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- Einleitung -

1 EINLEITUNG

1.1 ANGEBORENE IMMUNITAT

1.1.1 KOMPONENTEN DES ANGEBORENEN ABWEHRSYSTEMS

Im Laufe der Evolution haben sich zwei eng miteinander kooperierende Systeme von Ab-
wehrmechanismen entwickelt. Das eine Abwehrsystem ist von Geburt an vorhanden und
wirkt unspezifisch Uber eine Vielzahl genetisch festgelegter Rezeptoren und mechanischer
Barrieren. Es ist nicht in der Lage sich anzupassen und wird deshalb als nicht-adaptiv oder
angeboren bezeichnet. Das adaptive oder spezifische Immunsystem hingegen basiert auf
der Umlagerung von Rezeptorgenen, wodurch spezifisch flir bestimmte Antigene passen-
de Antigenrezeptoren produziert werden (Konat et al., 2006). Da es einige Tage dauert, bis
das adaptive Immunsystem effektiv gegen Pathogene agiert, stellt das angeborene Im-
munsystem eine unverzichtbare erste Verteidigungslinie dar.

Der erste Teil des angeborenen Immunsystems wird durch die aul3eren Barrieren des Kor-
pers, also Haut und Schleimhaute sowie den von ihnen abgesonderten Drisensekreten
gebildet. Diese erzeugen einen pH-Wert zwischen drei und funf, was ausreicht, um viele
pathogene Bakterien an der Besiedlung zu hindern. Speichel und Tranen enthalten Lyso-
zym, ein bakterizides Protein, das bakterielle Zellwande verdaut. Ist die Haut intakt, stellt
sie fur Krankheitserreger eine unuberwindbare Barriere dar. Allerdings reichen schon
kleinste Verletzungen, um Erregern den Eintritt in den Organismus zu ermdglichen.

Der zweite Teil des angeborenen Immunsystems befindet sich im Koérperinneren, wird
durch chemische Signale aktiviert und umfasst vor allem Makrophagen, neutrophile Gra-
nulozyten, dendritische Zellen (Akira & Hemmi, 2003) sowie bakterizide Proteine (Komple-
ment). Im Gegensatz zur Antigenspezifitat der Effektorzellen des adaptiven Immunsystems
erkennt das angeborene Immunsystem PAMPs (,Pathogen Associated Molecular Pat-
terns®), die grolleren Gruppen von Pathogenen gemeinsam sind, durch verschiedene

PRR (,Pattern Recognition Receptors®).

1.1.2 PATHOGEN-ASSOZIIERTE MOLEKULE (PAMPs)

PAMPs (,Pathogen Associated Molecular Patterns®) sind molekulare Strukturen von Pa-
thogenen, die hochkonserviert, d.h. sehr bestandig sind, da sie flr das Pathogen eine es-
senzielle Rolle bei Zellteilung, Erhalt der Homdostase, Strukturbildung und anderen Stoff-
wechselvorgangen spielen. PAMPs sind grosseren Gruppen von Pathogenen gemeinsam,

kommen im Wirtsorganismus nicht vor und kdnnen so schnell durch Zellen des angebore-

-13 -
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nen Immunsystems in der Peripherie oder direkt durch Zellen der CVOs im Gehirn (siehe
Kap. 1.2.1) erkannt werden (Ott et al., 2010; Schnare et al., 2006). Das bekannteste
PAMP ist LPS (Lipopolysaccharid) aus der Zellwand gram-negativer Bakterien, das
manchmal auch als Endotoxin bezeichnet wird, und starke Krankheitssymptome auslosen
kann.

Aufgrund ihrer Fahigkeit, das angeborene Immunsystem rasch aktivieren zu kdnnen, stellt
sich die Frage nach ihrer therapeutischen Einsetzbarkeit. So werden PAMPs als Adjuvanti-
en gezielt eingesetzt, um die Immunreaktion des Organismus unspezifisch, z.B. nach einer
Impfung, zu verstarken. Ein bekanntes Beispiel ist KFA (Komplettes Freund Adjuvans),
das hitzeinaktivierte Mykobakterien enthalt (Shimizu et al., 2008), bei deren PAMPs es
sich um diacylierte Lipopeptide wie Makrophagen aktivierendes Lipopeptid-2 (MALP-2)
oder Fibroblasten-stimulierendes Lipopeptid-1 (FSL-1) handelt (Greis et al., 2009; Greis et
al., 2007; Hubschle et al., 2006; Knorr et al., 2008, Knorr et al., 2010). Diese aktivieren
Phagozytose und Lymphozyten und verstarken so die gewlnschte Immunreaktion. Die
durch KFA ausgeldsten Nebenwirkungen (Abszesse, Granulome, Schmerzhaftigkeit der
Injektionsstelle, Fieber) sind allerdings erheblich. Es existiert eine Reihe kommerziell er-
haltlicher, alternativer Adjuvantien, die sich von KFA ableiten und deutlich weniger Neben-
wirkungen haben. Sie beinhalten nicht vollstandige Mykobakterien, sondern nur noch de-
ren Zellwandbestandteile, Bestandteile von Corynebakterien oder Nocardien (Azuma,
1992; Chedid, 1983). In neueren Studien werden die erwahnten mykoplasmen Lipopeptide
auch in gereinigter Form als Adjuvantien zur Tumorbekampfung eingesetzt (Akazawa et
al., 2010).

1.1.3 TOLL-LIKE REZEPTOREN

Bei Drosophila melanogaster wurden schon vor einigen Jahrzehnten Toll-Rezeptoren be-
schrieben, die neben der dorsoventralen Musterbildung eine wichtige Rolle bei der Immun-
abwehr spielen (Lemaitre, 1993). Nach Stimulation mit dem extrazellularen Toll Liganden
~opatzle® initiieren sie die Produktion des antifungalen Drosomycins und schitzen die Flie-
ge funktional vor Infektionen mit Aspergillus fumigatus (Lemaitre et al., 1996). Die 1997
erstmals beschriebenen homologen Rezeptoren der Saugetiere, welche ,Toll-like“ genannt
wurden, steuern Funktionen der Abwehr indem sie PAMPs an der Zelloberflache oder in-
trazellular binden, und eine Signalkaskade in Gang setzen, die zur Stimulation des ange-
borenen Immunsystems fuhrt (Conti et al., 2004; Medzhitov et al., 1997; Strober et al.,
2006).

-14 -
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Bei Saugetieren sind dreizehn verschiede TLRs, mit zum Teil noch unbekannten Liganden,
nachgewiesen worden (Tab. 1) (Akira & Takeda, 2004; Shi et al., 2010). Sie gehoéren zu-
sammen mit anderen Rezeptortypen zur Gruppe der PRR und agieren einzeln, als homo-

oder heterodimer.

Rezeptor Exogener Ligand  Synthetisches Molekiil Endogener Ligand

Triacylierte
Lipopeptide aus
Mykobakterien

TLR 1/TLR?2 Zymosan / Hefen

Glykosylphosphatidyl
inositol Proteine aus

T’ cruzi (parasitdr)
TLR2/TLR 2 Homodimere deren Liganden bisher noch unbekannt sind

Diacylierte
Lipopeptide, LTA
Peptidoglycan
(bakteriell)

TLR2/TLR 6
Zymosan / Hefe
Glykosylphosphatidyl
inositol Proteine aus T.

