zeigte sich 8 Stunden nach Verabreichung von 1 mg/kg KM LPS eine signifi-
kante NF-IL6-Induktion sowohl im Vergleich zur Kontrollgruppe, als auch zur niedriger dosierten
Gruppe, wahrend nach 24 Stunden keine Abweichungen von der basalen Expression auftraten
(Abb. 54 A). Tribbles (Trib) 1 wies nach Stimulation mit 100 pg/kg KM LPS erst zum relativ spaten
Zeitpunkt von 10 Stunden eine signifikante Induktion und maximale Expression im Zeitverlauf auf
(Abb. 53 I). Die Verabreichung von 1 mg/kg KM LPS flihrte bereits nach 8 Stunden zu einer signifi-
kanten Geninduktion gegenuber der PBS-behandelten Kontrolle und der mit 100 ug/kg KM LPS
behandelten Gruppe (Abb. 54 1).

3.1.2. Andere Transkriptionsfaktoren und ihre negativen Regulatoren

Die Induktion des suppressor of cytokine signaling (SOCS) 3 und des inhibitor of kappa B (IkB) a
als negative Regulatoren der Aktivierung von signal transducer and activator of transcription
(STAT) 3 und Nuclear Faktor (NF) k B wurde fir deren indirekte Bestimmung herangezogen. Beide
wiesen eine frihe, signifikante Induktion nach einer Dauer von 4 Stunden im Anschluss an die
intraperitoneale Behandlung mit 100 ug/kg KM LPS auf. Dieser Zeitpunkt bildete auRerdem bei
beiden Genen die Maximalinduktion im gesamten Zeitverlauf (Abb. 53 B, C). Bei Verwendung der
10 fach héheren LPS-Dosierung von 1 mg/kg KM LPS steigerte sich die Expression beider Gene
signifikant, sowohl im Vergleich zur Kontrollgruppe als auch verglichen mit der niedrigeren Dosis
(Abb. 54 C, D links). AuRerdem stellte sich hier bei der alleinigen Beurteilung des 8 Stunden Zeit-
punkts die Induktion von SOCS3 nach der Behandlung mit 100 ug/kg KM LPS anders als im Zeit-
verlauf ebenfalls als signifikant heraus. Nach einer Dauer von 24 Stunden war die SOCS3-Expres-
sion wieder auf Basalniveau abgesunken, wahrend IkBa in niedrig dosierten, nicht aber in den mit
1 mg/kg KM LPS behandelten Tieren signifikant induziert blieb (Abb. 54 C, D rechts).
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3.1.3. Inflammatorische Mediatoren

3.1.3.1. Zytokine

Die Expression von Interleukin (IL)-6 mRNA zeigte sich 4 Stunden nach Stimulation mit 100 ug/kg
KM LPS signifikant und maximal erhéht, allerdings lag auch nach 6 Stunden noch eine signifikante
Induktion vor (Abb. 53 D). 8 Stunden nach der Applikation zeigten nur mit 1 mg/kg KM LPS behan-
delte Tiere eine signifikante Expressionssteigerung, wahrend die Behandlung mit der 10 fach nied-
rigeren Dosis zu diesem Zeitpunkt keine Veranderung im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe mehr
verursachte. In allen Gruppen lagen nach 24 Stunden wieder basale mMRNA-Mengen vor (Abb. 54
D). IL-1B-mRNA war Uber den gesamten untersuchten Zeitraum von 4 - 10 Stunden nach intraperi-
tonealer Applikation von 100 pg/kg KM LPS signifikant gegeniiber PBS-behandelten Kontrollen
induziert (Abb. 53 E). Der Dosisvergleich ergab zusatzlich eine signifikant gesteigerte Expression
nach Gabe der héheren Dosis von 1 mg/kg KM LPS nach 8 Stunden, wahrend sich alle Gruppen
nach 24 Stunden wieder der basalen Expression anndherten (Abb. 54, E). Der IL-10 mRNA-Gehalt
blieb Uber einen Zeitraum von 4 - 8 Stunden nach Stimulation mit 100 pg/kg KM LPS signifikant
erhoht, die Induktion war nach 6 Stunden maximal ausgepragt (Abb. 53 F). Auch hier kam es nach
8 Stunden zur nochmals signifikant verstarkten Expression, wenn die LPS-Dosis verzehnfacht
wurde (Abb. 54 F).

3.1.3.2. Enzyme der Prostaglandinsynthese

Sowohl die Expression von Cyclooxygenase (COX) 2 als auch mikrosomaler Prostaglandin E Synt-
hase (MPGES) wiesen auf mRNA-Ebene 4 Stunden nach LPS-Gabe (100 ug/kg KM) ein Indukti-
onsmaximum auf. Die Induktion von mPGES war dabei noch bis zum Zeitpunkt 8 Stunden signifi-
kant gegenuber PBS-behandelten Kontrolltieren erhéht (Abb. 53 G, H). Eine nochmals deutliche,
signifikante Erhéhung der mRNA-Expression durch Verzehnfachung der LPS-Dosis konnte eben-
falls fur beide Gene nach 8 Stunden gezeigt werden, wahrend zum Zeitpunkt 24 Stunden keine
Abweichungen von der basalen Expression mehr erkennbar waren (Abb. 54 G, H).
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Abb. 53: Induktion der mRNA-Expression inflammatorischer Marker im Hypothala-
mus 4 - 10 h nach intraperitonealer Injektion von LPS oder PBS

Verglichen wurden zum Einen Proben von LPS-stimulierten Tieren (100 uyg/kg KM) mit
den PBS-behandelten Kontrollen: * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001. Da die Induktion
nach 4 h fir die meisten Gene am deutlichsten war, wurden zusatzlich signifikante Unter-
schiede anderer Zeitpunkte zum 4 h Zeitpunkt dargestellt: $ P<0,05, $$ P<0,01, $$$
P<0,001
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Abb. 54: Induktion der mRNA-Expression inflammatorischer Marker im Hypothala-
mus 8- und 24 h nach intraperitonealer Injektion von LPS (100 pg/kg bzw. 1 mg/kg
KM) oder PBS

Verschiedene Behandlungsgruppen wurden fir die Zeitpunkte 8- und 24 h jeweils separat
miteinander verglichen.* Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS i.p.): * P<0,05,** P<0,01, ***
P< 0,001; § Vergleich zur Gruppe 100 ug/kg KM LPS i.p.: §§ P<0,01, §§§ P<0,01
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3.2. Induktion auf Proteinebene in Hypothalamus, cerebralem Cortex
und Stammhirn

Um die im Gehirn nach LPS-Stimulation vorherrschende Isoform von NF-IL6 zu identifizieren,
sowie zur nochmaligen Quantifizierung der NF-IL6-Proteinmenge in Erganzung der Ergebnisse der
immunhistochemischen Untersuchungen (Kap.lll.A, 2), wurden Proben aus dem Hypothalamus,
dem cerebralen Cortex und dem Stammbhirn von Tieren ausgewertet, die 8 Stunden vor der Tétung
100 pg/kg KM LPS bzw. PBS erhalten hatten (vgl. Abb. 24, S. 89).

3.2.1. Expression verschiedener NF-IL6 Isoformen im Gehirn

Abb. 55: Expression von NF-IL6 im cerebralen Cortex, Hypothalamus und Hirn-
stamm 8 h nach intraperitonealer Injektion von 100 ug/kg KM LPS oder PBS

A: Exemplarische Darstellung eines Western Blot aus dem cerebralen Cortex, die NF-IL6-
Bande lag in allen Untersuchungen durchschnittlich bei 34 kDa und zeigte bei verschie-
denen Proben eine unterschiedlich starke Auspragung. Die B-Actin Expression (42 kDa)
war relativ konstant. B - D: Vergleich von NF-IL6-Proteinmengen nach Quantifizierung der
Banden und Normalisierung mit B-Actin-Mengen. Nur im cerebralen Cortex konnte eine
signifikante Induktion der Expression nach LPS-Stimulation nachgewiesen werden (B); *
P<0,05.

150



Ergebnisse

Neben der Bande fir B-Aktin, die durchschnittlich ein Molekulargewicht von 42 kDa aufwies,
konnte in allen Geweben eine weitere Bande detektiert werden. Das detektierte, mit anti-NF-IL6-
Antikdrpern sichtbar gemachte Protein, hatte ein durchschnittliches Molekulargewicht von 34 kDa
(Abb. 55 A) und konnte damit der NF-IL6-Isoform LAP ( = 32-36 kDa) zugeordnet werden. Im cere-
bralen Cortex war die NF-IL6-Induktion 8 Stunden nach intraperitonealer Injektion von 100 pg/kg
KM LPS deutlich zu erkennen und es waren signifikant erhéhte NF-IL6-Proteinmengen in den
entsprechenden Proben nachweisbar (Abb. 55 B). Im Hypothalamus sowie im Hirnstamm konnte
im Anschluss an die immunhistochemischen Untersuchungen im verbleibenden Gewebe allerdings
kein signifikanter Anstieg von NF-IL6 Protein nachgewiesen werden(Abb. 55 C, D).

3.2.2. Expression des inflammatorischen Markers COX2

Die Expression von COX2 8 Stunden nach intraperitonealer Injektion von PBS bzw. 100 ug/kg KM
LPS wurde zusatzlich auf Proteinebene mit Hilfe immunhistochemischer Untersuchungen analy-
siert. In Gehirnen von PBS-behandelten Tieren traten bei fehlender NF-IL6-1.R. auch keine COX2-
Signale auf (Abb. 56 C). Intraperitoneale Injektion von 100 pg/kg KM LPS flhrte dagegen zu deutli-
cher COX2-Immunreaktivitat (1.R.), die sich Uber die Gesamtheit des Gehirns verteilte und dabei
vor allem in morphologisch blutgefaRartigen Strukturen, sowie im MnPO auffiel (Abb. 56 F). Hier
konnte auch eine eindeutige Kolokalisation der perinukledren COX2-Signale mit nuklearen NF-IL6-
Signalen gezeigt werden.
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Abb. 56: COX2-Immunreaktivitit im Nucleus praeopticus medianus (MnPO) 4 h
nach intraperitonealer Injektion von 100 pg/kg KM LPS oder PBS & Vergleich
zweier, aus verschiedenen Spezies stammender NF-IL6-Antikorper

C, F, I: Der Uberblick in | verdeutlicht die anatomische Struktur und Lage des MnPO, der
in C und F dargestellte Ausschnitt ist mit einem blauen Kasten markiert. Eine deutliche
Induktion der COX (Cyclooxygenase) 2 -I.R. nach LPS-Stimulation (F) war im Vergleich
zur PBS-Kontrolle (C) erkennbar, die VergroRerung zeigt die Kolokalisation des nuklearen
NF-IL6-Signals mit perinuklearer COX2.

A, B, D, E: Vergleich zweier NF-IL6-Antikdrper aus den Spezies Ziege (goat, g; A, D) und
Kaninchen rabbit, r; B, E). Beide zeigten Abwesenheit von Signalen in PBS-behandelten
Kontrollen und ahnlich stark ausgepragte NF-IL6-1.R. 8 h nach LPS-Applikation (D, E).

G, H: NF-IL6-1.R. nach Prainkubation des jeweiligen Antikdrpers mit seinem Antigen
(NF-IL6, ,peptide”). Es traten keine detektierbaren NF-IL6-Signale mehr auf. Bereiche
vergroBerter Ausschnitte am unteren Bildrand werden in der Ubersichtsaufnahme durch
weille Kasten markiert. Gefiillte Pfeilspitzen verweisen auf Kolokalisationen des roten mit
dem grunen Farbkanal, offene Pfeilspitzen markieren nicht-kolokalisierende Kernsignale.

Farbkanale: Blau: Kernfarbung (DAPI), rot: NF-IL6-Signale, griin: von Willebrand Faktor
(vW, Endothelzellen, A, B, D, E, G, H) bzw. COX2 (C, F). 4V: vierter Ventrikel, GréRen-
marker in A entspricht 25 um und gilt fur alle Ubersichtsaufnahmen, GréRenmarker in
VergroRerungen entspricht 10 pm.
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lI1.B. Einflisse des JAK-Inhibitors AG490 auf LPS-induzierte
Entziindungsreaktionen

1. Beeinflussung der Entziindungsreaktionen durch zentrale
Injektion von AG490

Nach Feststellung des Zeitpunktes der maximalen NF-IL6-Aktivitat im Verlauf systemischer Krank-
heitssymptome, wurden mdgliche Einflisse des Janus-Kinase (JAK) Inhibitors AG490 (auch
Tyrphostin B42) auf diesen Verlauf untersucht. Zu diesem Zweck wurden zum Einen das zuvor
definierte Maximum von 8 Stunden nach LPS-Applikation als Endpunkt ausgewahlt, um eventuelle
Beeinflussungen der erhobenen Parameter zu diesem Zeitpunkt optimal festhalten zu kénnen.
Zum Anderen diente der Zeitpunkt 24 Stunden nach LPS-Injektion der lickenlosen Aufzeichnung
moglicher physiologischer Effekte iber einen kompletten Tag.

1.1. Physiologische Parameter

1.1.1. Korperkerntemperatur

Intracerebroventrikulare Injektionen des JAK-Inhibitors AG490 bzw. des Ldsungsmittels (Cremo-
phor = 25 % Cremophor®EL in PBS) erfolgten jeweils 60 Minuten vor der geplanten intraperito-
nealen Injektion, also zum Zeitpunkt t = -1 Stunde. Bei t = 0 Stunden wurden entweder 100 pg/kg
LPS oder PBS (1 ml) injiziert. Die Verlaufe der Kérperkerntemperatur wurden Uber einen Zeitraum
von 8- oder 24 Stunden aufgezeichnet.

Beide mit PBS behandelten Kontrollgruppen zeigten im Anschluss an die Injektionen Uber den
Versuchstag keine relevanten Temperaturabweichungen vom normalen Tagesverlauf der Basal-
temperatur (Abb. 57 A). Daher konnte davon ausgegangen werden, dass weder das Ldsungs-
mittel, noch der Inhibitor an sich pyrogene Eigenschaften aufwiesen, die die Reaktion auf eine
LPS-Stimulation von vornherein hatten verschleiern kénnen.

Nach der LPS-Injektion kam es im Vergleich zu den PBS-injizierten Tieren in beiden Gruppen
(Cremophor oder Inhibitor) ohne initiale Hypothermie nach 2 - 3 Stunden zur Fieberentwicklung
(Tab. 24). Mit AG490 vorbehandelte Tieren zeigten im Vergleich mit den Lésungsmittelkontrollen
durchschnittlich 45 Minuten friiher eine Fieberreaktion. Dabei stieg die Kérperkerntemperatur zeit-
weise auf 39,5°C an, wahrend mit Cremophor behandelte Tiere ein etwas moderateres Fieber mit
Maximaltemperaturen von 39,1°C entwickelten, die allerdings bereits 45 Minuten friher auftraten.
Die Unterschiede der Maximaltemperaturen erreichten dabei keine Signifikanz (Tab. 24). In beiden
Gruppen hielt das Fieber etwa gleich lang an und ging nach 9,75 (AG490) bzw. 10 Stunden
(Cremophor) wieder zurick. In der Gruppe AG490 & LPS zeigte sich zudem in der Nachtphase (19
- 21 Stunden post injectionem) eine zeitweise Absenkung der Kérperkerntemperatur gegeniber
der PBS-behandelten Gruppe (Abb. 58 B). Tiere, die mit Cremophor vorbehandelt worden waren,
zeigten hingegen nach 21 - 22 Stunden eine verminderte Absenkung der Temperatur gegenuber
ihrer direkten Kontrolle (Crem & PBS) zu Beginn der Hellphase (Abb. 58 A). Im direkten Vergleich
(Abb. 57 B) erwies sich das Fieber der mit AG490 vorbehandelten, LPS-stimulierten Tiere im Zeit-
raum von 5,5 bis 8 Stunden nach der Injektion als signifikant héher als das der Vergleichsgruppe
(Crem & LPS). Im Zeitraum von 13 - 15 Stunden post injectionem war die Temperatur nach
AG490-Vorbehandlung stellenweise im Vergleich zur Cremophor-Vorbehandlung signifikant ernied-
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rigt und auch nach 24 Stunden, am Ende des Versuchszeitraums, hatten sich die Temperaturen
beider Gruppen noch nicht wieder komplett aneinander angeglichen.

Crem & LPS

AG & LPS

n

5

5

Hypothermie

keine

keine

Beginn Fieber

t =195 min bzw. 3,25 h

t =150 min bzw. 2,5 h

Maximaltemperatur (n.s.)

39,06 + 0,11°C bei t = 315 min
bzw. 5,25 h

39,51 £ 0,2°C bei t = 360 min
bzw. 6 h

Minimaltemperatur (n.s.)

37,46 £ 0,13 bei t = 90 min
bzw. 1,5 h

37,23 £ 0,22°C bei t = -45 min
bzw. 0,75 h

Ende Fieber

t = 600 min bzw. 10 h

t = 585 min bzw. 9,75 h

Dauer Fieber

405 min bzw. 6,75 h

435 min bzw. 7,25 h

Tab. 24: Zusammenfassende Darstellung des Temperaturverlaufs tiber 24 h nach

intracerebroventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: Cremophor 25 % (Crem, i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.) und 5 mM
AG490 (AG, i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS; n.s.: nicht signifikant. (Dauer des Fiebers wurde
nicht statistisch verglichen).
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Abb. 57 & 58: Verlauf der intraabdominal gemessenen Koérperkerntemperatur nach
intracerebroventrikuldrer und intraperitonealer Injektion im Zeitraum von 24 h

Der Zeitpunkt der Injektion (i.p.) ist mit einem Pfeil markiert. Intracerebroventrikulare
Injektionen fanden zum Zeitpunkt t = -1 h, also 60 min vor intraperitonealen Injektionen
statt. Die Dunkelphase ist in allen Graphen mit einer schwarzen Linie markiert. Crem:
25 % Cremophor®EL, AG: 5 mM AG490, LPS: 100 ug/kg KM.; * P<0,05. Tierzahlen:
Siehe Tab. 24.

In Abb. 57 sind der Vergleich beider Kontrollgruppen (Crem & PBS, AG & PBS, A) sowie
die Gegenuberstellung beider LPS-stimulierter Gruppen (Crem & LPS, AG & LPS, B)
dargestellt.

Abb. 58 zeigt die Einzelvergleiche zwischen LPS-stimulierten Tieren und ihren PBS-be-
handelten Kontrollen.

1.1.2. Fieberindex

Abb. 59: Fieberindex vom Zeitpunkt 0 bis 10 h nach intracerebroventrikularer und
intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.) und
5 mM AG490 (AG, i.c.v.) & 100 ug’kg KM LPS. # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit
der PBS-behandelten Kontrolle (Crem & PBS): # P<0,05; $ Vergleich der Gruppe AG &
LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (AG & PBS): $$$ P<0,001;* Vergleich beider
LPS-stimulierter Gruppen: * P<0,05. Tierzahlen: Siehe Tab. 24.

Die Betrachtung des Fieberindex, also der Flache unterhalb der Fieberkurve auf Basis der mitt-
leren Temperatur im Bereich t = -2 Stunden bis t = 0 (vgl. Abb. 21, S. 79), Gber eine Dauer von 10
Stunden bestatigte die Beobachtungen. So wiesen zum Einen beide LPS-stimulierten Gruppen im
Vergleich zur direkten Kontrolle (gleiche Vorbehandlung, PBS i.p.) einen signifikant erhéhten
Fieberindex auf, wobei die Signifikanz in der Gruppe AG & LPS deutlicher ausfiel (Abb. 59).
Aulerdem war der Fieberindex dieser Gruppe auch im Vergleich zur mit Cremophor vorbehan-
delten Gruppe (Crem & LPS) signifikant erhoht.
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1.1.3. Lokomotorische Aktivitat

Die lokomotorische Aktivitat wurde Uber den gesamten Versuchszeitraum (8- oder 24 Stunden)
aufgezeichnet. Die innerhalb von 24 Stunden nach LPS-Injektion gezahlten Einzelaktivitaten
("counts") wurden nochmals in Tag- (Hellphase) und Nachtaktivitat (Dunkelphase) untergliedert.

Aufgrund der Nachtaktivitat der Tiere konnten in den Tagesstunden keine signifikanten Verande-
rungen der lokomotorischen Aktivitat der einzelnen Gruppen festgestellt werden. In der zwoélfstiin-
digen Dunkelphase im Anschluss an die intraperitoneale Injektion von 100 ug/kg KM LPS zeigten
beide entsprechend behandelten Gruppen, unabhangig von der intracerebroventrikularen Vorbe-
handlung, eine signifikante Verminderung der lokomotorischen Aktivitat im Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe, die stattdessen PBS erhalten hatte (Abb. 60 B). Diese betrug 73 % fur die mit
Cremophor vorbehandelte Gruppe und 56 % nach AG490-Vorbehandlung. Bei Betrachtung der
lokomotorischen Gesamtaktivitat Gber 24 Stunden nach den Injektionen zeigte sich lediglich in der
mit dem Lésungsmittel Cremophor (Crem) vorbehandelten Gruppe anschlieRend an die LPS-Injek-
tion eine deutliche Verminderung (75 %). Vorbehandlung mit AG490 dagegen konnte diesen Effekt
der LPS-Stimulation nahezu ausschalten, so dass die mittlere Gesamtaktivitat der Tiere dieser
Gruppe nur um 20 % reduziert war und sich damit von der PBS-behandelten Kontrolle nicht mehr
signifikant unterschied (Abb. 60 C). Im direkten Vergleich der jeweils Uber einen Zeitraum von 15
Minuten zusammengefassten Einzelaktivitaten konnte bereits in der Hellphase, vom Zeitpunktt = 3
Stunden an eine tendenziell hdhere Aktivitat nach AG490-Vorbehandlung und anschlielRender
LPS-Applikation beobachtet werden als nach Vorbehandlung mit Cremophor, die sich in den
Nachtstunden fortsetzte (Abb. 60 A).

Crem&PBS| AG&PBS [Crem&LPS| AG &LPS
n 5 5 5 5
24 h Aktivitat ("counts") 6245 + 741,2 15005 + 755,9 1545 +421,5 (3994 + 574,8
Tt *
Tagesaktivitat (12 h, "counts") |1349 + 163 1544 + 378,7 |854,4 + 113 |2031 +764,7
Nachtaktivitat (12 h, "counts") |4511 £+671,3 | 3808 + 523,4 |1234 + 181,1 |1660 + 502,9
Hi $$

Tab. 25: Gemittelte Zahlenwerte der kumulativen lokomotorischen Aktivitdt nach

intracerebroventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pug/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS
(i.p.); # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (Crem &
PBS): ## P<0,01, ### P<0,001; $ Vergleich der Gruppe AG & LPS mit der PBS-behan-
delten Kontrolle (AG & PBS): $$ P<0,01; * Vergleich beider LPS-stimulierter Gruppen: *

P<0,05
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Abb. 60: Kumulative lokomotorische Aktivitit innerhalb der Dunkelphase (12 h)
bzw. 24 h nach intracerebroventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

A: Aktivitatsmuster (je Uber 15 Minuten gemittelte Gesamtaktivitat) LPS-stimulierter Tiere
nach Cremophor- oder AG490-Vorbehandlung. Die Nachtphase ist grau unterlegt. B:
Gesamtaktivitat aller Gruppen in der 12 stiindigen Dunkelphase, C: Gesamtaktivitat aller
Gruppen im gesamten Versuchszeitraum (24 h), AG490-Vorbehandlung hemmte den
Aktivitatsverlust nach LPS-Stimulation im Vergleich zur PBS-Kontrolle nahezu komplett.

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS
(i.p.). # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (Crem &
PBS): ## P<0,01, ### P<0,001; $ Vergleich der Gruppe AG & LPS mit der PBS-behan-
delten Kontrolle (AG & PBS): $$ P<0,01; * Vergleich beider LPS-stimulierter Gruppen: *
P<0,05. Tierzahlen: Siehe Tab. 25.
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1.1.4. Futter- und Wasseraufnahme

Der Futter- und Wasserkonsum wurde Uber den gesamten Versuchszeitraum (8- oder 24 Stunden)
aufgezeichnet. Fur die ersten 8 Stunden wahrend der Hellphase, die den Injektionen folgte, war in
beiden mit 100 ug/kg KM LPS stimulierten Gruppen eine Abnahme des Futterkonsums erkennbar,
die jedoch nur in der mit AG490 intracerebroventrikular vorbehandelten Gruppe signifikante
Ausmalie annahm (Abb. 61 A). Aufgrund der Nachtaktivitat der Tiere, wurde dieser Trend in den
folgenden 12 Stunden der Dunkelphase deutlicher. Unabhangig von der Vorbehandlung, flihrte die
intraperitoneale LPS-Stimulation im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe, die stattdessen PBS
erhalten hatte, zu einer Verringerung der aufgenommenen Futtermenge. Nach Vorbehandlung mit
Cremophor ging die Aufnahme um 84 % zurlck. Tiere, die mit AG490 vorbehandelt worden waren,
nahmen infolge der LPS-Injektion durchschnittlich 81 % weniger Futter auf als ihre direkten PBS-
Kontrollen (Abb. 61 B). Innerhalb der 24 Stunden, die sich den intraperitonealen Injektionen
anschlossen, zeigte sich ein entsprechendes Bild. Beide LPS-stimulierten Gruppen wiesen einen
deutlich reduzierten Futterkonsum gegenulber ihren Kontrollen auf (80 % flr beide Vorbehand-
lungen, Abb. 61 C, Tab. 26).

Auch die Reduktion des Wasserkonsums infolge der LPS-Injektion zeigte sich in den ersten 8
Stunden nur in der AG490-vorbehandelten Gruppe deutlich (Abb. 62 A). Wahrend der Dunkel-
phase nahmen LPS-stimulierte Tiere nach Cremophor-Vorbehandlung durchschnittlich signifikant
weniger Wasser auf als ihre PBS-behandelten Kontrollen (-62 %). AG490-Vorbehandlung dammte
den Effekt ein: So verringerte sich die Wasseraufnahme dieser Tiere infolge der LPS-Stimulation
nur um 35 % verglichen mit der Kontrollgruppe (AG & PBS). Die Reduktion des Wasserkonsums
war in der Nachtphase nach AG490-Vorbehandlung signifikant schwacher als in der LPS-stimu-
lierten, Cremophor-vorbehandelten Gruppe (Abb. 62 B). Diese verminderte Adipsie infolge AG490-
Vorbehandlung konnte fir die Gesamtdauer des Versuchs von 24 Stunden allerdings nicht
eindeutig gezeigt werden. Es fiel aber auch hier die Verringerung des Wasserkonsums nach
AG490 und LPS im Vergleich zur PBS-behandelten Kontrolle mit 42 % geringer aus als nach der
Vorbehandlung mit dem Lésungsmittel Cremophor (63 %, Abb. 62 C, Tab. 26).
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Crem & PBS | AG & PBS Crem & LPS AG & LPS
8 h (Hellphase)
n 10 10 8 8
Futteraufnahme (g) 1,63 £ 0,26 3,37 £ 1,21 0,14 £ 0,06 0,53 £0,50
$
Wasseraufnahme (g) 1,82 + 0,66 417 £1,51 0,93 + 0,61 0,03 +0,03
$
12 h (Dunkelphase)
n 5 5 5 4
Futteraufnahme (g) 16,22+0,53 [1542+0,59 [2,64+£0,95 2,88 £0,99
HHt $$%
Wasseraufnahme (g) 28,92+1,39 (30,94+£3,81 |1112+£1,75 [20,03+4,76
Hit# $ "
24 h
n 5 5 4 5
Futteraufnahme (g) 18,06 +0,48 [17,74+0,34 [3,65+1,05 3,54 £ 0,81
it $$$
Wasseraufnahme (g) 28,96 +1,33 |31,74+3,49 |10,76 + 2,81 18,56 + 5,49
i $

Tab. 26: Gemittelte Zahlenwerte der mittleren kumulativen Futter- und Wasser-

aufnahme nach intracerebroventrikularer und intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 pug/kg KM LPS
(i.p.); # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (Crem &
PBS): ## P<0,01, ### P<0,001; $: Vergleich der Gruppe AG & LPS mit der PBS-behan-
delten Kontrolle (AG & PBS): $ P<0,05, $$$ P<0,001; * Vergleich beider LPS-stimulierter

Gruppen: * P<0,05

Abb. 61

161




Ergebnisse

Abb. 62

Abb. 61 & 62: Kumulative Futter- und Wasseraufnahme in verschiedenen
Zeitrdaumen innerhalb 24 h nach intracerebroventrikularer und intraperitonealer
Injektion

A: Futter-/Wasseraufnahme (g) innerhalb der ersten 8 h nach den Behandlungen (Hell-
phase), B: Futter-/Wasseraufnahme in der 12 stiindigen Dunkelphase im Anschluss an
die Behandlungen, C: Gesamtfutter-/Wasserkonsum im kompletten Versuchszeitraum
von 24 h. Vorbehandlung mit AG490 verringerte die LPS-induzierte Adipsie in der Nacht-
phase deutlich.

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.). # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (Crem &
PBS): ## P<0,01, ### P<0,001; $: Vergleich der Gruppe AG & LPS mit der PBS-behan-
delten Kontrolle (AG & PBS): $ P<0,05, $$$ P<0,001; * Vergleich beider LPS-stimulierter
Gruppen: * P<0,05. Tierzahlen. Siehe Tab. 26.

1.1.5. Korpermasse

Die Dokumentation der Entwicklung der Kérpermasse erfolgte wiederum Uber einen Zeitraum von
24 Stunden. Beide mit PBS behandelten Gruppen zeigten eine leichte Zunahme der Kérpermasse
(Abb. 63, Tab. 27), die von der Vorbehandlung (Cremophor oder AG490) nicht beeinflusst wurde.
Injektion von 100 ug/kg KM LPS verursachte in beiden vorbehandelten Gruppen einen signifi-
kanten Verlust an Kdrpermasse im Vergleich zur jeweiligen, PBS-behandelten Kontrollgruppe. Die
Tiere der mit AG490 vorbehandelte Gruppe nahmen dabei nach LPS-Stimulation signifikant
weniger ab, als die der Cremophor-vorbehandelten Vergleichsgruppe (Abb. 63 A). Dieser Unter-
schied lag im Schnitt bei 5,5 g. In Bezug auf das Ausgangsgewicht der Tiere vor dem Versuch
konnte zwar ein entsprechender Trend ebenfalls beobachtet werden, allerdings erreichte der
dieser (1,76 %) keine signifikanten Ausmalfie (Abb. 63 B).
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Abb. 63: Entwicklung der Kérpermasse in Gramm (A) bzw. Prozent (B) innerhalb
von 24 h nach intracerebroventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

Die Tiere wurden direkt vor dem Versuch sowie zum Endpunkt der Messungen nach 24 h
gewogen.

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS
(i.p.). # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (Crem &
PBS): ### P<0,001; $ Vergleich der Gruppe AG & LPS mit der PBS-behandelten
Kontrolle (AG & PBS): $$$ P<0,001; * Vergleich beider LPS-stimulierter Gruppen:
* P<0,05. Tierzahlen: Siehe Tab. 27.

Crem & PBS AG & PBS Crem & LPS AG & LPS
n 5 5 5 5
Zu-/Abnahme (g) 2,98 +1,14 3,26 £+ 0,49 -22,02 + 2,46 -16,54 + 2,34
HitH $38; ~
Zu-/Abnahme (%) 1,01 £ 0,38 1,07 £ 0,16 -7,54 £ 0,79 -5,78 £ 0,80
HitH $$%

Tab. 27: Mittlere Zu- oder Abnahme der Koérpermasse innerhalb von 24 h nach
intracerebroventrikuldrer und intraperitonealer Injektion.

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 pug/kg KM LPS
(i.p.); # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (Crem &
PBS): ### P<0,001; $ Vergleich der Gruppe AG & LPS mit der PBS-behandelten
Kontrolle (AG & PBS): $$$ P<0,001; * Vergleich beider LPS-stimulierter Gruppen:
* P<0,05

163




Ergebnisse

1.2. Konzentration bioaktiver pro-inflammatorischer Zytokine im Blutplasma

Plasmaproben der unterschiedlich vorbehandelten Tiere wurden 8 oder 24 Stunden nach deren
intraperitonealen Behandlung entnommen (vgl. Kap. II.C., 2.3., S. 97) und mittels Bioassay auf das
Vorhandensein von bioaktivem Interleukin (IL)-6 bzw. Tumornekrosefaktor (TNF)-a untersucht.

1.21. IL-6

Tiere, denen intraperitoneal PBS injiziert worden war, zeigten nach 8 Stunden nur basale Expres-
sion von IL-6 im Hypothalamus und wiesen auch im Vergleich zur ersten Teilstudie, in der die Tiere
keine intracerebroventrikulare Injektion erhalten hatten, keine Erhéhung auf (Abb. 43, S. 131).
Weder die Applikation des Ldsungsmittels Cremophor, noch des JAK-Inhibitors AG490 beein-
flussten diese basale Expression zu diesem Zeitpunkt. Die Injektion von 100 ug/kg KM LPS verur-
sachte in beiden Gruppen, unabhangig von der Vorbehandlung, einen signifikanten Anstieg der
IL-6-Konzentration nach 8 Stunden (Abb. 64 A, Tab. 29). 24 Stunden nach den intraperitonealen
Injektionen konnte nach PBS-Behandlung wiederum keine Erhéhung der Plasmaspiegel an bioak-
tivem IL-6 Uber basale Werte hinaus festgestellt werden. Nach LPS-Stimulation waren die Werte
zu diesem Zeitpunkt lediglich in der mit Cremophor vorbehandelten Gruppe noch signifikant
erhoht, wahrend AG490-vorbehandelte Tiere bereits auf Basalniveau abgesenkte Mengen an IL-6
aufwiesen (Abb. 64 B).

1.2.2. TNFa

Bioaktives TNFa konnte nach 24 Stunden in keiner Probe detektiert werden (Detektionslimit
6 pg/ml). 8 Stunden nach LPS-Applikation zeigten lediglich 2 von 4 Proben der Gruppe, die zuvor
mit AG490 vorbehandelt worden war, messbare TNFa-Mengen, in allen anderen Gruppen konnte
das Zytokin nicht detektiert werden (Abb. 65, Tab. 29).

Crem & PBS AG & PBS Crem & LPS AG & LPS
n (8 h) 5 4 3 4
n (24 h) 5 5 5 5

Tab. 28: Tierzahlen der Bestimmung bioaktiver Zytokine im Blutplasma zu verschie-
denen Zeitpunkten nach intracerebroventrikulédrer und intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS

(i.p.)
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Abb. 64: Gehalte an bioaktivem IL-6 zum Zeitpunkt 8- und 24 h nach intracerebro-
ventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pug/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS
(i.p.). # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (Crem &
PBS): ## P<0,01, ### P<0,001; $ Vergleich der Gruppe AG & LPS mit der PBS-behan-
delten Kontrolle (AG & PBS): $$$ P<0,001; * Vergleich beider LPS-stimulierter Gruppen:
* P<0,05. Die Werte wurden vor Berechnung der Statistik logarithmiert. Tierzahlen: Siehe
Tab. 28.

Abb. 65: Gehalte an bioaktivem TNFa zum Zeitpunkt 8 h nach intracerebroventriku-
larer und intraperitonealer Injektion

Das Detektionslimit lag bei 6 pg/ml, in der Gruppe AG & LPS konnte nur in 2 von 4
Proben TNFa detektiert werden. Tierzahlen: Siehe Tab. 28.

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.).
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Crem & PBS AG & PBS Crem & LPS AG & LPS
IL-6 (1.U./ml

8 h 26,4 £ 3,61 35,56+ 10,15 1203 + 4411 1033 + 190,8
Hit 5%

24 h 48,4 + 8,71 60,2 + 8,56 184 + 45,37 77,2 £ 16,53
#H# *

TNFa (pg/ml)
8 h <6 <6 <6 46,34 + 27,53
(3x<6)
24 h <6 <6 <6 <6

Tab. 29: Mittlere Konzentrationen bioaktiver Zytokine im Blutplasma zu verschie-
denen Zeitpunkten nach intracerebroventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS
(i.p.); # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (Crem &
PBS): ## P<0,01, ### P<0,001; $ Vergleich der Gruppe AG & LPS mit der PBS-behan-
delten Kontrolle (AG & PBS): $$$ P<0,001; * Vergleich beider LPS-stimulierter Gruppen:

* P<0,05
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2. Einfluss von AG490 auf die Immunreaktivitat inflammatorischer
Transkriptionsfaktoren im OVLT und SFO

Die Beurteilung der NF-IL6-1.R. erfolgte auf der Grundlage immunhistochemischer Untersu-
chungen von 20 uym starken, coronalen Gehirnschnitten. Aufgrund der Ergebnisse der ersten Teil-
studie, in der sich die maximale NF-IL6-I.R. 8 Stunden nach intraperitonealer Applikation von
100 pg/kg KM LPS zeigte (vgl. Abb. 47, 48 S. 139; Tab. 22, S. 138), wurde dieser Zeitpunkt auch
fur die Analyse der Auswirkungen das JAK-Inhibitors AG490 gewahlt. Betrachtet wurden vor allem
die sensorischen circumventrikuldren Organe (sCVO), also das Organum vasculosum laminae
terminalis (OVLT), das Organum subfornicale (SFO) und die Area postrema (AP), aber auch
andere Regionen, die in den Untersuchungen der ersten Teilstudie NF-IL6-1.R. gezeigt hatten (Tab.
22, S. 138).

2.1. NF-IL6 und phospho-NF-IL6

Zunachst fiel eine geringgradige, von der Art der intracerebroventrikularen Behandlung (Cremo-
phor oder AG490) unbeeinflusste NF-IL6-1.R. im gesamten Gehirn von intraperitoneal mit PBS
behandelten Tieren auf (Abb. 66 A, B, E, F und a, b, e, f). Die Injektion von 100 pg/kg KM LPS
verstarkte diese Immunreaktivitat wie erwartet deutlich und unterschied sich in Menge und Inten-
sitat der Signale nicht von den Beobachtungen, die nach alleiniger Injektion von 100 ug/kg KM
LPS oder 1 mg/kg KM LPS im Rahmen der ersten Teilstudie gemacht worden waren (Abb. 66 C, d,
G, Hund c, d, g, h, Abb. 46, S. 135). Die semiquantitative Beurteilung der Signaldichte ergab fir
das OVLT und das SFO eine mehr oder weniger moderate Immunreaktivitdt nach PBS-Behand-
lung in beiden Gruppen, die durch die LPS-Stimulation bis zum Maximum erhéht wurde (,—*: voll-
standige Abwesenheit von NF-IL6-Signalen, ,+++“ hochste darstellbare Intensitdt und Dichte). Im
cerebralen Cortex zeigte sich ein nur in Einzelheiten abweichendes Bild (Tab. 30). Die NF-IL6-Si-
gnale kolokalisierten teilweise mit vW (von Willebrand Faktor)-markierten Endothelzellen, vor allem
in Gehirnen von LPS-stimulierten Tieren. Die Verwendung eines Antikérpers, der sich gegen eine
an Serin 105 phosphorylierte Form von NF-IL6 richtete (p-NF-IL6), zeigte sehr ahnliche Ergebnisse
(Abb. 67). So konnte die durch JAK vermittelte Phosphorylierung von NF-IL6 an dem entspre-
chenden Serinrest (vgl. Kap. I., 3.2.2.2., S. 42) durch Vorbehandlung mit AG490 fiir den Zeitpunkt
8 Stunden nach LPS-Injektion nicht sichtbar gehemmt werden.
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Abb. 66

Abb. 67
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Abb. 66: NF-IL6-I.LR. im OVLT und SFO 8 h nach intracerebroventrikuldrer und
intraperitonealer Injektion

Ubersichtsaufnahmen (A-H) zeigen die grundsétzliche Verteilung von nukleédren NF-IL6-
Signalen (pink), vergroRerte Ausschnitte (a-h) verdeutlichen deren teilweise Kolokalisa-
tion mit dem Zellmarker von Willebrand Faktor flr Endothelzellen (griin). Der blaue Kanal
zeigt die Kernfarbung (DAPI). Die vergréRerten Bereiche sind in Ubersichtsaufnahmen
durch einen weilRen Kasten markiert. Gefiillte Pfeilspitzen verweisen auf NF-IL6-positive
Endothelzellen, offene Pfeilspitzen zeigen nukledre NF-IL6-Signale in anderen Zellphano-
typen. GroBenmarker in A entspricht 50 um und gilt fur alle Ubersichtsaufnahmen,
Groflenmarker in a entspricht 10 ym und gilt fur alle AusschnittsvergroRerungen. OVLT:
Organum vasculosum laminae terminalis, SFO: Organum subfornicale

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Cr, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG, i.c.v.)
& PBS (i.p.), Cr (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS (i.p.).