Cruzi (parasitdr)
TLR 3 dsRNA (viral)

Hsp60, Hsp70,

Hyaluronsdure,
TLR 4 LPS (bakteriell) Taxol

Heparin sulfat,

Fibrinogen

TLR 5 Flagellin (bakteriell)

-15-
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Rezeptor Exogener Ligand  Synthetisches Molekill Endogener Ligand
Imidazoquinolone,
TLR 7 SSRNA (viral)
Loxoribine
TLR 8 sSRNA (bakteriell) Imidazoquinolone
CpG (bakteriell und
TLR 9
viral)
TLR 10 Liganden bisher noch unbekannt
Pathogene Bakterien
des Urogenitaltrakts
TLR 11
T. gondi profilin
(parasitdr)
TLR 12 Liganden bisher noch unbekannt
TLR 13 Liganden bisher noch unbekannt

Tab. 1: Liste der bisher bekannten TLRs, ihrer Liganden und deren Ursprung.

Die Bedeutung der TLRs bei der Induktion zentralnervos kontrollierter Krankheitssympto-
me wird deutlich, wenn man Mause betrachtet, die eine Punktmutation im TLR 4 Gen auf-
weisen. Diese zeigen nach Stimulation mit LPS keine entzindliche Reaktion (Poltorak,
1998).

Eine Vielzahl von Zelltypen exprimieren TLRs in verschiedenen Organsystemen. Sie wur-
den im Epithel des Gastrointestinaltraktes, der Bronchien und des Urogenitaltraktes (Hor-
nef et al., 2003; Muir et al., 2004; Zhang et al., 2004), im Gefallendothel und an Zellen der
Blut-Hirn-Schranke, sowie auf neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, natirlichen
Killerzellen, Mastzellen, B-Zellen und Monozyten nachgewiesen (Hopkins & Sriskandan,
2005).

TLR sind Typ1-Transmembran-Rezeptoren, die aus einer extrazellularen LRR (,leucin-rich
repeat”) Domane, und einer intrazellularen TIR (Toll/IL-1) Domane, bestehen (Abb. 1). Die
LRR Domane ist in die Ligandenerkennung, die Signaltransduktion sowie die Dimerisation
der TLRs involviert (Kobe & Deisenhofer, 1995). Die TIR Domane, die grol’e Homologie

mit dem intrazellularen Anteil des IL-1 Rezeptors aufweist, ist fur die intrazellulare Signal-
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weiterleitung verantwortlich und besteht aus ca. 200, zwischen den einzelnen TLR variie-
renden, Aminosauren (Akira & Takeda, 2004). Sie rekrutiert nach ihrer Aktivierung Adap-
terproteine, wie MyD88 (myeloid differentiation factor 88), TRIF (TIR- domain-containing
adaptor-inducing IFNB), TRAM (TRIF-related adaptor molecule) oder TIRAP (TIR-domain-
containing adaptor protein)(Abb. 2).

Der von den meisten TLRs induzierte schnelle, MyD88 abhangige Signalweg verlauft Gber
die Phosphorylierung von IRAK 1 und 4 (IL-R-associated kinase) zu deren Assoziation mit
TRAF6 (tumor necrosis factor receptor associated factor Adapterprotein 6). Dieses akti-
viert TAK1 (transforming growth factor-3-activating kinase) wodurch weitere Kinasen akiti-
viert werden, die zur nuklearen Translozierung verschiedener Transkriptionsfaktoren wie
NF-kB (nuclear factor-kB) fihren (siehe Kap. 1.4.1).

Der langsamere, MyD88 unabhangige Signalweg welcher TRIF als Adapterprotein ver-
wendet, wird durch TLR 3, aber auch parallel zum MyD88 abhangigen Signalweg, durch
TLR 4, aktiviert (Alexopoulou et al., 2001; Kawai & Akira, 2005).

Abb. 1: Vergleichende Darstellung von IL-1 und Toll-like Rezeptor. Die zytoplasmati-
sche TIR Domdine ist charakterisiert durch drei hochkonservierte Regionen (Box 1, 2
und 3) die in beiden Rezeptortypen analog aufgebaut sind. In der extrazelluliren Do-
mdne weisen TLR leucinreiche Wiederholungen (LRR), der IL-1 Rezeptor drei Im-
munglobulin dihnliche Domdnen auf. Abbildung aus Akira & Takeda, 2004.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der spezifischen TLR Signalwege. Alle aufler
TLR 3 aktivieren den MyD88 abhdngigen Signalweg der NF-kB aktiviert welches
Gene induziert, die fiir inflammatorische Zytokine kodieren. Receptor-Interacting
Protein-1 (RIP1), TANK-Binding Kinase 1 (TBKI1), IFN regulatory factor 3 (IRF3),
Inter-Cellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1). Weitere  Abkiirzungen: siehe
Kap. 1.1.3 . Abbildung aus Kawai & Akira, 2005.

1.1.4 DIE ENDOSOMALEN TLRs 7 UND 9

Die grosse Diversitat verschiedener Pathogene hat zur Entwicklung unterschiedlicher Pfa-
de gefuhrt, was ihre Erkennung durch das Immunsystem angeht. Diese richten sich in ers-
ter Linie danach, ob ein Pathogen vorzugsweise extrazellular, zytoplasmatisch oder in ei-
nem endosomalen Kompartiment anzutreffen ist. TLRs 3, 7, 8 und 9 werden nicht auf der
Zelloberflache, sondern intrazellular auf endosomalen Kompartimenten exprimiert
(Kawai & Akira, 2005).

Ursprunglich ging man davon aus, dass endosomale TLRs Viren detektieren, die durch

Rezeptor vermittelte Endozytose, Phagozytose, oder wahrend ihres Vermehrungszyklus in
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die Zelle gelangten und spater zufallig oder wahrend der ,Knospung“ mit dem Endosom in
Kontakt kamen. Mittlerweile wurde gezeigt, dass TLR 9 CpG-Motive bakterieller DNA,
dsDNA Viren (z.B. MCMV, HSV 1 und 2) sowie Genomanteile von Protozoen (z.B. Trypa-
nosoma cruzi), bindet. Wichtiger als die genaue Struktur des Molekils scheint die Lokali-
sation des PAMP im Endolysosom zu sein. TLR 7 bindet Imidazoquinolon Derivate, Gua-
nosin Analoga, Guanosin reiche ssRNA (z.B. HIV, Influenza Virus, VSV) und bakterielle
Anteile (z.B. Borrelia burgdorferi). Weiter sind die oben genannten TLR in der Lage, nicht
nur fremde®, sondern auch ,eigene” Nukleinsauren, die im Rahmen von Gewebeschadi-
gung entstanden sind, sogenannte DAMs (Damage Associated Molecular Patterns), zu
binden (Miyake, 2007).

Reifung und Ansauerung des Endosoms sind flr den weiteren Prozess von entscheiden-
der Bedeutung. Unterbindet man die Ansauerung des Endolysosoms, unterbricht man
ebenfalls die TLR vermittelten Reaktionen (Hacker et al., 1998). Innerhalb des Endoplas-
matischen Retikulums sorgt gp96 fur die richtige Faltung der endosomalen TLR. Diese
werden Uber den Golgi Apparat zu den Endosomen gelenkt. Dort wird ein Teil der LRR Do-
mane enzymatisch abgespalten, was die Affinitat potentieller Liganden zum Rezeptor er-
hoht, fur deren Bindung aber nicht zwingend erforderlich ist. Notwendig ist die Spaltung je-
doch fir die Interaktion des TLR mit MyD88 und die weitere Signaltransduktion (Blasius &
Beutler, 2010).