Abb. 67: phospho (p)-NF-IL6-l.R. im SFO und in der AP 8 h nach intracerebro-
ventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

Farbkanale: pink: nukleare p-NF-IL6-Signale, grin: p-STAT3-Signale, blau: Kernfarbung
(DAPI). Grolenmarker in A entspricht 50 um und gilt fir alle Aufnahmen. Es konnte kein
Unterschied der p-NF-IL6-Signaldichte zwischen Cremophor- und AG490-vorbehandelten
Tieren detektiert werden. Die schwachen p-STAT3-Signale sind durch die Uberlagerung
mit der starkeren NF-IL6-Farbung nicht erkennbar, obwohl p-STAT3 in den untersuchten
Regionen zum dargestellten Zeitpunkt vorlag (siehe Abb. 68 E-H). SFO: Organum
subfornicale, AP: Area postrema

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Cr, i.c.v.) & LPS (i.p.), 5 mM AG490 (AG, i.c.v.)
& LPS (i.p.).

Nukledre NF-IL6-Immunreaktivitit (8 h)

Crem AG Crem AG

Ausgewahlte Gehirnstrukturen & PBS & PBS & LPS & LPS

Vorderhirn

Cortex + + +++ +++
Circumventrikuldre Organe

Organum vasculosum laminae terminalis + ++ +++ +++

Organum subfornicale + (+) 4+ +++
Alle Strukturen + + +++ 4+

Tab. 30: Semiquantitative Beurteilung der nuklearen NF-IL6-I.R. in verschiedenen
Hirnarealen 8 h nach intracerebroventrikularer und intraperitonealer Injektion
Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pug/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS
(i.p.). Zeichen: — = Keine |.R., +++ = maximale |.R.
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2.2. STAT3 und phospho-STAT3

Da die Aktivierung der Janus-Kinase (JAK) auch Einfluss auf die nukleare Translokation von
STAT3 hat, wurde dieser Transkriptionsfaktor ebenfalls hinsichtlich der beobachtbaren Immunreak-
tivitdt nach den verschiedenen Behandlungen in den sCVO und anderen Hirnarealen untersucht.
Der Zeitpunkt 8 Stunden im Anschluss an die intraperitonealen Injektionen war hierbei ungunstig,
da das Maximum der STAT3-l.R. einem friheren Zeitpunkt (2 - 4 Stunden) zugeordnet wird und die
Immunreaktivitat daran anschlieRend wieder deutlich abnimmt (Gautron et al., 2002; Harre et al.,
2002). Dennoch war eine moderate STAT3-1.R. als Folge der Behandlung mit 100 pg/kg KM LPS
erkennbar, die sich allerdings von der intracerebroventrikularen Applikation des JAK-Inhibitors
AG490 im Vergleich zur Vorbehandlung mit dem Ldsungsmittel nicht unterschied (Abb. 68 A-C).
Ein grundlegendes Vorliegen von STAT3-Signalen auch in PBS-behandelten Kontrolltieren konnte
hier nicht festgestellt werden. Aulierdem wurde immunhistochemisch Gberprift, ob der verwendete
JAK-Inhibitor das Vorkommen einer phosphorylierten Form des Transkriptionsfaktors (phospho-
STAT3 oder p-STAT3) zum untersuchten Zeitpunkt beeinflusst hatte. Dazu wurde ein entspre-
chender Antikdrper verwendet, der sich gegen die am Tyrosinrest 705 phosphorylierte Form von
STAT3 richtete, da dieser der typischen Phosphorylierungsstelle durch die JAK entspricht. Ebenso
wie fur STAT3 konnten 8 Stunden nach LPS-Stimulation nur wenige p-STAT3-Signale detektiert
werden. Eine Hemmung der Phosphorylierung an dieser Stelle durch AG490 wurde nicht festge-
stellt, die Signaldichte in der entsprechend vorbehandelten Gruppe war tendenziell sogar grélier
als im Gehirn Cremophor-vorbehandelter Tiere (Abb. 68 E-H).

2.3. NF-«B

Ahnlich verhielt es sich mit der Immunreaktivitét des ebenfalls inflammatorisch bedeutsamen Tran-
skriptionsfaktors Nuclear Factor (NF) kB, der seine maximale Aktivierung ebenfalls zu einem
frheren Zeitpunkt (~1-3 Stunden) aufweist (Nadjar et al., 2003; Rummel et al., 2006). Die 8
Stunden nach LPS-Stimulation nachweisbare NF-kB-I.R. war sehr gering und zeigte ebenfalls
keine Unterschiede aufgrund der Vorbehandlung (Abb. 69).
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Abb. 68: STAT3- und p-STAT3-l.LR. im OVLT und SFO 8 h nach intracerebro-
ventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

Abb. 69: NF-kB-I.LR. im OVLT und SFO 8 h nach intracerebroventrikularer und
intraperitonealer Injektion
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Abb. 68 & 69:

Farbkanale: pink: Abb. 68: nukledre STAT3-Signale (A-D) bzw. p-STAT3-Signale (E-H);
Abb. 69:nukledre NF-kB-Signale, grin (beide): Endothelzellen (von Willebrand Faktor ),
blau (beide): Kernfarbung (DAPI). Grolenmarker in A entspricht jeweils 50 ym und gilt fir
alle Aufnahmen. OVLT: Organum vasculosum laminae terminalis, SFO: Organum subfor-
nicale

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Cr, i.c.v.) & LPS (i.p.), 5 mM AG490 (AG, i.c.v.)
& LPS (i.p.)

2.4. Einflisse der i.c.v. Injektionen

Die grundlegende, von der intraperitonealen Behandlung unabhangige und in allen Kontroll-
gruppen auftretende NF-IL6-I.R. gab Hinweise auf Effekte, die sich moglicherweise allein aus der
Methode der intracerebroventrikuldren Injektion ergeben hatten. Immunhistochemisch wurde im
rechten Anteil des cerebralen Cortex allgemein eine deutliche Verdichtung der NF-IL6-Signale fest-
gestellt. Dies betraf auch Gehirnareale der fur die Injektion genutzten Hemisphare, die nicht in
direkter Nahe zur Injektionsstelle lagen (Abb. 70).

Abb. 70: NF-IL6-l.R. in den beiden Gehirnhemispharen 8 h nach intracerebro-
ventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

Exemplarisch sind die Hemispharen einer Ratte nach Vorbehandlung mit Cremophor®EL
(25 %, i.c.v.) und anschliefender LPS-Injektion (100 ug/kg KM, i.p.) dargestellt. Die
NF-IL6-Signaldichte in der rechten Hemisphare (B), in die injiziert wurde, ist deutlich
starker als in der linken (A). Farbkanale: pink: nukleare NF-IL6-Signale, grin: Endothel-
zellen (von Willebrand Faktor), blau: Kernfarbung (DAPI). GréRenmarker entspricht
50 um.
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Auch beim direkten Vergleich der beiden Lateralventrikel konnte in allen Tieren die Seite, in die inji-
ziert worden war, deutlich anhand der starkeren NF-IL6-I.R. identifiziert werden. So zeigte sich
nach intraperitonealer Injektion von PBS lediglich im rechten Ventrikel eine deutliche NF-IL6-I.R.
von Ependymzellen und wenigen Zellen des Plexus choroideus (Abb. 71 A, B, E, F). LPS-behan-
delte Tiere wiesen dagegen in beiden Ventrikeln starke NF-IL6-I.R. innerhalb des Plexus choroi-
deus auf (Abb. 71 C, D, G, H). AulRerdem fiel bei relativ weit rostral aufgenommenen Bildern die
Verformung und Ausdehnung des rechten Ventrikels nach der Injektion auf (Abb. 71 B, F). Noch
deutlicher wurden die Einfliisse des Eingriffs bei Betrachtung der Einstichstelle selbst, bzw. des
jeweils betroffenen Lateralventrikels (siehe auch Abb. 80, S. 185).

Abb. 71: NF-IL6-l.R. in den Lateralventrikeln 8 h nach intracerebroventrikularer und
intraperitonealer Injektion

Die Aufnahmen stammen aus verschiedenen Ebenen des Cerebrum (rostral-caudal),
Aufnahmen einer Behandlungsgruppe zeigen jeweils die gegentberliegenden Ventrikel
ein und desselben Schnittes. In rostralen Bereichen (A, B, E, F) ist die Formanderung
des rechten Ventrikels nach der Injektion deutlich zu erkennen. Nukleare NF-IL6-Signale
(pink) zeigten sich in Kontrolltieren (PBS i.p.) vor allem in ependymalen Zellen des
rechten Ventrikels (A, B, E, F; geflllte Pfeilspitzen), nach LPS-Stimulation (100 pg/kg KM)
auch beidseitig im Plexus choroideus (C, D, G, H; offene Pfeilspitzen) und dorsal des
rechten Ventrikels (gefillte Pfeile). Weitere Farbkanale: grin: Endothelzellen (von Wille-
brand Faktor), blau: Kernfarbung (DAPI). GréRenmarker entspricht 100 um. 2VI bzw. r:
linker bzw. rechter Lateralventrikel

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS
(i.p.).
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3. Beeinflussung der LPS-bedingten Induktion der Genexpression im
Gehirn durch AG490

3.1. Induktion auf mMRNA-Ebene im Hypothalamus

Die jeweiligen mRNA-Gehalte der verschiedenen Gruppen wurden fir die Zeitpunkte 8- und 24
Stunden nach intraperitonealer Injektion von 100 ug/kg KM LPS bzw. PBS, die eine Stunde im
Anschluss an die intracerebroventrikulare Vorbehandlung mit dem Lésungsmittel (25 % Cremophor
in PBS) oder dem JAK-Inhibitor AG490 (5 mM in Cremophor) erfolgt war, ermittelt.

3.1.1. Transkriptionsfaktoren und ihre negativen Regulatoren

Die Expression von NF-IL6-mRNA zeigte sich in beiden LPS-stimulierten Gruppen nach 8 Stunden
nicht signifikant erhdht, verglichen mit der jeweiligen PBS-behandelten Kontroligruppe, die die
gleiche Vorbehandlung erhalten hatte (Abb. 72 A). Allerdings lag zum Zeitpunkt 24 Stunden nach
LPS-Stimulation eine signifikante Induktion in der mit AG490 vorbehandelten Gruppe vor, sowohl
im Vergleich mit der respektiven AG490 & PBS-Kontrolle als auch der Cremophor & LPS-Gruppe
(Abb. 72 B). Tribbles (Trib) 1 als mdglicher negativer Regulator von NF-IL6 hingegen zeigte nach
24 Stunden in beiden LPS-behandelten Gruppen keine Abweichungen auf mRNA Ebene (Abb. 72
C). Hier war allerdings zuvor infolge der LPS-Injektion eine signifikante Induktion aufgetreten, die
entgegen der Ergebnisse zum Zeitverlauf der ersten Teilstudie schon zum Zeitpunkt 8 Stunden,
also friher als erwartet, auftrat (Abb. 72). Sie fiel in der mit AG490 vorbehandelten Gruppe deutli-
cher aus als nach Injektion von Cremophor. Eine signifikante suppressor of cytokine signaling
(SOCS) 3-Induktion als indirektes Mal} flr eine STAT3-Aktivierung fiel nach 8 Stunden in keiner
der LPS-behandelten Gruppen auf, was sich mit den Ergebnissen der Teilstudie zum Zeitverlauf
deckte (Abb. 72 E, Abb. 53, S. 148). Auch hier gab es nach 24 Stunden in Tieren, die mit AG490
vorbehandelt und anschlieRend mit 100 ug/kg KM LPS stimuliert worden waren, eine signifikante
Erhdhung der Expression im Vergleich zu PBS-Kontrolltieren und zu solchen, die stattdessen mit
Cremophor vorbehandelt worden waren. Signifikante Inhibitor of kappa B (IkB) a-Induktion als
Nachweis einer NF-kB-Aktivierung zeigte sich entgegen der Studien zum Zeitverlauf (Abb. 53, S.
148) zum relativ spaten Zeitpunkt von 8 Stunden nach LPS-Applikation in beiden entsprechenden
Gruppen, wobei wiederum die Expressionssteigerung nach Vorbehandlung mit AG490 deutlicher
ausfiel (Abb. 72 G). Zum Zeitpunkt 24 Stunden hatten die IkBa-mRNA-Gehalte aller Gruppen
wieder Basiswerte erreicht (Abb. 72 H).

3.1.2. Inflammatorische Mediatoren

3.1.2.1. Zytokine

Die Gehalte an IL-13 und IL-6-mRNA unterschieden sich weder nach 8- noch nach 24 Stunden
zwischen den verschieden behandelten Gruppen (Abb. 73 A-D). 8 Stunden nach LPS-Stimulation
kam es in Tieren, die mit Cremophor vorbehandelt worden waren, zu einem signifikanten Anstieg
der IL-10 mRNA-Expression, analog zu den Ergebnissen der Teilstudie zum Zeitverlauf nach LPS-
Applikation (Abb. 53, S. 148). Vorbehandlung mit AG490 hingegen kehrte diesen Effekt um und
fuhrte im Vergleich dazu zu signifikant erniedrigten IL-10 mRNA-Gehalten (Abb. 73 E). Nach 24
Stunden schien sich tendenziell eine IL-10-Expressionssteigerung in der Gruppe AG490 &
100 pug/kg KM LPS abzuzeichnen, dieser Trend nahm allerdings keine signifikanten Ausmale an
(Abb. 73 F). Die messbare Menge an Tumornekrosefaktor TNFa-mRNA zeigte fir alle unter-
suchten Gruppen nach 8 Stunden keine signifikanten Unterschiede. 24 Stunden im Anschluss an
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die LPS-Stimulation ergab sich allerdings in Tieren, die nicht mit dem Inhibitor, sondern lediglich
mit dem Losungsmittel Cremophor vorbehandelt worden waren, eine signifikante Abnahme der
TNFa-mRNA gegentiber der PBS-behandelten Kontrolle (Abb. 73 I, J). In Bezug auf den IL-1
Rezeptorantagonisten (IL-1ra) fanden sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen (Abb. 73 G, H).

Abb. 72: Induktion der mRNA-Expression von Transkriptionsfaktoren und ihren
negativen Regulatoren im Hypothalamus 8- und 24 h nach intracerebroventri-
kuldrer und intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.). # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (Crem &
PBS): # P<0,05; $ Vergleich der Gruppe AG & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle
(AG & PBS): $$ P<0,01; * Vergleich beider LPS-stimulierter Gruppen: * P<0,05, ** P<0,01
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Abb. 73: Induktion der mRNA-Expression von Zytokinen im Hypothalamus 8- und
24 h nach intracerebroventrikularer und intraperitonealer Injektion
Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.). # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (Crem &
PBS): # P<0,05; * Vergleich beider LPS-stimulierter Gruppen: * P<0,05

3.1.2.2. Enzyme der Prostaglandinsynthese

Fir COX2 zeigte sich 8 Stunden im Anschluss an die LPS-Stimulation nur nach Vorbehandlung mit
AG490 ein Anstieg des mMRNA-Gehalts gegenliber der PBS-behandelten Kontroligruppe (Abb. 74
A, C). Nach 24 Stunden waren keine signifikant unterschiedlichen COX2-mRNA-Gehalte zwischen
den verschiedenen Gruppen mehr feststellbar (Abb. 74 B). Die LPS-bedingt gesteigerte mPGES-
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Expression, die in der Teilstudie zum Zeitverlauf deutlich geworden war (Abb. 53, S. 148), konnte
wiederum in beiden LPS-behandelten Gruppen festgestellt werden. Allerdings fiel der Anstieg in
der mit AG490 vorbehandelten Gruppe signifikant héher aus als in der Kontrollgruppe, die Cremo-
phor erhalten hatte (Abb. 74 C). Auch hier waren nach 24 Stunden keine Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen detektierbar (Abb. 74 D).

Abb. 74: Induktion der mRNA-Expression von Enzymen der Prostaglandinsynthese
im Hypothalamus 8- und 24 h nach intracerebroventrikuldrer und intraperitonealer
Injektion

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 pug/kg KM LPS
(i.p.). # Vergleich der Gruppe Crem & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle (Crem &
PBS): # P<0,05; $ Vergleich der Gruppe AG & LPS mit der PBS-behandelten Kontrolle
(AG & PBS): $ P<0,05, $$$ P<0,001; * Vergleich beider LPS-stimulierter Gruppen:
* P<0,05

3.2. Induktion von COX2 auf Proteinebene

Die Expression von COX2 im Hypothalamus wurde wiederum auf Proteinebene immunhistoche-
misch nachgewiesen. Dabei konnte in Kontrolltieren, die mit PBS behandelt worden waren, unab-
hangig von der intracerebroventrikuldren Vorbehandlung keine COX2-Immunreaktivitat festgestellt
werden. Die Injektion von 100 ug/kg KM LPS bewirkte eine moderate COX2-1.R., die sich uber das
gesamte Gehirn erstreckte und vor allem im Nucleus praeopticus medianus (MnPO) und in gefal-
artigen Strukturen im cerebralen Cortex deutlich wurde (Abb. 75 E-H). Die Dichte und Intensitat der
perinuklearen Signale, die zu erheblichen Anteilen mit nukledren NF-IL6-Signalen kolokalisierten,
zeigte ahnliche Ausmale wie in der ersten Teilstudie 8 Stunden nach alleiniger Verabreichung von
LPS (vgl. Abb. 56 S. 152). Die Vorbehandlung mit AG490 bewirkte keine deutlich sichtbare Veran-
derung der detektierten COX2-1.R. im Vergleich zur Vorbehandlung mit dem Lésungsmittel Cremo-
phor allein.
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Abb. 75: NF-IL6 und COX2-I.R. im MnPO und gefaBartigen Strukturen des cere-
bralen Cortex 8 h nach intracerebroventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

In Ubersichtsaufnahmen (A-H) sind die Bereiche der vergréRerten Ausschnitte (a-h) mit
weillen Kasten markiert. nukleare NF-IL6-Signale (pink) kolokalisieren nur in LPS-stimu-
lierten Tieren (E-H, e-h) mit perinuklearer COX2-1.R. (griin), angezeigt durch gefiillte
Pfeilspitzen. Offene Pfeilspitzen markieren NF-IL6-immunreaktive Zellen, die keine COX2
exprimieren (A-D, a-d). Der blaue Farbkanal reprasentiert die Kernfarbung (DAPI).
MnPO: Nucleus praeopticus medianus

Versuchsgruppen: Cremophor®EL 25 % (Crem, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 mM AG490 (AG,
i.c.v.) & PBS (i.p.), Crem (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS und AG (i.c.v.) & 100 pug/kg KM LPS

(i.p.).
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lIl.C. Einflisse von anti-NF-IL6-siRNA auf LPS-induzierte
Entziindungsreaktionen

1. Charakterisierung verschiedener siRNA Sequenzen in primaren
neuroglialen Kulturen der AP

1.1. Auswirkungen verschiedener siRNA Sequenzen auf die LPS-induzierte
NF-IL6-L.R. in vitro

Abb. 76: NF-IL6-I.R. in primdren neuroglialen Kulturen der AP nach Behandlung
mit anti-NF-IL6-siRNA oder Kontroll-RNA und Inkubation mit LPS oder
Kulturmedium uiber 6 h

Die blaue Kernfarbung (DAPI) zeigt die Umrisse der jeweiligen Kultur. Nukleare NF-IL6-
I.R. stellt sich pink dar. Nach Inkubation mit nicht-zielgerichteter RNA (non-targeting RNA)
sind in unstimulierten Kulturen (A) bereits NF-IL6-Signale detektierbar. Diese konstitutive
Expression, sowie die Steigerung der Signaldichte nach Stimulation mit 100 pyg/ml LPS
(B) werden von der ausgewahlten siRNA LQ-092218-00-0005 (DHAQS) fast komplett
ausgeschaltet (C, D). Der grine Farbkanal markiert Mikrogliazellen. GréRenmarker in A
entspricht 25 ym und gilt fur alle Aufnahmen. AP: Area postrema

Die Auswirkungen verschiedener, gegen NF-IL6 gerichteter siRNA in Verbindung mit der Stimula-
tion mit 100 ug/ml LPS wurden anhand immunzytochemischer Untersuchungen primarer neuro-
glialer Zellkulturen der AP beurteilt. 24 Stunden im Anschluss an die Inkubation mit der entspre-
chenden siRNA-L6sung und weitere 6 Stunden nach Stimulation mit LPS oder Kulturmedium in
Kontrollen, wurden dazu Intensitdt und Dichte NF-IL6-immunreaktiver (i.r.) Zellen beurteilt. Dabei
fiel zum Einen die konstitutive NF-IL6-1.R. einiger nicht-stimulierter Zellen auf, die sich schon beim
Dosisvergleich nach LPS-Stimulation (Abb. 50 S. 141) gezeigt hatte. Diese konnte durch einige der
anti-NF-IL6-siRNA (Konzentration 50 nM), nicht aber durch die nicht-zielgerichtete Kontroll-RNA
(non-targeting RNA) reduziert werden (Abb. 76 A, C). Dabei erwies sich die siRNA mit der Bezeich-
nung LQ-092218-00-0005 von Dharmacon, im Folgenden als ,DHAQ05" bezeichnet, als effektivste
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Sequenz. Stimulation der Zellen mit 100 pg/ml LPS Uber 6 Stunden verstarkte die NF-IL6-1.R.
gegenlber der konstitutiven Signaldichte. Auch hier zeigten sich keine reduzierenden Effekte der
non-targeting RNA in Kontrollkulturen, wahrend Vorbehandlung mit DHAOS5 eine deutliche Reduk-
tion der NF-IL6-1.R. bewirkte (Abb. 76). Ein ahnlich starker Effekt konnte durch keine der anderen
getesteten anti-NF-IL6-siRNA erzielt werden. Die Reduktion der NF-IL6-I.R. fiel dabei sowohl bei
stimulierten als auch bei unstimulierten Zellen sehr viel geringer aus und konnte in einigen Fallen
gar nicht gezeigt werden (Tab. 31).

NF-IL6-1.R. Kontrolle NF-IL6 I.R. nach 100 pg/ml LPS
DHAO05 (+) (+)— ++
DHAOQO6 ++ +++
DHAO07 (+)/+ +/++
DHAO08 (+) +++
RUM2RX ++ +++
RUM4RX (+)/+ +H++
RUMGRX +/++ ++/+++
non-targeting RNA ++ +++

Tab. 31: Vergleich des reduzierenden Effekts verschiedener, anti-NF-IL6-siRNA auf
die NF-IL6-l.R. in primaren neuroglialen Zellkulturen der AP

Zeichen: — = keine NF-IL6-Signale, (+) = geringgradige NF-IL6-.R., ++/+++

= mitttel-/hochgradige NF-IL6-I.R. Alle RNA wurden in 50 nM Konzentration in serum-
freiem Medium eingesetzt und Uber 24 h mit den Kulturen inkubiert. Kontrolle: Inkubation
in frischem Kulturmedium. (Genaue Bezeichnungen der siRNA: siehe S. 60)

1.2. Auswirkungen auf die NF-IL6-I.R. in verschiedenen Zelltypen

Die Betrachtung der jeweils reagierenden Zelltypen deckte Unterschiede in der Beeinflussung
durch die siRNA auf. So zeigten vor allem Neuronen, die mittels Farbung des Proteins MAP2
(microtubule associated protein) dargestellt wurden, eine grundsatzliche Expression von NF-IL6,
die keine erkennbaren Unterschiede nach den verschiedenen Vorbehandlungen (non-targeting
RNA oder anti-NF-IL6-siRNA DHAO05) und Stimulationen (Kulturmedium = Kontrolle oder 100 pg/mi
LPS) aufwies (Abb. 77 E, F, K, L). Ahnlich stellte sich die NF-IL6-1.R. von Mikrogliazellen dar,
welche ebenso oftmals konstitutive NF-IL6-Expression zeigten, die von einer Vorbehandlung mit
anti-NF-IL6-siRNA kaum beeinflusst wurde (Abb. 77 A, B, G, H). Zuséatzlich erwies sich die Anzahl
an Mikrogliazellen in einer Kultur als entscheidender Faktor fur die Effektivitat der eingesetzten
siRNA, so dass deren tbermafiges Vorkommen meist mit einer geringeren Reduktion der NF-IL6-
Signaldichte und -intensitat einherging. Am deutlichsten zeigte sich die hemmende Wirkung der
anti-NF-IL6-siRNA DHAO05 auf die NF-IL6-I.R. in Astrozyten. Hier bestand zum Einen schon von
vornherein eine geringere Grundaktivierung in nicht-stimulierten Kulturen, zum Anderen konnte
durch die Vorbehandlung mit DHAQOS aber auch eine nahezu vollstandige Ausléschung der NF-IL6-
Signale infolge der LPS-Stimulation erreicht werden (Abb. 77 C, D, I, J).
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Abb. 77: NF-IL6-l.R. in Mikrogliazellen, Astrozyten und Neuronen nach Behandlung
mit anti-NF-IL6-siRNA und Inkubation mit LPS oder Kulturmedium tlber 6 h

Nukledre NF-IL6-Signale (pink) kolokalisieren zum Teil mit den verwendeten Zellmarkern
(griin). Die Kernfarbung (DAPI) ist blau dargestellt. A - F: Unstimulierte Kulturen, die 6 h
mit Kulturmedium inkubiert wurden. DHAO5 hemmte die NF-IL6-I.R. vor allem in Astro-
zyten (D). G - H: Mit 100 pg/ml Gber 6 h stimulierte Kulturen. Eine deutliche Induktion der
NF-IL6-I.R. war erkennbar, DHAQOS wirkte vor allem in Astrozyten hemmend (J), die nicht-
zielgerichtete RNA (non-targeting RNA) verminderte induzierte NF-IL6-1.R. nicht (G, I, K).

Verwendete Zellmarker: cluster of differentiation 68 (CD68, Mikrogliazellen), glial fibrillary
acidic protein (GFAP, Astrozyten), microtubule associated protein 2 (MAP2, Neuronen).
Groflienmarker in A entspricht 10 um, gilt fir alle Aufnahmen.
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1.3. Auswirkungen verschiedener Sequenzen auf die Konzentration bioaktiver
Zytokine im Kulturmedium

Zur Bewertung verschiedener siRNA-Sequenzen in Bezug auf ihr Potential zur "downregulation”
von moglichen NF-IL6-responsiven Zielgenen, wurden die Mengen an bioaktivem IL-6 und TNFa in
KulturGiberstanden herangezogen. Diese wurden zum Einen direkt nach 24 stiindiger Inkubation
der Zellen mit der jeweiligen RNA-L&sung entnommen, um mdgliche pro-inflammatorische Effekte
der RNA an sich aufzuzeigen bzw. auszuschlieien (Abb. 78/ Abb. 79 A). Zum Anderen dienten die
Uberstande, die nach einer 6 stiindigen Inkubation mit Kulturmedium (Kontrollen) oder 100 ug/ml
LPS entnommen worden waren, der Beurteilung des anti-inflammatorischen Potentials der jewei-
ligen Sequenzen, das moglicherweise mit einer effektiven "downregulation" von NF-IL6 in Zusam-
menhang hatte stehen kénnen (Abb. 78/ Abb. 79 C).

Die getesteten siRNA wiesen nach Anwendung in einer Konzentration von 50 nmol/l kaum pro-in-
flammatorisches Potential in Bezug auf die Induktion der IL-6-Produktion in den primaren neurog-
lialen Zellen der AP auf. Lediglich die Behandlung mit der Test-RNA RUM6RX bewirkte nach 24
Stunden eine sichtbare Erhéhung der IL-6-Menge im Kulturmedium im Vergleich zu den nur mit
dem Transfektionsreagenz (DharmaFECT) bzw. mit der nicht-zielgerichteten RNA behandelten
Kulturen (Abb. 78, Tab. 32). Auch eine eindeutige Induktion der TNFa-Produktion durch die Zellen
konnte nur fur RUM6RX gezeigt werden, allerdings gab es hier insgesamt gro3ere Variationen
zwischen den verschiedenen Sequenzen (Abb. 79). Ein letztendlicher Ausschluss fiir anschlie-
Rende in vivo Versuche erfolgte daher zunachst einzig fir RUM6RX, da bei allen anderen die
Gefahr pro-inflammatorischer Effekte aufgrund der Sequenz als vernachlassigbar eingestuft
wurde.

Im Anschluss an die 24 Stunden Vorinkubation mit der aufgrund der Ergebnisse der immunzyto-
chemischen Vorversuche favorisierten siRNA erfolgte eine weitere 6-stundige Inkubation der Zellen
mit frischem Kulturmedium (Kontrollen) oder 100 ug/ml LPS. In Kontrollkulturen zeigte sich
zunachst keine Hemmung der basalen IL-6 oder TNFa-Produktion (Abb. 78/ Abb. 79 B). Wurden
die Kulturen stattdessen mit LPS stimuliert, trat zumindest im Hinblick auf die induzierte IL-6
Produktion durch die Zellen ein tendenziell hemmender Effekt der anti-NF-IL6 siRNA DHAQ05 auf
(Abb. 78 C, Tab. 33). Signifikante Ausmalfie wurden jedoch nicht erreicht, und ein ahnlicher, unter-
drickender Effekt auf die LPS-induzierte TNFa-Expression war ebenfalls nicht beobachtbar. Diese
Ergebnisse veranlassten allerdings nicht zum Ausschluss der Sequenz DHAOQ5, da deren anti-in-
flammatorisches Potential kein zwingendes Wirksamkeitskriterium in Bezug auf die "downregula-
tion" von NF-IL6 darstellte. Ein deutlicherer Einfluss einer der anderen getesteten siRNA-Se-
quenzen auf die basale oder induzierte Zytokinproduktion wurde nicht festgestellt und DHAQ5
daher in Anbetracht aller Vorversuche als die Sequenz der Wahl fir nachfolgende in vivo Versuche
festgelegt.
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Abb. 78:

Abb. 79
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Abb. 78 & 79: Gehalt an bioaktivem IL-6 bzw. TNFa im Zellkulturmedium nach
24 stiindiger Inkubation mit verschiedenen siRNA allein oder anschlieBender
Behandlung mit Kulturmedium oder LPS

A: Bioaktives IL-6/TNFa nach Inkubation mit Transfektionsreagenz (DharmaFECT) allein
sowie einer nicht-zielgerichteten RNA (non-targeting RNA) und 7 verschiedenen anti-
NF-IL6-siRNA (24 h). Konzentration siRNA: 50 nmol/l. B: Bioaktives IL-6/TNFa in Uber-
standen nach 6 stiindiger Inkubation mit frischem Kulturmedium im Anschluss an die
Vorbehandlung (non-targeting RNA oder anti-NF-IL6-siRNA DHAQ5). C: Bioaktives
IL-6/TNFa in Uberstanden nach 6 stiindiger Inkubation mit 100 ug/ml LPS im Anschluss
an die Vorbehandlung (non-targeting RNA oder anti-NF-IL6-siRNA DHAOQ5). Einzelne
Werte in A und B stammen aus primaren neuroglialen Kulturen anderer Hirnareale
(Nucleus arcuatus, Nucleus praeopticus medianus, Organum vasculosum laminae termi-
nalis). D.L.: Detektionslimit (6 pg/ml); Probenanzahl: Siehe Tab. 32 & 33).

n IL-6 (I.U./ml) TNFa (pg/ml)
DharmaFECT 2 123,5+ 88,5 33 (1x < 6)
DHAO05 10 36,5+ 5,88 48,8 + 11,01 (5x < 6)
DHAO06 4 39,75 + 6,52 <6
DHAOQ7 7 46,14 £ 5,45 159,6 + 58,28 (2x < 6)
DHAO08 13 50,92 + 7,29 110 + 35,14 (9x < 6)
RUM2RX 4 55,25 + 19,27 152,7 £ 71,82 (1x < 6)
RUM4RX 6 98 + 46,42 306,6 + 157,8 (1x <6)
RUMG6RX 4 233,3 £ 158,4 609,5 £ 230,4
non-targeting RNA 13 53,92 + 14,61 169 £ 69,34 (7x <6)

Tab. 32: Mittlere Konzentrationen bioaktiver Zytokine im Kulturmedium 24 h nach
Inkubation mit verschiedenen siRNA-Lésungen

Konzentration der eingesetzten siRNA: 50 nmol/l, Detektionslimit des TNFa-Assays:
6 pg/ml.

n IL-6 (1.U./ml) TNFa (pg/ml)
non-targeting RNA & Medium 10 28,80 + 5,87 11,75+ 11,25 (8 x < 6)
DHAO05 & Medium 6 28,83 +5,17 32+1(4x<6)
non-targeting RNA &100 ug/ml LPS 4 354,3 + 38,83 96 + 28,38
DHAO05 & 100 ug/ml LPS 3 206,3 + 79,96 149,3 + 94,48

Tab. 33: Mittlere Konzentrationen bioaktiver Zytokine im Kulturmedium nach 24
stiindiger Inkubation mit siRNA und 6 h Inkubation mit Kontrolilmedium oder LPS
Konzentration der eingesetzten siRNA (non-targeting RNA oder anti-NF-IL6-siRNA
DHAO05): 50 nmol/l, Konzentration LPS: 100 ug/ml, Detektionslimit des TNFa-Assays:
6 pg/ml.
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2. Beeinflussung der Entziindungsreaktionen durch zentrale
Injektion von anti-NF-IL6-siRNA

Um Auswirkungen einer intracerebroventrikular applizierten, anti-NF-IL6-siRNA auf LPS-induzierte
Krankheitssymptome beurteilen zu kdnnen, diente zum Einen eine Untersuchung zum frihen Zeit-
punkt von 4 Stunden nach der LPS-Injektion, da in der ersten Teilstudie zu dieser Zeit eine maxi-
male NF-IL6-mRNA Induktion aufgetreten war (Abb. 53 S. 148). So konnte damit gerechnet
werden, dass der erwartete Einfluss der siRNA-Behandlung auf die Expression von NF-IL6-mRNA
sich zu diesem Zeitpunkt deutlich zeigen wirde. Zusatzlich wurde wiederum ein 24 Stunden Inter-
vall ausgewahlt, um die Effekte der Behandlung auf physiologische Parameter darzustellen.

21. Distribution von siRNA im Gehirn nach der i.c.v. Injektion

Um die ordnungsgemalie Verteilung der intracerebroventrikular injizierten siRNA-Losung zu uber-
prufen, wurde zunachst die Einstichstelle im rechten Lateralventrikel mikroskopisch und immunhi-
stochemisch Uberprft. Dazu wurden 20 uym starke, coronale Gehirnschnitte der betreffenden Tiere
aus der Region der Einstichstelle (Bregma + 1,5 mm lateral, - 0,8 mm kaudal) ausgewahlt und der
entscheidende Bereich, in dem die Injektionskanile in den Ventrikel eingetreten sein sollte, bei bis
zu 20 facher VergroéRRerung betrachtet.

Abb. 80 :Injektionsstelle in den rechten Lateralventrikel (V2)

Dargestellt ist ein immunhistochemisch angefarbter Schnitt aus der Ebene Bregma +
1,5 mm lateral, - 0,8 mm kaudal. Farbkanale: rot: NF-IL6-Signale, griin: Endothelzellen
(von Willebrand Faktor), blau: Kernfarbung (DAPI). Der wei3e Pfeil befindet sich inner-
halb des Stichkanals, der z.T. mit Zelltrammern gefullt ist, und weist auf weitere Zell-
trimmer im Ventrikellumen. In der Peripherie des Stichkanals, sowie innerhalb des
Ventrikels konnte vermehrte NF-IL6-Immunreaktivitat festgestellt werden. Grolenmarker
entspricht 100 uym.
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Dabei konnten zum Einen haufig Aggregate im Ventrikel festgestellt werden, bei denen es sich
vermutlich um Blutkoagel oder Trimmer von Zellen handelte, die im Zuge der Injektion in den
Ventrikel eingedrungen waren (Abb. 80, Pfeil). Der Stichkanal selbst konnte aufgrund dieser
Trimmer oftmals nur schwer als Hohlraum dargestellt werden, jedoch bewiesen die veranderte
Form des betroffenen Ventrikels im Gegensatz zur kontralateralen Seite, die durch das Einbringen
des Injektionsvolumens entstanden war, sowie das Vorhandensein von Aggregaten in Stichkanal
und Ventrikelraum eindeutig die korrekt erfolgte Injektion.

Die Transfektionsmethode wurde im Hinblick auf das Verteilungsverhalten der RNA-LOsungen im
gesamten Gehirn innerhalb von 24 Stunden mit Hilfe einer mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC
(Fluorescin-Isothiocyanat) markierten RNA Uberprift. Des weiteren wurde auf diese Weise die Effi-
zienz der Einschleusung in Gehirnzellen beurteilt. Fir die Untersuchungen wurden 20 ym starke
Gehirnschnitte eines Tiers verwendet, dem 24 Stunden vor der Tétung 2 pl FITC-siRNA-L6sung
(entspricht 5 pg) in den rechten Lateralventrikel appliziert worden waren. Eine Kernfarbung mit
DAPI erméglichte die Zuordnung eventueller Fluoreszenzsignale zu Zellkernen, um die intrazellu-
lare Lokalisation bestatigen zu kénnen (Abb. 81 - 83).

Abb. 81: Akkumulation fluoreszierender siRNA im rechten Lateralventrikel (RLV)
24 h nach intracerebroventrikularer Injektion von FITC-siRNA

A: Aufnahme des linken Lateralventrikels (LLV). B: Gegenuberliegender rechter Lateral-
ventrikel (RLV) des gleichen Tiers. Griine Signale zeigen die Fluoreszenz der mit FITC
markierten RNA an, Zellkerne sind blau angefarbt (DAPI). Die Signale wiesen hier keine
intrazellulare Lokalisation auf. GroRenmarker entspricht 50 um.
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Abb. 82: Perinukledre Immunfluoreszenz (I.F.) in verschiedenen Hirnarealen 24 h
nach intracerebroventrikularer Injektion von FITC-siRNA

Die Signale (grun), die die Akkumulation der markierten siRNA anzeigten, fanden sich in
Zellen des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT, A), des Organum subforni-
cale (SFO, B), der Area postrema (AP, C), des Nucleus praeopticus medianus (MnPO D),
des cerebralen Cortex (E), sowie darin gelegener gefal3artiger Strukturen (F) und des
Hippocampus (G). Die Morphologie der fluoreszierenden Zellen vor allem im cerebralen
Cortex und im Hippocampus wies auf Neuronen hin. Zellkerne sind blau eingefarbt
(DAPI). WeilRe Pfeilspitzen verweisen auf perinukleare |.F. GrélRenmarker (A) entspricht
fur alle Ubersichtsaufnahmen 25-, fiir vergréBerte Ausschnitte 10 um.

Zunachst wurde eine Akkumulation fluoreszierender Partikel im rechten Ventrikel festgestellt. Diese
konnten keinen zelluldren Strukturen zugeordnet werden und sammelten sich vor allem an den
Wanden des Ventrikels (Abb. 81, B). Die Betrachtung der sensorischen circumventrikuldren
Organe (sCVO) zeigte zellulare Fluoreszenz-Signale im OVLT, im SFO sowie in der AP (Abb. 82
A - C). Des Weiteren fanden sich im MnPO, im cerebralen Cortex und darin lokalisierten, grof3en
BlutgefalRen sowie im Hippocampus fluoreszierende, perinukledre Signale (Abb. 82 D - G). Das
Muster der Fluoreszenz im Hippocampus entsprach dabei den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um
Niizuma, deren Vorgehen bei der Anwendung der RNAI in vivo als Grundlage der fur die vorlie-
gende Arbeit durchgefiihrten Versuche herangezogen worden war (Niizuma et al., 2008). Da die
angefarbten Zellen im Hippocampus morphologisch als Neuronen klassifiziert werden konnten,
wurde anhand einer Doppelmarkierung mit Hilfe des Markerproteins ,cluster of differentiation“ (CD)
68 aullerdem exemplarisch eine Population von aktivierten Mikrogliazellen dargestellt, die eben-
falls die fluoreszenzmarkierte RNA aufgenommen hatten (Abb. 83). Diese Zellen zeigten eine deut-
liche Kolokalisation beider Signale und konnten in mehreren der vorgenannten Hirnareale detek-
tiert werden.
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Abb. 83: Fluoreszierende Mikrogliazelle im cerebralen Cortex 24 h nach intracere-
broventrikularer Injektion von FITC-siRNA

a: Ansammlung grun fluoreszierender, FITC-markierter siRNA im Zytoplasma, b: Markie-
rung der gleichen Zelle mit Hilfe des Markerproteins ,cluster of differentiation” (CD) 68
(blau), c: Ubereinanderlagerung der Farbkanale bestatigte das Vorhandensein beider
Signale in ein und derselben Zelle. GréRenmarker entspricht 10 um.

2.2. Physiologische Parameter

2.21. Korperkerntemperatur

Die intraperitonealen Injektionen (100 pg/kg KM LPS oder PBS) fanden zum Zeitpunkt t = 0
Stunden statt, wahrend die intracerebroventrikularen Vorbehandlungen (vehicle = vc; non-targeting
RNA = nt bzw. anti-NF-IL6 siRNA = si) zum exakt selben Zeitpunkt 24 Stunden im Voraus stattge-
funden hatten.

Um direkte Reaktionen auf die intracerebroventrikularen Injektionen zu erfassen, wurde die
Temperatur Uber den Zeitraum von t = -2 Stunden bis t = 24 Stunden am Vortag der intraperito-
nealen Injektionen aufgezeichnet. Im Vergleich zu Kontrolltieren, denen pyrogenfreies PBS in den
Ventrikel injiziert worden war, zeigte sich in allen Behandlungsgruppen in einigen Tieren eine
Temperaturerh6hung als Antwort auf die Injektionen (Tab. 34, Abb. 84). Die Reaktionen fielen indi-
viduell sehr unterschiedlich aus. In der Gruppe, die mit dem Lésungsmittel (vc) behandelt worden
war, zeigte sich in 29 % der Falle eine deutliche Temperaturerhéhung. Die Tiere, an denen RNA-In-
jektionen vorgenommen worden waren (nt, si) zeigten haufiger eine Fieberreaktion (50 % fur nt, 63
% flr si). Durchschnittlich stieg dabei die Temperatur nach Injektion der anti-NF-IL6-siRNA um ca.
0,3°C , jedoch nicht signifikant starker an als nach Injektion der Kontroll-RNA (nt, Tab. 34).

vec nt si
n 7 17 16
Tiere mit Fieberreaktion 2 8 10
Maximaltemperatur (n.s.) 38,55+ 0,12 °C 38,56 £ 0,11 °C 38,83+0,14 °C

Tab. 34: Zusammenfassende Darstellung des Temperaturverlaufs liber 24 h nach
intracerebroventrikulédrer Injektion

vc: Loésungsmittel (vehicle), nt: nicht-zielgerichtete RNA (non-targeting RNA, 5 ug),
si: gegen NF-IL6 gerichtete siRNA (anti-NF-IL6 siRNA, 5 pg); n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 84: Verlauf der intraabdominal gemessenen Korperkerntemperatur innerhalb
24 h nach intracerebroventrikularer Injektion

Gegenuberstellung der Temperaturverldufe verschiedener Behandlungsgruppen am Tag
vor den intraperitonealen Behandlungen. Der Zeitpunkt der intracerebroventrikularen
Injektion ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Dunkelphase ist mit einer schwarzen
Linie markiert. pbs: Kontrolle (Phosphate-Buffered Saline), vc: Lésungsmittel (vehicle), nt:
non-targeting RNA (5 ug), si: anti-NF-IL6-siRNA (5 ug). Tiere der mit anti-NF-IL6-siRNA
behandelten Gruppe zeigten am haufigsten eine Fieberreaktion. Tierzahlen fir pbs: n =
2, andere Gruppen: Siehe Tab. 34.

Abb. 85: Verlauf der intraabdominal gemessenen Kérperkerntemperatur innerhalb
24 h nach intraperitonealer Injektion

A: Gegenuberstellung der Temperaturverlaufe der Kontrollgruppen nach intraperitonealer
Behandlung mit PBS. B: Gegeniberstellung der Temperaturverldufe der Versuchs-
gruppen nach intraperitonealer Behandlung mit 100 ug/kg KM LPS. Der Zeitpunkt der
Injektion ist jeweils mit einem Pfeil gekennzeichnet. Intracerebroventrikulare Injektionen
fanden zum gleichen Zeitpunkt am Vortag statt. Die Dunkelphase ist mit einer schwarzen
Linie markiert. vc: Loésungsmittel (vehicle), nt: non-targeting RNA (5 ug), si: anti-NF-IL6-
siRNA (5 ug). Bis zum Zeitpunkt t = 4 h wurden die Tiere der Endpunkte 4- und 24 h
verwendet. Tierzahlen: Siehe Tab. 35.

vc & LPS nt & LPS si & LPS
-2hbis4h:n=6 -2hbis4h:n=11 -2hbis4h:n=10
bis24 h:n=3 bis24h:n=6 bis24h:n=5
Hypothermie keine keine keine
Beginn Fieber t =140 min bzw. 2,3 h |t =125 min t =60 min
bzw. 2,08 h bzw. 1 h
Maximaltemperatur 39,21 £ 0,11°C bei 39,48 £ 0,24°C 39,66 +£0,17 °C
(n.s.) t =280 und 295 min bei t = 405 min bei t = 360 min
bzw. 4,7 und 4,9 h bzw. 6,75 h bzw. 6 h
Minimaltemperatur ($) | 36,65 + 0,03 36,95+ 0,15 °C 37,23 £ 0,28 °C bei
beit=1010 min bei t =-80 min t =-40/-45 min
bzw. 16,8 h bzw.-1,3 h bzw. -0,7/-0,75
Ende Fieber t =600 min bzw. 10 h |t =620 min t =610 min
bzw. 10,3 h bzw. 10,2 h
Dauer Fieber 460 min bzw. 7,7 h 495 min bzw. 8,25 h 550 min bzw. 9,2 h

Tab. 35: Zusammenfassende Darstellung des Temperaturverlaufs liber 24 h nach
intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: vehicle (vc, i.c.v.) & 100 pyg/kg KM LPS (i.p.), 5 pg non-targeting RNA
(nt, i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS und 5 pg anti-NF-IL6-siNA (si, i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS.
$ Vergleich der Gruppen nt & LPS und si & LPS mit der Gruppe vc & LPS:
$ P<0,05; n.s.: nicht signifikant. (Dauer des Fiebers wurde nicht statistisch verglichen.)

Die Kontrollen, bei denen Tiere 24 Stunden nach i.c.v. Injektion der RNA-L&sung eine intraperito-
neale PBS-Injektion erhielten, zeigten jeweils keine Abweichungen der Kérperkerntemperatur vom
physiologischen Tagesverlauf (Abb. 85, A). Daher, und in Verbindung mit einem entsprechenden
Vortest, wurde fir die Temperaturaufzeichnung auf eine entsprechende Kontrolle mit dem
Lésungsmittel (vehicle & PBS) verzichtet. Gegeniber diesen beiden Kontrollgruppen zeigten alle
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LPS-stimulierten Gruppen unabhangig von der intracerebroventrikularen Vorbehandlung eine deut-
liche Fieberantwort ohne vorhergehende Hypothermie, die sich in zwei Hauptphasen unterteilen
lie® (Abb. 85, B). Nach Vorbehandlung mit anti-NF-IL6-siRNA setzte das Fieber 65 (nt) bis 80 (vc)
Minuten friher ein als in den anderen Gruppen (Tab. 35). Die Maximalwerte, die nach anti-NF-IL6-
siRNA Injektion geringfugig héher waren, wurden in beiden Tiergruppen, die RNA-L&sungen
erhalten hatten, nach etwa 6 - 7 Stunden erreicht. Nur mit dem L&sungsmittel vorbehandelte Tiere
zeigten bereits nach 4 - 5 Stunden Maximaltemperatur. In allen Gruppen ging das Fieber nach ca.
10 Stunden zurlick und es kam im weiteren Verlauf des Messzeitraums zu keinen auffalligen
Abweichungen mehr. Die Unterschiede zwischen den Temperaturverlaufen der 3 einzelnen
Gruppen waren zu keinem Zeitpunkt signifikant. Der Beginn der Fieberantwort sowie die Dauer
wurden allerdings nicht statistisch verglichen.

2.2.2. Fieberindex

Abb. 86: Fieberindex vom Zeitpunkt 0 bis 10 h nach intracerebroventrikuladrer oder
intraperitonealer Injektion

A: Fieberindex Uber 10 h nach intraperitonealer Behandlung (t = 0 h), B: Fieberindex Gber
10 h nach intracerebroventrikularer Behandlung (t = -24 h).

Versuchsgruppen: A: vehicle (vc, i.c.v.) & 100 pyg’kg KM LPS (i.p.), 5 ug non-targeting
RNA (nt, i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.), 5 ug anti-NF-IL6-siRNA (si, i.c.v.) & 100 ug/kg
KM LPS (i.p.);. B: PBS, vc, nt oder si (i.c.v.). Tierzahlen: Siehe Tab. 34 & 35.

Zusatzlich wurde der Fieberindex (Flache unterhalb der Fieberkurve auf Basis der mittleren
Temperatur im Bereich t = -2 Stunden bis t = 0) Uber eine Dauer von 10 Stunden betrachtet. Am
Tag der intraperitonealen Injektion konnte zwischen den mit 100 yg/kg KM LPS stimulierten
Gruppen keine signifikanten Unterschiede im Zusammenhang mit den verschiedenen Vorbehand-
lungen festgestellt werden (Abb. 86 A). Im Zeitraum von 10 Stunden nach intracerebroventriku-
laren Applikationen am Vortag der intraperitonealen Stimulation, stellte sich der Fieberindex nach
Behandlung mit dem Lésungsmittel (vc) oder den RNA-Lésungen (nt oder si) tendenziell héher dar,
als nach Injektion von PBS (Abb. 86 B). Jedoch wurde jeweils keine Signifikanz erreicht.
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2.2.3. Lokomotorische Aktivitit

Die lokomotorische Aktivitat wurde Uber den gesamten Versuchszeitraum (4- oder 24 Stunden)
aufgezeichnet. Nach 4 Stunden zeigte sich wahrend der Hellphase im Anschluss an die Injektion
von 100 pyg’kg KM LPS zunachst allgemein eine tendenziell hdhere Aktivitat der Tiere. Dieser
Effekt war nach allen Vorbehandlungen (vehicle, non-targeting RNA oder anti-NF-IL6 siRNA), die
24 Stunden im Voraus erfolgt waren, zu beobachten (Abb. 87, A). Jedoch trat nur in der mit anti-
NF-IL6 siRNA vorbehandelten Gruppe eine signifikante Aktivitatssteigerung gegenuber der statt-
dessen mit PBS behandelten Gruppen auf. Im Versuchszeitraum von 24 Stunden konnte zwar der
erwartete Trend aller LPS-stimulierten Gruppen zu verminderter Aktivitat festgestellt werden, aller-
dings nahmen diese Unterschiede zu den PBS-behandelten Kontrollgruppen keine signifikanten
Ausmale an (Abb. 87, B).

nt & PBS si & PBS vc & LPS nt & LPS si & LPS

4 h Aktivitat

n 6 6 6 11 10

"counts” 338,7 + 37 355,2+51,8 |479,3+36 546 + 51,5 614,3 + 61

(Hellphase) §
24 h Aktivitat

n 3 3 3 6 5

"counts” 3511 £613,9 |3498 + 586 2597 £ 653,1 |2266 + 117,9 |2354 + 335,3

Tab. 36: Gemittelte Zahlenwerte der kumulativen lokomotorischen Aktivitat nach
intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: 5 ug non-targeting RNA (nt, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 ug anti-NF-IL6-siRNA
(si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vehicle (vc, i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS (i.p.), 5 ug nt (i.c.v.) &
100 uyg/lkg KM LPS (i.p.) und 5pug si (i.cv.) & 100 pug/kg KM LPS (i.p.);

§ Vergleich der Gruppe si & LPS mit der Gruppe si & PBS: § P<0,05

Um die maoglichen Effekte der intracerebroventrikular verabreichten RNA darstellen zu kénnen,
wurde aulRerdem die Aktivitdt der Tiere innerhalb der 24 Stunden nach der Applikation aufge-
zeichnet. Dabei zeigte sich, dass das Ldsungsmittel nach intracerebroventrikularer Verabreichung
keine Veranderungen der lokomotorischen Gesamtaktivitdt gegentber sterilem PBS hervorrief
(Tab. 37). Die Injektion der RNA-L6sungen bewirkte eine leichte Verringerung der Aktivitat (12 %
fur non-targeting RNA bzw. 27 % fur anti-NF-IL6 siRNA) gegenuber der Applikation des reinen
Lésungsmittels (vehicle). Diese Beobachtungen standen mit der in dieser Gruppe ebenfalls am
deutlichsten darstellbaren Temperatursteigerung nach der intracerebroventrikularen Injektionen im
Einklang. Sie stellten jedoch lediglich einen Trend, nicht aber signifikante Unterschiede dar (siehe
auch Abb. 87 C).
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Abb. 87: Kumulative lokomotorische Aktivitat innerhalb 4- oder 24 h nach intracere-
broventrikuldrer oder intraperitonealer Injektion

A/B: Gesamtaktivitdt innerhalb 4- oder 24 h nach intraperitonealen Injektionen.
C: Gesamtaktivitat 24 Stunden nach intracerebroventrikularen Injektionen.

Versuchsgruppen: A/B: 5 ug non-targeting RNA (nt, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 pg anti-NF-IL6-
siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vehicle (vc, i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.), 5 pug nt (i.c.v.)
& 100 pg/kg KM LPS (i.p.) und 5 ug si (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS (i.p.). C: PBS, vc, nt
oder si (i.c.v.). § Vergleich der Gruppe si & LPS mit der Gruppe si & PBS: § P<0,05. Tier-
zahlen: Siehe Tab. 36 & 37.

pbs ve nt si

n 2 7 17 16
24 h Aktivitat ("counts") 4091 £174,5 4118 +643,5 3644 +180,5 3014 +249,7

Tab. 37: Gemittelte Zahlenwerte der kumulativen lokomotorischen Aktivitat inner-
halb 24 h nach intracerebroventrikularer Injektion

Injektion erfolgte 24 h vor intraperitonealer Injektion; pbs: Phosphate-Buffered Saline, vc:
Losungsmittel (vehicle), nt: 5 pg nicht-zielgerichtete RNA (non-targeting RNA), si: 5 ug
gegen NF-IL6 gerichtete siRNA (anti-NF-IL6 siRNA)

2.2.4. Futter-und Wasseraufnahme

Uber 24 Stunden im Anschluss an die intraperitoneale Injektion wurde die aufgenommene Menge
an Futter und Wasser fur die einzelnen Gruppen untersucht. Unabh&ngig von der intracerebroven-
trikular applizierten RNA (5 pg non-targeting RNA oder anti-NF-IL6-siRNA) kam es nach Stimula-
tion mit 100 pg/kg KM LPS zu einer signifikanten Verringerung der Futteraufnahme im Vergleich zu
den mit PBS behandelten Kontrollgruppen (Abb. 88 A). Tiere, die keine RNA, sondern das gleiche
Volumen des Lésungsmittels (vehicle) erhalten hatten, zeigten im Vergleich zu den RNA-behan-
delten Gruppen keine signifikanten Unterschiede nach der LPS-Stimulation. In Bezug auf den
Wasserkonsum konnte ebenfalls als Antwort auf die LPS-Stimulation eine Reduktion in allen
Gruppen festgestellt werden (Abb. 88 C). Diese nahm allerdings nur fur die mit nt vorbehandelte
Gruppe signifikante Ausmale an (siehe auch Tab. 38).

Zur Untersuchung der nur auf der Applikation der verschiedenen RNA-L&sungen beruhenden
Effekte, wurden aufRerdem die Futter- und Wasseraufnahme innerhalb 24 Stunden nach der intra-
cerebroventrikularen Injektion aufgezeichnet. Hier bewirkte die anti-NF-IL6-siRNA eine verstarkte
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Anorexie: Infolge der Applikation nahmen die mit dieser RNA-L6sung behandelten Tiere rund 17 %
weniger Futter auf als mit dem Lésungsmittel behandelte, die Verminderung der Futteraufnahme
gegenuber der Gruppe, die non-targeting RNA erhalten hatte betrug im Mittel sogar 29 % (Abb. 88
B, Tab. 39). Dies entsprach einem signifikanten Effekt der anti-NF-IL6-siRNA gegenuber der non-
targeting RNA-Kontrolle. Die Wasseraufnahme wurde tendenziell ebenfalls durch Injektion der anti-
NF-IL6-siRNA starker vermindert als in den anderen Gruppen, jedoch konnte hier keine Signifikanz
festgestellt werden (Abb. 88 D, Tab. 39).

nt & PBS si & PBS vc & LPS nt & LPS si & LPS
n 3 3 3 5 5
Futteraufnahme (g) 22,8+ 0,89 (21,07 +0,42 8,37 + 3,27 10,72+ 1,06 6,82 +0,82
HHt §8§
Wasseraufnahme (g) |46,1+1,89 35,3+4,07 22,39+10,89 26,45+2,42 18,6 2,67
#

Tab. 38: Gemittelte Zahlenwerte der mittleren kumulativen Futter- und Wasser-
aufnahme innerhalb 24 h nach intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: 5 ug non-targeting RNA (nt, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 ug anti-NF-IL6-siRNA
(si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vehicle (vc, i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.), 5 ug nt (i.c.v.) &
100 pg/kg KM LPS (i.p.) und 5 pg si (i.c.v.) & 100 pyg/kg KM LPS (i.p.); # Vergleich der
Gruppe nt & LPS mit der Gruppe nt & PBS: # P<0,05, ### P< 0,001; § Vergleich der
Gruppe si & LPS mit der Gruppe si & PBS: §§§ P<0,001

pbs ve nt si
n 2 6 16 16
Futteraufnahme (g) 20,15+ 1,55 16,37 + 3,34 19,26 + 0,75 13,61 + 1,36
Wasseraufnahme (g) 31,5+5,8 36,44 + 5,25 38,28 + 3,34 27,52 + 3,49

Tab. 39: Gemittelte Zahlenwerte der mittleren kumulativen Futter- und Wasser-
aufnahme innerhalb 24 h nach intracerebroventrikularer Injektion

Die Injektion erfolgte zum Zeitpunkt t = -24 h vor der intraperitonealen Stimulation; pbs:
Phosphate-Buffered Saline, vc: Losungsmittel (vehicle), nt: 5 pg nicht-zielgerichtete RNA
(non-targeting RNA), si: 5 ug gegen NF-IL6 gerichtete siRNA (anti-NF-IL6 siRNA). Fur die
Gruppe nt wurden nur n = 15 Tiere in die Ermittlung der Wasseraufnahme einbezogen; *
Vergleich der Gruppe si (i.c.v.) mit der Gruppe nt (i.c.v.): ** P<0,01
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Abb. 88: Kumulative Futter- und Wasseraufnahme innerhalb 24 h nach intracere-
broventrikuldrer oder intraperitonealer Injektion

A/C: Futter-/Wasseraufnahme (g) innerhalb der 24 h nach intraperitonealer Stimulation
(bei t = 0 h), B/D: Futter-/Wasseraufnahme (g) innerhalb der 24 h nach intracerebroventri-
kularer Injektion (bei t = -24 h).

Versuchsgruppen: A/C: 5 ug non-targeting RNA (nt, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 pg anti-NF-IL6-
siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vehicle (vc, i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS (i.p.), 5 pug nt (i.c.v.)
& 100 pg/kg KM LPS (i.p.) und 5 pg si (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS (i.p.). B/D: PBS, vc, nt
oder si (i.c.v.). # Vergleich der Gruppe nt & LPS mit der Gruppe nt & PBS: # P<0,05, ###
P< 0,001; § Vergleich der Gruppe si & LPS mit der Gruppe si & PBS: §§§ P<0,001; *
Vergleich der Gruppe si (i.c.v.) mit der Gruppe nt (i.c.v.): ** P<0,01. Tierzahlen: Siehe Tab.
38 & 39.
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2.2.5. Korpermasse

Die Entwicklung der Kérpermasse in Prozent des Ausgangsgewichts wurde fiir den Zeitraum von
24 Stunden ausgewertet, der den intraperitonealen Injektionen folgte. In den mit PBS behandelten
Gruppen konnte jeweils eine leichte Zunahme verzeichnet werden, die 24 Stunden zuvor erfolgte
intracerebroventrikulare Behandlung mit 5 pg non-targeting RNA bzw. anti-NF-IL6-siRNA hatte
darauf keinen signifikanten Einfluss. Diese Vorbehandlungen wirkten sich auRerdem auch nicht
wesentlich auf den Verlust an Kdrpermasse nach LPS-Stimulation aus (Abb. 89 A, Tab. 40). So
verloren beide RNA-behandelten Gruppen signifikant an Kérpermasse, wobei der Verlust nach der
Injektion von anti-NF-IL6-siRNA gegentber der PBS-behandelten Kontrollgruppe gréfier ausfiel.
Diese Beobachtung steht mit dem starker reduzierten Futter- und Wasserkonsum der Tiere der
Gruppe si & LPS im Einklang (Abb. 88). Fur beide RNA-behandelten Gruppen gab es nach LPS-
Applikation keinen signifikanten Unterschied zu den Tieren, die zuvor nur das Ldsungsmittel
(vehicle) erhalten hatten.

nt & PBS si & PBS vc & LPS nt & LPS si & LPS
n 3 3 3 5 5

Zu-/Abnahme (%) 2,06 £0,11  |4,09+156 |-4,3+24 -2,98+0,54 |-3,6+1,29
# 8§

Tab. 40: Mittlere Zu- oder Abnahme der Korpermasse innerhalb von 24 h nach
intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: 5 ug non-targeting RNA (nt, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 yg anti-NF-IL6-siRNA
(si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vehicle (vc, i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.), nt (i.c.v.) & 100 pg/kg
KM LPS (i.p.) und si (i.c.v.) & 100 pyg/kg KM LPS (i.p.). # Vergleich der Gruppe nt & LPS
mit der Gruppe nt & PBS: # P<0,05; § Vergleich der Gruppe si & LPS mit der Gruppe si &
PBS: §§ P<0,01

Des Weiteren wurde die Koérpermassenzu- oder -abnahme infolge der intracerebroventrikularen
Injektion der verschiedenen Substanzen allein in den daran anschlieRenden 24 Stunden aufge-
zeichnet. Hier fiel der deutliche Effekt der anti-NF-IL6-siRNA auf, der zu einer massiven Reduktion
der Kdérpermasse im Anschluss an die Applikation flihrte (Abb. 89 B, Tab. 41). Diese erwies sich als
signifikant unterschiedlich zur leichten Zunahme in der Gruppe der Tiere, die mit non-targeting
RNA behandelt worden waren. Auch diese Entwicklung zeigt einen moglichen Zusammenhang
zum Futter- und Wasserkonsum, der nach Injektion von anti-NF-IL6-siRNA am starksten zurlck-
ging (Abb. 88).

pbs ve nt si

n 2 8 15 16
Zu-/Abnahme (%) 0,2 +£0,07 -0,17 1,07 1,28 £ 0,47 -3,74+£1,59~

Tab. 41: Zusammenfassende Darstellung der Entwicklung der Korpermasse
innerhalb von 24 h nach intracerebroventrikularer Injektion

Die Injektion erfolgte zum Zeitpunkt t = -24 h vor der intraperitonealen Stimulation; pbs:
Phosphate-Buffered Saline, vc: Lésungsmittel (vehicle), nt: nicht-zielgerichtete RNA (non-
targeting RNA), si: gegen NF-IL6 gerichtete siRNA (anti-NF-IL6 siRNA); * Vergleich der
Gruppe si (i.c.v.) mit der Gruppe nt (i.c.v.): * P<0,05
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Abb. 89: Entwicklung der Kérpermasse in Prozent innerhalb von 24 h nach intra-
cerebroventrikularer oder intraperitonealer Injektion

A: Entwicklung innerhalb 24 h nach intraperitonealer Behandlung (bei t = 0 h),
B: Entwicklung innerhalb 24 h nach intracerebroventrikularer Behandlung (bei t = -24 h).
Die Tiere wurden direkt vor dem Versuch sowie zum Endpunkt der Messungen nach 24 h
gewogen. Tierzahlen: Siehe Tab. 40 & 41.

Versuchsgruppen: A: 5 ug non-targeting RNA (nt, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 yg anti-NF-IL6-
siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vehicle (vc, i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.), 5 yg nt (i.c.v.)
& 100 pg/kg KM LPS (i.p.) und 5 ug si (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.). B: PBS, vc, nt
oder si (i.c.v.). # Vergleich der Gruppe nt & LPS mit der Gruppe nt & PBS: # P<0,05; §
Vergleich der Gruppe si & LPS mit der Gruppe si & PBS: §§ P<0,01; * Vergleich der
Gruppe si (i.c.v.) mit der Gruppe nt (i.c.v.): * P<0,05

2.3. Konzentration bioaktiver pro-inflammatorischer Zytokine im Blutplasma

Von den auf verschiedene Weise intracerebroventrikuldr vorbehandelten Tieren wurden 4- oder 24
Stunden nach den intraperitonealen Applikationen Plasmaproben entnommen und mittels Bioassay
auf das Vorhandensein von bioaktivem IL-6 bzw. TNFa untersucht.

231. IL-6

Die Gehalte an bioaktivem IL-6 in PBS-behandelten Kontrollgruppen lagen nach 4 Stunden ober-
halb der in der Teilstudie zum Zeitverlauf ermittelten Werte, unabhangig von der intracerebroventri-
kularen Vorbehandlung (Abb. 90 A; siehe auch S. 132 Abb. 44 / Tab. 21). Eine signifikante Erho-
hung der IL-6-Konzentration nach Stimulation mit LPS (100 ug/kg KM) fand sich zu diesem Zeit-
punkt lediglich im Plasma von Tieren, die mit dem Ldsungsmittel (vehicle) intracerebroventrikular
vorbehandelt worden waren. Diese Erhéhung war auRerdem gegeniber der Gruppe mit nicht-ziel-
gerichteter RNA (non-targeting RNA) vorbehandelter Tiere signifikant. 24 Stunden nach der LPS-
Stimulation erreichten die Plasmakonzentrationen von IL-6 in allen Gruppen wieder Basalwerte
und unterschieden sich im Wesentlichen nicht (Abb. 90 B).
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vc&PBS  nt&PBS si&PBS | vc&LPS | nt&LPS | si&LPS
n (4 h) 3 3 3 3 6 5
n (24 h) 0 3 3 3 5 5

Tab. 42: Tierzahlen fiir die Bestimmung bioaktiver Zytokine im Blutplasma zu
verschiedenen Zeitpunkten nach intraperitonealer Injektion
Versuchsgruppen: vehicle (vc, i.c.v.) & PBS, 5 pg non-targeting RNA (nt, i.c.v.) & PBS
(i.p.), 5 pg anti-NF-IL6-siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vc (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.),
nt (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.) und si (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.).

Abb. 90: Gehalte an bioaktivem

intraperitonealer Injektion

IL-6 zum Zeitpunkt 4- und 24 h nach

Versuchsgruppen: vehicle (vc, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 uyg non-targeting RNA (nt, i.c.v.) &
PBS (i.p.), 5 pug anti-NF-IL6-siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vc (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.), nt (i.c.v.) & 100 ug’/kg KM LPS (i.p.) und si (i.c.v.) & 100 pug’kg KM LPS (i.p.).
+ Vergleich der Gruppe vc & LPS mit der Gruppe vc & PBS: +++ P<0,001; $ Vergleich
der Gruppe nt & LPS mit der Gruppe vc & LPS: $ P<0,05. Die Werte wurden vor Berech-
nung der Statistik logarithmiert. Tierzahlen: Siehe Tab. 42.

2.3.2. TNF

Zum Zeitpunkt 24 Stunden konnte bei keinem der Tiere bioaktives TNFa nachgewiesen werden
(Detektionslimit 6 pg/ml). 4 Stunden nach erfolgten intraperitonealen Injektionen, wiesen Tiere, die
mit PBS behandelt worden waren, unabhangig von der Vorbehandlung mit dem Ldsungsmittel
(vehicle) bzw. 5 ug der Kontroll-RNA (non-targeting RNA) oder der anti-NF-IL6 siRNA keine mess-
baren Mengen an bioaktivem TNFa im Blutplasma auf (Abb. 91). Stimulation mit 100 ug/kg KM
LPS bewirkte in allen vorbehandelten Gruppen deutlich erhéhte TNFa-Spiegel, die sich allerdings
zwischen den einzelnen Gruppen nur minimal und nicht signifikant unterschieden.
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vc & PBS nt & PBS si & PBS vc & LPS nt & LPS si & LPS
IL-6 (1.U./ml)
4h 106,7 160,7 271,3 8020 2012 3483
1 68,02 + 18,32 + 12,81 1 599,7 +++ +7679% + 1637
24 h 220,7 125,3 204,7 195,7 173,6
+ 5,81 + 18,99 +70,82 + 27,58 + 40,39
TNFa (pg/ml)
4 h <6 <6 <6 7508 + 348,8 | 6778 + 1749 | 8507 + 1953
24 h <6 <6 <6 <6 <6
Tab. 43: Mittlere Konzentrationen bioaktiver Zytokine im Blutplasma zu

verschiedenen Zeitpunkten nach intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: vehicle (vc, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 yg non-targeting RNA (nt, i.c.v.) &
PBS (i.p.), 5 ug anti-NF-IL6-siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vc (i.c.v.) & 100 pug/kg KM LPS
(i.p.), nt (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.) und si (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS (i.p.). Detek-
tionslimit des TNFa-Assays 6 pg/ml. + Vergleich der Gruppe vc & LPS mit der Gruppe vc
& PBS: +++ P<0,001; $ Vergleich der Gruppe nt & LPS mit der Gruppe vc & LPS:
$ P<0,05. Die Werte wurden vor Berechnung der Statistik logarithmiert.

Abb. 91: Gehalte an bioaktivem TNFa zum Zeitpunkt 4 h nach intraperitonealer
Injektion

Versuchsgruppen: vehicle (vc, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 ug non-targeting RNA (nt, i.c.v.) &
PBS (i.p.), 5 pg anti-NF-IL6-siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vc (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.), nt (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS (i.p.) und si (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.). D.L.:
Detektionslimit (6 pg/ml). Die Werte wurden vor Berechnung der Statistik logarithmiert.
Tierzahlen: Siehe Tab. 42.
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3.

3.1.

Einfluss der siRNA auf die Expression von NF-IL6
im Hypothalamus

Expression von mRNA
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Abb. 92: Induktion der mRNA-Expression von NF-IL6 und Trib1 im Hypothalamus
4- und 24 h nach intracerebroventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

Die intracerebroventrikulare Applikation der siRNA hatte keine Auswirkungen auf die
Expression von NF-IL6-mRNA mit oder ohne LPS-Stimulation.

Versuchsgruppen: vehicle (vc, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 ug non-targeting RNA (nt, i.c.v.) &
PBS (i.p.), 5 pg anti-NF-IL6-siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vc (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.), nt (i.c.v.) & 100 pug/kg KM LPS (i.p.) und si (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS (i.p.).

201



Ergebnisse

Um die "downregulation" der NF-IL6-mRNA durch die anti-NF-IL6-siRNA zu Uberprufen, wurden
Proben aus dem Hypothalamus fiir die Zeitpunkte 4- und 24 Stunden nach Applikation von
100 ug/kg KM LPS oder PBS (i.p.) untersucht. Dies entsprach damit einem Zeitraum von 28- bzw.
48 Stunden nach intracerebroventrikularer Verabreichung der siRNA bzw. der Kontrollldsungen
(vehicle oder non-targeting RNA). Infolge der LPS-Injektion stiegen in allen entsprechend behan-
delten Gruppen die NF-IL6-mRNA-Gehalte an, was jedoch weder flr den Zeitpunkt 4- noch fir den
Zeitpunkt 24 Stunden signifikante Ausmale erreichte (Abb. 92 A, B). Eine Verminderung der
NF-IL6-Expression durch die Behandlung mit anti-NF-IL6-siRNA konnte im Vergleich zu den
anderen Behandlungsgruppen weder im basalen Bereich nach PBS-Behandlung noch im Zusam-
menhang mit der LPS-bedingten Geninduktion gezeigt werden. Tribbles (Trib) 1 -mRNA wies
entsprechende Expressionen auf und zeigte sich ebenfalls durch die verabreichte anti-NF-ILG-
siRNA unbeeinflusst (Abb. 92 C, D). Zur Verdeutlichung moglicher Nebeneffekte durch die siRNA-
Lésungen wurde auflerdem die Induktion von Interferon (IFN) a -mRNA analysiert. Dabei fielen
lediglich eine leichte Erniedrigung der Expression in anti-NF-IL6-siRNA-behandelten Tieren 4
Stunden nach LPS-Stimulation sowie eine IFNa-induzierende Tendenz der non-targeting RNA auf,
was jeweils keine signifikanten Trends darstellte (Abb. 93).
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Abb. 93: Induktion der IFNa mRNA-Expression 4- und 24 h nach intraperitonealer
Injektion

Versuchsgruppen: vehicle (vc, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 yg non-targeting RNA (nt, i.c.v.) &
PBS (i.p.), 5 pg anti-NF-IL6-siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vc (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.), nt (i.c.v.) & 100 pug/kg KM LPS (i.p.) und si (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS (i.p.).

202



Ergebnisse

3.2. NF-IL6 Immunreaktivitat

Zur Beurteilung der Auswirkungen der anti-NF-IL6-siRNA auf die nukledre Expression von NF-IL6
im Gehirn, verglichen mit der non-targeting RNA und dem reinen Lésungsmittel (vehicle) auf Prote-
inebene, dienten wiederum immunhistochemische Untersuchungen 20 ym dicker, coronaler Hirn-
schnitte. Dazu wurde zunachst exemplarisch das OVLT der Tiere aller Behandlungsgruppen fur die
Zeitpunkte 4 und 24 Stunden herangezogen.

Tiere, die intraperitoneal mit PBS behandelt worden waren, zeigten nach 4 Stunden vereinzelte
NF-IL6-Signale, vor allem im Bereich der Hirnhaute, die aber nie mit Endothelzellsignalen (von
Willebrand Faktor, vW) kolokalisierten (Abb. 94 A-C, a-c). Dabei war kein Unterschied zwischen
den verschiedenen, 24 Stunden zuvor erfolgten, intracerebroventrikularen Vorbehandlungen
(vehicle, 5 pg non-targeting RNA oder 5 pg anti-NF-IL6-siRNA) zu erkennen. In allen vorbehan-
delten Gruppen fihrte die intraperitoneale Injektion von 100 ug/kg KM LPS zu einer moderat
ausgepragten NF-IL6-1.R., was den Ergebnissen zum Zeitverlauf aus der ersten Teilstudie
entsprach (Abb. 47, S.137). NF-IL6 |.R war verbreitet mit vW-markierten Endothelzellen kolokali-
siert. Eine Reduktion der NF-IL6-1.R. in Tieren, die intracerebroventrikular mit anti-NF-IL6-siRNA
vorbehandelt worden waren gegenuber solchen, die nur das Losungsmittel erhalten hatten, konnte
allerdings nicht nachgewiesen werden. Folglich konnte auch kein Hinweis auf eine ,downregula-
tion“ der NF-IL6-Expression durch die siRNA dieser Sequenz aufgezeigt werden. Lediglich eine
leichte Erhéhung der NF-IL6-Signaldichte in beiden RNA-behandelten Gruppen konnte dargestellt
werden, wobei die induzierende Wirkung der non-targeting RNA etwas starker ausfiel (Abb. 94 D -
F). Dieses Bild spiegelte sich auch in der semiquantitativen Bewertung wieder (Tab. 44, —: keine
NF-IL6-Signale, +++: maximale Signaldichte und -intensitat).