1.1.5 DIE BEDEUTUNG DER TLRs FUR DIE SCHNELLE INDUKTION
UNSPEZIFISCHER KRANKHEITSSYMPTOME

Werden PAMPs durch TLR tragende Zellen detektiert, kommt es in diesen zur in
Kap. 1.1.3 beschriebenen Signaltransduktion und letzlich zur Ausschuittung proinflammato-
rischer Zytokine. Der Organismus besitzt so innerhalb von Minuten einen ersten effektiven
Schutz gegen Pathogene, der sich im Gegensatz zum adaptiven Immunsystem nicht erst

durch relativ langwierige Prozesse entwickeln muss.
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1.2 SIGNALWEGE ZUR INDUKTION ZENTRALNERVOS
KONTROLLIERTER KRANKHEITSSYMPTOME

1.2.1 DIE BESONDERE BEDEUTUNG SENSORISCHER ZIRKUMVENTRIKULARER
ORGANE (sCVOs) BEI DER HUMORALEN SIGNALUBERTRAGUNG

Bei den CVOs handelt es sich um Bereiche des die Ventrikelrdume begrenzenden Epen-
dyms, welche sich strukturell und funktionell von ihrer Umgebung unterscheiden und einen
,organartigen Chararakter” (Nickel et al., 1992) besitzen. Eine wichtige Besonderheit der
CVOs ist ihre Gefaliarchitektur. Im Gehirn sind zwischen den Endothelzellen der Gefalte
Light junctions®, auch Zonae occludentes genannt, ausgebildet, welche die Zellen eng mit-
einander verbinden und so ausschlie8lich Molekulen, deren Molektulmasse 90 Da nicht
uberschreiten, und deren Radius kleiner als 0,2 nm ist, den Durchtritt ermdglichen. Die
Ausbildung dieser naturlichen Barriere zwischen ZNS und peripherem Blutkreislauf wird
durch die gefallumgebenden Astrozyten noch verstarkt. Funktion dieser auch als Blut-
Hirn-Schranke (BBB) bezeichneten Barriere besteht in der Aufrechterhaltung der Homoo-
stase im Gehirn und dem Schutz desselben vor dem Eindringen potentiell schadlicher
Substanzen.

Die stark vaskularisierten CVOs verfliigen nun, neben direktem Kontakt zum cerebroventri-
kularen System, (ber eine Fenestrierung des GefalRendothels, was zur funktionellen
Durchlassigkeit der BBB fuhrt (,Window to the Brain®). So kommt das Parenchym des Ge-
hirns im Bereich der CVOs mit Blut und den darin geldsten Inhaltsstoffen und Mediatoren
direkt in BerUhrung. Besonderheit einiger CVOs ist die zusatzliche Beteiligung von Neuro-
nenzellkdrpern an der Zellpopulation, welche sich im Ubrigen aus Gliazellen, Dendriten
und Neuronenaxonen zusammensetzt. Diese CVOs (Abb. 3) werden als senso-
risch (sCVO) bezeichnet und umfassen das OVLT (Organum vasculosum laminae termi-
nalis), das SFO (Organum subfornicale), die ME (Eminentia mediana) und die AP (Area
postrema). Das OVLT mit seinem engmaschigen Kapillarnetz befindet sich in der Vorder-
wand des lll. Ventrikels zwischen dem Chiasma opticum und der Commissura rostralis.
Die AP liegt in der Medulla oblongata in Nachbarschaft zum vierten Ventrikel, am kaudalen
Ende der Rautengrube und bildet dort einen Anteil des dorsalen Vaguskomplexes (Nickel
etal., 1992).
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ADbb. 3: Sagittalschnitt durch ein stilisiertes Rattengehirn. Die CVO sind farbig einge-
zeichnet.

Durch Detektion hamatogener Hormone leisten die sCVOs einen wichtigen Beitrag fur
Elektolyt- und FlUssigkeitshomdostase (McKinley et al., 1999), die Regulation der Koérper-
temperatur und des kardiovaskularen Systems. Die AP ist dartiber hinaus in die Kontrolle
des Korpergewichtes sowie des Hungerempfindens eingebunden (Fry & Ferguson, 2007),
was sie zu einer Zielstruktur flr das infektionsbegleitende, temporare Auftreten einer Anor-
exie macht. Bindungsstellen fir Angiotensin Il, Atriales Natriuretisches Peptid, Noradrena-
lin und Endothelin wurden in den sCVO nachgewiesen (Gebke et al., 2000; Gerstberger et
al., 1992; Quirion et al., 1986).

Zur Induktion zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome sind Mediatoren nétig, die
das Signal von der Peripherie ins ZNS ,transportieren®. Diese Mediatoren sind unter ande-
rem proinflammatorische Zytokine, die am Ort der Entzlindung gebildet werden und dann
im Blutkreislauf zirkulieren. Zytokine sind hydrophile Peptide mit einem Molekulargewicht
von 15-25 kDa. lhre Diffusion durch die intakte BBB ist unwahrscheinlich. Die Existenz ak-
tiver, sattigbarer Transportmechanismen fur IL-1, IL-6 und TNFa wurde bei Mausen nach-
gewiesen (Banks et al., 1991; Banks et al., 1994; Gutierrez et al., 1993). Die Menge an Zy-
tokinen, welche tatsachlich Uber solche aktiven Mechanismen in das Neuropil gelangen,
ist jedoch mit 0,1% der zirkulierenden Gesamtmenge sehr gering (Banks et al., 1991).
Dies legt nahe, dass die CVOs mit ihrem fenestrierten Endothel eine entscheidende Rolle
bei der Kopplung von humoralem Signalmolekil und denen die Kérpertemperatur steuern-
den thermosensitiven Neuronen einnehmen.

Mittlerweile gilt die Beteiligung der CVOs an der Fieberentstehung als gesichert (Roth et
al., 2004). Besonderes Augenmerk sei hier auf das OVLT gerichtet, da es in unmittelbarer

Nachbarschaft zu den fir die Thermoregulation relevanten Kerngebieten der praoptischen
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Region lokalisiert ist. AuRerdem wurde demonstriert, dass Meerschweinchen nach elektro-
lytischer Ablation der anteroventralen Wand des dritten Ventrikels, welche das OVLT ent-
halt, kein Fieber nach Stimulation mit LPS zeigten (Blatteis et al., 1983). Inzwischen konn-
ten im Bereich der sCVOs Rezeptoren fir mehrere pyrogene Mediatoren nachgewiesen
werden. Der vermutlich fur die humorale Ubermittlung entscheidende IL-6 Rezeptor, sowie
die signalvermittelnde Untereinheit (gp130), werden in allen sCVOs Kkonstitutiv expri-
miert (Vallieres & Rivest, 1997). Nach intravendser Gabe von TNFa wurde die vermehrte
Expression der TNFa-p55-Rezeptor Untereinheit in OVLT, SFO und AP registriert. Der
Nachweis des TNFa-p75-Rezeptors in den CVOs gelang bisher nicht (Nadeau & Rivest,
1999).

Rezeptoren fur IL-18 wurden, auch wenn es selbst bei systemischer Inflammation nur in
geringen Mengen im Blut auftaucht, in Endothelzellen des OVLT, SFO und AP nachgewie-
sen. IL-1 scheint also bei der Steuerung der Fieberentstehung im Gehirn eine gewisse
Rolle zu spielen (Cao et al., 2001; Cunningham et al., 1992; Ericsson et al., 1995). Man
nimmt an, dass die zirkulierenden Zytokine, besonders IL-13, an Rezeptoren der Endothel-
zellen der CVOs binden, dort die Translokation von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB nach
sich ziehen, was dann zur Transkription bestimmter Gene fur Prostaglandine oder weitere
Zytokine fuhrt (Rivest et al., 2000).