Zum Zeitpunkt 24 Stunden nach der intraperitonealen Injektion waren in PBS-behandelten
Kontrolltieren keine NF-IL6-Signale mehr detektierbar (Abb. 95 A - C). Auch nach LPS-Stimulation
wurde in allen behandelten Gruppen nur in wenigen Einzelfallen NF-IL6-1.R. festgestellt, was sich
wiederum mit den Ergebnissen der Teilstudie zum Zeitverlauf deckte (Abb. 49, S. 140, Abb. 95
D - F). Erkennbare Unterschiede zwischen den verschieden vorbehandelten Gruppen waren auch
zu diesem Zeitpunkt weder qualitativ noch semiquantitativ detektierbar (Tab. 45).
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Abb. 94: NF-IL6-Immunreaktivitiat im OVLT 4 h nach intraperitonealer Injektion
Ubersichtsaufnahmen (A - F) zeigen jeweils die Verteilung von nukledren NF-IL6-Si-
gnalen (pink) im gesamten OVLT. Bereiche der vergrof3erten Ausschnitte (a - f) sind durch
einen weilRen Kasten markiert. Darin ist nach LPS-Stimulation (100 pg/kg, d - f) deutlich
die Kolokalisation der NF-IL6-Signale mit von Willebrand Faktor (vW)-positiven Endothel-
zellen (grin) erkennbar. Der blaue Kanal stellt die Farbung aller Zellkerne (DAPI) dar.
Geflllte Pfeilspitzen zeigen die NF-IL6-immunreaktiven Endothelzellen an, wahrend
offene Pfeilspitzen vW-reaktive Zellen ohne NF-IL6-Signal markieren. GroRenmarker in A
(gilt fur B - F) entspricht 50 um, GréRenmarker in a (gilt fir b - f) entspricht 10 ym.
Versuchsgruppen: vehicle (vc, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 yg non-targeting RNA (nt, i.c.v.) &
PBS (i.p.), 5 pg anti-NF-IL6-siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vc (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.), 5 pg nt (i.c.v.) & 100 pg’kg KM LPS (i.p.) und 5 pg si (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.). OVLT: Organum vasculosum laminae terminalis
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Abb. 95: NF-IL6-Immunreaktivitat im OVLT 24 h nach intraperitonealer Injektion
Ubersichtsaufnahmen (A - F) zeigen jeweils die Verteilung von nukledren NF-IL6-Si-
gnalen (pink) im gesamten OVLT. Bereiche der vergroferten Ausschnitte (a - f) sind durch
einen weillen Kasten markiert. Darin ist nach LPS-Stimulation (100 pg/kg, d - f) zum Teil
Kolokalisation der NF-IL6-Signale mit von Willebrand Faktor (vW)-positiven Endothel-
zellen (grun) erkennbar. Der blaue Kanal stellt die Farbung aller Zellkerne (DAPI) dar.
Geflllte Pfeilspitzen zeigen die NF-IL6-immunreaktiven Endothelzellen an, wahrend
offene Pfeilspitzen vW-reaktive Zellen ohne NF-IL6-Signal markieren. Grélkenmarker in A
(gilt fir B - F) entspricht 50 um, GréRenmarker in a (gilt fir b - f) entspricht 10 ym.
Versuchsgruppen: vehicle (vc, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 ug non-targeting RNA (nt, i.c.v.) &
PBS (i.p.), 5 pg anti-NF-IL6-siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vc (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.), 5 yg nt (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.) und 5 ug si (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS
(i.p.). OVLT: Organum vasculosum laminae terminalis
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Behandlung Nukledre NF-IL6-.R.
vc & PBS (+)
nt & PBS (+)
si & PBS -
vc & LPS +
nt & LPS ++
si & LPS ++

Tab. 44: Semiquantitative Beurteilung der nuklearen NF-IL6-I.R. im OVLT 4 h nach
intracerebroventrikuldrer und intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: vehicle (vc, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 yg non-targeting RNA (nt, i.c.v.) &
PBS (i.p.), 5 pg anti-NF-IL6-siRNA (si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vc (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS
(i.p.), 5 pg nt (i.c.v.) & 100 pg’kg KM LPS (i.p.) und 5 pg si (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS

(i.p.). Zeichen: — = Keine I.R., +++ = maximale |.R.
Behandlung Nukleare NF-IL6-I.R.
nt & PBS -
si & PBS -
vc & LPS (+)
nt & LPS (+)
si & LPS (+)

Tab. 45: Semiquantitative Beurteilung der nuklearen NF-IL6-.R. im OVLT 24 h nach
intracerebroventrikuladrer und intraperitonealer Injektion

Versuchsgruppen: 5 ug non-targeting RNA (nt, i.c.v.) & PBS (i.p.), 5 ug anti-NF-IL6-siRNA
(si, i.c.v.) & PBS (i.p.), vc (i.c.v.) & 100 ug/kg KM LPS (i.p.), 5 ug nt (i.c.v.) & 100 ug/kg
KM LPS (i.p.) und 5 pg si (i.c.v.) & 100 pg/kg KM LPS (i.p.). Zeichen: — = Keine I.R., +++
= maximale |.R.
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IV. DiskussioN

1. NF-IL6 als spater Zellaktivierungsmarker im Zeitverlauf
LPS-induzierter systemischer Inflammationen

Anhand der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal eindeutig und detail-
liert gezeigt werden, dass NF-IL6 als neuer ,spater” Zellaktivierungsmarker vielfaltiges Potential fir
die Neurowissenschaften im Rahmen neuroanatomischer Studien zu Entzindungsreaktionen
aufweist. Allgemein sind bereits einige derartige Aktivierungsmarker bekannt. So kann eine geno-
mische Zellaktivierung im Gehirn im Verlauf systemischer Inflammationen Utber die Detektion zyto-
kininduziert neu exprimierter Proteine untersucht werden. Zu diesen gehort z.B. c-Fos, welches
allgemein als Marker fur die Aktivierung von Neuronen angesehen wird (Elmquist et al., 1993;
Sagar et al., 1995). Darlber hinaus ist vor allem in frihen Phasen der Inflammation (Harre et al.,
2002; Laflamme & Rivest, 1999; Nadjar et al., 2003; Rummel et al., 2004) auch Uber die Darstel-
lung der Aktivitat von Transkriptionsfaktoren (z.B. STAT3, NF-kB) eine Analyse der genomischen
Aktivierung verschiedener Zellphanotypen mdglich. NF-IL6 kann hingegen, unter anderem
aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Studie, als spater Aktivierungsmarker im Gehirn ange-
sehen werden: Im Zeitverlauf trat hier die maximale NF-IL6-Aktivitdt im Gehirn im Zeitraum
zwischen 6 und 8 Stunden nach einem LPS-Stimulus auf, was anhand der NF-IL6-l.R., sowie
anteilig fur den cerebralen Cortex auch im Western Blot belegt wurde (Abb. 55, S. 150). Dies
bestatigt Ergebnisse aus vorangegangenen Studien, in denen ebenfalls eine relativ spat, wahrend
inflammatorischer Antworten auftretende NF-IL6-Aktivitat gezeigt wurde. So kam es beispielsweise
in murinen Makrophagen zum Zeitpunkt 6 Stunden nach Stimulation mit LPS zu einer anstei-
genden DNA-Bindungsaktivitdt von NF-IL6 (Tengku-Muhammad et al., 2000). In Mikrogliazellen
wurde nach in vivo-Stimulation mit septischen LPS-Dosen nach 16 Stunden eine verstarkte
NF-IL6-Expression nachgewiesen (Ejarque-Ortiz et al., 2007).

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellte, induzierte NF-IL6-Aktivitat in Strukturen und Zellphano-
typen, die fur die humorale Weiterleitung inflammatorischer Signale aus der Peripherie ins ZNS
von Bedeutung sind, legt NF-IL6-Funktionen fur diesen Weg nahe (Kap. IV., 1.1.). AuRerdem kann
NF-IL6, ebenso wie die Expression von c-Fos, als Marker neuronaler Aktivitat dienen (Cortes-Can-
teli et al.,, 2008), mdglicherweise auch im Rahmen der nervalen Signalweiterleitung nach peri-
pherer Immunstimulation. Damit spielt dieser Transkriptionsfaktor potentiell eine wichtige Rolle fur
zuklnftige Studien, die sich mit verschiedenen Wegen der Weiterleitung inflammatorischer Signale
ins ZNS auseinandersetzen. Fir diesen Zweck ist die Verwendung der bereits vielfach genutzten
Aktivierungsmarker c-Fos (vorwiegend flr neuronale Aktivitat), STAT3 und NF-kB (auch flr Zellen
des humoralen Signalwegs) durch deren kurzzeitige und friihe Aktivierung in vieler Hinsicht limi-
tiert. Aus ihrem Zusammenspiel kann erst durch Einbeziehung von NF-IL6 ein Gesamtbild aktiver
Zellen in raumlicher und nun auch vollstandig zeitlicher Dimension erstellt werden. DarUber hinaus
kommt NF-IL6 auch als Zellaktivitdtsmarker nach traumatischen oder mechanischen Lasionen im
Gehirn eine wichtige Bedeutung zu (vgl. Kap. IV,, 2.1.).

Auf funktionaler Ebene gibt es Hinweise auf eine Rolle von NF-IL6 fur die Aufrechterhaltung oder
aber Beendigung zentralnervds kontrollierter Krankheitssymptome. Dazu zahlen beispielsweise
Parallelen der NF-IL6-Aktivierung zu spaten Phasen einerseits des Komplexes ,sickness-
behavior®, andererseits aber auch des Auftretens von Zytokinen im Blutkreislauf (Kap.IV., 1.2.).
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Zeitliche Korrelationen der NF-IL6-Expression mit der Induktion relevanter Zielgene untermauern
dies (Kap.lV,, 1.3.).

1.1. NF-IL6-Expression im Gehirn und mogliche funktionale Auswirkungen

Die erste Teilstudie der vorliegenden Arbeit zeigt erstmalig ein deutliches, zeitabhangiges Muster
der LPS-induzierten NF-IL6-1.R., welches sich fur verschiedene Hirnregionen spezifisch darstellte.
Von besonderem Interesse ist hierbei die deutliche Induktion der NF-IL6-I.R. in Hirnstrukturen und
Zellen, die vor allem an der Ubermittlung peripherer inflammatorischer Signale an das ZNS und
der Induktion und Aufrechterhaltung zentralnervds kontrollierter Krankheitssymptome beteiligt sind
(z.B. sCVO und Zellen der Blut-Hirn-Schranke; siehe auch Kap. I., 2.2.1. und 2.3., sowie Kap. IV,
1.1.2.). Die Detektion mittels Western Blot zeigte lediglich flr den cerebralen Cortex eine erhdhte
NF-IL6-Expression nach LPS-Stimulation, wahrend im Hypothalamus und Stammhirn keine Induk-
tion festgestellt werden konnte. Erste Ruckschlisse bezlglich moglicher Aktivatoren von NF-IL6 im
Gehirn kdnnen anhand von Korrelationen der NF-IL6-I1.R. und den Konzentrationen bioaktiver Zyto-
kine im Plasma im Zeitverlauf gezogen werden.Diese Ergebnisse lassen verschiedene Hypo-
thesen zu funktionalen Auswirkungen der NF-IL6-Expression im Gehirn zu, welche im Folgenden
naher erlautert werden sollen.

1.1.1. Anatomische Verteilungsmuster

Eine konstitutive Expression von NF-IL6 mRNA im Gehirn von Mausen wurde bereits 1990 nach-
gewiesen, die héchste Konzentration lag dabei im Hippocampus vor (Kuo et al., 1990). Dies besta-
tigte sich in spateren Studien (Sterneck & Johnson, 1998), wobei der Grol3teil der NF-IL6-exprimie-
renden Zellen als Neurone identifiziert wurde. Zusatzlich wiesen Nadeau et al. in Neuronen zahlrei-
cher Hirnstrukturen mittels in situ Hybridisierung eine induzierte Expression von NF-IL6 auf mRNA-
Ebene nach axonalen Verletzungen nach (Nadeau et al., 2005). Auf Proteinebene wurde kirzlich
von Ejarque-Ortiz et al. eine Induzierbarkeit von NF-IL6 im Gehirn von Mausen in einem Modell
des septischen Schocks durch LPS nachgewiesen. Dabei trat eine vermehrte NF-IL6-Expression
in Mikrogliazellen auf (Ejarque-Ortiz et al., 2007). Allerdings wurden das anatomische Verteilungs-
muster und die Expression von NF-IL6 in anderen Zellphanotypen, die fur die Signalibermittlung
inflammatorischer Stimuli ans Gehirn von Bedeutung sind, in den genannten Studien nicht ndher
untersucht, ebenso wie die Ratio von aktivierenden (LAP*, LAP) zu inhibierenden (LIP) NF-IL6-Iso-
formen, die nach einer Stimulation mit LPS vorlag (Ejarque-Ortiz et al., 2007, Nadeau et al., 2005).

Neben einer konstitutiven, nicht sichtbar durch LPS induzierbaren NF-IL6-Expression im Hippo-
campus, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch in Ependymzellen der Ventrikel und in
der Hypophyse eine nukleare NF-IL6-Grundreaktivitat festgestellt werden. Diese war allerdings
durch LPS zusatzlich induzierbar (Abb. 46, S. 135). Im Western Blot wurde nach LPS-Stimulation
allein LAP (35 kDa) detektiert. Dies untermauert die Hypothese eines aktiven Eingreifens von
NF-IL6 in die Expression von inflammatorischen Genen.

1.1.2. Mogliche Relevanz der NF-IL6-I.R. in bestimmten Hirnregionen

Hervorzuheben ist eine infolge peripherer LPS-Stimulation vermehrt in den sCVO (OVLT, SFO, AP)
auftretende NF-IL6-1.R., da diese Regionen bedeutende Stationen der Ubermittlung inflammatori-
scher Signale aus dem Blutkreislauf an die entsprechenden regulatorischen Zentren im Hypotha-
lamus darstellen (Roth et al., 2004, vgl. Kap. ., 2.2.1.). Neben der bekannten Bedeutung des
OVLT, des MnPO und des SFO fur die Entwicklung von Fieber, sowie des SFO und der AP flr
Anorexie, Adipsie und Lethargie (Kap. I., 2.3.), sind auch fir zahlreiche weitere Regionen, die in
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dieser Studie durch induzierte NF-IL6-Expression auffielen, Funktionen im Regelkreis des ,sick-
ness-behavior® beschrieben worden. So sind beispielsweise auch Zusammenhange zwischen
einer Aktivierung im RPa, der in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine deutliche NF-IL6-Induktion
aufwies (Abb. 46), und der Fieberinduktion, vermittelt iber PGE; bekannt (Nakamura et al., 2002):
Demnach kénnen pyrogene Signale aus der POA durch Vermittlung Uber den RPa praganglionare
sympathische Neurone erreichen, die an der Thermogenese und damit schliel3lich an der Fieber-
entstehung beteiligt sind (Lazarus et al., 2007; Nakamura et al., 2002).

Die schon zu verhaltnismalig frihen Zeitpunkten auftretende, maximale NF-IL6-I1.R. im ChP (Tab.
22, S. 138) konnte mit der diskutierten Funktion dieser Struktur als Weiterleitungsinstanz inflamma-
torischer Signale innerhalb des ZNS zusammenhangen. So wird z.B. ein Weg vermutet, in dem im
ChP auf einen Stimulus hin gebildetes IL-1B Uber Diffusion aus der Cerebrospinalfliissigkeit regula-
torische Hirnareale erreichen kann (Konsman et al., 1999). Somit ware eine Rolle von NF-IL6 fur
die frihe, evtl. direkt LPS-induzierte Bildung inflammatorischer Mediatoren im ChP und deren
anschlieliende Weiterleitung denkbar.

Eine potentielle Bedeutung von NF-IL6 fir die Aktivierung der HPA-Achse im Zuge systemischer
Inflammationen ergibt sich aus den Ergebnissen mehrerer Untersuchungen: So kdnnte zum Einen
eine direkte Beteiligung von NF-IL6 an der Expression von CRH und dem ACTH-Vorlaufer Proopio-
melanocortin (POMC) vorliegen. Eine Rolle von NF-IL6 in der Aktivierung des CRH-Promotors
wurde von Stephanou et al. dargestellt (Stephanou et al.,1997). AulRerdem zeigte sich eine
vermehrte Transkription von POMC in Hypophysen-Adenomzellen, die mit einer NF-IL6-Uberex-
pression in Zusammenhang stand (Abbud et al.,2004). Ebenso kdnnte NF-IL6 eine indirekte Rolle
spielen, indem es Regulationsfaktoren der CRH-Freisetzung mit kontrolliert: In der ME scheint die
Freisetzung von CRH unter anderem durch Prostaglandine und NO kontrolliert zu werden. Indirekt
konnen diese beide durch NF-IL6 induziert werden, indem der Transkriptionsfaktor die Transkrip-
tion der COX2 bzw. der induzierbaren NOS (iNOS) steigert (Chun & Surh, 2004; Kolyada &
Madias, 2001). Die im Rahmen der vorliegenden Studien festgestellte, verstarkte NF-IL6-Expres-
sion in der ME steht somit méglicherweise mit einer vermehrten CRH-Sekretion im Zusammen-
hang. Dieses stammt urspringlich aus Neuronen des PVN, die in die ME projizieren. Folgende
Ausschittung von ACTH aus corticotropen Zellen der Hypophyse, die ebenfalls induzierbare
NF-IL6-1.R. zeigte, flhrt in diesem Modell letztendlich zur Freisetzung von Cortisol aus der Neben-
nierenrinde (Papadimitriou & Periftis, 2009). In corticotropen Pituizyten ist ein mdgliches Zusam-
menwirken von NF-IL6 mit STAT3 ebenso denkbar. Die Induzierbarkeit von STAT3 durch IL-6 in
diesen Zellen konnte bereits gezeigt werden (Gautron et al., 2003). Solch eine Interaktion von
STAT3 und NF-IL6 bleibt allerdings in zukunftigen Kolokalisationsstudien noch zu bestatigen.
Zusammenfassend konnte NF-IL6 also auf verschiedenen Ebenen (CRH, POMC, Freisetzung)
eine potentielle Bedeutung fir die Forderung der Cortisolfreisetzung besitzen und damit die
Immunantwort nach systemischer Stimulation herunter regulieren. Antipyretische Eigenschaften
von Cortisol und anderen Glucocorticoiden, z.B. Dexamethason (Watanabe et al., 1995) sind
bereits seit langer Zeit bekannt (Kass & Finland, 1958). Kontinuierliche systemische Freisetzung
von Cortisol kann beispielsweise LPS-bedingtes Fieber senken und die durch IL-1f3 verursachte
IL-6-Synthese hemmen (Chai et al., 1996a; Roth, 2006). Eine direkte Injektion von Corticoste-
roiden in den anterioren Hypothalamus reduziert LPS-Fieber nach Adrenalektomie, wahrend
Glucocorticoid-Rezeptorantagonisten in Wildtyp-Tieren erhdhtes Fieber hervorrufen (McClellan et
al., 1994).
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In Bezug auf die Funktion von NF-IL6 fur das Langzeitgedachtnis im Hippocampus (Kap. I., 3.3.2.,
S. 45) konnte die dortige, starke konstitutive Expression von NF-IL6 (Kuo et al., 1990; Nadeau et
al., 2005; Sterneck & Johnson, 1998) in dieser Studie ebenfalls gezeigt werden. Eine verstarkte
NF-IL6-1.R. nach LPS-Stimulation, welche im Zusammenhang mit der bekannten Zytokininduktion
im Hippocampus infolge derartiger Stimuli stehen kdnnte, war hier jedoch nicht detektierbar (Henry
et al., 2008; Laye et al., 1994; vgl. Abb. 46, Tab. 22). Eine Beteiligung von konstitutiv exprimiertem
NF-IL6 an dieser vermehrten Produktion inflammatorischer Zytokine ist aber ebenso denkbar wie
eine im Rahmen dieser Studie nicht qualitativ detektierbare Induktion der schon basal starken
NF-IL6-1.R. im Hippocampus.

1.1.3. Phénotypische Zusammensetzung reagierender Zellpopulationen und deren
mogliche Rolle fiir die inflammatorische Reaktion im Gehirn
In vitro konnte NF-IL6-1.R. neben Mikrogliazellen in der Vergangenheit bereits mehrfach in Astro-
zyten und Neuronen gezeigt werden (Ejarque-Ortiz et al., 2007; Pahan et al., 2002). Diese trat
auch in vivo nach Stimulation mit LPS oder Zytokinen (Ejarque-Ortiz et al., 2007; Pahan et al.,
2002), temporarer Hypoxie (Halterman et al., 2008) oder excitotoxischer Hirnschadigung (Cortes-
Canteli et al., 2008; Ejarque-Ortiz et al., 2007) vermehrt auf. Die Induzierbarkeit von NF-IL6 durch
VIP (vasoactive intestinal peptide), Noradrenalin und Glutamat bzw. KCI in diesen Zellen (Cardi-
naux & Magistretti, 1996; Cortes-Canteli et al., 2008; Sun et al., 2007) untermauert die Annahme
der grundlegenden Rolle von NF-IL6 als Aktivierungsmarker von Zellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Phanotypisierung NF-ILG6-exprimierender Zellpopu-
lationen im Gehirn infolge einer in vivo LPS-Stimulation durchgefiihrt. LPS-bedingte nukleare
NF-IL6-1.R. trat dabei in Mikrogliazellen, Endothelzellen, perivaskularen Makrophagen, Astrozyten
und Neuronen auf (Abb. 51, S. 143; Abb. 52; S. 145). Im Gegensatz zu Ejarque-Ortiz et al. (2007),
die ausschlieBlich ruhende Mikrogliazellen darstellten, wurden hier Marker fiir aktivierte Mikroglia-
zellen verwendet. So konnte ein paralleles Auftreten der Aktivierung und der verstarkten NF-ILG-
[.R. in diesen Zellen demonstriert werden (Abb. 51, E, K, Q). Obwohl eine NF-IL6-Expression
allgemein in Endothelzellen, z.B. in der Lunge, (Kolyada & Madias, 2001) und Makrophagen
(Akira, 1997; Tanaka et al., 1995) bekannt ist, konnte in der hier vorliegenden Studie erstmalig
deutlich die Steigerung der NF-IL6-1.R. in Gehirnendothelzellen und perivaskuldaren Makrophagen
demonstriert werden. Diese bilden entscheidende Instanzen der Ubermittiung von peripheren
Immunsignalen an das ZNS Uber die Produktion sekundarer Mediatoren wie PGE, (Kap. I., 2.2.)
oder einwandernde Immunzellen (Rummel et al., 2010), woran demnach auch NF-IL6 beteiligt sein
kénnte. Die Bedeutung von Endothelzellen scheint fur NF-IL6-vermittelte Effekte grofer zu sein als
dies flr STAT3-bedingte Signalibermittlungen der Fall ist: In vorangegangenen Studien reagierten
in den sCVO von Ratten und Meerschweinchen hauptsachlich Astrozyten (Gautron et al., 2002;
Rummel et al.,2005a) mit STAT3-I.R. auf die LPS-Stimulation. Diese machten in der vorliegenden
Arbeit generell nur einen geringen Prozentsatz NF-IL6-i.r. Zellphanotypen in diesen Hirnregionen
aus (Abb. 52, Tab. 23). Eine mdgliche Bedeutung der LPS-stimulierten NF-IL6-1.R. von Astrozyten
und Mikrogliazellen fur inflammatorische Reaktionen im Gehirn liegt in seiner Beteiligung an der
Produktion sekundarer inflammatorischer Mediatoren wie Interleukinen und PGE; (Chakravarty &
Herkenham, 2005; Herkenham et al., 1998; Nadeau & Rivest, 2000; Nguyen et al., 2002; Quan et
al.,, 1997; vgl. Kap. I., 2.4.5.). NF-IL6-I.R. in Neuronen kénnte hingegen deren direkte Aktivierung
Uber afferente neuronale Wege (Price et al., 2008; vgl. Kap. I., 2.3.) anzeigen und damit eine Rolle
von NF-IL6 fur diesen Prozess vermuten lassen. Insgesamt konnten mehr NF-ILG-i.r. Neurone
vorhanden sein, als in der vorliegenden Studie detektiert wurden, da hier nur nNOS-exprimierende
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Neurone untersucht wurden. So ist nicht auszuschliel3en, dass NF-IL6 auch in weiteren Neuronen-
gruppen, z.B. im OVLT oder im MnPO an deren direkter Aktivierung durch zirkulierende Media-
toren beteiligt ist (Hori et al., 1992; Matsuda et al., 1992; Stitt, 1986, 1991). Die Tatsache, dass in
den meisten untersuchten Hirnregionen nicht die gesamte Zahl der NF-IL6-reaktiven Zellen
eindeutig phanotypisch zugeordnet werden konnte (Abb. 52), unterstitzt diese Annahme.

Bezuglich der Detektion aktivierter Mikrogliazellen und perivaskularer Makrophagen mit gegen
CD68 und CD163 gerichteten Antikorpern ist zu bedenken, dass eine rein spezifische Farbung der
jeweiligen Zelltypen mit dieser Methode nur bedingt maglich ist. So wurde gezeigt, dass beide Anti-
korper anteilig auch Neutrophile Granulozyten anfarben (Matsumoto et al., 2007; Saito et al., 1991;
Wu et al., 2003). AuRerdem zeigen perivaskulare Zellen eine schwache Reaktivitat auf gegen
CD68 gerichtete Antikdrper (Dijkstra et al., 1985; Graeber et al. 1989). Daher kdnnen in der vorlie-
genden Studie Doppelmarkierungen perivaskularer Zellen mit beiden Antikérpern nicht ausge-
schlossen werden. Dies erklart z.B. den Uber 100% liegenden Anteil identifizierter Zellphanotypen
im MnPO (Abb. 52), da ein Teil der Zellen zu beiden Phanotypen gezahlt wurde. Eine Verfalschung
der Phanotypisierung durch Neutrophile Granulozyten ist allerdings aufgrund der Dosis von
100 ug/kg KM LPS und der untersuchten Zeitpunkte hdchst unwahrscheinlich (Rummel et al.,
2010). Erst bei héheren systemisch verabreichten LPS-Dosierungen und zu einem spateren Zeit-
punkt (z.B. 1 mg/kg LPS, 24 h) ist eine deutliche Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten ins
Gehirn von Mausen zu beobachten (Bohatschek et al., 2001; Rummel et al., 2010).

1.1.4. Potentielle Aktivatoren von NF-IL6 im Gehirn

Als Ausloser der beobachteten vermehrten NF-IL6-Expression im Gehirn kommt zum Einen LPS
selbst in Frage, dessen zumindest indirekte, NF-IL6-induzierenden Eigenschaften in astroglialen
Zellkulturen bereits gezeigt wurden (Ejarque-Ortiz et al., 2007; Kelicen & Tindberg, 2004; Perez-
Capote et al., 2006). Das Vorhandensein entsprechender Rezeptoren (TLR4, CD14; Kap. 1., 2.4.1.)
in den sCVO, die in der vorliegenden Arbeit starke, LPS-induzierte NF-IL6-1.R. aufwiesen, spricht
fur eine verzdgert auftretende, aber direkte Aktivierung von NF-IL6 durch LPS, wie sie auch fur
STAT3 beschrieben wurde (Rummel et al. 2005a, 2008). Auch Lu et al. (2009) gehen von einem
direkten Aktivierungsweg von NF-IL6 Gber LPS aus, der unter anderem das Adapterprotein MyD88
einschlief3t, welches an der Signaltransduktion am TLR4 mafRgeblich beteiligt ist (Kap. I., 2.5.2.2.).
Sie stellten die Hypothese auf, dass ein LPS-Stimulus Uber den TLR4 eine MyD88-abhangige Akti-
vierung von NF-IL6 bewirkt bzw. dessen DNA-Bindungsaktivitat und Expression steigert. Aktives
NF-IL6 konnte so zusammen mit NF-kB die Produktion, unter anderem von TNFa und IL-6,
bewirken. Diese Hypothese ergibt sich aus der Beobachtung, dass in MyD88-defizienten Makro-
phagen sowohl die NF-IL6- als auch die Zytokininduktion durch LPS verringert waren. Als Hinweis
darauf, dass LPS selbst in Wildtypzellen die NF-IL6-Expression steigert und nicht die sekundar
(z.B. Uber NF-kB-Aktivierung) gebildeten Zytokine, dienten TLR-Aktivierungsstudien in NF-IL6-defi-
zienten Zellen. Da diese verminderte Reaktionen auf verschiedene TLR-Agonisten zeigten, ist
zumindest zu einem Teil eine direkt LPS-vermittelte Aktivierung von NF-IL6 Gber TLR4 wahrschein-
lich. Allerdings bleibt dabei unklar, warum die Aktivierung von NF-IL6 nach LPS-Stimulation, anders
als flr NF-kB, erst verzogert auftritt.

Eine mogliche Ursache fir diese Verzdgerung ist eine zusatzliche NF-IL6-Induktion durch pro-in-
flammatorische Zytokine (IL-1B, TNFa, IL-6) im Anschluss an einen LPS-Stimulus. Die Induktion
von NF-IL6-mRNA in vivo durch diese endogenen Pyrogene wurde bereits flr verschiedene
Gewebe gezeigt (Akira & Kishimoto, 1992), wobei in diesen Studien allerdings keine deutliche
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Expressionssteigerung im Gehirn nachgewiesen werden konnte. Primare Astrozyten von Mausen
reagierten in vitro hingegen auf eine Stimulation mit IL-13 oder TNFa ebenfalls mit gesteigerter
NF-IL6-mRNA-Expression (Cardinaux et al., 2000). Die Bedeutung dieser sekundaren, potentiellen
NF-IL6-Aktivatoren ist wie bereits erwahnt deshalb essentiell, weil die NF-IL6-1.R. erst relativ spat
(6 - 8 Stunden nach LPS) ihr Maximum erreicht, einem Zeitpunkt, an dem die Ausschittung der
endogenen Pyrogene in die Zirkulation bereits grotenteils abgeschlossen ist (Kap. ., 2.1.). Eine
dominierende Rolle von IL-6 ist dabei wahrscheinlich. Zum Einen fallen die Hdchstwerte der
Konzentration von bioaktivem IL-6 im Plasma mit dem Maximum der NF-IL6-1.R. im Gehirn
zusammen (Abb. 43, Tab. 21; Kap. IV., 1.2.). Zum Anderen wurde seine Beteiligung (Rummel et
al., 2006, 2008), sowie die von IL-1B3 (Nadjar et al.,2003) und TNFa (Laflamme & Rivest, 1999) flr
die Zellaktivierung in Blutgefallen des Gehirns wahrend LPS-induzierten inflammatorischen Reak-
tionen mehrfach nachgewiesen. Auch hierin liegt ein Hinweis auf die Bedeutung von NF-IL6 vor
allem fir die spate Phase bzw. in der Vermittlung der zweiten Induktionswelle (Kap. 1., 2.4.; S. 26)
der Signaltbermittlung ans Gehirn. Um eindeutig die Rolle von Zytokinen bei der LPS-induzierten
NF-IL6-Aktivierung zu untersuchen, kdnnten in Folgestudien Anti-Zytokinstrategien wie beispiels-
weise zytokindefiziente Mause oder Zytokinantiseren fur in vivo oder in vitro Experimente
verwendet werden.

1.1.5. Funktionsweise von NF-IL6 — moégliche Wichtung von Regulationsmechanismen
seiner Aktivitat

In Bezug auf die zahlreichen Moglichkeiten posttranslationaler Modifikationen von NF-IL6 und
deren moglicher Auswirkungen auf die Aktivitat des Transkriptionsfaktors, z.B. tGber Phosphorylie-
rungen (Kap. I, 3.2.2.), kann aus dieser Studie ein Trend entnommen werden: Die Bedeutung
einer nukledren Translokation bereits vorhandener NF-IL6-Proteine vom Zytoplasma in den
Nukleus fir die NF-IL6-Aktivitat wird diskutiert. Im Fall von STAT3- und NF-kB-Aktivitaten spielt
dieser Mechanismus bekanntermalen eine wichtige Rolle (Chinery et al., 1997; Metz & Ziff , 1991;
vgl. Kap. I, 3.2.2.3.), scheint aber fur NF-IL6 aufgrund der hier dargestellten Ergebnisse von unter-
geordneter Bedeutung zu sein. Diese Hypothese war bereits durch Studien anderer Arbeits-
gruppen postuliert worden und konnte hier weiter untermauert werden (Ejarque-Ortiz et al. 2007).
Immunhistochemisch konnte in der vorliegenden Arbeit dementsprechend keine zytoplasmatische
NF-IL6-1.R. in ruhenden Zellen festgestellt werden, die sich mdglicherweise bei deren Aktivierung
in den Zellkern verlagert. Im Einklang mit den in einigen Hirnregionen erhdhten, mittels Western
Blot detektierten NF-IL6-Konzentrationen (Abb. 55, S. 150), ist ein Modell wahrscheinlicher, in dem
ein peripherer LPS-Stimulus in erster Linie die de novo Synthese von NF-IL6 initiiert, das dann im
Nukleus akkumuliert und die Transkription von Zielgenen initiiert. Trotzdem kann eine mogliche
Bedeutung der nukledren Translokation infolge inflammatorischer Stimuli nicht ganzlich ausge-
schlossen werden, da die in dieser Studie durch immunhistochemische Untersuchungen nicht
nachweisbare zytoplasmatische NF-IL6-I.R. auf technischen Limitationen beruhen kdnnte. So ist
es moglich, dass Epitope inaktiver (zytoplasmatischer) NF-IL6 fur Antikérper méglicherweise nicht
oder weniger gut zuganglich sind, da das Protein in seiner inaktiven Form stark kondensiert, also
in stark gefalteter Tertiarstruktur vorliegt (Williams et al., 1995). Somit fande eine Detektion vor
allem, wenn nicht ausschlieBlich, aktivierter NF-IL6-Proteine statt, die sich im Zellkern befinden.
Inaktiv vorliegende NF-IL6 wirden durch immunhistochemische Untersuchungen kaum erfasst,
kénnten allerdings im Western Blot durch die vorhergehenden Denaturierungsschritte, die
Bindungsstellen fur Antikdrper zuganglicher machen koénnen, trotzdem detektiert werden. Dies
stellt eine mdgliche Erklarung der Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen der Immunhistochemie
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und des Western Blots im Hypothalamus dar, der keine gesteigerte NF-IL6-Expression zeigte
(Abb. 55, S. 150). Wahrend somit die immunhistochemischen Untersuchungen funktional auf eine
LPS-induzierte de novo Synthese von NF-IL6 mit anschlieliender Akkumulation im Nukleus
hinweisen, kénnte die im Western Blot nicht belegte Expressionssteigerung des Proteins dennoch
auf eine Bedeutung der nuklearen Translokation vorliegender NF-IL6-Proteine infolge LPS-Stimu-
lation hindeuten, welche nur auferhalb des Zellkerns immunhistochemisch kaum detektierbar
waren.

1.2. NF-IL6-Aktivitat und charakteristische Krankheitssymptome bzw.
Plasmakonzentrationen bioaktiver Zytokine im Zeitverlauf

Ein Zusammenhang der rdumlichen und zeitlichen Aktivierungsmuster von NF-IL6 im Gehirn mit

der Entstehung, dem maximalen Auftreten oder dem Abklingen LPS-induzierter Krankheitssym-

ptome erschliel3t sich aus der Korrelation dieser Parameter. Das Auftreten von Zytokinen im Blut-

kreislauf kann in Relation zur NF-IL6-Aktivitat weitere Rlckschlisse auf mdgliche funktionale

Zusammenhange ermadglichen.

In beiden Dosierungsgruppen (100 ug- oder 1 mg/kg KM LPS) trat zunachst eine unterschiedlich
ausgepragte, initiale Hypothermie auf, der ein mehr oder weniger deutlich mehrphasiges Fieber
folgte (Abb. 37, Abb. 38, Tab. 16; S. 124/125). Neben der Entwicklung von Fieber wird Hypo-
thermie inzwischen ebenfalls als adaptive thermoregulatorische Antwort z.B. auf infektiose Stimuli
verstanden (Romanovsky & Szekely, 1998). Der Nutzen dieser Reaktion liegt vermutlich vor allem
im Einsparen von Energie. Der Entstehung dieser Hypothermie liegt eine sog. Dissoziation der
Schwellenwerte zugrunde, d.h. die Temperaturschwelle fur die Aktivierung von warmeregulie-
renden Effektoren (zur Erniedrigung der Kérperkerntemperatur) ist zum Einen erhdht, so dass es
beispielsweise schon bei niedrigeren Koérpertemperaturen zum Warmeverlust durch periphere
Vasodilatation kommt (Romanovsky et al., 1996a). Zum Anderen ist aber die Temperaturschwelle
fur die Aktivierung von kalteregulierenden Effektoren (zur Warmeerhaltung) erniedrigt (Baum-
gartner et al., 1996; Vybiral et al., 1987). Zusatzlich gewinnt die Umgebungstemperatur an Bedeu-
tung fir die Entwicklung der Kérperkerntemperatur, da thermoregulatorisches Verhalten gegeniber
autonomen Effektoren in den Vordergrund rickt (Uberblick: Romanovsky 2004). Dadurch erklart
sich die deutliche Abhangigkeit hypothermischer Reaktionen infolge inflammatorischer Vorgange
von der jeweiligen Umgebungstemperatur: Bei neutraler AuRentemperatur (30°) reagieren Ratten
auf eine niedrige LPS-Dosis (100 pg/kg KM) mit einem polyphasischen Fieber, auf eine hohe
(1 mg/kg KM) mit einer kurzen Hypothermie und anschlieRendem Fieber. Bei subneutraler Tempe-
ratur von 22° hingegen reagieren alle diese Tiere mit einer friihen, dosisabhangigen Hypothermie
(70 - 90 min), die von einem Abfall des arteriellen Blutdrucks begleitet wird (Steiner et al., 2009).
Allgemein ist eine initiale Hypothermie, gefolgt von Fieber, die vorherrschende Antwort bei subneu-
tralen Umgebungstemperaturen (Blanque et al., 1996; Romanovsky et al., 1996), wie sie auch in
der vorliegenden Arbeit mit 25 + 1°C wahrend der Experimente vorherrschten.

Wahrend PGE -vermitteltes Fieber als Reaktion auf hohe LPS-Dosen durch COX2-Hemmer unter-
drickt werden kann, scheint die initiale Hypothermie bei subneutraler Aulientemperatur zumindest
anteilig durch COX1, méglicherweise in Verbindung mit COX2 vermittelt zu sein. Es wurde gezeigt,
dass entgegen friiherer Annahmen, auch die COX1 im Gehirn induzierbar ist und damit zur
dortigen inflammatorischen Antwort beitragen kann (Deininger et al., 2000; Vellucci & Parrott,
1998). Eine vermehrte PGE,-Synthese findet in dieser Phase im Gehirn nicht statt, so dass eine
Beteiligung dieses Prostaglandins an hypothermischen Reaktionen auf LPS-Stimuli nicht wahr-
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scheinlich ist (Steiner et al., 2009). Der zugrundeliegende Mechanismus scheint vielmehr auf der
Bildung des potentiell kryogenen (also fiebersenkenden) PGD:; in thermoregulatorischen Zentren
zu beruhen (Chan et al., 1997), das ebenfalls Giber die COX1/2 unter nachfolgender Umwandlung
von PGH; durch die Prostaglandin D-Synthase, gebildet werden kann (Ueno et al., 2005). Dabei
kénnte unter anderem auch perivaskularen Makrophagen eine entscheidende Rolle zufallen,
welche durch die Synthese antipyretischer Produkte anschlieend an eine Stimulation durch Pros-
taglandine eine reduzierte Thermogenese mit vermitteln (Derijk et al., 1994).

Auch wenn in der vorliegenden Arbeit keine NF-IL6-Aktivitat zum Zeitpunkt der Hypothermie detek-
tierbar war, ist eine Bedeutung fir die Synthese von Kryogenen, z.B. durch perivaskulare Makro-
phagen, die hier deutliche NF-IL6-1.R. zeigten, denkbar. Im Dosisvergleich fallt in der vorliegenden
Studie diesbeziglich auf, dass eine stark induzierte Expression von COX2 und mPGES, als Kenn-
zeichen einer verstarkten PGE,-Synthese, vor allem nach Stimulation (8 Stunden) mit einer hohen
LPS-Dosis von 1 mg/kg KM auftrat (Abb. 54, S. 149). Diese zu diesem Zeitpunkt demnach anstei-
gende PGE;-Menge korreliert aber nicht mit einem erhdhten Fieber gegeniber der 10 fach nied-
riger dosierten Gruppe (Tab. 16, S. 125). Méglicherweise liegt die Erklarung in den zu diesem Zeit-
punkt nach Verabreichen der hohen Dosis noch aktiven kryogenen Mechanismen durch z.B. PGH..
PGE,-Wirkungen kdnnten so Uberdeckt oder sogar behindert werden, so dass eine Korrelation
seiner Synthese (bzw. der dafur entscheidenden Enzyme COX2 und mPGES) mit der Hohe der
Kdrperkerntemperatur nicht gegeben ware.

Die Betrachtung des Fieberverlaufs nach LPS-Stimulation mit 100 ug/kg KM in Verbindung mit der
NF-IL6-1.R. zeigt, dass diese ihr Maximum wahrend der Plateauphase des Fiebers erreichte (vgl.
Abb. 37, Tab. 16). Wahrend generell fur NF-kB und STAT3 nach Applikation von LPS die steigende
[.R. vor bzw. parallel zum Anstieg der Fieberkurve auftritt (1 - 2 Stunden fir NF-kB; Nadjar et al.,
2003; 3 - 4 Stunden flir STAT3, Harre et al., 2002, Rummel et al., 2005a), begann mit dem Ubli-
cherweise auftretenden Abfallen der |.R. dieser beiden erst der Anstieg der NF-IL6-1.R. Damit liegt
die Vermutung einer zeitlich aufeinander aufbauenden Funktion von NF-kB, STAT3 und NF-IL6 flr
die Fieberentwicklung nahe. In diesem Sinne kdnnte nach der vor allem STAT3- (Rummel et al.,
2004) und NF-kB-vermittelten (Kozak et al., 2006) Initiation LPS-bedingter Krankheitssymptome,
NF-IL6 an deren Aufrechterhaltung oder aber ihrem Riickgang beteiligt sein. Dies steht im Einklang
mit der Hypothese von Poli et al., dass STAT3 und NF-IL6 zeitlich aufeinander folgend in Aktion
treten, sowie der Beschreibung einer Rolle von NF-IL6 flr die spate Phase der APR (Poli et al.,
1998; siehe auch S. 47). Auch nach Verabreichung einer hoheren LPS-Dosis von 1 mg/kg KM
entwickelte sich das Maximum der NF-IL6-I.R. zeitlich parallel zu einer stabilen Phase des Fiebers
(Abb. 38, S. 125). Wie bereits in friheren Studien gezeigt wurde (Steiner et al., 2009; Szekely &
Szelenyi, 1979), war in Tieren 24 Stunden nach Behandlung mit der hohen LPS-Dosis im Gegen-
satz zu Tieren, die mit der niedrigen Dosis behandelt worden waren, die Fieberreaktion noch nicht
beendet. Nur diese Tiere wiesen zu diesem Zeitpunkt auch vermehrte NF-IL6-1.R. im Gehirn auf
Abb. 49 S. 140). Daraus erschliel3t sich ein eindeutiger Zusammenhang der Fieberreaktion mit
NF-IL6, wobei die Untersuchung der Dosisabhangigkeit die diesbezligliche, potentielle Rolle von
NF-IL6 weiter untermauert. Eine Abhangigkeit der NF-IL6-1.R. von der LPS-Dosis konnte, zumin-
dest nach 8 Stunden, immunhistochemisch in der vorliegenden Studie allerdings nicht dargestellt
werden (Abb. 49, S. 140) und entspricht der Beobachtung, dass auch das Fieber zu diesem Zeit-
punkt nicht in dosisabhangiger Weise verstarkt wurde. Hingegen zeichnete sich eine LPS-Dosisab-
hangigkeit vor allem fur die Symptome Anorexie und verminderte Futter- bzw. Wasseraufnahme ab
(Abb. 40, Abb. 41; S. 128). Beide treten fir gewdhnlich bereits friih (2 Stunden bzw. eine Stunde)
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nach Applikation von LPS auf (Kent et al., 1996; Plata-Salaman, 1999) und lassen zunachst keine
direkten Verbindungen mit der Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren in den untersuchten Hirnre-
gionen zu.

Bezuglich der Detektion der bioaktiven Zytokine TNFa und IL-6 im Plasma als endogene Media-
toren der LPS-induzierten Krankheitssymptome, bestétigte sich der bekannte Zeitverlauf, in dem
TNFa bereits sehr frih erhdht ist (60 Minuten), so dass zum ersten Messzeitpunkt nach 4 Stunden
in dieser Studie die starkste Induktionswelle schon voriber gewesen sein durfte (Givalois et al.,
1994; Kluger, 1991; Long et al., 1990; Roth et al., 1993). IL-6 dagegen zeigte, wie erwartet, eine
kontinuierliche Erhéhung der Plasmakonzentration (Cartmell et al., 2000; Roth et al., 1993) und ist
damit als moglicher Aktivator von NF-IL6 zu spateren Zeitpunkten von groRRerer Bedeutung (siehe
auch Kap. 1., 1.1.4.).

1.3. Mogliche Bedeutung von NF-IL6 fiir die Expressionsmuster potentieller
Zielgene im Gehirn

Die Gene zahlreicher potentieller Mediatoren von Krankheitssymptomen, sind interessanterweise
als Zielgene von NF-IL6 bekannt (Kap. I., 3.3.3.1. & 3.3.3.2.), so dass Zusammenhange zwischen
ihrer Induktion und der NF-IL6-Aktivitat im Gehirn weitere Hinweise auf die funktionale Bedeutung
des Transkriptionsfaktors fur diese Krankheitssymptome liefern kdnnen. BekanntermalRen werden
IL-1B, IL-6, IL-10, COX2 oder mPGES, die unter anderem als Zielgene von NF-IL6 in Frage
kommen, durch LPS-Stimulation auf mRNA-Ebene induziert (Rivest , 2003). Die friihe Induktion
der mRNA fur TNFa, IL-1B und IL-6, die normalerweise bereits 6 Stunden nach der LPS-Stimula-
tion wieder zuriickgeht (Dantzer, 2001), konnte auch in der vorliegenden Studie fur den Hypotha-
lamus gezeigt werden (Abb. 53, S. 148): Die Zytokin-mRNA zeigte zum frihesten analysierten
Zeitpunkt von 4 Stunden nach dem Stimulus ihre maximale Expression. IL-10 und IL-18 waren
auch zu spateren Zeitpunkten noch deutlich induziert, was mit deren Bedeutung vor allem in
spaten Phasen inflammatorischer Reaktionen im Einklang stehen kénnte (IL-10: Durez et al., 1993;
Wang et al., 2001 bzw. IL-1B: Edamitsu et al., 1995; May et al., 1991).

Die Darstellung der mRNA-Induktion von COX2 und mPGES als Schlisselenzyme fur die
Synthese des wichtigen inflammatorischen Mediators PGE: bietet eine Mdglichkeit, dessen Bedeu-
tung zu analysieren, da PGE; selbst aufgrund schneller Freisetzung, niedriger zellularer Konzen-
trationen und geringer Halbwertszeit immunhistochemisch nur schwer nachweisbar ist (Hamberg &
Samuelsson, 1971; Matsumura & Kobayashi, 2004). Die beiden Enzyme sind unter anderem Uber
IL-6 (peripher oder lokalisiert) induzierbar (Rummel et al., 2004; Rummel et al., 2011). Im Fall von
COX2 scheint IL-6 dabei in Gehirnendothelzellen als Verstarker der durch IL-1p induzierten und
NF-kB-vermittelten Expression (Nadjar et al., 2005; Konsman et al., 2004) zu fungieren (Rummel
et al, 2006, Rummel et al, 2011). Im Zusammenhang mit der moglichen Beteiligung von NF-IL6 an
der Expressionssteigerung von COX2 und mPGES ist daher ein IL-6 / NF-IL6-vermittelter Weg
denkbar, der vor allem in spateren Phasen der Inflammation von Bedeutung sein kdnnte, da beide
Enzyme unter anderem als bedeutend wahrend dieser spaten Zeitpunkte angesehen werden (Kim
et al., 2008; Nakano et al., 2007). Die im Rahmen der vorliegenden Studie auffallende, verlangerte
Induktion von mPGES, die parallel mit der spaten NF-IL6-1.R. auftrat, untermauert diese Hypo-
these. Eine Bedeutung von NF-IL6 fir die PGE-Synthese wurde von Uematsu et al. (2002) bereits
in peritonealen Makrophagen gezeigt. Dabei wurde eine TLR4 / MyD88 / NF-IL6-abhangige Induk-
tion der mPGES vermutet. Die erstmalig in der vorliegenden Arbeit gezeigte Kolokalisation von
NF-IL6-1.R. mit COX2-1.R. in Gefalistrukturen (Abb. 56, S. 152) ist ein zusatzlicher, wichtiger
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Hinweis darauf, dass NF-IL6 tatsachlich an der COX2-Expression in diesen Zellen beteiligt sein
kénnte. Eine entsprechende Rolle von NF-IL6 neben der diesbezliglichen Bedeutung von NF-kB
(Nadjar et al., 2005) wurde bereits postuliert (Kirtikara et al., 2000). Das relativ spate Auftreten
NF-IL6 / COX2-doppelmarkierter Zellen (4 Stunden nach dem Stimulus) weist auf eine zeitabhan-
gige Bedeutung verschiedener Transkriptionsfaktoren fur die Initiation der gleichen Gene hin, da
eine entsprechende Doppelmarkierung COX2-positiver Zellen mit NF-kB bzw. phosphoryliertem
STAT3 (pSTAT3) bereits nach 2 Stunden mdéglich ist (Rummel et al., 2006).

Die Steigerung der Expression von IkBa und SOCS3 als endogene, negative Regulatoren NF-kB-
bzw. STAT3-vermittelter Signalwege, stellt einen indirekte Marker der Aktivierung dieser Signal-
wege dar (Kap. I, 2.5.1.2.). Zum Zeitpunkt 4 Stunden trat in der vorliegenden Arbeit eine mRNA-
Induktion von IkBa und SOCS3 auf. Dies steht zeitlich mit der bereits deutlich verminderten Akti-
vierung NF-kB- und STAT3-vermittelter Signalwege zu diesem Zeitpunkt (Harre et al., 2002; Nadjar
et al., 2003; Rummel et al., 2005a) im Einklang. Die Expression der NF-IL6-mRNA selbst wies in
dieser Studie ebenfalls nach 4 Stunden ihr Maximum auf, was im Hinblick auf die hier festgestellte,
vermehrten Proteinexpression nach 6 - 8 Stunden folgerichtig erscheint.

Die Bedeutung des negativen Regulators von NF-IL6, Trib1, als mogliches Stoppsignal der NF-IL6-
Aktivierung wird durch dessen vermehrte Expression, die sich, parallel zur Abschwachung der
NF-IL6-1.R. und dem beginnenden Abklingen des Fiebers, 10 Stunden nach LPS-Stimulation am
deutlichsten zeigt, untermauert. Untersuchungen zur verstarkten Trib1-Expression nach Behand-
lung mit IL-1B in Endothelzell- und Makrophagen-Linien (Sung et al., 2006) lieferten bereits wich-
tige Hinweise auf eine Funktion des Proteins als negativer Regulator von NF-IL6-Aktionen auch im
Sauger. Auch die Bedeutung der NF-IL6-Aktivitat fur die Expression bestimmter Zielgene kann
anhand einer Hemmung durch Trib1 eingegrenzt werden. So legen Ergebnisse von Yamamoto et
al. (2007), die eine unterdriickte Expression der NF-IL6-Zielgene mPGES und IL-10 in Trib1-tber-
exprimierenden Zellen beschrieben, eine Rolle von NF-IL6 als spat aktiviertem Transkriptionsfaktor
nahe. Auch in der vorliegenden Studie fielen die deutliche Induktion von Trib1 mit dem Absinken
von IL-10 und mPGES zusammen. Ein solches mdgliches ,Stoppsignal“ NF-IL6-vermittelter Signal-
wege konnte von groRem klinischen Interesse sein, da in Entzindungsprozesse involvierte Mecha-
nismen maoglicherweise durch die Unterdrickung der NF-IL6-Aktivitdt gezielt gehemmt werden
konnten. Allerdings sind zur genaueren Eingrenzung eines entsprechenden therapeutischen
Potentials von Trib1 weiterfiihrende Studien nétig. Durch eine Uberexpression des Proteins (kondi-
tionelle ,knock-in“ Maus) konnte z.B. die postulierte Rolle von Trib1 als NF-IL6-Inhibitor zu
verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf systemischer Inflammationsprozesse bestatigt werden.

Eine potentielle Bedeutung von NF-IL6 flr die Expression der genannten Zielgene ergibt sich
neben dem Auftreten zeitlicher Parallelen zwischen NF-IL6-Aktivitat und dieser Zielgeninduktion
aus dem Verteilungsmuster der Zielgen-mRNA (COX2, mPGES, IkBa, IL-6, IL-1B, IL-10) wahrend
inflammatorischen Reaktionen. Dieses wurde mittels in situ Hybridisierung ermittelt (Lacroix &
Rivest, 1998; Laflamme & Rivest, 1999; Valliéres & Rivest, 1997; Wong et al., 1997; Yamagata et
al., 2001) und deckt sich in seiner Auspragung weitgehend mit der hier dargestellten Verteilung der
NF-IL6-1.R. nach LPS-Stimulation.

Die spate NF-IL6-Aktivierung in der vorliegenden Arbeit stellt einen deutlichen Unterschied zur
Funktion von STAT3 und NF-kB dar, die gemeinhin als Unterstltzer der Initiation der zentralner-
vésen Immunantwort angesehen werden. Unklar bleibt der Stellenwert dieser spaten NF-IL6-Akti-
vierung, die zum Einen lediglich eine Modulation anderer bestehender Mechanismen bedingen,
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zum Anderen aber auch als hauptsachlicher Trager dieser Reaktionen fungieren konnte. Ein
Modell der zumindest teilweise sukzessiven Induktion durch die drei bedeutenden Transkriptions-
faktoren ware denkbar, so dass die Expressionssteigerung pro- und anti-inflammatorischer Media-
toren von NF-kB, STAT3 und NF-IL6 in chronologischer Reihenfolge initiilert werden kdnnte. Die
Bedeutung einzelner Transkriptionsfaktoren fur bestimmte Zielgene ware dabei, gemal ihres zeitli-
chen Auftretens, fur verschiedene Inflammationsmodelle variabel. Dabei kénnten sich auch Inter-
aktionen zwischen diesen Transkriptionsfaktoren, welche fir zahlreiche Zielgene beschrieben
wurden (siehe auch Kap. 1., 3.2.3.), in erheblichem Mal3e auswirken. So ist die synergistische Akti-
vierung der Transkription von IL-6 durch NF-kB und NF-IL6 bekannt (Billack et al., 2002; Matsu-
saka et al., 1993), ebenso die unterstitzende Funktion von STAT3 auf die NF-IL6-Transkription
(Niehof et al., 2001) oder eine von NF-IL6 getragene Kontrolle der NF-kB-Aktivitat Gber die Inhibi-
tion von IkBa (Cappello et al., 2009).
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Abb. 96: Schematische Darstellung potentieller NF-IL6-Funktionen

Aus der ersten Teilstudie der vorliegenden Arbeit ergeben sich zahlreiche Anhaltspunkte
bezlglich Funktionen von NF-IL6 innerhalb der involvierten Regelkreise. Diese sind hier
rot hervorgehoben (vgl. Abb. 4, S. 31). Das raumlich-zeitliche NF-IL6-Aktivierungsmuster
weist auf eine zeitlich verzdgerte Rolle des Transkriptionsfaktors im Verlauf systemischer
Inflammationen hin. Aulderdem zeigte auch die verlangerte Expression potentieller Ziel-
gene wie IL-1B, IL-10 und mPGES zeitliche Parallelen mit dem verstarkten Auftreten von
NF-IL6-1.R. im Hypothalamus. Die spate Kolokalisation von COX2- mit NF-IL6-1.R. weist
auf die Bedeutung von NF-IL6 fur dieses Zielgen hin. Von besonderem Interesse ist die
erstmalige Beschreibung der spaten Induktion von Trib1 im Verlauf systemischer Inflam-
mationen im Rahmen der vorliegenden Arbeit. Dieses kénnte als potentielles ,Stopp-
signal“ NF-IL6-vermittelter Reaktionen von Bedeutung sein. Generell kommt anhand der
Ergebnisse der ersten Teilstudie eine Rolle von NF-IL6 sowohl fiir die Aufrechterhaltung
als auch fir die Beendigung der inflammatorischen Antwort in Frage.
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2. Mogliche Bedeutung von NF-IL6 im Verlauf zentralnervos
kontrollierter Krankheitssymptome

Um die tatsachliche Bedeutung von NF-IL6 bzw. seiner Aktivierung fur die Auspragung zentral-
nervos kontrollierter Krankheitssymptome naher betrachten zu kbnnen und Aussagen Uber dessen
Zusammenspiel mit anderen Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und STAT3 treffen zu kénnen, sind
Inhibitionsstrategien einzelner Signalwege oder deren Einzelkomponenten eine geeignete
Methode. In den Teilstudien 2 und 3 der vorliegenden Arbeit lag der Schwerpunkt auf direkt im
Gehirn auftretenden Wirkungen von NF-IL6, vor allem in Verbindung mit STAT3, weshalb eine
zentrale Aktivierungshemmung eines oder beider Transkriptionsfaktoren durch intracerebroventri-
kulare Inhibitionsstrategien angestrebt wurde (vgl. Kap. I., 4.2. & 4.3.).

2.1. NF-IL6 als Aktivierungsmarker im Gehirn nach traumatischen Lasionen

Die vergleichende Betrachtung der NF-IL6-1.R. nach unterschiedlicher Behandlung in der zweiten
und dritten Teilstudie zeigte, dass die invasive Methode der intracerebroventrikularen Implantation
einer Injektionskanille (eine Woche nach Implantation) bzw. die Verabreichung eines Bolus von
2 ul (verschiedene Zeitpunkte: 9-, 25-, 28-, 48 Stunden spater) die basale Menge an NF-ILG6-
Signalen vermehren kann (Abb. 66, S. 168; Abb. 94, S. 204; eine entsprechende konstitutive
STAT3-Expression aufgrund implantierter Kanulen war in vorangegangenen Studien nicht aufge-
treten; Hibschle et al., 2001). So fand sich zum Einen auch in Gehirnen von Tieren, denen ledig-
lich das jeweilige Losungsmittel in den rechten Lateralventrikel injiziert worden war, eine deutlich
erhdhte NF-IL6-1.R., verglichen mit denen der ersten Teilstudie, die ausschliellich intraperitoneal
behandelt worden waren (Abb. 46, S. 135). Zum Anderen gab es deutliche Unterschiede in der
NF-IL6-I.R. zwischen der von der Injektion betroffenen und der kontralateralen Hemisphare (Abb.
70, S. 172). Dabei konnte auch eine direkte lokale Assoziation der Signale mit der Implantations-
stelle festgestellt werden (Abb. 80, S. 185): Eine Akkumulation NF-IL6-positiver Zellen um den
Stichkanal und den betroffenen Ventrikel herum legen eine Rolle dieses Transkriptionsfaktors im
Rahmen der Reaktionen auf traumatische Hirnlasionen nahe. Die immunhistochemische Beurtei-
lung einer moglicherweise eingetretenen Hemmung der NF-IL6-Aktivitdt durch die verwendeten
Inhibitionsstrategien in der vorliegenden Arbeit wurde dadurch in den entsprechenden Gehirna-
realen erschwert. Dennoch lie3en eindeutige Unterschiede in der NF-IL6-I.R. zwischen LPS-stimu-
lierten und Kontrolltieren eine bewertende Analyse zu.

2.1.1. Einflisse der NF-IL6-Aktivitat auf die Entstehung von Hirnschadigungen

Die Funktion von NF-IL6 fir die Entwicklung von Hirnschadigungen wird kontrovers diskutiert, so
dass sowohl ein neuroprotektives als auch ein neurotoxisches Potential denkbar waren. Fir eine
schitzende Wirkung von NF-IL6 gegentiber Hirnschadigungen sprechen beispielsweise Ergeb-
nisse von Halterman et al. (2008), die in cortikalen Neuronen nach hypoxischer Schadigung bei
verminderter NF-IL6-Aktivitat eine vermehrte ,pathologische” Transkription feststellten, die letztlich
zur Apoptose dieser Neurone flihrte. Auflerdem scheint nach axonalen Verletzungen NF-IL6
malfgeblich an der Expression regenerationsassoziierter Proteine beteiligt zu sein. Dies wurde
anhand einer gehemmten Regeneration in NF-IL6-defizienten Tieren, sowie der Induktion von
NF-IL6-mRNA und phosphoryliertem Protein in den Nervenstrangen von Wildtyptieren nach einer
derartigen Schadigung festgestellt (Nadeau et al., 2005). Im Gegensatz zu diesen Hinweisen auf
eine neuroprotektive Bedeutung von NF-IL6, wurde die Induktion der pro-inflammatorischen COX2
im Rahmen neuronaler Verletzungen mit einer vermehrten NF-IL6-Expression in Zusammenhang
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gebracht (Cortes-Canteli et al., 2004). AuRerdem gibt es Anhaltspunkte flr eine positive Regulation
des proteolytischen Enzyms TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase)-1 durch NF-IL6. TIMP-1
wird nach axonalen Verletzungen von Astrozyten ausgeschittet und zeigt sich bei neuroinflamma-
torischen Erkrankungen wie beispielsweise Morbus Alzheimer oder HIV-Enzephalitis erhéht (Fields
et al.,, 2011). Kapadia et al. (2006) stellten sogar eine Potenzierung hypoxischer Hirnschaden
durch NF-IL6 fest. Die erhdhte NF-IL6-Expression wurde in dieser Studie mit der InfarktgroRe, dem
Schweregrad postischamischer Entzindungsreaktionen und dem Verlust neuroglialer Zellen in
Zusammenhang gebracht, da diese Parameter in NF-IL6-defizienten Tieren in deutlich verrin-
gertem Male auftraten. Auch schienen in diesen Tieren geringere Mengen an Entziindungszellen
ins betroffene Gebiet einzuwandern. Excitotoxische Hirnschadigungen durch Glutamat oder Kain-
insdure (KA) bedingten in einer anderen Untersuchung ebenfalls eine erhdhte NF-IL6-Expression.
Defiziente Tiere wiesen weniger gravierende Zellverluste im Hippocampus auf und die Expression
inflammatorischer Mediatoren wie IL-18 und COX2 waren in primaren glialen Kulturen deutlich
reduziert (Cortes-Canteli et al., 2008; Oprica et al., 2003). Welche Rolle die beobachtete Induktion
der NF-IL6-I.R. im Einstichbereich in der vorliegenden Arbeit in Bezug auf die Regeneration des
betroffenen Gewebes spielte, konnte aufgrund des Versuchsaufbaus nicht naher untersucht
werden. Die lokalen Effekte der Implantation bzw. ihre moglichen lokalen, oder sogar systemischen
Auswirkungen werden aber bei der Betrachtung inflammatorischer Reaktionen auf periphere
Stimuli im weiteren Verlauf der Diskussion berucksichtigt.

2.1.2. Auswirkungen mechanischer Traumata auf inflammatorische Reaktionen im Gehirn

Dass mechanische Traumata, wie sie durch die Implantation einer Injektionskanile unweigerlich
entstehen, eine lokale inflammatorische Reaktion im umliegenden Hirngewebe verursachen, ist
bekannt. Die Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine innerhalb des Gehirns steigen dabei
zum Teil deutlich an. Woodroofe et al. (1991) stellten in den ersten 7 Tagen nach einer Lasion per
Mikrodialyse einen frihen Anstieg von IL-6 und IL-1B im Interstitium fest, was sich auch in einer
anderen Lasionsstudie fur IL-13, TNFa und IL-6 bestatigte (Kyrkanides et al., 2001). Als Quelle
dieser Zytokine kommen vor allem Mikrogliazellen und eingewanderte Makrophagen, aber auch
Astrozyten und Neuronen in Frage (Dinarello, 1994; Kyrkanides et al., 2001; Spulber & Schultz-
berg, 2010; Woodroofe et al., 1991). Fur Mikrogliazellen ist eine direkte Aktivierung durch Verlet-
zungen moglich (Giulian et al., 1988), nachfolgende Produktion pro-inflammatorischer Zytokine ist
moglicherweise fir eine spatere Aktivierung von z.B. Astrozyten verantwortlich. Diese Kaskade
belegen z.B. der Anstieg der |.R. aktivierter Mikrogliazellen und des Astrozytenmarkers GFAP nach
entsprechenden Lasionen. Ein Ubertritt dieser Zytokine in die Cerebrospinalfliissigkeit scheint
zumindest in geringen Mengen stattzufinden, so dass auch andere Hirnareale beeinflusst werden
kénnten (Kyrkanides et al., 2001; Woodroofe et al., 1991). Eine Folge der lokalen Effekte durch
diese Hirntraumata kann unter anderem auch die Erhdhung der Kérperkerntemperatur sein. Quan
& Blatteis (1989) gehen dabei von einem PGE,-vermittelten Mechanismus aus. Sie zeigten, dass
die vorhergehende Verabreichung eines COX-Hemmers einen Temperaturanstieg, der schon allein
durch die intracerebroventrikulare Applikation von pyrogenfreier Saline in Meerschweinchen
auftrat, verhindern konnte. COX1-positive aktivierte Mikrogliazellen traten nach Stichverletzungen
des Gehirns innerhalb der ersten Woche im betroffenen Gebiet, verbunden mit einer COX1-Induk-
tion in umgebenden GefalRen auf (Schwab et al., 2001). Auch Thompson et al. (2005) zeigten eine
posttraumatische Hyperthermie fir einen Anteil betroffener Tiere, die auRerdem vermehrt IL-1B-ex-
primierende Makrophagen und aktivierte Mikrogliazellen im PVN aufwiesen. Einwirkungen auf
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Entzindungsparameter in der Peripherie (wie C-reaktives Protein) konnten jedoch nicht nachge-
wiesen werden.

Die in der vorliegenden Arbeit deutlich durch das lokale Trauma der Implantation der Injektions-
kanule induzierbare NF-IL6-1.R. weist neben der diskutierten Rolle dieses Transkriptionsfaktors fur
die Entwicklung von Hirnlasionen (Kap. IV., 2.1.1.) auch zusatzlich auf seine Bedeutung fur die
daraufhin steigende Expression pro-inflammatorischer Zytokine im betroffenen Bereich (IL-18,
TNFa und IL-6), sowie die Entstehung der damit assoziierten Krankheitssymptome, vornehmlich
Fieber, hin. Somit wird durch diesen zusatzlichen Befund der Arbeit die Hypothese einer essenti-
ellen Rolle von NF-IL6 im Gehirn im Verlauf von Inflammationsreaktionen auch auf lokaler Ebene
unterstitzt.

2.1.3. Auswirkungen ldsionsbedingter Effekte auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

Zusammengefasst bieten die Erkenntnisse aus Kap. IV., 2.1.1. & 2.1.2. eine wichtige Grundlage fur
die Interpretation der Ergebnisse aus den Teilstudien 2 und 3 der vorliegenden Arbeit. Einige der
vorgestellten Ergebnisse sprechen fur eine Einflussnahme der beschriebenen, posttraumatischen
Reaktionen auf die Expression inflammatorischer Mediatoren im Gehirn einerseits und den Verlauf
der LPS-bedingten Krankheitssymptome andererseits (Kap. IV., 2.1.6., 2.1.7., 2.2.). Dabei kommen
ursachlich Auswirkungen des zum Versuchszeitpunkt etwa eine Woche zurlickliegenden opera-
tiven Eingriffs (Kap. Il.A., 2.; Abb. 16) und direkte Reaktionen auf das Einbringen des Bolus in den
Lateralventrikel in Frage. So zeigte sich z.B. in Gehirnen von Kontrolltieren, die 48 Stunden vor der
Untersuchung eine i.c.v. Injektion erhalten hatten, eine geringere NF-IL6-1.R. (Abb. 95, S. 205) als
in solchen, bei denen diese Injektion erst 9 Stunden zurticklag (Abb. 66, S. 168). Direkte Auswir-
kungen der Injektion wurden in diesen Studien auch z.B. anhand der Formveranderung des betrof-
fenen Ventrikels aufgrund der Ausdehnung nach der Injektion erkennbar (Abb. 71, S. 173). Das
vermehrte Auftreten von NF-IL6-Signalen im Bereich der Hirnhdute (Abb. 66, 95) weist auf ein
mogliches Einwandern von Entzindungszellen in das Gebiet der Lasion hin. Die deutliche basale
Induktion der NF-IL6-1.R. vor allem in Mikrogliazellen in vitro, welche nicht unmittelbar auf eine
LPS-Stimulation zurlickzufiihren ist (Abb. 76, S. 179), unterstreicht die Bedeutung dieser Zellen als
Sensoren mechanischer Beeinflussung im Gehirn, da scheinbar der kontinuierliche Wechsel des
Kulturmediums allein zur Aktivierung der Zellen und erhéhten NF-IL6-Aktivitat fihren kann. Im
Hypothalamus i.c.v.-behandelter Tiere trat, im direkten Vergleich zur ersten Teilstudie ohne implan-
tierte Kanile, eine erhdhte Expression der mPGES-mRNA auf (Daten hier nicht gezeigt) und auch
fur IL-1B und IL-6 bestand ein entsprechender Trend. Folglich ist eine erhdhte Bildung dieser pro-
inflammatorischen Mediatoren aufgrund der Implantation der Kantle bzw. der Injektionsmethode
anzunehmen. Die fehlende IL-1B-Induktion in LPS-behandelten Gruppen gegeniber Kontroll-
gruppen in der zweiten im Gegensatz zur ersten Teilstudie (Abb. 53, S. 148; Abb. 54, S. 149; Abb.
73, S. 176) spricht ebenfalls flr eine bereits vor der i.p.-Injektion erhéhte, basale Expression in
allen i.c.v.-behandelten Tieren, welche wahrscheinlich den induzierenden Effekt von LPS
verschleiert hat. Fir TNFa und IL-6 ist dies aufgrund des spaten Zeitpunkts von 8 Stunden, zu dem
nach alleiniger LPS-Behandlung ebenfalls keine Induktion mehr vorgelegen hatte (Abb. 53, 54),
nicht eindeutig festzustellen. Eine Hyperthermie als mégliche direkte Folge der i.c.v. Injektion
wurde in der dritten Teilstudie deutlich (Abb. 84, S.189), in der Einzeltiere aus allen Behandlungs-
gruppen innerhalb der ersten 24 Stunden nach Injektion z.T. mit einer deutlichen Erhéhung der
Koérperkerntemperatur reagierten. Ein moglicherweise analog dazu aufgetretener Effekt war nach
der i.c.v. Injektion eine Stunde vor der LPS-Behandlung im Rahmen der zweiten Teilstudie
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erkennbar (Abb. 57 B, S. 155): Bei diesen Tieren fehlte die initiale Hypothermie, die in der ersten
Teilstudie beobachtet worden war (Abb. 37, S. 124), was durch eine mégliche Uberlagerung von
zwei unabhangigen, aufeinander folgenden Temperaturanstiegen erklarbar ware. In vorangegan-
genen Studien hatte entsprechend die intracerebroventrikulare Injektion von pyrogenfreiem PBS
eine etwa einstliindige Temperaturerhdhung verursacht, die bei anschlieRender Injektion von IL-6
direkt in ein charakteristisches Fieber Ubergegangen war (Hubschle et al., 2001).

Auch systemische Auswirkungen dieser zentralen Effekte der durch die Implantation entstehenden
Lasion sind denkbar. So konnten Inflammationssignale, sprich Zytokine, aus dem traumatisch
veranderten Gewebe in die Peripherie Ubertragen werden. Entsprechend I6sten Jiang et al. (2008)
durch eine Ubertragung von Plasma aus Tieren, die eine zentrale Inflammation infolge ZNS-L&-
sionen aufwiesen, in Empfangertieren Fieber und ,sickness-behavior* aus. Es wurde eine
entscheidende Rolle der Leber fur die Entwicklung dieser akuten, systemischen Zytokinantwort
angenommen. Unterstltzt wird diese These durch die Arbeit von Wilcockson et al. (2002), die nach
zentraler IL-1B-Injektion eine Hochregulation von APP aus der Leber beobachteten. Eine Konzen-
trationserhbhung des Chemokins CINC-1 (Cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1) in
Serum und Leber, aufgrund fokaler Inflammationen im Gehirn, wurde von Campbell et al. (2003)
gezeigt, so dass auf dieses Signal hin rekrutierte Neutrophile Granulozyten ebenfalls als Uber-
trager zentraler Inflammationssignale in die Peripherie in Frage kommen. AuRerdem konnte ein
direkter Ubertritt pro-inflammatorischer Zytokine aus den Ventrikeln (iber die Cerebrospinalfliissig-
keit ins Blut nachgewiesen werden (Banks et al.,1991; Chen et al., 1997). Fir IL-6 wurde in der
vorliegenden Studie keine grundsatzliche Erhéhung der Konzentration im Plasma zum Zeitpunkt 8
Stunden nach den intraperitonealen Injektionen (bzw. 9 Stunden nach den i.c.v. Injektionen) fest-
gestellt (Abb. 64, 165). Eine Erhéhung pro-inflammatorischer Zytokine im Allgemeinen zu friheren
Zeitpunkten oder wahrend der Rekonvaleszenzphase im Anschluss an die Implantation der
Kanule, die auf systemische Effekte der LPS-Injektionen Einfluss genommen haben konnte, kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden.

2.1.4. Mogliche Bedeutung JAK2-vermittelter Signalwege fiir die Entwicklung und Auspra-
gung charakteristischer Krankheitssymptome

2.1.5. Fordernde sowie hemmende Wirkungen von AG490 auf LPS-induzierte
Krankheitssymptome

Die Vorbehandlung mit dem JAK2-Inhibitor AG490 bewirkte in der vorliegenden Arbeit teilweise
dissoziierende Veranderungen LPS-induzierter Krankheitssymptome. Dabei zeichnete sich
zunachst in AG490-vorbehandelten Tieren nach der LPS-Injektion eine starkere Fieberreaktion mit
friherem Beginn und héherem Temperaturplateau ab (Kap. Il.B., 1.1.1.). Auch der Fieberindex,
also die Flache unterhalb der Fieberkurve auf Basis der mittleren Ausgangstemperatur, erreichte in
den 10 Stunden im Anschluss an die Injektion signifikant héhere Ausmalle (Abb. 59, S. 157).
Wahrend die Anorexie, gemessen an der Futteraufnahme im Versuchszeitraum, durch AG490 nicht
beeinflusst wurde, konnte eine verminderte Adipsie festgestellt werden (Abb. 62, S. 162). In der
nachtlichen Aktivitdtsphase der Tiere glich sich die direkt nach LPS-Injektion in beiden Gruppen
deutlich verringerte Wasseraufnahme in der AG490-vorbehandelten Gruppe der der Kontroll-
gruppen an. Folglich wurde die Adipsie nach LPS-Stimulation durch AG490 Vorbehandlung nicht
nur verringert, sondern auch zeitlich verkirzt. Innerhalb von 24 Stunden nahmen die Tiere dieser
Gruppe auflerdem weniger an Koérpermasse ab. Mit der Lethargie bzw. verminderten lokomotori-
schen Aktivitat verringerte sich auRerdem eine weitere Komponente des ,sickness-behavior durch
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Behandlung mit AG490: LPS-stimulierte Tiere zeigten im Versuchszeitraum von 24 Stunden
gegeniiber den Kontrollen keine signifikante Aktivitatsminderung mehr (Abb. 60 C, S. 159), wobei
dieser Effekt vor allem in der frihen Phase nach der Injektion (3 - 10 Stunden) deutlich wurde
(Abb. 60 A).

Es traten also durch die intracerebroventrikulare Verabreichung des JAK2-Inhibitors Steigerungen
(Fieber) sowie Verminderungen (Adipsie, Aktivitdt) LPS-induzierter, zentralnervos kontrollierter
Krankheitssymptome auf — eine zunachst unerwartete Beobachtung. Daraus ergeben sich fur den
JAK2-vermittelten Signalweg, bzw. die damit verbundenen NF-IL6- und STAT3-Aktivierungen,
verschiedene Moglichkeiten ihrer funktionellen Bedeutung.

2.1.6. Dissoziierende Einfliisse inflammatorischer Mediatoren auf Komponenten
des ,,sickness-behavior*

Die Dissoziation verschiedener Komponenten des ,sickness-behavior, wie sie in der vorliegenden
Studie auftrat, ist ein schon in der Vergangenheit des Ofteren beobachtetes Phanomen. Dass
diese Komponenten Uber unterschiedliche Signalwege und auf z.T. unterschiedlichen Regelkreisen
basierend reguliert werden, wurde bereits auf vielen Ebenen untersucht. Kent et al. (1992)
beschrieben die dissoziierende Vermittlung von Fieber, Anorexie und Verhaltensdepression Uber
IL-1-Signalwege anhand von Hemmungsstudien mit dem endogenen IL-1 Rezeptor Antagonisten
IL-1ra. Daraus ergab sich, dass zentrale Wirkungen von IL-18, die Uber IL-1-Rezeptoren im Gehirn
vermittelt werden, vor allem fir die Entstehung von Lethargie und z.T. Anorexie, nicht aber von
Fieber von Bedeutung sind, wahrend die Neutralisierung von peripher appliziertem IL-13 das
gesamte Spektrum des ,sickness-behavior* hemmen kann (Dantzer, 2001; Kent et al., 1992). Der
Verlust an Koérpermasse aufgrund IL-1B-Einwirkungen kann wiederum ebenfalls Uber zentrale
Hemmung des Zytokins durch IL-1ra unterdriickt werden. Dieser Verlust an Kérpermasse scheint
grundsatzlich vor allem aufgrund der Anorexie, Adipsie und der vermehrten Thermogenese zu
entstehen (Bluthe et al., 1995). Fir die IL-1B3-bedingte Fieberentstehung kommen ursachlich vor
allem Uber sekundare Mediatoren (wie Prostaglandine) vermittelte Mechanismen in Frage,
wahrend die verminderte Futteraufnahme z.T. in der Peripherie direkt Uber Wirkungen von IL-1
auf den Gastrointestinaltrakt vermittelt werden kann (Robert et al., 1991). Allgemein geht man
davon aus, dass das Sozialverhalten hauptsachlich zentral und das Futterverhalten vorwiegend
peripher reguliert wird. So zeigen z.B. MyD88-defiziente Tiere, trotz allgemein verminderter Krank-
heitssymptome, einen unveranderten Verlust an Kérpermasse infolge LPS-Stimulation, was darauf
zurtckzufuhren ist, dass die periphere Immunantwort MyD88-unabhangig ist, wahrend zentrale
Effekte von LPS und IL-1B durch eine entsprechende Defizienz gehemmt werden (Ogimoto et al.,
2006).