1.2.2 ALTERNATIVE SIGNALUBERTRAGUNG

Eine weitere Variante der Fieberinduktion stellt die neuronale Ubertragung dar. Bei diesem
Modell werden afferente Endigungen sensorischer Neurone durch ein Zytokin stimuliert
und leiten den inflammatorischen Reiz in Form von Aktionspotentialen zum Gehirn. Dort
konnte es zu einer intracerebralen Mediatorausschuttung und sogar zur induzierten Bil-
dung von Zytokinen kommen (Roth & De Souza, 2001). Diese Uberlegung entstand auf
Grund der Tatsache, dass in der frihen Phase der Fieberantwort nach LPS Injektion zu-
nachst keine Zytokine im Blutplasma zu detektieren sind, und somit diese frihe Fieberpha-
se nicht humoral vermittelt sein kann (Blatteis, 2006).

Dem Nervus vagus wird in diesem Zusammenhang eine grol3e Bedeutung zugeschrieben.
So konnte bei vagotomierten Tieren ein Fehlen des ,sickness behaviour® nach Injektion
von IL-1B8 festgestellt werden (Bluthé et al., 1996). Auch eine Unterdriickung der Fiebe-
rantwort konnte bei vagotomierten Meerschweinchen und Ratten, nach Stimulation mit
verschieden Pyrogenen, abhangig von der injizierten Dosis und Applikationsart beobachtet
werden (Goldbach et al., 1997; Romanovsky et al., 1997; Sehic & Blatteis, 1996).
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Bei einer lokalen Entztindung sind kutane Afferenzen an der Signalweiterleitung ins Gehirn
beteiligt. Nach Injektion von LPS in eine subkutane Kammer bei Meerschweinchen konnte
durch Gabe eines Lokalanasthetikums in das Entzindungsareal die Fieberantwort abge-
schwacht werden (Ross et al., 2000). Der EinfluR® dieses alternativen Signalwegs ist aller-
dings begrenzt und spielt nur bei lokalen inflammatorischen Prozessen eine Rolle. Uber-
schreitet die Entzindungsreaktion ein gewisses Mal3, so werden die neuronalen Signale

von den humoralen Uberlagert (Zeisberger, 1999).

1.3 POTENTIELLE MEDIATOREN ZENTRALNERVOS
KONTROLLIERTER KRANKHEITSSYMPTOME IN DER PERIPHERIE

1.3.1 ZYTOKINE

Zytokine sind meist unter 25 kDa schwere Glycoproteine, die von verschiedenen Zellen
produziert werden und auto- oder parakrin auf die Zelle selbst oder Zellen der Umgebung
wirken. Einige Zytokine entfalten aber auch holokrine Wirkung. Die durch Zytokine vermit-
telten Wechselwirkungen zwischen Zellen sind extrem vielfaltig und reichen von angebore-
ner Uber adaptive Immunabwehr bis hin zur Hamatopoese. Nach ihrer Hauptfunktion kén-

nen Zytokine in folgende Gruppen eingeteilt werden:

entzindungsférdernd (z.B. TNFa, IL-1, IL-6)

* entziindungshemmend (z.B. IL-10, IL-11, TGF-B)
* hamatopoesefordernd (z.B. IL-3, IL-5, G-CSF)

* immunregulatorisch (z.B. IL-2, IFNy, TGF-(3)

* antiinfektios (z.B. IFNa, IL-29, TNFa)

* antiproliferativ (z.B. IFNy, TNFa, TGF-33)

Betrachtet man die von Makrophagen produzierten proinflammatorischen Zytokine, so fallt
auf, dass jedes Zytokin verschiedene Effekte auslost (Pleiotropie) und verschiedene Zyto-
kine denselben Effekt haben kdnnen (Redundanz). Au’erdem kénnen, abhangig von der
Kombination und dem zeitlichen Auftreten der Zytokine, verschiedene Effekte ausgelost
werden. Deshalb richtet sich die Klassifikation mittlerweile eher nach der Struktur der Mo-

leklile und den Rezeptoren, an die sie binden:

-23-



- Einleitung -

* Typ | Zytokine (In Tertiarstruktur vier gebundelte a-Helices. Jak-STAT oder Ras-
Raf-MAP-Kinase Signalweg).

*  Typ Il Zytokine (In Tertiarstruktur sechs nicht gebundelte a-Helices. Jak-STAT Si-
gnalweg).
o Typ | Interferone (mit den Untergruppen IFNa, IFNB und IFNw).
o Typ Il Interferone (IFNy).

» Chemokine (Chemotaktisch wirkende Zytokine; Einordnung anhand von Cystein in
ihrer Aminosaurensequenz in vier Unterfamilien).

* TNF Familie (Trimer-Bildung. Strukturell unterschiedlich zu anderen Zytokinen).

Binden Zytokine in der Peripherie oder im Gehirn an ihre Rezeptoren, so flhrt dies zur Ak-
tivierung von Transkriptionsfaktoren wie STAT3 (aktiviert durch IL-6) oder NF-kB (aktiviert
durch IL-1), welche fur proinflammatorische Zielgene kodieren. Im Folgenden werden die

fur diese Arbeit relevanten Zytokine genauer betrachtet.

TUMOR-NEKROSE-FAKTOR a (TNFa)

Bei TNFa handelt es sich um ein Zytokin, welches neben seinen inflammatorischen Effek-
ten auch zu einer hamorrhagischen Nekrose von Hautsarkomen bei Mausen fuhrt, was die
Namensgebung erklart (Carswell et al., 1975). Eine Reihe von Zellen (Mononukleare Pha-
gozyten, Mastzellen, aktivierte T-Lymphozyten, natirliche Killerzellen), sind in der Lage,
TNFa zu produzieren und abzugeben. Es wird als membrangebundenes Pro-Peptid syn-
thetisiert, durch TACE (tumor necrosis factor alpha converting enzyme, eine Metallopro-
tease in der Zellmembran), gespalten und so in seine aktive Form Uberfihrt. TACE
schwacht gleichzeitig, durch Freisetzung von TNF-bp (TNF-binding-protein), die TNFa Wir-
kung ab. (Bemelmans et al., 1996; Roth et al., 1998).

Die intravendse Injektion von TNFa fuhrt zur Entwicklung von Fieber und induziert die IL-1
Synthese (Dinarello, 2004). Entfernt man TNFa durch passive Immunisierung, kommt es
zu einer Verringerung der zirkulierenden IL-18 und IL-6 Konzentrationen und im weiteren
zu einer Reduktion der Fieberantwort (Cooper et al., 1994; Roth et al., 1998).

TNFa ist, neben IL-1B und IL-6, einer der ersten Mediatoren, welcher in der frihen Entzin-
dungsphase nach Stimulation mit LPS, MDP (Muramyldipeptid) oder durch synthetische
doppelstrangige RNA, wie Poly [:C, induziert wird und im Blutplasma nachzuweisen
ist (Andersson et al., 1992; Kluger, 1991; Roth et al., 1997; Voss et al., 2006). Insofern lag

es auf der Hand, auch im Rahmen der hier vorliegenden Studie die TNFa Konzentration in
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Plasma- und Lavageproben nach Stimulation mit den TLR 7 und 9 Agonisten quantitativ zu

bestimmen.

INTERLEUKIN-1B (IL-1B)

IL-1 ist ein 17 kDa schweres Peptid, von dem zwei Formen a und B existieren (Rothwell,
1991). IL-1B auf das hier naher eingegangen wird, weil es flir Entzindungsreaktionen
wichtiger ist, bindet an zwei verschiedene Rezeptortypen, von denen aber nur der aus
zwei Untereinheiten bestehende Typ 1 (IL-1RI) Rezeptor zur Aktivierung von Transkripti-
onsfaktoren fuhrt. Typ 2 (IL-1RIl) bindet IL-1B zwar mit hoher Affinitat, |16st aber keine Si-
gnalkaskade im Zellinneren aus (Mantovani et al., 2001).