Auch Uber zentrales IL-6 vermittelte Signalwege sind an dissoziierenden Komponenten des ,sick-
ness-behavior” beteiligt. So konnten nach i.c.v. Verabreichung des Zytokins zwar eine verminderte
Jreiwillige* Aktivitat (im Sinne eines Laufradtrainings), sowie eine Temperaturerhéhung, nicht aber
eine verminderte Futteraufnahme festgestellt werden (Harden et al.,, 2008; Lenczowski et al.,
1999). Kombination von IL-6 mit IL-1 (i.c.v), in Dosen, die allein jeweils keine Effekte hervorriefen,
bewirkte wiederum Fieber, Lethargie und Anorexie (Harden et al., 2008). Die Neutralisierung von
IL-6 in der Peripherie konnte LPS-bedingtes Fieber komplett, die Anorexie aber nur partiell
hemmen (Harden et al., 2011), so dass flir dieses Symptom wiederum das Zusammenwirken
verschiedener Mediatoren deutlich wird. IL-6 scheint potenzierend auf IL-1B-bedingte Verhaltensef-
fekte nach LPS-Stimulation zu wirken, was anhand verminderter Reaktionen IL-6-defizienter Tiere
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auf LPS- oder IL-1B-Injektion deutlich wird (Bluthé et al., 2000a; Lenczowski et al., 1999). Vor
allem lokomotorische Aktivitat und verandertes Sozialverhalten nach systemischer Inflammation
werden demnach Uber einen Synergismus von IL-1B und IL-6 zentral vermittelt. Somit sind fir die
dissoziativen Veranderungen charakteristischer Krankheitssymptome, wie sie in der vorliegenden
Arbeit nach potentieller Hemmung der JAK2-vermittelten NF-IL6- und STAT 3-Aktivierung auftraten,
zentral und peripher ablaufende Mechanismen als mégliche Ursachen in Betracht zu ziehen. Die
Wichtung der beiden Ebenen kann dabei fur die einzelnen Symptome und die verursachenden
Mediatoren verschieden ausfallen.

2.1.7. Maogliche Ursachen und Mechanismen verdnderter Krankheitssymptome
nach Inhibition mit AG490

2.1.7.1. Korperkerntemperatur

Die durch intracerebroventrikulare Vorbehandlung mit AG490 auffallig verstarkte Fieberreaktion
nach peripherer Stimulation mit LPS, kdnnte direkt mit der Verminderung von zentral wirksamem,
bioaktivem IL-10 in Zusammenhang stehen. So fand im Hypothalamus der betroffenen Tiere eine
deutlich geringere IL-10-mRNA-Induktion statt als in Tieren, die nur das Ldsungsmittel
Cremophor® EL erhalten hatten (Abb. 73, S. 176). Dahle et al. (2004) zeigten, dass AG490 in
Kupferzellen die IL-10-Induktion nach Stimulation mit Lipoteichonsaure verhindern kann. Eine
ausschliel3lich zentrale Hemmung der IL-10-Synthese durch AG490 erklart ursachlich die Uberstei-
gerte Fieberreaktion bei unveranderten Konzentrationen an aktiven Plasmazytokinen in der vorlie-
genden Studie. Die Hemmung der IL-10-Synthese durch AG490 konnte unter anderem sekundar
durch verminderte TNFa-Konzentrationen in einer friheren Phase als dem untersuchten Zeitpunkt
von 8 Stunden vermittelt worden sein. Reduzierte IL-10-Synthese im Zusammenhang mit einer
gesteigerten Fieberreaktion wurde von Leon et al. (1998) in TNFa-defizienten Mausen nachge-
wiesen.

Generell zeigen IL-10-defiziente Tiere ein starkeres und verlangertes Fieber nach Stimulation mit
moderaten Dosen LPS und eine erhéhte Sterberate bei Verabreichung hoher Dosen (Leon et al.,
1999; Nava et al., 1997). Eine Unterdrickung von LPS-bedingtem Fieber durch IL-10 konnte
bislang vor allem durch periphere Injektion gezeigt werden, was auf der Reduktion zirkulierender,
pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL-13 und IL-6 beruhen durfte (de Waal Malefyt et al.,
1992; Ledeboer et al., 2000; Ledeboer et al., 2002). Des Weiteren ruft IL-10 die verstarkte Expres-
sion von IL-1ra hervor (Bluthe et al., 1999). Tendenziell konnte in der vorliegenden Arbeit eine
entsprechende Verminderung der IL-1ra-Expression im Hypothalamus parallel zur Abnahme von
IL-10 festgestellt werden (Abb. 73, S. 176). Im Gehirn kann IL-10 zur Unterdrickung zentral verur-
sachter Fieberreaktionen fuhren und unter anderem die LPS-bedingte IL-1B-Synthese hemmen
(Ledeboer et al., 2002). Intracerebroventrikuldr um den Zeitpunkt der peripheren LPS-Stimulation
verabreichtes IL-10 erwies sich zudem in einer Studie von Calapai et al.,(1997) als fiebersenkend.

Da Makrophagen und dendritische Zellen als Hauptproduzenten und auch Zielzellen von IL-10
gelten (Bogdan et al., 1991; de Waal Malefyt et al., 1991), ist in Bezug auf zentrale IL-10-Wir-
kungen eine entscheidende Rolle perivaskularer Makrophagen und aktivierter Mikrogliazellen
naheliegend. Mizuno et al. (1994) schrieben Gliazellen im Hypothalamus, als Tragern von IL-10-
Rezeptoren, eine wichtige Bedeutung zu. Im Rahmen dieser Arbeit fiel in neuroglialen Zellkulturen
eine deutliche NF-IL6-I.R. aktivierter Mikrogliazellen auf (Abb. 51, S. 143; Abb. 77, S. 181).
Demnach konnte die Unterdrickung der NF-IL6-Aktivierung in diesen Zellen zur Hemmung der
IL-10-Produktion im Gehirn durch AG490 gefuhrt haben. Neben der bekannten IL-10-Induktion
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uber Wirkungen von NF-kB (Park et al., 2005; Schottelius et al., 1999; Ward & Lentsch, 2002),
konnen auch andere Transkriptionsfaktoren daran beteiligt sein: Ein Uber die Aktivierung der ERK
ablaufender Weg der IL-10-Induktion (Dillon et al., 2004) weist neben dem Vorhandensein einer
entsprechenden Bindungsstelle im IL-10-Promotor (Csdka et al., 2007) auf eine Rolle von NF-IL6
fur die IL-10-Produktion hin. In dieser Studie produzierten NF-IL6-defiziente Makrophagen
aullerdem als Reaktion auf einen Stimulus mit lebenden E. coli kein IL-10. So kénnte die Inhibition
der JAK2 durch AG490 unter anderem Uber eine verminderte Aktivierung von ERK und NF-IL6 zu
den beobachteten erniedrigten IL-10-Konzentrationen und damit der gesteigerten Fieberreaktion
gefuihrt haben.

Die Auswirkungen der erniedrigten IL-10-Konzentration im Hypothalamus wurden wahrscheinlich
Uber die Erhdhung der Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine oder aber anderer Media-
toren vermittelt, was letztendlich zur verstarkten Fieberreaktion fluhrte. Eine derartige Reaktion
konnte anhand der QRT-PCR fir TNFa, IL-1B8 und IL-6 zwar nicht bestatigt werden (Abb. 73, S.
176), allerdings ist nicht auszuschlieen, dass lokale Effekte im Bereich des Einstichs (Kap. IV.,
2.1.3.) diese Uberdeckt haben konnten. So stellten beispielsweise Konsman et al. (2008) eine
vermehrte IL-1B3-Synthese in der Umgebung einer das Corpus callosum durchstechenden Kaniile
fest, was sich in der vorliegenden Studie entsprechend in allen Tiergruppen manifestiert haben
kénnte und so potentielle Geninduktionen, wie sie zumindest tendenziell fir IL-6 erkennbar sind,
verschleiert haben konnte. Fur Auswirkungen der erniedrigten IL-10-Produktion im Hypothalamus
auf die IL-6-Synthese sprechen aullerdem Ergebnisse von Leon et al. (1999), die in IL-10-defizi-
enten Mausen zum Zeitpunkt 4 Stunden nach inflammatorischer Stimulation eine erhdhte IL-6-
Plasmakonzentration feststellten. So ist in der vorliegenden Studie eine vor dem untersuchten Zeit-
punkt auftretende IL-6-Induktion denkbar, die flir die friihe Induktion der verstarkten Fieberreaktion
verantwortlich gewesen sein konnte. Auch eine gesteigerte Produktion von PGE;, als wichtigem
Mediator der Fieberentstehung nach intracerebroventrikularer Behandlung mit AG490 konnte mit
der Ubersteigerten Fieberreaktion in Zusammenhang stehen. Zum Zeitpunkt der verminderten
IL-10-Expression im Hypothalamus AG490-vorbehandelter Tiere, fand sich im Vergleich zu Cremo-
phor-vorbehandelten Tieren eine deutliche und signifikant erhdhte Induktion der mPGES, sowie
eine tendenziell erhdhte COX2-Expression auf mRNA-Ebene (Abb. 74, S. 177). Da es sich bei
mPGES und COX2 um entscheidende Enzyme der Prostaglandinsynthese handelt (Kap. I., 2.4.5.),
kann aufgrund der gesteigerten Expression dieser Zielgene von einer vermehrten PGE,-Synthese
ausgegangen werden. Die Steigerung der PGE;-Konzentration in Zusammenhang mit der vermin-
derten COX2-mRNA-Expression in IL-10-defizienten Mausen nach Stimulation mit LPS wurde
bereits fur Zellen der Milz beschrieben (Berg et al., 2001). Niiro et al. (1995) zeigten, dass IL-10 die
COX2-Induktion hemmen kann. Eine Reduktion von IL-10, wie in der vorliegenden Studie beob-
achtet, sollte also mit einer erhéhten Induktion der Gene beider Enzyme einhergehen, was hier
zumindest fur mMPGES auf signifikantem Niveau auch nachgewiesen werden konnte.

Fir das Krankheitssymptom Fieber kann anhand der Ergebnisse dieser zweiten Teilstudie die
Hypothese unterstutzt werden, dass NF-IL6 durch seine vorwiegend spate Aktivierung im Verlauf
des inflammatorischen Geschehens an der Aufhebung dieser Reaktion beteiligt ist. Der zugrunde-
liegende Mechanismus hangt demnach moglicherweise mit einer NF-IL6-bedingten Férderung der
IL-10-Synthese und der damit verbundenen Reduktion pro-inflammatorischer Mediatoren wie
IL-1B8, TNFa, IL-6 und vor allem PGE; im Gehirn zusammen. Dabei ist zumindest anteilig ein
Zusammenwirken mit STAT3 anzunehmen, da die Inhibition in dieser Studie sich potentiell auf
beide Transkriptionsfaktoren erstreckte. Als Vermittler der entsprechenden Reaktionen im Gehirn
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sind vor allem Mikrogliazellen und perivaskulare Makrophagen von Interesse, deren LPS-bedingte
NF-IL6-1.R. in der ersten Teilstudie bereits gezeigt worden war.

2.1.7.2. Lokomotorische Aktivitat

Die in dieser Studie aufgetretene, verminderte Lethargie scheint in Bezug zur verminderten IL-10-
Menge und der oben erwahnten, mdglichen Beteiligung von NF-IL6 an diesem Regelkreis
zunachst einen widersprichlichen Befund darzustellen, da nach einer Verminderung der IL-10-
Konzentration mit der Steigerung der Lethargie zu rechnen ware. So wurde in IL-10-defizienten
Mausen nach peripherer Stimulation mit LPS eine Verlangerung der lethargischen Phase festge-
stellt (Krzyszton et al., 2008). Des weiteren bestanden bei diesen Tieren lokomotorische Defizite
und ein verschlechtertes lokomotorisches Lernverhalten in Verbindung mit vorhergehender LPS-
Stimulation. Verminderte soziale Interaktionen und Immobilitdt nach systemischer Gabe von LPS
wurden durch zentral verabreichtes IL-10 aufgehoben (Bluthe et al., 1999). Dies zeigte sich am
deutlichsten, wenn die intracerebroventrikulare IL-10-Injektion 15 Minuten vor einer intraperito-
nealen LPS-Stimulation erfolgte (Calapai et al., 1997). In der vorliegenden Studie muss allerdings
von einer Reduktion der hypothalamischen IL-10-Menge zu einem wesentlich spateren Zeitpunkt
ausgegangen werden, da nach 8 Stunden (noch) eine signifikante Reduktion der IL-10-mRNA
vorlag. Daher stehen die Effekte der AG490-Vorbehandlung auf die LPS-bedingt verringerte loko-
motorische Aktivitat, die in dieser zweiten Teilstudie vor allem in der friihen Phase nach der Stimu-
lation auftraten, vermutlich nicht in direktem Zusammenhang mit der verminderten IL-10-Konzen-
tration. Genaue Ursachen fur diese Diskrepanzen zu vorangegangenen Studien sind nicht Klar.
Somit sind zukunftige Untersuchungen zur Wirkung von AG490 auf die IL-10-Expression auch auf
Protein — zusatzlich zur mRNA-Ebene — sicher sinnvoll.

Generell kommen vor allem fir friihe Auswirkungen auf die LPS-bedingte Verhaltensdepression
ursachlich auch andere Zytokine in Frage. So beruht die LPS-bedingte Verhaltensdepression
zumindest teilweise auf einer synergistischen Wirkung von TNFa und IL-13 (Bluthé et al., 2000):
Mikroinjektionen von IL-13 in den anterioren Hypothalamus kdnnen direkt Verhaltensdepressionen
auslosen (Anforth et al., 1998; Roth et al., 1998), was durch periphere Neutralisierungsstrategien
von TNFa (Jiang et al., 2008) oder zentrale Inhibition von IL-1B durch IL-1ra (Dantzer, 2001)
gehemmt werden kann. Direkte Aktivierung von Neuronen durch IL-18 findet unter anderem in der
basolateralen Amygdala bzw. dem BST statt, was flr die depressiven Wirkungen von IL-1p3 auf
Aktivitat und Verhalten verantwortlich gemacht wird (Dantzer, 2001; Konsman et al., 2008). Eine
geringere IL-1B-Konzentration im Gehirn konnte somit fur die beobachtete, verminderte Lethargie
von Bedeutung sein, was Burgess et al. (1998) flr LPS-Effekte durch zentrale, nicht aber peri-
phere Verabreichung zeigten. Eine weitreichende Distribution der Inhibitorlésung im Gehirn kénnte
in der vorliegenden Arbeit die direkte neuronale Aktivierung durch IL-13 in den entsprechenden
Regionen verhindert haben. Vereker et al. (2000) betonten die Bedeutung MAPK-vermittelter
Wege fur die Vermittlung IL-1B-bedingter neuronaler Effekte, wie beispielsweise die gestorte
Entwicklung des Langzeitgedachtnisses, was indirekt auf eine Bedeutung von NF-IL6 als ,down-
stream” Effektor von MAPKn hindeutet.

Auch TNFa kann direkt verminderte soziale Interaktion und Immobilitdt induzieren (Palin et al.
2008). Neben TNFa spielt IL-6 in Zusammenarbeit mit IL-13 eine zentrale Rolle fur die Beeinflus-
sung der Aktivitat wahrend systemischer Inflammationen. Harden et al. (2011) stellten dabei die
Bedeutung des Zusammenspiels von zentral wirksamem IL-1B und peripher gebildetem IL-6 fest,
die in Bezug auf die Regulation der Lethargie aber auch der Anorexie nach LPS-Stimulation
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besteht. In der hier vorliegenden Studie konnte allerdings keine durch AG490 verursachte, signifi-
kant erniedrigte Expression der genannten pro-inflammatorischen Zytokine (IL-1B8, TNFa und IL-6)
im Hypothalamus gezeigt werden, die eine verringerte Lethargie hatte erklaren kdnnen. Die hohe
Variabilitat dieser mMRNA-Konzentrationen, die mit lokalen Effekten mdglicherweise in Zusammen-
hang stehen (S. 225), machen Aussagen uber die potentielle Wirkung der Zytokine auf die lokomo-
torische Aktivitat allerdings schwierig. Ebenso wie fur IL-10 kénnte daher die Konzentrationsbe-
stimmung von IL-13, TNFa und IL-6 auf Proteinebene in kommenden Studien zu AG490 hilfreich
sein.

Als sekundarer Mediator fir die Induktion von Verhaltensdepression kommt auRerdem PGE; eine
Rolle zu. So kénnen sowohl unspezifische als auch selektive COX2-Inhibitoren soziale Verhaltens-
depressionen nach systemischer LPS-Stimulation unterdricken (de Paiva et al., 2010). Das Bild
einer erhdhten PGE.-Expression in Hypothalami AG490-vorbehandelter Ratten in der vorliegenden
Arbeit stellt damit ebenfalls einen Widerspruch zu deren verminderter Lethargie dar. Eine veran-
derte Betrachtungsweise birgt hier einiges Erklarungspotential: Die vor allem im friihen Stadium
der LPS-bedingten Reaktionen verstarkte, lokomotorische Aktivitat dieser Tiere muss nicht unbe-
dingt als Zeichen einer Unterdrickung von Krankheitssymptomen durch die Hemmung der JAK2
angesehen werden. Dieses Ergebnis kdnnte auch im Einklang mit der Ubersteigerten Fieberreak-
tion stehen und ein allgemein verstarktes ,sickness-behavior‘ zu Beginn der Reaktion anzeigen.
Fir diese Hypothese sprechen Untersuchungen zum sogenannten ,early sickness syndrome®
(Romanovsky, 2004; Romanovsky et al., 1996). Diese ergaben wahrend der frihen Phase LPS-be-
dingter Krankheitssymptome neben einer Hyperalgesie auch eine Hypererregbarkeit und erhdhte
Aufmerksamkeit betroffener Tiere, so dass die vermehrte Aktivitat AG490-vorbehandelter Tiere in
den ersten Stunden auf eine Verstarkung dieses Phanomens hindeuten kénnte. Ein ,rebound®-
Effekt, also eine reaktive Erhéhung von IL-10 und IL-1ra im Hypothalamus in den letzten Stunden
des untersuchten Zeitraums (von 24 Stunden), ist auRerdem denkbar und anhand eines entspre-
chenden Trends auf mRNA-Ebene flir diese beiden Zytokine nicht auszuschlieRen. Dadurch
konnte eine verspatete Umkehr der zunachst auftretenden Verstarkung von Krankheitssymptomen
bedingt sein, wodurch die weiterhin gesteigerte Aktivitat der Tiere zu spateren Zeitpunkten erklart
wirde.

Somit ist die potentielle Rolle des JAK2-Signalweges, bzw. die Beteiligung von NF-IL6 flr das
Symptom Lethargie, weniger eindeutig ersichtlich als es fir die Fieberentwicklung der Fall ist.
Einerseits ist in der Hemmung der Lethargie nach Behandlung mit AG490 ein Hinweis auf eine pro-
inflammatorische Rolle von NF-IL6 zu sehen, dessen Aktivierung zur Auspragung von Verhaltens-
effekten zentral, z.B. in der Amygdala, beitragen kann. Andererseits gibt es auch hier Anhalts-
punkte fur eine generell anti-inflammatorische Bedeutung von NF-IL6, méglicherweise in Verbin-
dung mit STAT3, auch schon in friihen Phasen der Entziindungsreaktion, die sich im Rahmen des
Learly-sickness syndromes” manifestiert.

2.1.7.3. Anorexie und Adipsie

Die unveranderte, LPS-bedingte Anorexie und die verminderte Adipsie scheinen den Eindruck
einer Ubersteigerten Inflammationsreaktion durch Hemmung von JAK2-Signalwegen zunachst
nicht zu unterstitzen. Die Verminderung von zentralem IL-10 und die vermutlich parallel dazu
auftretende Erhéhung der Konzentration pro-inflammatorischer Zytokine scheinen auf diese
Symptome keinen wesentlichen Einfluss zu haben. Ob generell ein hemmender Effekt von IL-10
auf LPS-vermittelte Anorexie und Verlust an Kdrpermasse besteht, kann nicht eindeutig beant-
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wortet werden. So konnte exogene Verabreichung des Zytokins diese Symptome nicht lindern
(Harvey et al., 2006). Hollis et al. (2010) wiederum, wiesen einen derartigen Effekt fiir zentral wirk-
sames IL-10 nach, welchen sie auf eine verminderte Induktion anorexigener Neuropeptide im ARC
infolge IL-10-Wirkungen zurlckfuhrten. Allerdings sind wie bereits beschrieben (Kap. 2.1.6.) vor
allem an der verminderten Futteraufnahme im Verlauf LPS-bedingter Krankheitsreaktionen peri-
phere Regulationsmechanismen von hoherer Bedeutung als zentralnervos vermittelte.

Ein Auseinanderweichen der gemeinhin als gekoppelt angesehenen Nahrungs- und Wasserauf-
nahme (Langhans et al., 2010) bei Anorexie und Adipsie, wie in der vorliegenden Studie durch
AG490 induziert, wurde zumindest fur IL-1B-vermittelte Effekte bereits beschrieben (Sonti et
al.,1997). Uber eine Rezeptorblockade im Gehirn konnte diese Gruppe allein die IL-1B-vermittelte
verminderte Futteraufnahme, nicht aber die Adipsie stoppen. In der vorliegenden Studie kdnnten
bei unveranderter IL-1B-Wirkung Uber andere, von AG490 beeinflusste Signalwege die LPS-indu-
zierte Adipsie, nicht aber die Anorexie verringert worden sein.

In Bezug auf diese verringerte Adipsie scheint die Hemmung der zentralen IL-10-Induktion durch
AG490 ebenfalls nicht ursachlich gewesen zu sein. Interessanterweise zeigte sich in einer Studie
von Nava et al. (1997), dass zentral verabreichtes IL-10 zwar die verringerte lokomotorische Akti-
vitdt und das Fieber betroffener Tiere nach LPS-Stimulation hemmen konnte, nicht aber die
Adipsie. Diese Gruppe vermutete als Verursacher der Adipsie eine LPS-induzierte Uberexpression
des sekundaren Mediators NO (Stickstoffmonoxyd). Entsprechend konnte die Inhibition NO-vermit-
telter Effekte, die auf der Erhéhung der intrazellularen cGMP-Konzentration basieren, durch
L-NAME (N®-Nitro-L-Arginin-methylester, einen Hemmer der Guanylatzyklaseaktivierung) diese
Adipsie unterdricken (Calapai et al., 1997). Dies war unter anderem auf eine direkte Hemmung
von NO-Wirkungen in der POA zurickzuflihren (Nava et al., 1997). Ein Zusammenhang zwischen
NO-Wirkungen und Adipsie wurde z.B. auch schon von Calapai et al. (1992; 1994) festgestellt,
indem unter anderem die dipsogene Wirkung zentraler Angiotensin-ll-Injektionen durch L-NAME
unterdriickt werden konnte. Demnach hemmt NO die Durstinduktion, nicht aber das normale Trink-
verhalten, was vor allem in der prdoptischen Region stattfindet. Die Verringerung der NO-Produk-
tion durch die Hemmung der JAK2 und der damit verbundenen verminderten Aktivierung von
STAT3 und NF-IL6 kdnnte also in der vorliegenden Studie eine Erklarung der verringerten Adipsie
darstellen. Fur inflammatorische Reaktionen ist in Bezug auf die Synthese von NO vor allem die
induzierbare NOS (iNOS) von Bedeutung, die durch verschiedene Stimuli, oft in synergistischer
Weise, aktiviert und induziert werden kann (z.B. durch LPS zusammen mit IFNy oder TNFa bzw.
IL-1B; Nussler & Billiar, 1993). Das mdgliche Einwirken von STAT3 und NF-IL6 auf die LPS-be-
dingte Induktion der INOS wurde unter anderem kirzlich von Lai et al. (2009) postuliert. AulRerdem
zahlt dieses Enzym zu den potentiellen Zielgenen unter anderem von NF-IL6 (Léwenstein et al.,
1993). NO ist auBerdem als Regulator der Korpertemperatur (Gerstberger, 1999; Schmid et al.,
1998) auch in Bezug auf die Vermittlung der Fieberreaktion interessant (Roth, 2006). Dabei scheint
dieser Mediator die Rolle eines endogenen zentralen Antipyretikums — allerdings mit grof3en Unter-
schieden zwischen einzelnen Spezies — inne zu haben. So kann die Verabreichung von NO-Do-
noren Fieber hemmen, Inhibition der NO-Synthase verstarkt hingegen die Reaktion (De Paula et
al., 2000; Steiner et al., 2002). Der zugrundeliegende Mechanismus kdnnte auf einer neuronalen
Aktivierung von Warmeabgabemechanismen durch NO beruhen. Die antipyretischen NO-Wir-
kungen beschranken sich allerdings allein auf das Gehirn, in der Peripherie ist die Funktion nicht
vollkommen klar (Roth, 2006). In der vorliegende Studie kdnnte eine verminderte NO-Konzentra-
tion im Gehirn die verminderte Adipsie einerseits und die Ubersteigerte Fieberreaktion anderer-
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seits, zumindest anteilig bedingen. Dabei stehen induzierende Effekte auf iINOS durch IL-13 und
TNFa einer Inhibition des Enzyms durch IL-10 gegenuber (Nussler & Billiar, 1993). Die Bedeutung
der iINOS fir tatsachliche NO-Wirkungen in der POA sind bislang allerdings nicht eindeutig geklart
worden.

Die Bestimmung der Aktivitdt des Enzyms bzw. die Detektion der NO-Aktivitat im Gehirn kdnnte
sich in zukUnftigen Studien als duBerst interessant erweisen, da NF-IL6 zumindest anteilig an
deren Regulation im Rahmen LPS-bedingter Enzindungsreaktionen beteiligt zu sein scheint und
moglicherweise Uber NO einige seiner Wirkungen Ubermittelt. Die in dieser zweiten Teilstudie
verringerte Adipsie nach potentieller Hemmung eines NF-IL6-Aktivierungsweges weist moglicher-
weise in Verbindung mit der verringerten Lethargie auf eine Doppelrolle von NF-IL6 fir die
Entwicklung von ,sickness-behavior® hin: Eine langfristig antipyrogene Bedeutung kénnte dabei
einer Steigerung von Lethargie und Adipsie durch NF-IL6 gegenuberstehen. Dabei kommt NO als
wichtiger Mediator in Frage.

Im Hinblick auf das mogliche therapeutische Potential von AG490 ist die Abschwachung von fur die
klinische Anwendung unerwiinschten Symptomen wie Abgeschlagenheit und Lethargie gegentber
einer verstarkten Fieberreaktion, die als wichtiger Abwehrmechanismus des Korpers gegen Infek-
tionen angesehen wird, besonders interessant. Fur diese Symptome kommen jeweils verschie-
dene Regulationsmechanismen und -ebenen vor, die in verschiedenem Malie durch die Inhibition
beeinflusst worden sein kdnnten. Das im Rahmen dieser Arbeit entstandene Gesamtbild der erho-
benen physiologischen Parameter ergibt sich aus einem Zusammenspiel dieser Mechanismen, so
dass einzelne mdgliche Ursachen wie die Inhibition der IL-10-Induktion oder die mdgliche
Hemmung der NO-Synthese immer nur anteilig fur die beobachteten Effekte verantwortlich
gemacht werden kénnen. lhre Bedeutung kann im zeitlichen Verlauf und in Bezug auf einzelne
Symptome variieren. Die spezifischere Inhibition einzelner Signalwege, beispielsweise durch die
Hemmung der NF-IL6-Aktivitat durch siRNA, wie sie im Rahmen der dritten Teilstudie der vorlie-
genden Arbeit angestrebt wurde, kann Ursachen und Wirkungsprinzipien naher eingrenzen.

2.2. Auswirkungen auf Expression und Zusammenspiel inflammatorischer
Marker im Gehirn

Letztendlich stellen Veranderungen der Expression inflammatorischer Marker im Gehirn die Grund-
lage der beobachteten AG490-vermittelten Effekte dar. Um die méglichen Ursachen und Zusam-
menhange veranderter Expressionen in der vorliegenden Studie bewerten zu kénnen, mussen
zunachst einige Uberlegungen zu den grundsatzlichen Mdglichkeiten und Grenzen der Inhibtion
durch AG490 angestellt werden. Die Blockade der JAK-2 Aktivierung kann an gp130-Rezeptoren
die Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 unterdriicken (Lau et al., 2011; Liao et al., 2009; Sriram
et al., 2004; Xuan et al., 2001). Unter anderem wurde neben der verminderten Phosphorylierung
von JAK2 (Zhao et al.,, 2011) die Hemmung der Induktion von p-STAT3, sowie der nukledren
Translokation und Bindungsaktivitat von STAT3 durch AG490 gezeigt (Xu et al., 2011, Xuan et al.,
2001). Somit kénnten LPS-aktivierte STAT3-Signalwege, die vor allem Uber Wirkungen von IL-6
vermittelt werden (vgl. Kap. 1., 2.5.1.2. & 2.5.2.4.), im Gehirn durch intracerebroventrikulare Vorbe-
handlung mit dem JAK2-Inhibitor AG490 unterbrochen und bestenfalls sogar vollstandig unter-
drickt werden. Da einige der diskutierten Aktivierungswege von NF-IL6 (vor allem ,downstream®
des IL-6R) ebenfalls die Phosphorylierung der JAK2 involvieren (vgl. Kap. I., 3.2.2.), war au3erdem
von einer zumindest partiellen Inhibition der NF-IL6-Aktivierung in der vorliegenden Studie auszu-
gehen. Die Detektion einer mdglichen Hemmung der NF-IL6-Aktivitat stellt sich allerdings schwie-
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riger dar, als das fur STAT3 der Fall ist. Zum Einen kann die nukleare Translokation von NF-IL6
hier nicht als ultimativer Malistab seiner Aktivierung herangezogen werden, da die Bedeutung der
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors (z.B. Uber JAK2) fir diese Translokation nicht
eindeutig geklart werden konnte (vgl. Kap. 1., 3.2.2.3.), und die Mdglichkeit eines Ubertritts von
NF-IL6 in den Nukleus auch ohne vorherige Phosphorylierung besteht. Zum Anderen wurden in
der Vergangenheit auch JAK2-unabhangige Wege mit einer moglicherweise durch Phosphorylie-
rung bedingten nuklearen Translokation von NF-IL6 in Zusammenhang gebracht (Vermittlung tber
PKA, PKC; Kap. I., 3.2.2.3.). Zusatzlich bestehen Synergismen der verschiedenen Proteinkinasen,
die Funktionsverluste einer Kinase moglicherweise durch andere kompensieren konnten. Folglich
kénnte die Phosphorylierung an Ser-105, die Uber die JAK2-Hemmung durch AG490 unterdruckt
werden sollte, Uber andere Kinasen trotzdem katalysiert worden sein. Daher kénnte eine partiell
verringerte Phosphorylierung und Aktivierungshemmung von NF-IL6 durch die Hemmung der
JAK2-Aktivitat in der vorliegenden Studie stattgefunden haben, ohne dass die Dichte nuklearer
NF-IL6 oder p-NF-IL6-Signale sichtbar abgesunken ware. Daher ware der Nachweis einer
gesenkten DNA-Bindungsaktivitdt an Zielgenpromotoren durch die Wirkung von AG490 ein wert-
voller, zusatzlicher Hinweis auf eine erfolgreiche Inhibition gewesen. Leider scheiterten solche
Untersuchungen firr die vorliegende Arbeit in einer Kooperation an unvorhergesehenen techni-
schen Schwierigkeiten.

Fir die Interpretation der Ergebnisse der zweiten Teilstudie sind aulRerdem noch folgende Sach-
verhalte zu berlcksichtigen: Obwohl in vielen Studien AG490 als spezifisch wirksamer JAK2-
STAT3 Inhibitor erfolgreich verwendet wurde (s.0.), gibt es auch Hinweise darauf, dass zusatzlich
die Aktivitat und DNA-Bindung von STAT1, -5a und -5b durch AG490 an Rezeptoren ohne JAK2-
Aktivitdt gehemmt werden kdnnen (Satriotomo et al., 2006; Thomis & Berg, 1997). Dies scheint mit
der Eigenschaft des Inhibitors zusammenzuhangen, auch die Aktivitdt anderer Tyrosinkinasen
(JAK1; Zhang et al., 2000 bzw JAK3; Wang et al., 1999) zu unterdriicken. Fir die im Rahmen
dieser Arbeit durchgeflihrte Studie kann daher die Hemmung IL-10-vermittelter Signalwege (an
IL-10-Rezeptoren) durch Vorbehandlung mit AG490 nicht ausgeschlossen werden (Kotenko &
Pestka, 2000; vgl. Abb. 97, 98, 99), auch wenn zumindest eine Hemmung der IL-10-vermittelten
STAT3-Phosphorylierung durch AG490 in Astrozyten von Gorina et al. (2005) nicht nachgewiesen
werden konnte. Schlief3lich soll an dieser Stelle noch auf eine erst kirzlich beschriebene, mogliche
Eigenschaft von AG490 hingewiesen werden, die bei der Interpretation der vorliegenden Ergeb-
nisse von Interesse sein konnte: Seo et al (2009) zeigten eine durch AG490 vermittelte ,downregu-
lation“ der Rezeptoreinheit gp130 in Schwannom-Zellen, welche auf einer Hemmung der Transla-
tion des Glykoproteins beruht. Aufgrund der kurzen Lebensdauer von gp130 verminderte sich die
Zahl intakter Rezeptoreinheiten nach Behandlung mit AG490 rapide und fihrte damit zusatzlich zu
einer stark verminderten STAT3-Antwort auf Stimulationen mit IL-6. Fir die zweite Teilstudie der
vorliegenden Arbeit bedeutet dies, dass aufgrund dieses Mechanismus eine Potenzierung des
hemmenden Einflusses von AG490 auf die IL-6-vermittelte STAT3- und potentiell auch auf die
NF-IL6-Aktivierung stattgefunden haben konnte. Diese ware mit den durchgefihrten Untersu-
chungen nicht detektierbar gewesen.
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2.2.1. Expression von Aktivierungsmarkern im Hypothalamus

2.2.1.1. STAT3

Die STAT3-Expression konnte anhand der Immunhistochemie in den untersuchten Versuchs-
gruppen im quantitativen Vergleich nicht abschlieend beurteilt werden, da aufgrund des Fokus
dieser Studie auf NF-IL6 der relativ spate Zeitpunkt von 8 Stunden ausgewahlt worden war, zu
dem die STAT3-I.R. gemeinhin kaum noch detektierbar ist (Harre et al., 2002; Rummel et al.,
2004). Demnach konnten in AG490-vorbehandelten, sowie in Kontrollgruppen, kaum STAT3- oder
p-STAT3-Signale dargestellt werden, wobei letztere tendenziell nach Behandlung mit dem Inhibitor
vermehrt auftraten (Abb. 68, 171). Einen Hinweis auf eine dennoch erfolgreiche Hemmung der
STAT3-Aktivitat liefert aber die Ubersteigerte Fieberreaktion AG490-vorbehandelter Tiere, da der
frihen STAT3-Aktivierung in Endothelzellen eine entscheidende Bedeutung fir die Eindammung
LPS-bedingter Krankheitssymptome z.B. im Modell des Endotoxinschocks beigemessen wird
(Kano et al., 2003).

Interessant ist die deutliche Induktion des negativen Regulators der STAT 3-Aktivierung SOCS3 auf
mRNA-Ebene im Hypothalamus 24 Stunden nach der LPS-Stimulation (Abb. 72, S. 175). Dies
konnte zusammen mit der tendenziell ansteigenden p-STAT3-I.R. auf eine verspatet induzierte
STAT3-Aktivitat hinweisen, die aufgrund einer langfristigen Erhdhung der Konzentration pro-inflam-
matorischer Zytokine (,rebound” Effekt) zustande gekommen sein koénnte. Eine derartige, verspa-
teten Zytokininduktion deutete sich im Gehirn nach 24 Stunden in der vorliegenden Arbeit zumin-
dest an (Abb. 73, S. 176; siehe auch Abb. 97, S. 232). Die mdgliche Ursache dafur liegt zum Einen
in der anfanglichen Hemmung von anti-inflammatorischen IL-10-Wirkungen. Es ist aber auch eine
verminderte Aktivierung der HPA-Achse als Ursache denkbar. Demnach kénnte eine frihe
Hemmung der Weiterleitung pro-inflammatorischer Signale durch AG490 Uber STAT3 oder NF-IL6
letztendlich die Produktion von Glucocorticoiden und damit deren anti-inflammatorische Wirkung
unterdrickt haben. Damit hatten im Anschluss an diese frihen Effekte wiederum erhdhte Konzen-
trationen pro-inflammatorischer Zytokine im Blutkreislauf vorgelegen, welche dann verspatete Akti-
vierungen inflammatorischer Marker verursacht haben kénnten (Uberblick: Turnbull & Rivier, 1999).
Aber auch IL-10 selbst ist mdglicherweise an der Regulation der HPA-Achse beteiligt, so dass
auch ein Zusammenwirken der beiden vorgenannten Ursachen denkbar ist. Eine Verminderung
von IL-10 kénnte zur Hemmung der Glucocorticoid-Sekretion mit der Folge der verspateten
Konzentrationserhéhung pro-inflammatorischer Zytokine fiinren (Uberblick: Smith et al., 1999). Im
umgekehrten Sinn ist aber auch die verminderte Glucocorticoid-Ausschittung als Ursache vermin-
derter IL-10-Konzentrationen mdglich. Insgesamt ist die potentielle Rolle von IL-10 fur die Regula-
tion der HPA-Achse vielschichtig, so steht seine Funktion als ,releasing factor® fir ACTH seinem
hemmenden Einfluss auf die IL-18- oder TNFa-vermittelte ACTH-Produktion gegeniiber (Uberblick:
Smith et al., 1999). Andererseits kann die angedeutete, spate Induktion des anti-inflammatorischen
IL-10 nach 24 Stunden eine Rolle fur die SOCS3-Induktion zu diesem Zeitpunkt gespielt haben, da
IL-10-Signalwege eine verlangerte Induktion von STAT3 verursachen (Ubersicht: Murray, 2006)
und eine direkte Induktion von SOCS3 Uber IL-10 stattfindet (Lang et al., 2002).

Die hier nicht mehr (8 bzw. 24 Stunden) eindeutig feststellbare Hemmung der STAT 3-Aktivitat nach
systemischer LPS-Stimulation durch AG490 steht demnach in der vorliegenden Arbeit vermutlich
vor allem im Zusammenhang mit der kurzfristigen Senkung der IL-10-Konzentration im Hypotha-
lamus und dem daraus resultierenden, auffalligsten Symptom des verstarkten Fiebers in entspre-
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chend vorbehandelten Tieren. Aulierdem wird die Bedeutung von STAT3 flur die Aktivierung der
HPA-Achse durch einen ,rebound” Effekt angedeutet.

Abb. 97: Mdogliche Beeinflussungen von STAT3-vermittelten Signalwegen im
Hypothalamus durch AG490

Die potentiellen Zusammenhange der intracerebroventrikularen Verabreichung des JAK2-
Inhibitors AG490 mit beobachteten Veranderungen der Expression inflammatorischer
Marker im Gehirn sind schematisch dargestellt. Dabei wurden lediglich die wichtigsten,
fur diese Studie relevanten Fakten einbezogen. Pfeile driicken generell einen fordernden,
Striche einen hemmenden Einfluss aus. Mdgliche Beeinflussungen der komplexen, z.T.
hypothetischen Mechanismen durch AG490 sind anhand von + oder — angegeben. HPA =
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse.