Nach der Injektion von IL-1B3 entwickeln Nager, Kaninchen und Menschen Fieber und bil-
den IL-6. Die Vorbehandlung mit IL-1ra (human recombinant interleukin-1 receptor antago-
nist) reduziert deutlich das durch LPS oder andere exogene Pyrogene ausgeldste Fieber
und vermindert in Hypothalamus und Hippokampus die IL-1, TNF und IL-6 Freiset-
zung (Fortier et al., 2004; Layé et al., 2000; Roth & De Souza, 2001). Diese Tatsachen be-
legen deutlich, dass IL-1B als endogenes Pyrogen fungiert. Allerdings kann es nicht allein
fur die Entwicklung von Fieber verantwortlich sein, da IL-1-KO-Mause nach LPS Injektion,
zwar eine abgeschwachte, aber dennoch eine Fieberantwort zeigen (Kozak et al., 1995).
IL-1 fUhrt Gber die Aktivierung der COX zur Bildung von PGE,, steigert die Expression von
EP3-Rezeptoren, welche PGE; binden, und ist so an der Regulation der Prostaglandin
Wirkung beteiligt (siehe Kap. 1.3.2) (Ushikubi et al., 1998). Des Weiteren beeinflusst es
Bildung und Freisetzung pyretisch (IL-6) und antipyretisch (IL-10) wirkender Zytokine aus
Makrophagen, Endothel- und Mikroglia Zellen (Foey et al., 1998; Luheshi et al., 1996). Es
I6st Anorexie, Gewichtsverlust und eingeschrankte Aktivitdt aus und stimuliert Neurone,
welche CRF (Corticotropin releasing factor) freisetzen und so via ACTH- und Cortisol-Aus-
schittung die inflammatorischen Prozesse bremsen (Berkenbosch et al., 1987; Sapolsky
et al., 1987).

INTERLEUKIN-6 (IL-6)

IL-6 ist ein ldsliches Glycoprotein mit einem Molekulargewicht von 26 kDa, das urspring-
lich BSF-2 (B-Zell stimulierender Faktor-2) genannt wurde (Bazan, 1990; Poupart et al.,
1987). Bald zeigte sich jedoch, dass IL-6 Einfluss auf eine Reihe weiterer Zellen (T-Zellen,

Keratinozyten, Hepatozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, Osteoklasten sowie Zellen des
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haematopoetischen Systems) ausubt und unter anderem im ZNS von Gliazellen und Neu-
ronen gebildet wird (Frei et al., 1989; Maimone et al., 1993).

IL-6 ist ein wichtiges endogenes Pyrogen. Sein Anstieg im Blutplasma korreliert mit dem
Anstieg der Korpertemperatur wahrend des Fiebers. Wahrend einer Fieberantwort kbnnen
erhohte IL-6 Werte nicht nur im Plasma, sondern auch in der CSF gemessen werden (Co-
ceani et al., 1993; Ueno et al., 1989). Interessanterweise flhrt eine periphere Injektion von
hoch dosiertem IL-6 alleine nicht unter allen experimentellen Bedingungen zu einer Er-
héhung der Korpertemperatur (Luheshi et al., 1996), obwohl ein solcher Temperaturan-
stieg in moderatem Umfang dann beobachtet wird, wenn Spezies spezifisches IL-6 einge-
setzt wird (Harré et al., 2002). Durch eine Vorbehandlung mit IL-6 Antiserum kann jedoch
die Fieberantwort nach LPS Injektion unterbunden werden (Cartmell et al., 2000).

Der aus zwei Untereinheiten bestehende IL-6 Rezeptor bindet das Zytokin mit seiner
a-Kette, bildet zusammen mit gp130 einen Komplex und initiiert so die Signalkaskade ins
Zellinnere (Kishimoto et al., 1992; Taga, 1992). Durch gp130 werden drei Mitglieder (JAK1,
JAK2, TYK2) der Janus Kinase Familie aktiviert und es kommt zur Phosphorylierung der
tyrosinhaltigen Region des zytoplasmatischen Anteils von gp130. Es folgt die Rekrutierung
und Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3, welche Dimere bil-

den, in den Zellkern wandern und dort ihre Zielgene aktivieren (siehe Kap. 1.4.1).

INTERFERONE (IFN)

1935 wurde erstmals beobachtet, dass Affen die artifiziell mit avirulenten Gelbfieberviren
infiziert wurden, fur die nachsten 24 Stunden gegenlber einer Infektion mit dem Wildtyp
nicht empfanglich waren (Findlay & MacCallum, 1937). Die Ursache dieser Beobachtung,
die als Virusinterferenz beschrieben wurde, blieb zunachst ungeklart. 1957 wurde beob-
achtet, dass mit inaktiviertem Influenzavirus infizierte Hihnerembryonen I6sliche Faktoren
bildeten, die in der Lage waren eine Infektion durch Influenzavirus in anderen Hihnerem-
bryonen zu verhindern (Isaacs & Lindenmann, 1987). Aufgrund der Fahigkeit mit der vira-
len Replikation zu interferieren wurden diese Faktoren als Interferone bezeichnet.

Heute versteht man unter Interferonen speziesspezifische Proteine, die von vielen ver-
schiedenen Zelltypen im Rahmen der Immunantwort auf virale Infektionen sowie unter Ein-
fluss zahlreicher antigener oder mitogener Stimuli gebildet werden (Pschyrembel, 2004).
Man unterscheidet drei IFN Typen (1, II, Ill), von welchen der letzte erst vor wenigen Jah-
ren erstmals beschrieben wurde (Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003). Zu den

Typ I IFN, die innerhalb weniger Stunden nach Infektion gebildet werden, zahlen
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IFNa (hauptsachlich aus B- und T-Zellen) und IFNB (hauptsachtlich aus Fibroblasten und
epithelialen Zellen) sowie die weniger gut beschriebenen IFNk und IFNw
(Guidotti & Chisari, 2000; Pestka et al., 2004).

Die Signaltransduktion von IFNa und IFN erfolgt Gber einen ubiquitar auf allen kernhalti-
gen Zellen exprimierten Rezeptor, welcher sich aus zwei Untereinheiten zusammensetzt.
Nach Rezeptordimerisierung und Autophosphorylierung kommt es zur Aktivierung des
JAK-STAT Signalwegs (Platanias, 2005; Schindler, 1995).

Typ Il Interferon (IFNy), welches saurelabil ist und durch Hitze inaktiviert wird, wird haupt-
sachlich von T-Zellen und natirlichen Killerzellen gebildet, weist keine Sequenzhomologi-
en zu den Typ | Interferonen auf und liegt in seiner aktiven Form als Dimer vor. Die Signal-
transduktion erfolgt Uber einen eigenen Rezeptor, der nicht in Zusammenhang mit dem
Typ | Rezeptor steht (Pace et al., 1985; Platanias, 2005).

2003 wurden erstmals Typ lll Interferone (IFNA1, IFNA2, IFNA3) beschrieben (Kotenko et
al., 2003). Diese verfugen ebenso wie die anderen Interferone Uber antivirale Eigenschaf-
ten und werden wahrscheinlich hauptsachlich von plasmazytoiden dendritischen Zel-
len (pDC) produziert (Coccia et al., 2004).