2.2.1.2. NF-IL6

Auf Proteinebene stellte sich in immunhistochemischen Untersuchungen die nukledre NF-IL6-Kon-
zentration ebenfalls unverandert dar (Abb. 66, S. 168). Zum Einen ist hierbei die bereits erlauterte
Bedeutung von NF-IL6 im Rahmen traumatischer Hirnldsionen zu bedenken (Kap. 1V., 2.1.). So ist
es moglich, dass lokale Reaktionen, verbunden mit der LPS-bedingten NF-IL6-Aktivierung einen
zu starken Stimulus bildeten, um einen hemmenden Effekt von AG490 auf NF-IL6 darstellen zu
kdnnen. Andererseits deutet die augenscheinlich unveranderte Anzahl und Intensitat nuklearer
NF-IL6- und p-NF-IL6-Signale nicht zwingend auf eine Unwirksamkeit von AG490 in Bezug auf
eine Inhibition der JAK2-vermittelten NF-IL6-Phosphorylierung hin. Diese Hemmung koénnte
,maskiert” durchaus aufgetreten sein (siehe Kap. IV., 2.2, S. 230). Alternativ kdnnte die im Kern
detektierte NF-IL6-1.R. auf einer Neusynthese von NF-IL6 aufgrund des inflammatorischen
Stimulus beruhen, der dabei Uber JAK2-unabhangige Wege gewirkt haben kdnnte. In der ersten
Teilstudie hatte die Hypothese, dass NF-IL6-Wirkungen wahrend LPS-induzierten Inflammationsre-
aktionen vor allem auf einer de novo Synthese des Transkriptionsfaktors beruhen, entsprechend
unterstitzt werden kdénnen (Kap. 1V., 1.1.5). Das bedeutet ebenfalls, dass der potentiell hemmende
Einfluss der JAK2-Inhibition auf die NF-IL6-Aktivierung anhand der immunhistochemischen Ergeb-
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nisse dieser zweiten Teilstudie nicht eindeutig gezeigt werden konnte. Der Eindruck einer leichten
Verstarkung der p-NF-IL6-Signaldichte nach Behandlung mit dem Inhibitor kénnte aber als Hinweis
auf kompensatorische Mechanismen (z.B. Ser-Phosphorylierung durch andere Proteinkinasen)
gedeutet werden.

Um die mdgliche Hemmung der NF-IL6-Aktivitdt und damit zusammenhangende Entwicklungen in
Bezug auf andere inflammatorische Marker beurteilen zu kdnnen, mussen hier aus genannten
Grunden indirekte Hinweise darauf herangezogen werden. Die Induktion von NF-IL6 auf
MRNA-Ebene nach 24 Stunden in AG490-vorbehandelten Tieren ist ursachlich ebenso wie die
SOCS3-Induktion zu diesem Zeitpunkt mdglicherweise auf eine Hemmung der Aktivierung der
HPA-Achse (analog oder synergistisch mit STAT3) und damit verbundener Erhéhung der Konzen-
tration pro-inflammatorischer Zytokine zurtckzufuhren (vgl. S. 231, siehe auch Abb. 98, S. 235).
Auch hier ist wiederum ein Einfluss der gesenkten hypothalamischen IL-10-Menge denkbar.

Mégliche Interaktionen zwischen NF-IL6 und IL-10 existieren in zwei Richtungen. So ist zum Einen
IL-10 ein wichtiges Zielgen von NF-IL6 (Kap. I., 3.3.3.1., S. 225), so dass die Verringerung der
IL-10-mRNA die mdgliche Folge einer potenziellen Unterdriickung der NF-IL6-Aktivierung durch
AG490 darstellt (Abb. 98, 235). Unter anderem wurde eine NF-IL6-Abhangigkeit der induzierten
IL-10-Produktion in Makrophagen festgestellt (Csoka et al., 2007). In Neutrophilen Granulozyten
von NF-IL6-defizienten Mausen ist beispielsweise die Expression von IL-10 nach LPS-Stimulation
stark vermindert (Akagi et al., 2008). Es finden sich auch andere Hinweise auf eine mogliche
Bedeutung NF-IL6-vermittelter Wege auf die IL-10-Expression. So wurde im Rahmen neurodege-
nerativer Prozesse eine vermehrte IL-10-Expression vor allem in Mikrogliazellen beobachtet (Park
et al., 2007). Der spate Aktivierungszeitpunkt von 8 Stunden nach LPS-Injektion, verbunden mit
der mutmallichen Bedeutung von NF-IL6 als Aktivierungsmarker vor allem von Mikrogliazellen,
legt einen entsprechenden Zusammenhang nahe. Dieser mikroglialen IL-10-Expression wurde in
der Studie von Park et al. eine neuroprotektive Bedeutung beigemessen, was wiederum mit der
Hypothese einer neuroprotektiven Rolle von NF-IL6 Ubereinstimmt (Kap. 2.1.1). Auch in humanen
Monozyten wurde eine spate IL-10-Induktion durch LPS festgestellt (Wanidworanun & Strober,
1993), was mit Effekten von TNFa und nachfolgender Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in
Zusammenhang gebracht werden kann. Somit besteht fur die vorliegende Studie die Mdglichkeit
einer Hemmung der IL-10-Synthese im Hypothalamus Uber die Aktivititshemmung von NF-IL6
durch AG490, welche zum Beispiel Uber friih verringerte TNFa-Konzentrationen vermittelt sein
kénnte (Kap. I., 3.3.3.). Eine Beeinflussung von NF-IL6 durch veranderte IL-10-Konzentrationen ist
ebenso mdglich (Abb. 98, S. 235), so dass NF-IL6, neben der bekannten Rolle von STAT3, als
Ubermittler von IL-10-Wirkungen in Frage kommt. Insgesamt kann damit dem Befund einer
gesenkten IL-10-Konzentration im Gehirn 8 Stunden nach Stimulation mit LPS eine zentrale
Bedeutung fir die Interpretation der Ergebnisse dieser Teilstudie beigemessen werden: Die
geschilderten, vielschichtigen Wechselwirkungen zwischen NF-IL6 und IL-10 lassen einerseits auf
die erfolgreiche Hemmung der NF-IL6-Aktivitdt durch AG490 schlieffen und unterstreichen ande-
rerseits die schon in der ersten Teilstudie vermutete Rolle von NF-IL6 flir die Expression von IL-10,
mdglicherweise im Zusammenwirken mit STAT3, als potentielles Zielgen.

Ein besonders interessanter Einfluss von IL-10 auf die NF-IL6-Expression wurde von Tanaka et al.
(2005) im Zusammenhang mit der viralen Replikation von HIV in Makrophagen offengelegt: Hier
kam es zur Verschiebung der Ratio zwischen der aktiven NF-IL6-Isoform LAP und dem dominant
negativen Inhibitor LIP zugunsten des letzteren durch IL-10-Einwirkungen. Hierbei schien
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wiederum STAT3 essentiell zu sein, da STAT3-defiziente Tiere kein inhibitorisches NF-IL6 auf
einen IL-10-Stimulus hin bildeten. Die Synthese der inhibitorischen Form basiert auf posttranslatio-
nalen Prozessen, zunachst aber steigt durch IL-10 die Aktivitat am NF-IL6-Promotor an. Somit
konnte IL-10 eine ,Schaltfunktion® in Bezug auf NF-IL6-Aktionen zukommen, die die Vermittlung
sowohl pro- als auch anti-inflammatorischer Zytokinwirkungen bedingen kénnten. In der vorlie-
genden Studie wiirde damit die verringerte IL-10-Menge eine zunehmende Produktion der aktiven
Isoform bzw. eine Abnahme von LIP bewirken, wodurch zum Einen die nicht detektierbaren Unter-
schiede in immunhistochemischen Untersuchungen und zum Anderen die z.T. verstarkenden
Einflisse von AG490 auf LPS-bedingte Krankheitssymptome erklarbar waren, da anti-inflammatori-
sche NF-IL6-Effekte (Uber LIP) von pro-inflammatorischen (Uber LAP) abgelést wirden. Der
scheinbar makrophagenspezifische Mechanismus (Tanaka et al., 2005) rickt wiederum Mikroglia-
zellen in den Fokus des Interesses. Letztendlich kdnnten Interaktionen zwischen NF-IL6 und IL-10
in AG490-vorbehandelten Tieren sich gegenseitig bedingt haben, so dass eine frihe Unter-
drickung der NF-IL6-Aktivitat zur Verminderung der IL-10-Konzentration gefiihrt und dadurch
wiederum eine gesteigerte LAP-Synthese verursacht haben kénnte. Um diese mdglichen Zusam-
menhange zu klaren, ware eine Gegenulberstellung der LAP/LIP-Ratio der untersuchten Versuchs-
gruppen hilfreich. Leider konnte solch eine Untersuchung nicht durchgeflihrt werden, da kein
weiteres Gehirngewebe nach der missgluckten, in Kooperation durchgefuhrten DNA-Bindungs-
studie mehr fur solche Analysen zur Verfugung stand.

Einen weiteren Hinweis auf veranderte NF-IL6-Aktivitat im Gehirn liefern wiederum die veranderten
Expressionsmuster von COX2 und mPGES, die in der vorliegenden Arbeit auffielen. Die mRNA-
Expression beider Enzyme zeigt sich in AG490-vorbehandelten Tieren 8 Stunden nach dem LPS-
Stimulus starker induziert als in der Kontrollgruppe (Abb. 74, S. 177). Yamamoto et al. (2007)
wiesen Auswirkungen einer NF-IL6-Inhibition auf die Expression von mPGES nach. Da in der
vorliegenden Studie, entgegen dieser Ergebnisse, eine potentielle Hemmung der NF-IL6-Aktivitat
eine Steigerung der mPGES-Expression hervorrief, ist wiederum eine Bedeutung des LAP/LIP-
Verhéltnisses anzunehmen. AuRerdem liegt moglicherweise eine Uberlagerung von Effekten vor,
die durch NF-IL6- bzw. STAT3-Hemmung ausgeldst wurden, da beiden Transkriptionsfaktoren im
Hinblick auf die Induktion von COX2 und mPGES eine bedeutsame Rolle zukommt (vgl. Kap. 1V,
2.21.1)).

Die verstarkte Induktion des negativen Regulators von NF-IL6, Trib1, nach 8 Stunden in AG490-
vorbehandelten Tieren (Abb. 72, S. 175) kénnte ebenfalls auf eine mdglicherweise vermehrte
NF-IL6-Aktivitat hindeuten, wenn man davon ausgeht, dass NF-IL6 im Rahmen eines autoregulato-
rischen Prozesses zu einer Induktion des eigenen Inhibitors fihrt. Da die gesteigerte Expression
von Trib1 durch Einwirken inflammatorischer Stimuli wie IL-18 und TNFa nachgewiesen wurde
(Kiss-Toth et al., 2004; Sung et al., 2006), liefert dieses Ergebnis einen zusatzlichen Hinweis auf
eine Ubersteigerung der inflammatorischen Antwort durch die Behandlung mit AG490. Die Beteili-
gung von Trib1 an der Degradation allgemein von C/EBP und damit auch von NF-IL6 (Yokoyama &
Nakamura, 2011) Iasst dessen vermehrte Expression bei einem mdglicherweise verschobenen
LAP/LIP-Verhaltnis sinnvoll erscheinen und kdénnte einen Regulationsmechanismus darstellen, der
einer Uberschielenden LAP-Aktivitat entgegenwirkt. Hierbei ware auch die Eigenschaft von Trib1,
an NF-IL6 zu binden und so dessen DNA-Bindungsaktivitdt zu unterdriicken (Yamamoto et al.,
2007) von Bedeutung. Eine negative Regulation der NF-IL6-Expression durch Trib1 konnte zwar
anhand einer Uberexpression des Regulatorproteins gezeigt werden (Yamamoto et al., 2007), tritt
jedoch in vivo nicht gezwungenermalien ein, da die dazu erforderliche Trib1-Konzentration vermut-
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lich nicht erreicht wird. Im Vergleich zur ersten Teilstudie fand die Induktion von Trib1 hier friher
statt (Abb. 53, S. 148 bzw. Abb. 72, S. 175), was wiederum die inflammatorische Reaktion auf die
i.c.v. Verabreichung des Bolus bzw. der Implantation der Kanule widerspiegeln kdnnte, welche sich
mit LPS-bedingten Reaktionen Uberlagerte.

Abb. 98: Mogliche Beeinflussungen von NF-IL6-vermittelten Signalwegen im Hypo-
thalamus durch AG490

Es wird nur auf die wichtigsten, fir diese Studie relevanten Gegebenheiten und Beobach-
tungen eingegangen. Denkbare Verknipfungen der intracerebroventrikularen Verabrei-
chung des JAK2-Inhibitors AG490 mit beobachteten Veranderungen der Expression
inflammatorischer Marker im Gehirn sind schematisch dargestellt. Besondere Bedeutung
kommt dem moglicherweise beeinflussten Verhaltnis von LAP als aktivierender und LIP
als inhibierender Isoform von NF-IL6 zu. Pfeile driicken generell einen férdernden,
Striche einen hemmenden Einfluss aus. Mdgliche Beeinflussungen der komplexen, z.T.
hypothetischen Mechanismen durch AG490 sind anhand von + oder — angegeben. HPA =
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse.

Zusammengefasst finden sich also zahlreiche Hinweise auf eine zumindest anteilige Hemmung
der NF-IL6-Aktivierung durch AG490 in der vorliegenden Studie, die wiederum den Fokus auf die
detektierte Senkung der IL-10-Konzentration im Hypothalamus legen. Neben der Untermauerung
der Hypothese, dass NF-IL6 fur die IL-10-Synthese von Bedeutung ist, ergibt sich mit der mogli-
chen Verschiebung der LAP/LIP-Ratio eine neue mdgliche Regulationsebene der NF-IL6-Aktivitat.
Dadurch wird die Annahme aus der ersten Teilstudie unterstiutzt, dass NF-IL6 im Rahmen der
Aufrechterhaltung (entspricht pro-inflammatorischer Wirkung) und / oder Beendigung (entspricht
anti-inflammatorischer Wirkung) von Krankheitssymptomen im Hypothalamus eine Rolle
zukommen kénnte.
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2.2.1.3.NF-xB

Da die Effekte einzelner Transkriptionsfaktoren immer im Zusammenhang mit der Gesamtheit akti-
vierter Signalkoppler betrachtet werden mussen, ist flr die Beeinflussung der Expression pro-in-
flammatorischer Zielgene nach LPS-Stimulation Uber STAT3 und NF-IL6 auch die Rolle des fiur
diese Reaktion bedeutsamen Transkriptionsfaktors NF-kB zu berucksichtigen. Negative Effekte
von AG490 auf die Aktivierung von NF-kB wurden auf3erdem nachgewiesen (Pefa et al., 2010),
ebenso wie die Beeinflussung der IkBa-Phosphorylierung tber JAK2 (Digicaylioglu & Lipton,
2001), auch wenn NF-kB kein direktes Ziel der JAK2-Phosphorylierung im Rahmen von Rezeptor-
bindungen darstellt.

Wie erwartet, war auf Proteinebene 8 Stunden nach dem LPS-Stimulus keine Induktion von NF-kB
mehr zu beobachten (Abb. 69, S. 171). Damit bestatigten sich frihere Beobachtungen, dass
NF-kB vor allem in der friihen Phase LPS-vermittelter Reaktionen von Bedeutung ist (Nadjar et al.,
2003). Der negative Regulator IkBa war allerdings auf mRNA-Ebene in beiden LPS-stimulierten
Gruppen zu diesem Zeitpunkt erhdht (Abb. 72, S. 175), was nach alleiniger LPS-Injektion in der
ersten Teilstudie nicht der Fall gewesen war (Abb. 53 54, S. 148/149). In AG490-vorbehandelten
Tieren fiel diese Induktion noch deutlicher aus. Dieses Ergebnis kdnnte mit lokalen Reaktionen am
Injektionsort zusammenhangen, da mit einer gesteigerten IL-1B-Konzentration auch NF-kB-Signal-
wege verstarkt aktiviert werden kénnen, die sich anhand der IkBa-Induktion manifestieren (Abb.
96, S. 218). Die vermutete Konzentrationserhéhung pro-inflammatorischer Zytokine aufgrund
verminderter IL-10-Wirkungen oder gehemmter Aktivierung der HPA-Achse (Kap.lV., 2.2.1.1., S.
231) konnte die Ursache fur verlangerte NF-kB-Aktivierung und IkBa-Induktion in der AG490-vor-
behandelten Gruppe sein. Ebenso wie fur NF-IL6 (Kap. IV., 2.2.1.2.; S. 233) besteht auch fur
NF-kB eine Wechselwirkung mit IL-10: So wird einer der Hauptwege der IL-10-Induktion durch LPS
Uber NF-kB vermittelt (Park et al., 2005). Des weiteren liegt auch ein Zusammenhang zwischen
der Wirkung von AG490 und der NF-kB-Aktivierung vor: Sowohl ein hemmender Effekt des Inhibi-
tors auf die LPS-bedingte NF-kB-Aktivierung (Pena et al., 2010; vgl. Abb. 99, S. 237) als auch
dessen Einfluss auf die IkBa-Phosphorylierung wurden nachgewiesen (Digicaylioglu & Lipton,
2001), die im Gegensatz dazu zu einer verstarkten Translokation von NF-kB fiihren kann.
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Abb. 99: Mogliche Beeinflussungen von NF-kB-vermittelten Signalwegen im Hypo-
thalamus durch AG490

Die direkte Beeinflussung von NF-kB durch AG490 ist unklar, einige der beobachteten
Expressionsanderungen konnen aber auch mit Wirkungen auf die NF-kB-Aktivierung
zusammenhangen. Nur diese sind schematisch dargestellt. Pfeile driicken generell einen
fordernden, Striche einen hemmenden Einfluss aus. Mogliche Beeinflussungen der
komplexen, z.T. hypothetischen Mechanismen durch AG490 sind anhand von + oder —
angegeben.

Schliellich sind noch die Interaktionen zwischen den hier untersuchten Transkriptionsfaktoren
untereinander zu berticksichtigen. In diesem komplizierten Netzwerk findet zum Einen eine Regu-
lation der Menge und Aktivitat einzelner Vertreter durch die jeweils anderen statt, zum Anderen
kénnen Transkriptionsfaktoren aber auch synergistisch in Bezug auf Geninduktionen wirken und je
nach Zusammensetzung situationsspezifisch Veranderungen der Aktivitat einzelner kompensieren.
Beispielsweise wurde der Einfluss der NF-IL6-Aktivitat auf die NF-kB-Aktivitat fur Makrophagen
nachgewiesen (Cappello et al., 2009), wonach NF-IL6 die verfugbare Menge an IkBa senken und
so NF-kB-Wirkungen verstarken kann. Nakajima et al. (2011) stellten kirzlich eine Hemmung von
NF-kB Uber die Aktivierung von NF-IL6 fest, wobei scheinbar beide Isoformen (LAP und LIP)
diesen Effekt ausibten. Die Interaktion dieser beiden Transkriptionsfaktoren, z.B. am IL-6-Pro-
motor (Matsusaka et. al., 1993), macht deutlich, dass die Inhibition oder Foérderung eines der
beiden durch AG490 sowohl zur Steigerung, als auch zur unveranderten Expression dieses Zyto-
kins gefuhrt haben kénnte. Fur STAT-Vertreter ist in diesem Zusammenhang, neben direkten
Einflissen am NF-IL6-Promotor (Foka et al., 2001), die Bedeutung von STAT3 fir die NF-IL6-Syn-
these im Rahmen des ,tethering® interessant. Dabei wird die NF-IL6-Induktion ohne eigenstandige
Promotorbindung von STAT3 ermdglicht (Niehof et al., 2001). Fur die dargestellten veranderten
Expressionen von Transkriptionsfaktoren selbst, sowie fiir die damit verbundene Induktion potenti-
eller Mediatoren, ist daher in der vorliegenden Arbeit wahrscheinlich zusatzlich zu den erlauterten,
mdglicherweise zugrundeliegenden Mechanismen, eine Bedeutung von Interaktionen zwischen
diesen Transkriptionsfaktoren anzunehmen.
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2.2.2. Expression potentieller Mediatoren im Hypothalamus

In der vorliegenden Studie war nach AG490 Behandlung lediglich die LPS-induzierte IL-10 Expres-
sion zum Zeitpunkt 8 Stunden signifikant verringert (Abb. 73, S. 176), was mit der Ubersteigerten
Fieberreaktion dieser Tiere im Einklang steht (vgl. 1., 2.1.7.1., S. 224). Die relativ erhOhten basalen
Konzentrationen von IL-13, TNFa und IL-6 im Hypothalamus weisen auf starke Effekte der lokalen
Inflammationsreaktion im Injektionsbereich hin (siehe auch Kap. 2.1.): In diesem Gewebe konnte,
anders als in der ersten Teilstudie, keine Induktion von IL-1B durch LPS-Einwirkungen zum Zeit-
punkt 8 Stunden gezeigt werden (Abb. 54, S. 149 bzw. Abb. 73, S. 176). Vermutlich wurde dieser
Effekt durch lokale Zytokinsynthese Uberdeckt.

Bezuglich TNFa zeigten Pefia et al. (2010), dass AG490 direkt zur Senkung der TNFa-Konzentra-
tion fuhren kann. Falls eine entsprechende Hemmung auch in der vorliegenden Studie stattfand,
so war dies vermutlich zu friilheren Zeitpunkten der Fall, so dass die Reaktion nach 8 Stunden
nicht mehr nachweisbar war. Fir solch ein Szenario spricht wiederum die verstarkte Fieberreaktion
nach Vorbehandlung mit AG490, da TNFa nachgewiesenermal3en auch ein anti-inflammatorisches
Potential besitzt, das fur Krankheitsverlaufe sowohl nach Verabreichung hoher (Roth, 2006; TolIner
et al., 2000) als auch moderater LPS-Dosen (Goldbach et al., 1997; Klir et al., 1995; Long et al.,
1990; Roth et al., 1998a) besteht. Somit ist TNFa ein weiterer Mediator (neben IL-10), dessen In-
duktionshemmung durch AG490 zu dem erhéhten Fieber beigetragen haben kdnnte. Des Weiteren
besteht ein méglicher Zusammenhang zwischen der nachgewiesenermalien gehemmten IL-10-In-
duktion und der vermuteten, zeitgleichen oder vorhergehenden Reduktion von TNFa, da TNFa
einen wichtigen Induktor von IL-10 darstellt (Wanidworanun & Strober, 1993; siehe auch S. 233).
Somit bietet eine nicht-detektierbare Verringerung von TNFa einen weiteren ursachlichen Erkla-
rungsansatz fur die beobachtete Hemmung der IL-10-Induktion.

Eine erhdhte IL-6-Induktion durch das Fehlen von IL-10 wurde von Leon et al. (1999) gezeigt, was
allerdings vor allem in friihen Phasen der Fieberreaktion stattfand. Unter Berlcksichtigung der
moglichen Einwirkungen lokaler Effekte auf die LPS-bedingte |IL-6-Expression, konnte in der vorlie-
genden Studie in AG490-vorbehandelten Tieren ein ahnlicher Trend festgestellt werden.

Tendenziell nach 24 Stunden steigende Mengen an IL-1B und IL-6 stehen wiederum im Einklang
mit der beobachteten lUbersteigerten Entziindungsreaktion und damit auch mit der zunachst absin-
kenden IL-10-Konzentration.

Fur IL-1ra, den endogenen Antagonisten IL-1B-vermittelter Signalwege, stellte sich die mMRNA-EXx-
pression nach 8 Stunden ebenso wie fir IL-1B selbst uneinheitlich dar (Abb. 73, S. 176), was sich
ebenfalls auf lokale Effekte der Injektion zurtckfihren lasst. Tendenziell war jedoch analog zu
IL-10 eine Verringerung der IL-1ra-mRNA-Menge zu erkennen. Da IL-10 einen starken Stimulus
der IL-1ra-Expression darstellt (Bluthe et al., 1999), ist die Hemmung der IL-1ra-Induktion parallel
zum Absinken von IL-10 eine logische Konsequenz. Aullerdem ist anzunehmen, dass verringerte
Konzentrationen beider Zytokine gemeinsam an der verstarkien Fieberreaktion nach LPS im
Anschluss an die Behandlung mit AG490 beteiligt sind. Eine erfolgreiche Inhibition der STAT3-Akti-
vierung konnte ebenso zu verminderten Konzentrationen von IL-1ra fihren, da dessen Promotor
eine entsprechende Konsensussequenz enthalt. Aulerdem erwies sich die synergistisch durch
LPS und IL-10-bedingte IL-1ra-Induktion als STAT3-abhangig (Carl et al., 2004). Ebenso wie fur
IL-10 bestand in der vorliegenden Studie fur IL-1ra, gegenuber der Cremophor-vorbehandelten
Kontrollgruppe, 24 Stunden nach LPS-Stimulation ein Trend zur vermehrten mRNA-Expression.
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Dies kann als kompensatorischer Mechanismus der zunachst verstarkten Inflammationsreaktion
interpretiert werden.

Mit COX2 und mPGES wurden die entscheidenden Enzyme der PGE,-Synthese nach LPS-Stimu-
lation in beiden Gruppen induziert (Abb. 74, S. 177). Die fur COX angedeutete und fur mPGES
signifikante Verstarkung dieser Induktion durch AG490-Vorbehandlung steht vermutlich mit der
verringerten IL-10-Expression im Zusammenhang. Berg et al. (2001) deuteten die gesteigerte
PGE,-Produktion in IL-10-defizienten Mausen als Folge einer vermehrten Ausschuttung pro-inflam-
matorischer Zytokine nach inflammatorischer Stimulation in diesen Tieren (siehe auch S. 225).
Eine direkte Beeinflussung der COX2-Expression Uber IL-10 ist auRerdem mdglich, was Uber
NF-kB (Berg et al., 2001), aber auch anteilig Uber NF-IL6 vermittelt sein konnte (Chen et al., 2003;
Gorgoni et al.,, 2001; Uematsu et al., 2002). Eine unabhangige Regulation der COX2- und
mPGES-Expression wurde in Mikrogliazellen gezeigt (de Oliveira et al., 2008), womit sich die deut-
lichere Induktion von mPGES erklaren lasst.

Insgesamt sind die Ergebnisse auf molekularer Ebene im Hypothalamus in Bezug auf die beob-
achteten Beeintrachtigungen der erhobenen physiologischen Parameter (vgl. Kap. IV., 2.1.7.)
groBtenteils schlussig. Im Zusammenhang mit den diskutierten, hypothetischen Einflissen der
Inhibition der JAK2 auf die bedeutenden Transkriptionsfaktoren STAT3, NF-IL6 und NF-kB (Kap.
IV., 2.2.1.) erschliefdt sich damit ein in sich geschlossenes Bild. Demnach hatte sich die Inhibition
der Aktivierung von STAT3 und NF-IL6 vor allem auf die friihe Expression von IL-10 im Hypotha-
lamus ausgewirkt, was insgesamt eine verstarkte inflammatorische Antwort dort ausgelést haben
kdénnte. Wechselwirkungen zwischen Transkriptionsfaktoren und Mediatoren untereinander, lang-
fristige Effekte der Inhibition und zuséatzliche Signalwege, wie die Aktivierung der HPA-Achse,
lassen die einzelnen Beobachtungen zu einem komplexen Gesamtbild verschmelzen, welches nur
einen Einblick in die Bedeutung JAK2-vermittelter Wege und der Beteiligung insbesondere von
NF-IL6 im Gehirn im hier dargestellten Kontext erlaubt. Eine detaillierte Aufklarung einzelner
mechanistischer Zusammenhange ist im Rahmen einer in vivo Studie nicht mdglich. Es konnten
hier jedoch zahlreiche interessante Hinweise auf mdgliche Zusammenhange aufgezeigt werden,
welche durch die isolierte Betrachtung von Einzelaktionen in vitro nicht darstellbar sind. Diese
liefern in Bezug auf den medizinischen Einsatz von Inhibitionsstrategien wertvolle Informationen
Uber mogliche Probleme und Limitationen fiur die Verwendung entsprechender, méglicherweise
therapeutisch zu nutzender Substanzen.

2.3. Systemische Auswirkungen der Injektion

Trotz der lokalen Verabreichung von AG490 in den Lateralventrikel, ist nicht auszuschliel3en, dass
der Inhibitor selbst oder durch seine Verabreichung induzierte Mediatoren Uber die Cerebrospinal-
flissigkeit auch den Blutkreislauf erreicht haben und dort Wirkungen entfaltet haben konnten.
Dagegen spricht, dass sich die Plasmakonzentrationen von IL-6 nach 8 Stunden fir die beiden
LPS-stimulierten Gruppen (vorbehandelt mit AG490 oder Cremophor® EL) nicht unterschieden
(Abb. 64, S. 165). Nach 24 Stunden fiel allerdings eine anhaltende Erhéhung der IL-6-Plasmakon-
zentration in Cremophor-vorbehandelten Kontrolltieren auf. Ursachlich kdnnte einerseits die Inflam-
mation im ZNS sein, die nachgewiesenermal’en auch Zytokinfreisetzung ins Plasma bewirken
kann (vgl. Kap. IV., 2.1.3.; S. 222.). Langfristig konnte hierbei AG490 diesen Effekt in Bezug auf
IL-6 unterdrickt haben. Der zugrundeliegende Mechanismus kann anhand der Zytokin-mRNA-
Konzentrationen im Gehirn und den Plasmazytokinwerten zu den gegebenen Zeitpunkten nicht
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eindeutig geklart werden. Eventuell konnte die Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der IL-6-Kon-
zentration im Plasma zur Klarung dieses Sachverhaltes beitragen.

24. Zukuinftige weiterfiihrende Untersuchungen basierend auf den hier
dargestellten Ergebnissen der eigenen Studie

Im Hinblick auf zusatzliche Studien, die fur die Prufung einiger hier aufgestellter Hypothesen sinn-
voll sind und zur naheren Aufklarung mechanistischer Zusammenhange beitragen konnen, ist
zunachst auf das Losungsmittel Cremophor® EL als moglicher Faktor der Beeinflussung auftre-
tender Veranderungen einzugehen. So ergaben Studien zur chronischen Verabreichung von
Cremophor® EL eine Veranderung der Leberenzyme AST (Aspartat-Aminotransferase) und ALT
(Alanin-Aminotransferase; Gutierrez et al., 2006). Ein dosisabhangiges, anti-nociceptives Potential
der Substanz (Tabarelli et al., 2003) kénnte aul’erdem zumindest auf anti-inflammatorische Eigen-
schaften hindeuten. Andererseits wurde die Aktivierung von Komponenten des Komplementsys-
tems durch Cremophor® EL nachgewiesen (Szebeni et al., 1998), was wiederum dessen
fordernde Einflussnahme auf inflammatorische Prozesse wahrscheinlich macht. Eine Aktivierung
von NF-kB, sowie die Induktion von iNOS durch Cremophor® EL, konnten zwar ausgeschlossen
werden (Gutierrez et al., 2006), jedoch liegen noch keine Daten zu anderen relevanten und im
Rahmen der hier bearbeiteten Fragestellung untersuchten inflammatorischen Markern und
Akteuren vor, so dass deren Beeinflussung nicht vollig ausgeschlossen werden kann. Da in der
vorliegenden Arbeit allerdings keine offensichtlichen Effekte in Kontrollgruppen (Crem & PBS) nach
Verabreichung von Cremophor® EL auftraten und insgesamt nur sehr geringe Mengen einmalig
verabreicht wurden, ist ein signifikanter Einfluss des L&sungsmittels fir die spezielle Sachlage
dieser Studie aulierst unwahrscheinlich. Einsatze von Cremophor® EL in anderen Kontexten, die
der Untersuchung inflammatorischer Prozesse dienen, sollten allerdings im Hinblick auf die mogli-
chen Eigenwirkungen des Losungsmittels kritisch Uberprift und durch geeignete Kontrollen abgesi-
chert werden. Gerade weil Cremophor® EL ein wichtiges Losungsmittel zum Beispiel in der Krebs-
therapie (Taxotere ®) darstellt sind solche Untersuchungen auch von klinischem Interesse.

Da bei der Betrachtung der physiologischen Parameter in dieser Teilstudie die Diskrepanz
zwischen verstarkter Fieberreaktion und verminderter Lethargie den auffalligsten Befund darstellt,
sollte dies durch zusatzliche Untersuchungen verifiziert werden. Zum Einen kommt dabei ein
Versuchsaufbau im sog. ,reversed cycle® in Frage, bei dem die Injektionen nicht zu Beginn der
Hell- sondern der Dunkelphase erfolgen. Da Ratten als nachtaktiv gelten, wiirden die Hemmung
der lokomotorischen Aktivitat durch LPS, sowie eine mégliche Unterdriickung dieses Effekts durch
AG490, dadurch deutlicher erkennbar. Zusatzlich kdnnte sich die Untersuchung der ,freiwilligen
Aktivitat“ im Sinne einer zusatzlichen koérperlichen Betatigung der Tiere als sinnvoll erweisen.
Skinner et al. (2009) stellten fest, dass die Bereitschaft von Ratten, sich in einem Laufrad zu
bewegen, nach systemischer Injektion verschiedener LPS-Dosen ein sensitiverer Marker fur ,sick-
ness-behavior” sein kann als die reine Grundaktivitat der Tiere im Kafig. Der Parameter der ,freiwil-
ligen Aktivitat“ zeigte dabei schon fiir subfebrile Dosen LPS-vermittelte Veranderungen und korre-
lierte am Deutlichsten mit der jeweils verabreichten Dosis. Auch fir zentral injizierte Zytokine
(IL-1B, IL-6) erwies sich die Erhebung der Aktivitdt im Laufrad als sensibles Messinstrument
(Harden et al., 2008).

Um Mechanismen und Zusammenhange auf molekularer Ebene Uberprifen zu kénnen bzw. klarer
erkennbar zu machen, ist die Betrachtung der Parameter zu einem oder mehreren zusatzlichen
Zeitpunkten erforderlich. Neben dem Zeitpunkt 8 Stunden nach LPS-Injektion, der als Maximum
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der NF-IL6-Proteininduktion festgestellt wurde (Abb. 47, S. 137 & Abb. 48, S. 139), kdnnten Ergeb-
nisse 2 oder 4 Stunden im Anschluss an die Verabreichung Aufschliisse auf Zielgeninduktionen
ermoglichen, welche ihre Maxima in der ersten Teilstudie nach 4 Stunden aufwiesen (Abb. 53, S.
148). Zusatzlich waren Veranderungen der Aktivitaten von NF-kB und insbesondere STAT3 durch
den Inhibitor AG490 in dieser friheren Phase der inflammatorischen Reaktion besser beurteilbar.
Die Betrachtung der Zytokinkonzentrationen im Bereich kurz vor und nach dem Zeitpunkt 24
Stunden konnte die Moglichkeit gegenregulatorischer Effekte naher beleuchten und die angedeu-
tete Induktion anti-inflammatorischer Zytokine in dieser spaten Phase bestatigen.

Proteindetektion im Western Blot wiirde sehr geringe Effekte von AG490 sichtbar machen, indem
beispielsweise die STAT3/p-STAT3-Ratio bestimmt und damit eine evtl. nur geringflgig ausfallende
Hemmung der Phosphorylierung aufgedeckt werden kénnte. Ebenso ware flir NF-IL6 zu verfahren,
wobei hier das Verhaltnis der aktiven Form LAP zur inhibierenden Form LIP von zentraler Bedeu-
tung ist, da Veranderungen dieser Ratio vermutlich als Ursache fur einige der beobachteten
Effekte in Frage kommen. Eine weitere Moglichkeit, Veranderungen der transaktivierenden Aktivi-
taten von Transkriptionsfaktoren darzustellen, sind Bindungsstudien an ausgewahlten Promotoren,
die im Rahmen der vorliegenden Studie bisher nicht erfolgreich durchgeflihrt werden konnten.
Dadurch kénnten allerdings auch Einfllisse von Interaktionen verschiedener Transkriptionsfaktoren
genspezifisch dargestellt werden.

Als zusatzliche Parameter kdnnten IL-10-Konzentrationen im Plasma und im Hypothalamus auf
Proteinebene von Interesse sein, um die wahrscheinlich zentrale Bedeutung dieses Zytokins fir
die beobachteten Effekte genauer eingrenzen zu kénnen. Als weiterer Mediator kdnnte NO eine
entscheidende Rolle spielen, so dass eine Untersuchung der iNOS-Aktivitat bzw. der Aktivitat des
Mediators selbst im Hypothalamus interessante neue Erkenntnisse liefern konnte, da neben den
moglichen Einflissen von NO auf die Adipsie (Kap. IV., 2.1.7.3.) auch sein antipyrogenes Potential
vor allem im OVLT (Lin & Lin, 1996 ,1996 a) von Interesse ist.

2.5. Anwendung des Mechanismus der RNA.i

Nach Verwendung des relativ unspezifischen Inhibitors AG490 sollte in einer dritten Teilstudie nun
spezifisch die Rolle von NF-IL6 fur die Entstehung zentralnervés kontrollierter Krankheitssymp-
tome im Verlauf LPS-induzierter systemischer Entzindungsreaktionen untersucht werden. Ein
Vergleich dieser neuen Erkenntnisse mit den Ergebnissen aus der ersten und zweiten Teilstudie
sollten hierdurch ebenfalls weitere Erkenntnisse Uber die anderen untersuchten Signalwege
(STAT3, NF-kB) ermdoglichen.

Die spezifische Inhibition NF-IL6-vermittelter Effekte im Rahmen der inflammatorischen Reaktion
durch siRNA kann grundsatzlich Uber zwei verschiedene Wege erreicht werden. Die Degradation
der NF-IL6-mRNA durch den Mechanismus der RNAi hemmt die Neusynthese des Transkriptions-
faktors, was zum Einen zu einer langfristigen Erniedrigung an verfligbarem NF-IL6 fihrt. So sollten
Geninduktionen, die auf einer Aktivierung und nukledren Translokation vorhandener NF-IL6
beruhen, verringert werden, vorausgesetzt, dass die siRNA langer wirksam ist als die ,turnover-
-Rate” des Proteins betragt. Im Falle einer zentralen Bedeutung der induzierten de novo Synthese
von NF-IL6, wie sie die erste Teilstudie vermuten liel® (Kap. 1V., 1.1.5.), miUsste die Wirksamkeit der
siRNA auch fiur den Zeitpunkt der inflammatorischen Stimulation gewahrleistet sein, um die indu-
zierte Produktion des Proteins, und damit seine Wirkung vor Ort, zu verhindern. Grundsatzlich wird
von einem ,knockdown“ ab 48 Stunden nach Applikation und einer Wirkdauer von 5 - 7 Tagen
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ausgegangen (Akhtar & Benter, 2007b; Christoph et al., 2006; Kurreck, 2009). Dabei sind aller-
dings auch gewebsspezifische Unterschiede und die jeweilige Distribution der siRNA zu beriick-
sichtigen.

2.51. Kritische Betrachtung der Ergebnisse nach Verwendung von anti-NF-IL6-siRNA

Anders als erwartet, konnte eine Hemmung der NF-IL6-Expression in der dritten Teilstudie dieser
Arbeit weder auf mMRNA Ebene noch Immunhistologisch eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 92,
S. 201 & Abb. 94/95 S. 204/205). 28 oder 48 Stunden nach i.c.v. Verabreichung der siRNA wurde
weder die basale noch die induzierte NF-IL6-Expression verringert. Moglicherweise war zu diesem
Zeitpunkt der ,pool“ an potentiell aktivierbaren NF-IL6 noch zu grof3, als dass eine Verringerung
sichtbar geworden ware. Andererseits ist aber nach LPS-Stimulation weiterhin eine tendenzielle
Induktion der NF-IL6-mRNA erkennbar, die darauf hindeutet, dass zum Zeitpunkt der Stimulation
keine ausreichende Konzentration an wirksamer siRNA im Hypothalamus vorgelegen haben
koénnte. Grundsatzlich konnte allerdings mit Hilfe der FITC-markierten siRNA eine gute Verteilung
und Aufnahme des i.c.v.-applizierten Bolus in das Gehirnparenchym 24 Stunden nach Injektion
eindeutig gezeigt werden (Abb. 82, S. 187). Dieses Ergebnis entsprach der dokumentierten Distri-
bution in einer vorangegangenen Studie (Niizuma et al., 2008), in der sich die siRNA-Applikation
(die analog zur dritten Teilstudie der vorliegenden Arbeit durchgefihrt worden war) als erfolgreich
erwies. Dass der gewiinschte Effekt auf die NF-IL6-mRNA-Expression in der vorliegenden Studie
nicht erzielt wurde, konnte durch eine unzureichende Wirksamkeit erklart werden. Andererseits ist
es denkbar, dass die verabreichte siRNA zu stark verdiinnt oder aber in zu groRem Malie abge-
baut wurde. Eine zusatzliche NF-IL6-Induktion durch die lokale Inflammation (Kap. IV., 2.1.) kbnnte
daruber hinaus hemmende Effekte verringert haben.