Interferone besitzen antivirale, antiproliferative und immunmodulatorische Wirkung. Nach-
dem sie an ihre jeweiligen Rezeptoren auf der Zielzelle gebunden haben, kommt es zur
Genaktivierung und Induktion spezifischer Proteine, wobei IFNa und IFNB hauptsachlich
antiviral (etwa Zehn bis Hundert mal starker als IFNy) (Schreiber & Farrar, 1993) und IFNy
eher immunmodulatorisch, durch Induktion von Zytokinen und Aktivierung von Makropha-
gen, Lymphozyten (T und B) und naturlichen Killerzellen, wirken (Nathan, 1987).

Die klinische Bedeutung der IFN ist durch eine Reihe von Studien belegt. Eine Deletion
des IFNa Gens bei der Maus erhoht die Anfalligkeit fur virale Infektionen deutlich (Dupuis
et al., 2003). Durch Applikation von Antiseren gegen IFNa oder IFNB konnte die Resistenz
gegen Herpesvirusinfektionen aufgehoben werden (Kunder et al., 1993). IFNy wurde bei
einer Vielzahl von Erkrankungen, wie z.B. Tuberkulose oder zystischer Fibrose, Hepatitis
oder verschieden Krebsarten mit unterschiedlichem Erfolg erprobt (Miller et al., 2009).
Was die Rolle von Interferonen bei der Fieberentstehung betrifft, gibt es kein einheitliches
Bild. IFNy hat, durch seine Fahigkeit unter bestimmten Bedingungen, Endotoxin-tolerante
Makrophagen zur Bildung von TNF und IL-6 anregen zu kdnnen, proinflammatorische Ei-
genschaften (Chen & Ivashkiv, 2010). Neben dieser indirekten Wirkung wurde auch die
unmittelbare Kapazitat von intravendsen oder intrazerebroventrikularen Injektionen von
IFNy zur Induktion einer Fieberantwort bei Kaninchen beschrieben (Morimoto et al., 1987).

Dagegen scheint IFNa eher als ein endogener antipyretischer Faktor zu wirken. In einer
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neueren Studie konnte gezeigt werden, dass intranasale Behandlung von Frettchen mit
IFNa zur Unterdrickung der im Rahmen einer Influenza Infektion auftretenden Fieberreak-
tion fuhrt (Kugel et al., 2009).

1.3.2 PROSTAGLANDINE

Die physiologisch in fast allen Organen vorkommenden Prostaglandine sind Derivate der
Prostansaure und weisen strukturelle Ahnlichkeit mit Leukotrienen und Thromboxanen auf.
Synthetisiert werden sie hauptsachlich aus Arachidonsaure, die durch Phospholipase A;
aus Membranlipiden frei- und durch COX zu PGH, umgesetzt wird. Dieses ist der Vorlau-
fer aller natirlich vorkommenden Prostaglandine und Thromboxane. PGH; wird durch
PGES (Prostaglandin E Synthase) zu PGE,, welches eine Schllsselrolle bei der Fieberin-
duktion besitzt, verstoffwechselt.

Die Wirkungen der Prostaglandine allgemein sind vielfaltig und zum Teil gegensatzlich. Sie
spielen eine Rolle bei der Entstehung von Fieber, Schmerzen und Entziindungen und sind
durch NSAID (non-steroidal-anti-inflammatory-drugs) hemm- oder abschwéachbar. Durch
Applikation eines COX-Hemmers unterdrickt man die Fieberentwicklung nach LPS Stimu-
lation (Roth et al., 2002; Roth et al., 2009) wobei die induzierbare Form COX 2 das ent-
scheidende Isoenzym ist (Cao et al, 1997; Li et al., 1999). Die Konzentration an biologisch
aktivem PGE; steigt wahrend Fieber in Blut und Gehirn (Preaoptische Region / Anterior
Hypothalamus) stark an (Milton, 1998). Schaltet man PGES aus, welches PGH, zu PGE;
umsetzt, entwickeln Mause nach LPS Stimulationen kein Fieber. Auch fur dieses Enzym ist
die inflammatorische induzierbare Form, die mikrosomale PGES fur die Ausbildung einer
Fieberreaktion entscheidend (Engblom et al., 2003). In der Peripherie gebildetes PGE;
spielt bei der Signalubertragung durch afferente Nervenfasern eine Rolle, wie Versuche
zeigen, bei denen diese durch das Lokalanasthetikum Ropivacain oder den unspezifi-
schen COX-Hemmer Diclofenac ausgeschaltet wurden (Ross et al., 2000; Ross et al.,
2003). Weiterhin ist PGE, wahrend der frihen Entziindungsphase an der Extravasation,

Migration und Aktivierung von Leukozyten beteiligt.
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1.4 POTENTIELLE MEDIATOREN ZENTRALNERVOS
KONTROLLIERTER KRANKHEITSSYMPTOME IM GEHIRN

1.4.1 AKTIVIERUNG VON TRANSKRIPTIONSFAKTOREN

Bei Entzundungsreaktionen, die durch Zytokine oder PAMPs ausgelost werden, spielen
die Transkriptionsfaktoren NF-kB (,nuclear factor kappa B*), STAT3 (,signal transducer
and activator of transkription®) und NF-IL6 (,nuclear factor IL-6“) eine wichtige Rolle (Akira,
1997; Damm et al., 2011; Nadjar et al., 2003). Sie regulieren zentral die Bildung von Zyto-
kinen und Prostaglandinen und leiten so die Entstehung zentralnervos kontrollierter Krank-
heitssymptome ein (Kano et al., 2003; Kozak et al., 2006; Nadjar et al., 2005; Rummel et
al., 2006). Interaktionen zwischen verschiedenen Transkriptionsfaktoren (,cross talk) kon-
nen synergistische oder antagonistische Effekte bewirken und zur Expression von Genen
fuhren, flr die der einzelne Transkriptionsfaktor keine Bindungsstelle im Promotor besitzt
(Agrawal et al., 2003).

Bemerkenswert ist die hohe Geschwindigkeit, mit der der Organismus in der Lage ist, in-
flammatorische Mediatoren nach Stimulation zu produzieren. Entscheidend dafir ist, dass
Transkriptionsfaktoren bereits im Zytoplasma vorliegen und nicht erst die zeit- und ener-
gieaufwandige Proteinbiosynthese begonnen werden muss, wenn der entsprechende Sti-
mulus eingeht (posttranslationale Kontrolle). Nach Aktivierung wandern Transkriptionsfak-
toren in den Zellkern, wo sie an ihre Zielgene binden, so dass die Transkription dieser in-
nerhalb von Minuten beginnt (Levy et al., 1988; Schindler et al., 1992).

NUCLEAR FACTOR-kB (NF-kB)

Eine prominente Rolle bei der Fieberentstehung und der Vermittiung von Entzindungsre-
aktionen wird dem 1986 entdeckten NF-kB zugesprochen. Zur NF-kB Proteingruppe ge-
hdren eine ganze Reihe von Transkriptionsfaktoren (p50, p52, p60, Rel und RelB).

In den meisten Zellen wird NF-kB durch die inhibitorischen Proteine IkB (Inhibitors of kB)
im Zytoplasma im inaktiven Zustand gehalten (Baeuerle & Baltimoire, 1988). Bindet nun
zum Beispiel ein PAMP an einen TLR kommt es zu einer Signalkaskade (siehe
Kap. 1.1.3), an deren Ende NF-kB freigesetzt wird und als Homo- oder Heterodimer in den
Zellkern wandert. Dort beeinflusst es die Genexpression mittels Bindung an spezifische
Promotoren (Ghosh & Karin, 2002). Die Expression einiger an der Immunantwort beteilig-
ter Gene (TNFa, IL-6, IL-12, IL-1B) wird erhoht (Kielian, 2006). Ebenso induziert NF-kB

aber auch die vermehrte Expression des IkB-Gens und bereitet so Uber eine negative
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Feedback Schleife seine eigene Abschaltung vor. Des weiteren ist NF-kB an vielen grund-
legenden zelluldren Prozessen, wie der Kontrolle von Wachstum, Differenzierung oder

Apoptose beteiligt.

SIGNAL TRANSDUCER AND ACTIVATOR OF TRANSKRIPTION 3 (STAT3)

Bislang wurden sieben verschiedene STAT Molekile beschrieben (STAT1, 2, 3, 4, 5a,
5b, 6). STAT3, das 1994 erstmals als wichtiger Transkriptionsfaktor bei der Induktion der
Akuten-Phase-Reaktion in Leberzellen beschrieben wurde, kommt in einer Vielzahl von
Zelltypen vor (Akira et al., 1994; Bhattacharya & Schindler, 2003; Zhong et al., 1994) und
existiert in mehreren Isoformen, welche sich in der Lange des COOH-Endes unterschei-
den. STAT3 ist wahrend der Evolution in hohem Mal} konserviert und der Unterschied zwi-
schen humanem und murinem STAT3 liegt bei nur einer Aminosaure (Pietra et al., 1998).
Die hohe Persistenz des Moleklls deutet auf eine essenzielle Rolle im Organismus hin. Zu
dieser Uberlegung passt auch, dass STAT3 das einzige Mitglied der STAT Familie ist, des-
sen ,knockout® Mause nicht lebensfahig sind (Takeda et al., 1997).

Zytokine wie IL-6, IL-10 oder IFN beeinflussen Uber STAT3 die Genexpression in verschie-
densten Zelltypen (Kisseleva et al., 2002). Bei Versuchen mit IL-6 defizienten Mausen wur-
de festgestellt, dass STAT3 bei einer lokalen Entziindung als Transkriptionsfaktor nicht
vorhanden war (Alonzi et al., 1998). In nicht aktivierten Zellen findet man STAT3 Molekule
hauptsachlich im Zytoplasma. Bei Rezeptoraktivierung, wird STAT3 phosphoryliert (haupt-
sachlich JAK1 vermittelt), bildet Homo- oder Heterodimere mit anderen Transkriptionsfak-
toren und akkumuliert Uber eine schnelle Translokation im Kern (Caldenhoven et al., 1999;
Heinrich et al., 1998) . Dort lagert es sich mit seiner DNA-Bindungsdoméane an die ent-
sprechenden DNA Abschnitte (,responsive-elements®) der Zielgene an.

Bei den durch STAT3 aktivierten Genen handelt sich um Akute Phase Proteine (z.B. C-re-
aktives Protein), andere Transkriptionsfaktoren und zum Teil noch unbekannte Gene, so-
wie fur die Prostaglandinsynthese wichtige Enzyme. SOCS3 (supressor of cytokine signa-
ling 3), ein endogener Inhibitor des JAK-STAT3-Signalweges, wird ebenfalls als Indikator
der STAT3 Aktivitat verwendet (Rummel et al., 2008)

NUCLEAR FACTOR INTERLEUKIN 6 (NF-IL6)

NF-IL6 ist ein wichtiger inflammatorischer Transkriptionsfaktor (Akira, 1997; Ramiji & Foka,
2002). Die kurzeste der drei Isoformen wirkt inhibitorisch. Im Gegensatz zu STAT3 wird
NF-IL6 im Kern durch die Ras-Raf-MEK-MAPK-Kinase-Kaskade aktiviert (Poli, 1998). Wie
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durch STAT3 werden auch durch NF-IL6 wichtige Zielgene fur Entzindungsreaktionen ak-
tiviert. Zu diesen gehdren unter anderem das Gen fur COX 2, IL-1, IL-6 und verschiedene
Chemokine. Weiterhin wird dem Transkriptionsfaktor eine Funktion bei Zellproliferation und
Differenzierung, dem Metabolismus und der Bildung des Langzeitgedachtnis im Hippo-

campus zugeschrieben (Ramiji & Foka, 2002).

1.4.2 ZYTOKINBILDUNG IM GEHIRN

Zytokine, die eine Schlusselposition bei der Induktion zentralnervos kontrollierter Krank-
heitssymptome einnehmen, kdnnen auf humoralem Weg (mit dem Blutstrom) aus der Peri-
pherie an die CVOs gelangen, oder am Ort der Entziindung gebildet, sensorisch afferente
Nervenfasern stimulieren, die Aktionspotenziale zum Gehirn weiterleiten und dort die In-
duktion von Zytokinen bewirken (Roth & De Souza, 2001). Auf beide Wege wurde in
Kap. ,1.2 Signalewege zur Induktion zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome® be-
reits naher eingegangen.

Eine dritte Mdglichkeit ist die direkte Stimulation von Zellen der sCVO durch exogene Py-
rogene (Roth et al., 2004). Nach intravendser Gabe einer moderaten LPS Dosis zeigten
Kaninchen im Bereich des OVLT eine lokal begrenzte Akkumulation von IL-13 (Nakamori
et al., 1994). Ebenso konnte die Bildung von TNFa in OVLT und AP von Mausen nachge-
wiesen werden (Breder et al., 1994). Zellkulturstudien haben erwiesen, dass Zellen von
OVLT und AP direkt auf Stimulation mit LPS reagieren (Ott et al., 2010; Wuchert et al.,
2008).

Einige TLRs, Uber die viele exogene Pyrogene zur Induktion von Zytokinen flihren, werden
im Bereich der sCVO konstitutiv exprimiert (Laflamme & Rivest, 2001). LPS ist weiterhin in
der Lage, die Expression einiger TLRs im Bereich der CVO zu erhdhen (Rivest et al.,
2000). Als Folge einer Aktivierung der CVOs uber TLR Agonisten oder Uber zirkulierende
Zytokine, greift eine induzierbare Zytokinexpression bis in weite Bereiche des Hypothala-
mus aus (Layé et al., 2000). Es gibt Evidenz dafir, dass die im Bereich des Hypothalamus
gebildeten Zytokine TNF, IL-1 und IL-6 an der Entstehung von Fieber und Anorexie betei-
ligt sind (Chai et al., 1996; Harden et al., 2011; Palin et al., 2007; Soares et al., 2011).

1.4.3 INDUZIERBARE ENZYME DER PROSTAGLANDINSYNTHESE

Bereits im ,Prostaglandin-Kapitel“ (Kap. 1.3.2) wurde die Umsetzung von Arachidonsaure
zu PGH; durch COX und der folgende Schritt enzymatischer Umsetzung von PGH, zu

PGE. durch PGES beschrieben. Von beiden katalysierenden Enzymen gibt es mehrere
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Isoformen, wobei COX 2 und mPGES-1 durch inflammatorische Reize induzierbar sind.
Sie werden unter anderem durch die oben beschriebene Transkriptionsfaktoren reguliert,
welche ihrerseits durch Zytokine aktiviert werden.

Wahrend einer entziindlichen Reaktion zeigt sich eine vermehrte COX 2 und mPGES Ex-
pression im Gehirn. Beide Enzyme gelten als essenziell fur die Bildung von PGE, (Matsu-
mura & Kobayashi, 2004; Turrin & Rivest, 2004; Yamagata et al., 2001). Die COX 2 Ex-
pression ist unter inflammatorischen Bedingungen besonders deutlich in Endothel- und
Perivaskularen Zellen des Gehirns zu beobachten (Matsumura & Kobayashi, 2004; Schiltz
& Sawchenko, 2003).