Entsprechend den Ergebnissen auf mRNA-Ebene war auch immunhistochemisch keine Verringe-
rung von NF-IL6 auf Proteinebene erkennbar (Abb. 94/95 S. 204/205). Anhand der Ergebnisse aus
der ersten Teilstudie war generell mit einer schwachen NF-IL6-1.R. in Tieren 24 Stunden nach LPS-
Stimulation zu rechnen. Dies bestatigte sich durch die semiquantitative Auswertung exemplarisch
im OVLT (Tab. 45, S. 206). Eine basale NF-IL6-I.R. in i.c.v.-vorbehandelten PBS-Kontrolltieren lag
zwar in geringem Male vor, fiel aber deutlich schwacher aus als in der zweiten Teilstudie. Dies ist
wahrscheinlich auf das langere Zuruckliegen der i.c.v. Behandlung zurtckzuflhren, so dass
daraufhin auftretende Reaktionen schon wieder im Abklingen begriffen gewesen sein durften. Inter-
essant war hier eine fehlende Grundinduktion von NF-IL6 in anti-NF-IL6-siRNA-behandelten
Kontrollgruppen, was wiederum auf die Moglichkeit einer frihen Unterdrickung der NF-IL6-Akti-
vitat durch die siRNA hindeutet.

Eine generelle Limitation fir den Einsatz der RNAI sind unspezifische Nebeneffekte (Kap. 1., 5.3.).
Da die Aktivierung des Interferonsystems durch Einschleusung kunstlicher Oligopeptide ein
haufiges Problem in der Anwendung von siRNA darstellt, wurde in dieser Teilstudie die Induktion
von IFNa im Hypothalamus exemplarisch Uberprift. Eine entsprechende Induktion durch die anti-
NF-IL6-siRNA wurde zu keinem der untersuchten Zeitpunkte festgestellt (Abb. 93, S. 202). ,Off-
target* Effekte (Kap. I., 5.3.) auf andere Gene als NF-IL6 durch die siRNA, waren in der vorlie-
genden Studie anhand von Veranderungen inflammatorischer Parameter ebenfalls nicht detek-
tierbar.

Neben den Ergebnissen nach Injektion von FITC-markierter RNA sprechen einige der erhobenen
Daten zumindest flr eine erfolgreiche Transfektion in dieser Studie, auch wenn offensichtlich die
erwiinschte Inhibitionswirkung zum geplanten Zeitpunkt nicht erzielt werden konnte. So zeigte sich
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in den verschiedenen Gruppen eine unterschiedliche Reaktion auf die Injektion an sich: anti-
NF-IL6-siRNA-behandelte Tiere zeigten am haufigsten eine direkte Fieberreaktion, die dann auch
starker ausfiel als in den anderen Gruppen (Abb. 84, S. 189). Dies konnte auf relativ kurzfristige
Effekte der siRNA im Gehirn, wie beispielsweise die Aktivierung von TLR7 als wichtiger Vermittler
z.B. durch virale RNA ausgeldster Mechanismen hinweisen (Akira & Takeda, 2004; Damm et al.,
2012), die sequenzspezifisch fur die anti-NF-IL6-siRNA und die Kontroll-RNA unterschiedlich stark
ausfielen. In vitro war allerdings das inflammatorische Potential der ausgewahlten siRNA anhand
der im Uberstand induzierten Zytokinkonzentrationen bereits getestet und kein nennenswerter
Effekt nachgewiesen worden (Abb. 78 & Abb. 79, S. 183). Eine potente Stimulation von TLR7 war
demnach bereits fir Neurone und Gliazellen im Vorhinein ausgeschlossen worden. Generell ist,
wie schon in der zweiten Teilstudie, aber auch von volumenbedingten Effekten der Injektion in den
Ventrikel auszugehen. In Einzelfallen zeigten Tiere, die nur das Losungsmittel erhalten hatten,
auch eine geringgradige Fieberreaktion (vgl. Kap. V., 2.1.3.). Dass in einigen Tieren aller Gruppen
kein Fieber auftrat, ist moglicherweise auf die verschiedenen Gegebenheiten am Injektionsort
zurtickzuflihren: So ist die Anzahl und Lokalisation reaktiver Mikrogliazellen um den Injektionsort,
welche die mechanische Beeinflussung durch die Injektion wahrnehmen (vgl. Kap. IV., 2.1.3.) und
die Fieberreaktion vermitteln kénnen, aller Wahrscheinlichkeit nach fir jedes Tier nach Implanta-
tion der Kanile individuell etwas unterschiedlich. Die mit anti-NF-IL6-siRNA behandelten Tiere
zeigten auch im Anschluss an die i.c.v. Injektion in mehr Fallen eine deutliche Abnahme der Futter-
und Wasseraufnahme, eine starkere Abnahme der Kérpermasse sowie der lokomotorischen Akti-
vitat (Abb. 87-89, S. 194-198). Auler einer sequenzspezifischen Aktivierung antiviraler Strategien
und folgender Auslésung von ,sickness-behavior® durch die siRNA ist auch eine frihe und kurzfris-
tige Hemmung durch die anti-NF-IL6-siRNA denkbar, die sich nur auf die durch die Injektionen
verursachten inflammatorischen Reaktionen auswirkte und zur Zeit der LPS-Injektion 24 Stunden
spater nicht mehr wirksam war. Demnach kdnnte Uber eine normalerweise vorwiegend anti-inflam-
matorische Rolle von NF-IL6 im Rahmen der durch Mikrogliazellen vermittelten Reaktionen auf
lokale Irritationen spekuliert werden, die eine Ubertriebene inflammatorische Antwort unter physio-
logischen Bedingungen verhindert. Dies wirde sich mit der im Rahmen dieser Arbeit festgestellten
Bedeutung von Mikrogliazellen als NF-IL6-reaktive Zellpopulation und Studien zum neuroprotek-
tiven Potential von NF-IL6 im Verlauf zentraler Inflammationsprozesse (Kap. IV., 2.1.1.) decken.
Allerdings wirde dies voraussetzen, dass die ,turnover Rate“ von NF-IL6 extrem kurz ist und so
schon wenige Stunden nach der Transfektion seine Menge signifikant reduziert wurde. In vitro
wurde das grundsatzliche Potential der siRNA-Sequenz nachgewiesen, die NF-IL6-Synthese zu
verringern (Abb. 76 bzw. Abb. 77, S. 179 bzw. 181). Dabei fiel vor allem auf, dass die am starksten
beeinflussten Zellen Astrozyten waren, wahrend Mikrogliazellen und Neurone keine so deutlich
sichtbar verminderte NF-IL6-Expression aufwiesen (Abb. 77). Derartige zellspezifische Unter-
schiede der Effizienz von siRNA koénnen z.B. durch das jeweils verwendete Transfektionsmedium
entstehen, welches speziell fir die Einschleusung in bestimmte Zelltypen zusammengesetzt ist.
Wenn man von ahnlichen Verhaltnissen in vivo ausgeht, ist ebenfalls eine zellspezifische Wirkung
zu bericksichtigen, obwohl aus technischen Grinden ein anderes Transfektionsmedium
verwendet wurde. Die offensichtliche Beteiligung von Mikrogliazellen an der Induktion lokal
bedingter Effekte, aber auch an der Signaltransduktion peripherer inflammatorischer Signale Uber
humorale bzw. neuronale Signalwege, konnte demnach unterschiedlich durch siRNA beeinflusst
werden (Kap. |., 2.2.2.). Ergebnisse aus der in vitro Studie zeigten aulierdem tendenziell, dass die
IL-6-Produktion in neuroglialen Kulturen durch anti-NF-IL6-siRNA unterdrickt werden kann, was
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fir TNFa nach 6 Stunden nicht der Fall war (Abb. 78 & 79, S. 183). Ergebnisse der in vivo Studie
konnten diese Feststellung nicht weiter untermauern. Es traten vorwiegend pro-inflammatorische
Effekte durch die potentielle Unterdriickung der NF-IL6-Aktivitat aufgrund der siRNA-Behandlung
zu friheren Zeitpunkten nach LPS-Stimulation auf.

Die Anwendung der RNAI erwies sich also in der dritten Teilstudie der vorliegenden Arbeit vor
allem in vivo als problematisch, da trotz einer eindeutig erfolgreichen Transfektion der gewlinschte
Effekt im Hypothalamus nicht erreicht werden konnte. Fur die spezifische Bedeutung von NF-IL6
fanden sich Hinweise auf eine mogliche Rolle des Transkriptionsfaktors auch schon zu friiheren
Zeitpunkten als den in der ersten Teilstudie als Aktivierungsmaximum festgestellten. Des Weiteren
kann man aus den Ergebnissen zusatzliche Hinweise auf die Bedeutung von NF-IL6 im Rahmen
lokaler Inflammationsprozesse im Gehirn entnehmen. Insgesamt ist trotz der begrenzten Aussage-
kraft dieser dritten Teilstudie ein zeitabhangig sowohl pro- als auch anti-inflammatorisches Poten-
tial von NF-IL6 denkbar. Fir zukunftige Studien kénnte z.B. die Verabreichung eines ,pools® von
anti-NF-IL6-siRNA verschiedener Sequenzen sinnvoll sein.

2.5.2. Méogliche Einfliisse von NF-IL6 und der Steigerung seiner Expression auf den
Verlauf des Krankheitsgeschehens

Insgesamt konnten in dieser Teilstudie (neben dem fehlenden Nachweis einer deutlichen Reduk-
tion der NF-IL6-Expression und Immunreaktivitat) ebenfalls nur geringgradige, meist nicht signifi-
kante Effekte auf ,sickness-behavior® durch die siRNA-Behandlung nachgewiesen werden. In
Bezug auf die Fieberinduktion durch systemische Stimulation mit LPS, konnte fur die ersten 4
Stunden nach der Injektion lediglich die Tendenz einer Fiebererh6hung in der entsprechenden
Gruppe beobachtet werden (Abb. 85 B, S. 190). Diese erreichte jedoch keine Signifikanz. Die
mdgliche individuelle Bedeutung von NF-IL6 fiir die Entwicklung des Fiebers ist aus diesen Daten
nicht klar ersichtlich. Geht man von einer frihen Abnahme eines herunterregulierenden Effekts der
anti-NF-IL6-siRNA in den ersten Stunden nach LPS-Stimulation aus, so zeichnet sich fur die frihe
Phase der Fieberentwicklung ein potentielles anti-inflammatorisches Potential von NF-IL6 ab, da in
der mit siRNA vorbehandelten Gruppe das Fieber zusatzlich zur tendenziell starkeren Auspragung
friher einsetzt (Tab. 35, S. 191). In diesem Fall ware flir den Wirkmechanismus von NF-IL6 eine
Bedeutung der nukledren Translokation vorhandener Proteine friih nach LPS-Stimulation denkbar,
welche durch friihe Wirksamkeit der anti-NF-IL6-siRNA verringert wurden. Zu spateren Zeitpunkten
der inflammatorischen Reaktion kdnnte hingegen, wie bereits in der ersten Teilstudie postuliert, die
de novo Synthese eine wichtigere Rolle spielen. Unterstutzt wird die angedeutete Hemmung einer
evtl. anti-inflammatorischen Funktion von NF-IL6 innerhalb der ersten 4 Stunden nach LPS-Injek-
tion, durch die im Vergleich zur direkten Kontrolle signifikant vermehrte Aktivitat anti-NF-IL6-siRNA-
vorbehandelter Tiere in diesem Zeitraum (Abb. 87, S. 194). Dies kénnte, wie schon in der zweiten
Teilstudie, durch eine Ubersteigerung des sog. ,early sickness syndrome® (vgl. S. 227) bedingt
sein. Dass in keiner der LPS-behandelten Gruppen innerhalb von 24 Stunden eine signifikante
Verringerung der lokomotorischen Aktivitat auftrat, ist anhand der Reaktionen auf die i.c.v. Injek-
tionen am Vortag erklarbar: Diese ,Vorbehandlung® hatte auch in Tieren der Kontrollgruppen teil-
weise in geringem Male ,sickness-behavior® ausgeldst. Folglich lag am Tag der i.p. Stimulation in
allen Gruppen noch immer eine verringerte Aktivitat vor, welche von der LPS-Stimulation nicht so
deutlich beeinflusst wurde wie in den am Vortag unbehandelten Tieren der anderen Teilstudien.
Dies zeigt sich auch anhand der verminderten absoluten Zahl an ,counts® in Kontrollgruppen, die
im Vergleich zur ersten Teilstudie (ca. 7000, Tab. 17, S. 127) nur ca. 3500 (Tab. 36, S. 193) betrug.
Verlangerte Auswirkungen der i.c.v. Injektion am Vortag auf die aufgenommenen Futter- und
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Wassermengen, sowie den Verlust an Korpermasse am Tag der LPS-Stimulation in Kontroll-
gruppen, waren hier nicht eindeutig erkennbar. Tendenziell deutete sich aber dennoch beispiels-
weise eine Verringerung der aufgenommenen Wassermenge nach LPS-Stimulation an, die aber
keine Signifikanz erreichte. Die bereits erwahnte gréliere Bedeutung der Aktivitat als sensitiver
Marker von ,sickness-behavior” scheint sich hier zu bestatigen (S. 240).
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3.

Fazit und Ausblick

Zusammenfassend weisen die drei Teilstudien der vorliegenden Arbeit auf eine weitreichende und
vielschichtige Bedeutung des Transkriptionsfaktors NF-IL6 im Rahmen zentralnervés kontrollierter
Krankheitssymptome hin. Es konnten folgende Haupt-Hypothesen entwickelt werden:

NF-IL6 ist ein Aktivitatsmarker, der sich anders als bisher bekannte Marker, zellliibergreifend
fur langerfristige und / oder chronische Entziindungsreaktionen im Gehirn zu eignen scheint.

Damit kann NF-IL6 sowohl fUr die Untersuchung direkter nervaler als auch humoraler Kommu-
nikationswege zwischen Gehirn und Peripherie dienen. Seine Bedeutung in Endothelzellen
und perivaskuldren Makrophagen als wichtige Komponenten humoraler Wege konnte hier
erstmals deutlich demonstriert werden.

NF-IL6 scheint eine zentrale Rolle fir die Aktivierung von Mikrogliazellen durch pro-inflamma-
torische Mediatoren oder mechanische / traumatische Einflisse zu spielen.

NF-IL6 kénnte sowohl an der Aufrechterhaltung von Krankheitssymptomen als auch an ihrem
Abklingen beteiligt sein.

Sowohl synergistische als auch zeitlich aufeinander aufbauende Funktionen der Transkrip-
tionsfaktoren NF-kB, STAT3 und NF-IL6 fur die Induktion, Aufrechterhaltung und Beendigung
zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome sind wahrscheinlich.

Ein sowohl pro- als auch anti-inflammatorisches Potential von NF-IL6 scheint einerseits zeitab-
hangig zu sein (frlhe anti-inflammatorische gegenuber spateren pro-inflammatorischen
Wirkungen) und andererseits durch das Verhaltnis der aktiven Isoform LAP zur inhibierenden
Isoform LIP bedingt zu sein.

Fir die Regulation dieses Verhaltnisses kommt IL-10 vermutlich eine zentrale Bedeutung zu.

Die de novo Synthese von NF-IL6 scheint im Rahmen LPS-bedingter Inflammationsreaktionen
der wichtigste Regulationsmechanismus der NF-IL6-Aktivitat zu sein.

Als NF-IL6-aktivierende Mediatoren stehen neben IL-6 vermutlich vor allem TNFa und IL-10 im
Vordergrund.

NF-IL6 scheint in Verbindung mit STAT3 in vivo insbesondere eine entscheidende Bedeutung
fur die hypothalamische Expression der Zielgene COX2, mPGES, TNFa und vor allem IL-10
zu haben.

Das Protein Trib1 kénnte ein wichtiges ,Stoppsignal® LPS-induzierter NF-IL6-Aktivierung im
Gehirn von Saugern sein.

NF-IL6 scheint eine Rolle auf mehreren Ebenen in der HPA-Stressachse zu spielen. Dabei
konnte deren Aktivierung durch NF-IL6 vor allem fur langfristige Effekte verantwortlich sein.

Der potentielle JAK2-Inhibitor AG490 kdnnte therapeutisch Verwendung finden, um Krank-
heitssymptome abzuschwéachen, ohne jedoch Fieber als wichtige Abwehrreaktion des Orga-
nismus gegen Infektion zu hemmen.

Teilweise gegenlaufige Einflusse von AG490 auf die Entwicklung charakteristischer, LPS-indu-
zierter Krankheitssymptome, im Sinne anti-inflammatorischer (Fieber) und inflammatorischer
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(Lethargie, Adipsie) Wirkungen, scheinen durch STAT3 und NF-IL6 unabhangig voneinander
oder auch gemeinschaftlich vermittelt zu werden.

» AG490 sollte nicht mit der Intention der reinen, spezifischen JAK-STAT3 Inhibition verwendet
werden, da durch die Substanz eine Reihe von Signalwegen (wahrscheinlich unter anderem
NF-IL6- und STAT3-vermittelte) auf vielschichtige Art und Weise beeinflusst werden.

» Das Lésungsmittel Cremophor® EL kann fur i.c.v. Applikationen in vivo verwendet werden,
scheint aber vor allem bei systemischer Anwendung gewisse Eigeneffekte zu induzieren, die
zu bericksichtigen sind.

* Die Anwendung der RNAI in vivo stellt sich vor allem fur die Untersuchung inflammatorischer
Prozesse im Gehirn problematisch dar.

Um die Rolle von NF-IL6 im Verlauf zentralnervds kontrollierter Krankheitssymptome naher einzu-
grenzen, sind zusatzliche Studien moglicherweise vielversprechend: Zum Einen kann eine
komplette Unterdriickung jeglicher NF-IL6-Aktivitat durch die Verwendung von NF-IL6-defizienten
Tieren evtl. weitere Erkenntnisse liefern. Dabei ist jedoch zu bedenken, dass diese Tiere eine z.T.
generell abweichende Physiologie aufweisen (Kap. I., 3.3.) und daher wie alle ,knock-out“ Tiere
nicht ohne weiteres mit dem entsprechenden Wildtyp verglichen werden kénnen. Aufderdem ist in
derartigen Studien eine Unterscheidung von auftretenden Veranderungen (z.B. LPS-bedingte
Krankheitssymptome) in Bezug auf zentrale gegenlber peripheren Einflissen von NF-IL6 nicht
moglich. Daher kénnten sie die im Rahmen der vorliegenden Arbeit festgestellten Indizien zur
Funktionsweise von NF-IL6 im Gehirn nicht eindeutig verifizieren bzw. widerlegen. Kompensations-
mechanismen, die haufig in defizienten Tieren greifen und in diesem Fall eine veranderte Aktivitat
anderer Transkriptionsfaktoren darstellen kénnten, missten auflerdem Uberprift und mdglichst
ausgeschlossen werden. Zusatzlich zur Verwendung des JAK2-Inhibitors AG490, kdnnten andere
Inhibitoren, die die NF-IL6-Aktivierung negativ beeinflussen kdnnen, zu weiteren Erkenntnissen
fuhren. Dabei ware der potentielle MEK-Inhibitor PD98059 zu erwahnen, der die Aktivierung von
ERK-Isoformen unterdriickt (Datenblatt des Herstellers) und so die Phosphorylierung von NF-IL6
im Zellkern direkt beeinflussen kénnte (vgl. Kap. 1., 3.2.2.1.). In einer Pilotstudie im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erwies sich jedoch ein starkes pyrogenes Potential dieses Inhibitors bei i.c.v.
Injektion als Hindernis, so dass dieses Problem z.B. Uber andere Applikationswege zunachst zu
I6sen ware. Auch die Verwendung von Tieren, die Defizienzen an Zytokinrezeptoren aufweisen,
kénnte wertvolle Auskinfte Uber NF-IL6-Signalwege liefern. Fir den IL-6-Rezeptor wurde diese
Methode von Fielding et al. (2008) zur Untersuchung von STAT3-Bedeutungen fir die Rekrutie-
rung Neutrophiler Granulozyten erfolgreich angewandt. SchlieRlich kénnte die Rolle der allgemein
als negativer Inhibitor angesehenen NF-IL6-Isoform LIP z.B. (iber deren zentrale Uberexpression
im Zuge der Inflammation eingegrenzt werden. Die Bestimmung der ACTH-Konzentration im
Plasma LPS-stimulierter Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten im Zusammenhang mit der NF-IL6-
Aktivierung kénnte Hinweise auf eine Bedeutung der HPA-Achse liefern. Aul3erdem sollte den
Hinweisen auf die Bedeutung von NF-IL6 im Rahmen von Stressreaktionen nachgegangen
werden, was durch die genauere Charakterisierung NF-IL6-reaktiver Zellen in der Hypophyse im
Anschluss an LPS-Stimulationen oder aber durch die Untersuchung der NF-IL6-Aktivitat im
Rahmen anderer Aktivierungsmechanismen der HPA-Achse, wie beispielsweise psychologischem
Stress, erfolgen konnte. Die genaue und detaillierte Kenntnis funktionaler Zusammenhange in der
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Induktion und Aufrechterhaltung zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome ist die Grundlage
fur moglichst gezielte Inhibitionsstrategien, deren klinische Bedeutung vor allem jenseits der hier
als Modell genutzten, LPS-bedingten Inflammationsreaktion liegt.

NF-IL6 kann als aulerst vielfaltiger Transkriptionsfaktor angesehen werden, der hochstwahr-
scheinlich in vielen medizinisch relevanten und aktuellen Bereichen von Bedeutung ist. Die
Wirkungsweise im Rahmen zentralnervés kontrollierter Krankheitssymptome stellt nur einen
Ausschnitt des vielfaltigen Spektrums von NF-IL6 dar und bedarf aufgrund ihrer auf3erordentlichen
Komplexitat und der bislang nicht vollstandig aufgeklarten Beteiligung an verschiedensten Kompo-
nenten und Regulationsebenen der zugrundeliegenden Mechanismen umfangreicher und ausfihr-
licher weiterfiihrender Untersuchungen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Systemische Entziindungsreaktionen gehen mit charakteristischen Symptomen wie Fieber, Anore-
xie, Adipsie, Lethargie und Verminderung der Korpermasse einher. Diese unterliegen der zentral-
nervésen Kontrolle und werden zusammengefasst auch als ,sickness-behavior® bezeichnet. Lipo-
polysaccharid (LPS), ein Zellwandbestandteil gram-negativer Bakterien, gehdért zu einer Gruppe
von hoch konservierten, pathogentypischen Molekulstrukturen, den sog. ,pathogen-associated
molecular patterns® (PAMPs). LPS I6st nach experimenteller, systemischer Applikation in Ratten
zuverlassig und reproduzierbar den Symptomkomplex ,sickness-behavior aus. Fiir die Ubermitt-
lung inflammatorischer Stimuli aus der Peripherie an Ubergeordnete, regulatorische Zentren des
ZNS hat unter anderem der sogenannte humorale Signalweg eine zentrale Bedeutung. Er
beschreibt das Einwirken zirkulierender Mediatoren auf bestimmte, exponierte Gehirnareale und
die nachfolgende Weiterleitung der entsprechenden Signale zu spezifischen Gehirnstrukturen.
Dabei kommt den sogenannten circumventrikuldren Organen (CVO) eine zentrale Rolle zu, da ihre
im Allgemeinen als ,undicht“ bezeichnete Blut-Hirn-Schranke den direkten Kontakt von Signalmole-
kiilen mit Hirnzellen ermoglicht. Des Weiteren sind vor allem Endothelzellen des Gehirns und peri-
vaskulare Makrophagen an der SignalUbermittlung beteiligt. Die am Ende verschiedener Kommuni-
kationswege zwischen Peripherie und ZNS stehende, genomische Aktivierung von Zellen innerhalb
der entsprechenden regulatorischen Zentren im Hypothalamus wird Uber spezifische Transkripti-
onsfaktoren vermittelt, die damit gleichzeitig als Aktivierungsmarker im Gehirn angesehen und zur
Darstellung entsprechender Aktivierungsvorgange verwendet werden kénnen. Neuroanatomisch
charakteristische Expressionsmuster nach systemischer Inflammation wurden in der Vergangen-
heit im Gehirn z.B. fiir die Transkriptionsfaktoren NF-kB und STAT3 aufgezeigt, die vorrangig mit
der Induktion aber auch der Aufrechterhaltung zentralnervés kontrollierter Krankheitssymptome in
Verbindung gebracht werden. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die neuroanatomische
Charakterisierung des Transkriptionsfaktors NF-IL6 (Nuclear Factor IL-6), einem Mitglied der sog.
Transkriptionsfaktor-Superfamilie ,bZIP“. Im Speziellen wurde seine spezifische Rolle im Gehirn fir
die Induktion, Auspragung und Aufrechterhaltung von Krankheitssymptomen, sowie sein Zusam-
menspiel mit STAT3 und NF-kB im Verlauf systemischer Inflammationsreaktionen naher unter-
sucht.

In drei einzelnen Teilstudien stellte sich NF-IL6 nach intraperitonealer Injektion von 100 ug bzw. 1
mg/kg KM LPS gegeniiber PBS-behandelten Kontrollen als ein weiterer Aktivierungsmarker im
Gehirn dar. Erstmalig konnte ein deutliches, zeitabhangiges Muster der LPS-induzierten NF-IL6-
Immunreaktivitat (1.R.) gezeigt werden. Dabei trat die maximale Signaldichte und -intensitat im
Gehirn im Zeitraum zwischen 6 und 8 Stunden nach einem LPS-Stimulus auf und konzentrierte
sich auf Hirnstrukturen und Zellen, die an der Ubermittlung und Weiterleitung peripherer inflamma-
torischer Signale an das ZNS und der Induktion und Aufrechterhaltung zentralnervds kontrollierter
Krankheitssymptome beteiligt sind. Dazu gehdérten z.B. die sensorischen CVO (Organum vascu-
losum laminae terminalis, OVLT; Organum subfornicale, SFO; Area postrema, AP) und Zellen der
Blut-Hirn-Schranke. Eindeutig konnte erstmals neben Astrozyten, Mikrogliazellen und Neuronen
aullerdem die Bedeutung von NF-IL6 in Endothelzellen und perivaskuldaren Makrophagen im
Gehirn demonstriert werden. Entsprechend dieser Ergebnisse scheint NF-IL6 ein neuer ,spater®
Zellaktivierungsmarker zu sein, der moglicherweise anders als bisher bekannte Marker, zelliber-
greifend und auch im Verlauf langerfristiger und / oder chronischer Entziindungsreaktionen im
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Gehirn, fur Untersuchungen sowohl direkter nervaler als auch humoraler Kommunikationswege
zwischen Gehirn und Peripherie geeignet ist. Als Hauptregulationsmechanismus der NF-IL6-Akti-
vitdt im Rahmen LPS-bedingter Inflammationsreaktionen trat die de novo Synthese von NF-IL6 in
den Vordergrund. Die aktivierende Isoform des Proteins (LAP) wurde nach Stimulation mit
100 ug’/kg KM LPS im Western Blot und immunhistochemisch im Vergleich zu Kontrolltieren
vermehrt im Gehirn nachgewiesen.

Funktionell ist eine Rolle von NF-IL6 anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowohl fur die
Aufrechterhaltung von zentralnervés kontrollierten Krankheitssymptomen, als auch fiir deren
Abklingen denkbar; der Transkriptionsfaktor scheint sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Eigenschaften aufzuweisen. So korrelierte die maximale LPS-bedingte NF-IL6-1.R. nach Verabrei-
chung von 100 pg bzw. 1 mg/kg LPS mit der Plateauphase bzw. einer jeweils stabilen Phase des
resultierenden Fiebers, sowie einer verlangerten Expression des wichtigen Mediators IL-6 im Blut-
kreislauf. Parallel wurden potentielle pro-inflammatorische (COX2, mPGES, IL-1B), sowie anti-in-
flammatorische (IL-10) NF-IL6-Zielgene im Hypothalamus induziert. AuBerdem verursachte die
gezielte Blockade einer JAK2-vermittelten NF-IL6-Aktivierung im Gehirn, verbunden mit der gleich-
zeitigen Inhibition der STAT3-Aktivierung, durch den spezifischen Inhibitor AG490 (3 ug, intracere-
broventrikular; i.c.v.) dissoziierende Veranderungen von LPS-induzierten Krankheitssymptomen im
Vergleich zu Kontrolltieren, die nur mit dem entsprechenden Lésungsmittel behandelt worden
waren. Die Auspragung dieser Symptome wurde durch die JAK2-Inhibition sowohl teilweise
verstarkt (Fieber) als auch vermindert (Lethargie, Adipsie). Hier zeigte sich vor allem ein bedeu-
tender Zusammenhang von STAT3- und NF-IL6-bedingten Signalwegen fir die IL-10-Expression
im Hypothalamus, da die mMRNA-Expression dieses Gens durch die Behandlung mit AG490 signifi-
kant beeinflusst wurde. Au3erdem wurde fir COX2, mPGES und TNFa die Bedeutung der Kombi-
nation von STAT3 und NF-IL6 fir die hypothalamische Expression in vivo herausgearbeitet. Als
mogliches ,Stoppsignal® der NF-IL6-Aktivierung im Gehirn konnte in dieser Arbeit erstmalig Trib1
charakterisiert werden.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse sind fir die Induktion, Aufrechterhaltung und Beendigung
zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome sowohl synergistische, als auch zeitlich aufein-
ander aufbauende Funktionen der Transkriptionsfaktoren NF-kB, STAT3 und nachfolgend NF-IL6
anzunehmen.

Durch die angewendete Methodik der i.c.v. Verabreichung von AG490 oder anti-NF-IL6-siRNA
wurden Uber die zentrale Fragestellung hinaus zusatzliche, interessante Erkenntnisse gewonnen.
So untermauerten die entsprechenden Teilstudien die zentrale Rolle von NF-IL6 fur die Aktivierung
von Mikrogliazellen durch pro-inflammatorische Mediatoren oder mechanische bzw. traumatische
Einflisse sowohl in vitro als auch in vivo. Auf methodologischer Ebene zeigt die vorliegende Arbeit
zusatzlich Grenzen der Anwendung der RNAI in vivo, vor allem in Bezug auf die Untersuchung
inflammatorischer Prozesse im Gehirn auf. Fur zukinftige, weiterfiihrende Studien stellt vor allem
die Rolle von NF-IL6 auf verschiedenen Ebenen der HPA-Stressachse, die in der vorliegenden
Arbeit insbesondere anhand langfristiger, anti-inflammatorischer Effekte deutlich wurde, eine viel-
versprechende Fragestellung dar.

Neben einem besseren Verstandnis bzw. neuen Erklarungsansatzen der komplizierten Mecha-
nismen, die das Zusammenspiel inflammatorischer Mediatoren und Transkriptionsfaktoren unter-
einander regeln und letztendlich die zentralnervése Kontrolle peripher ausgeldster Krankheitssym-
ptome ermoglichen, bieten die vorliegenden Ergebnisse zur moglichen Bedeutung von NF-IL6
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Zusammenfassung

auch neue Anhaltspunkte fir die Entwicklung therapeutischer Ansatze. AulRer dem inflammatori-
schen ,Stoppsignal“ Trib1 ist insbesondere die beobachtete Dissoziation von Fieber und anderen
Krankheitssymptomen nach zentraler Anwendung des JAK2-Inhibitors AG490 von Bedeutung und
konnte die gezielte Bekdmpfung unerwiinschter Krankheitssymptome bei gleichzeitiger Aufrechter-
haltung der im Zuge der Infektionsabwehr bedeutsamen Fieberreaktion erlauben.

Nicht zuletzt bietet das in der vorliegenden Arbeit zeitlich charakterisierte LPS-induzierte Aktivie-
rungsmuster von NF-IL6 im Gehirn von Ratten eine wichtige Grundlage fur die Verwendung von
NF-IL6 als neuer ,spater Aktivierungsmarker zur zuklnftigen Klarung weiterer Fragestellungen
aus dem Bereich der neuroimmunologischen Grundlagenforschung.
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Summary

VI. SummARY

Systemic inflammation is associated with characteristic brain-controlled symptoms, such as fever,
anorexia, adipsia, lethargy and weight loss, which are frequently referred to as ,sickness-behavior®.
Lipopolysaccharide (LPS), a component of Gram-negative bacterial cell walls, belongs to a group
of highly conserved molecular structures which are expressed by several pathogens and
commonly known as ,pathogen-associated molecular pattern® (PAMPs). Experimental systemic
application of LPS consistently evokes ,sickness-behavior® in a reproducible manner. The so-called
humoral pathway, amongst other pathways, plays a significant role in the transmission of inflam-
matory stimuli from the periphery to the regulatory areas of the CNS. It describes the action of
circulating mediators on special, exposed regions within the brain that finally leads to a transmis-
sion of these signals to specific brain structures. In this scenario circumventricular organs (CVOs)
are important structures because of their ,leaky“ blood-brain barrier that allows circulating medi-
ators to gain direct access to brain cells. In addition, brain endothelial cells and perivascular
macrophages participate in this signal transmission. The consequence of different communication
pathways between the periphery and the brain is the genomic activation of cells within regulatory
hypothalamic centers, which is mediated by the activation of specific transcription factors. There-
fore these transcription factors can be considered as brain activation markers and used to visualize
the respective activation processes within different brain structures. In the past, neuroanatomically
characteristic expression patterns in the brain have been described for the transcription factors
NF-kB and STAT3, which are primarily linked to the induction, but also the maintenance of brain-
controlled sickness symptoms. The present study is focused on the neuroanatomical characteriza-
tion of the transcription factor NF-IL6 (Nuclear Factor IL-6), a member of the so-called bZIP family
of transcription factors. The major areas investigated were the specific role of NF-IL6 in the brain
during the induction, development and maintenance of sickness symptoms, as well as its interac-
tion with STAT3 and NF-kB during systemic inflammation.

The three parts of the study revealed NF-IL6 as another activation marker in the brain following
administration of moderate (100 ug) or high (1 mg/kg) doses of LPS, in comparison to PBS-treated
controls. For the first time a clear time-dependent pattern of LPS-induced NF-IL6-immunoreactivity
(I.R.) could be demonstrated. The density and intensity of the signals peaked at 6 to 8 hours after
the LPS-stimulus and accumulated primarily in brain structures and -cells that are involved in the
transmission and forwarding of peripheral inflammatory signals to the CNS, and the induction and
maintenance of brain-controlled sickness symptoms. These are for instance the sensory CVOs
(Vascular organ of the lamina terminalis, OVLT; Subfornical organ, SFO; Area postrema, AP) and
cells belonging to the blood-brain barrier. Besides astrocytes, microglial cells and neurons, the
significance of NF-IL6 was unequivocally shown in brain endothelial cells and perivascular macro-
phages for the first time. Based on these results, NF-IL6 seems to be a novel, delayed early activa-
tion marker, which possibly, unlike other markers, can also be used to analyze the different cell
types involved in humoral, as well as direct neuronal pathways during long-term an / or chronic
inflammatory processes in the brain. The main regulatory mechanism of NF-IL6 activity in this
study turned out to be de novo synthesis of the transcription factor itself. Following stimulation with
LPS (100 pg/kg) immunohistochemical, as well as Western Blot analyses revealed increased
concentrations of the activating isoform of the protein (LAP) in the brain, compared to PBS-injected
controls.
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Summary

According to the present study, NF-IL6 could be involved in the maintenance, as well as the termin-
ation, of brain-controlled sickness symptoms on a functional level, as there seems to be both, a
pro- and an anti-inflammatory potential for this transcription factor. Thus, LPS-induced NF-IL6-I.R.
peaked in parallel with the plateau phase of the resulting febrile response after injection of 100 ug
or 1 mg/kg LPS, respectively. The peak in NF-IL6-I.R. was also related to a sustained expression
of the important mediator IL-6 within the circulation. Moreover, possible pro-inflammatory (COX2,
mPGES, IL-13) and anti-inflammatory (IL-10) NF-IL6 target genes were induced in the hypothal-
amus simultaneously. The selective blockade of a JAK2-mediated NF-IL6-activation in the brain, in
conjunction with the inhibition of STAT3-activation, which was achieved by using the specific inhib-
itor AG490 (3 pg, intracerebroventricular; i.c.v.), lead to dissociating changes of LPS-induced sick-
ness symptoms in comparison to vehicle-treated control animals. The intensity of the fever
increased while lethargy and adipsia were decreased by JAK2-inhibition. These results underline
the importance of signaling pathways that include a cooperative activation of STAT3 and NF-IL6,
particularly for the hypothalamic expression of IL-10, because mRNA-expression of this gene was
significantly influenced by AG490-treatment. Furthermore, we were able to demonstrate the import-
ance of the combined expression of STAT3 and NF-IL6 for the hypothalamic expression of COX2,
mPGES and TNFa in vivo. For the first time, this study illustrates the function of Trib1 as a possible
,Stop-signal“ of NF-IL6-activation in the brain.

Based on the present results, the induction, maintenance and termination of brain-controlled sick-
ness symptoms are likely to be synergistically and successively mediated by NF-kB, STAT3 and, at
a later time point, NF-IL6.

Because of the i.c.v. route of administration of AG490 or anti-NF-IL6-siRNA, interesting supple-
mentary findings were obtained that exceeded the original purpose of the study: The respective
experiments pointed out the important role of NF-IL6 for the activation of microglial cells by pro-in-
flammatory mediators or mechanical / traumatic insults in vitro, as well as in vivo. Moreover, the
present study demonstrates on a methodological level, existing limitations for the use of RNAI in
vivo, especially when it comes to the analysis of inflammatory processes in the brain. The role of
NF-IL6 on different levels of HPA-axis activation, that became apparent particularly within the
scope of anti-inflammatory long-term effects in the present study, might be of interest for future
studies.

In addition to new insights concerning the complex mechanisms that regulate the interaction of
inflammatory mediators and transcription factors between the periphery and the brain that finally
lead to the induction of sickness symptoms, the present study provides new indications on the
possible role of NF-IL6 in the development of therapeutic approaches to manage acute or chronic
inflammatory processes. Besides identifying the inflammatory ,stop-signal® Trib1, the observed
dissociation of fever and other sickness symptoms following central administration of the JAK2-
inhibitor AG490, is of particular interest, as this could allow targeted reduction of unwanted symp-
toms while maintaining the febrile response, which is of specific importance for the defense of
infectious diseases.

Overall, the present study provides a spatiotemporal characterization of NF-IL6-activation in the rat
brain, an important basis for the utilization of this transcription factor as a new delayed early activa-
tion marker in future studies, aiming to solve further questions arising in the neuroimmunological
area of basic research.
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