COX 2 bzw. mPGES-1 knockout Mause zeigen nach Stimulation mit LPS eine abge-
schwachte Fieberantwort, was die wichtige Rolle beider Enzyme bei der Entstehung zen-
tralnervds kontrollierter Krankheitssymptome deutlich macht (Engblom et al., 2003; Li et
al., 1999). In der Peripherie durch COX 2 und mPGES synthetisierte Prostaglandine treten
unter inflammatorischen Bedingungen verstarkt ins Parenchym des ZNS uber (Davidson
et al., 2001; Steiner et al., 2006). EP3-Rezeptoren, welche PGE, binden, wurden an ther-
mosensorischen Neuronen nachgewiesen. PGE; fuhrt in der ventromedialen praoptischen
Region zu einer Herabsetzung der Impulsrate warmsensitiver Neurone (Matsumura et al.,
1992; Nakamura et al., 2000; Ranels & Griffin, 2003; Sugimoto et al., 1994). Diese proji-
zieren in nachgeschaltete Temperaturregulationszentren und fuhren dort zu einer Sollwert-
verstellung der Korpertemperatur, was zur gesteigerten Warmeproduktion und Fieberent-
wicklung fuhrt (Hori et al., 1988; Nakamura et al., 2004; Xin & Blatteis, 1992).

1.5 ZIELE UND FRAGESTELLUNGEN

Agonisten der endosomal lokalisierten TLRs 7 und 9 wurden bis dato noch nicht auf ihre
Fahigkeit hin untersucht, systemische und lokale Entzindungsreaktionen unter begleiten-
der Entstehung zentralnervios kontrollierter Krankheitssymptome induzieren zu koénnen.
Wegen des vielfaltigen therapeutischen Potentials solcher Substanzen, sind solche Studi-
en jedoch von essenzieller Bedeutung. Die zentralen Ziele und Fragestellungen dieser Ar-

beit lassen sich daher wie folgt zusammenfassen.
1. Flhren systemische (IP) oder lokale (SC) Stimulationen mit spezifischen Agonisten
der endosomalen TLRs 7 und 9 zur Ausbildung zentralnervds kontrollierter Krank-

heitssymptome?
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2. Wenn ja, welche potentiellen Mediatoren und Mechanismen sind hierfir a) in der
Korperperipherie als potentielle Signalibertrager zum Gehirn und b) im Gehirn
selbst dafur verantwortlich?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden unter Verwendung etablierter Experimental-
modelle lokalisierter und systemischer Inflammation unspezifische Krankheitssymptome
mittels moderner Telemetriesysteme quantitativ analysiert. Ferner wurden Expression und
Bildung potentieller inflammatorischer Signalmolekile (IFN, TNF, IL-6) in der Korperperi-
pherie untersucht. SchlieRlich wurde die inflammatorische Aktivierung des Gehirns unter
dem Einfluss der TLR 7 und 9 Agonisten durch quantitative Erfassung einer breiten Palette
an inflammatorischen Signalmolekulen (Transkriptionsfaktoren, Interferone, Zytokine, indu-
zierbare Enzyme der PG-Synthese) molekular charakterisiert.

Die erzielten Befunde wurden im Kontext zu den Erkenntnissen, die flr andere TLR Ago-
nisten (besonders fur LPS) bereits vorliegen, vergleichend betrachtet und im Bezug auf die

potentielle therapeutische Einsetzbarkeit von Agonisten der endosomalen TLRs diskutiert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die unter Kap. 2.1 aufgelisteten Gerate und Materialien wurden flir verschiedene Metho-
den verwendet und wurden deshalb am Anfang des Material und Methoden Teils zusam-
mengestellt, da sie sonst im Laufe der Arbeit mehrfach genannt wurden. Gerate und Mate -
rialien, die nur fir eine Methode Anwendung fanden, sind unmittelbar vor dem jeweiligen

Kapitel aufgelistet.

2.1 GERATE- UND MATERIALLISTE |

Adobe Photoshop CS4, Adobe Systems GmbH, Unterschleil3heim — DE

Aqua ad injectionem, Braun, Melsungen — DE

Deckglaschen, 24 x 60 mm, Starke 1, Menzel GmbH, Braunschweig — DE

Einmalkanule, Sterican 0,6x 30 mm 23 G, Braun, Melsungen — DE

Einmalspritze, BD Plastipak 60 ml, Bechton- Dickinson, Heidelberg — DE

Graph Pad Prism®, Version 4.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA—- US

Kryostat Typ HM 500, Fa. Microm GmbH, Walldorf — DE

Mikrozentrifuge, Force 7, Roth Laborbedarf, Karlsruhe — DE

Objekttrager 26 x 76 mm, Menzel GmbH, Braunschweig — DE

OpenOffice 3.3.0, Sun Microsystems, Santa Clara, CA—- US

Parafilm, Roth Laborbedarf, Karlsruhe — DE

Pipetten, 1000, 500, 200, 100, 100-1000, 10-100, 2-10, 0,5-2 ul,
Eppendorf AG, Hamburg — DE

Pipettenspitzen, 1000, 500, =200, 100, 100-1000, 10-100, 2-10, 0,5-2 ul,
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmunster — AT

Poly-L-Lysin, Poly-L-Lysin Solution P8920, Sigma, St. Louis — US

Reaktionsgefasse 0,5; 1,5; 2 und 5 ml Eppendorf AG, Hamburg — DE

Reinstwassersystem Milli-Q Biocel, Millipore, Eschborn — DE

Roéhrchen, steril, 15 ml, Sarstedt, Niumbrecht — DE

Serologische Pipetten 1, 5, 10 und 25 ml, Sarstedt, Numbrecht — DE

StatView®, Abacus Concepts, Berkeley, CA - US

Tissue Freezing Medium®, Leica Instruments GmbH, Nussloch — DE

Trockeneis, Balser, Lich - DE

Waagen zum Abwiegen von Trockensubstanzen, P1210N; AE 50 und PM 2500,
Mettler Toledo, Giessen — DE

Zentrifuge MicroV, Fisher Scientific, Schwerte — DE
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2.2 IN VIVO VERSUCHE

2.21 GERATE- UND MATERIALLISTE II

Acepromazin, Vetranquil 1%, Albrecht GmbH, Aulendorf — DE

DIETDAT, Version 1.70, AccuScan Instruments, Columbus, OH — US

Einstreu fur Tierkafige, Altromin animal bedding Altromin GmbH und Co KG,
Lage-Lippe — DE

Empfangerplatte, ER-4000 Receiver, Fa. Mini-Mitter Company Inc., Sunriver, OR — US

Imiquimod — R837, InvivoGen, San Diego, CA—- US

Instrumenten-Desinfektionsmittel Konsolex® AF, Bode Chemie, Hamburg — DE

Isotone NaCl- Lésung, 0,9% Braun, Melsungen — DE

Ketaminhydrochlorid, Ketamin® 10%, ESSEX Pharma GmbH, Miinchen — DE

Meloxicam (Metacam® Suspension zum Eingeben, Boehringer Ingelheim
Vetmedica GmbH, Ingelheim/Rhein — DE

Nahtmaterial, nicht resorbierbar, Dermafil, USP 2/0, EP 3, SMI AG, Hunningen — BE

Nahtmaterial, resorbierbar, Surgicryl, USP 3/0, EP 2, SMI AG, Hinningen — BE

ODN 1668, TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin — DE

Operationsbesteck, Aesculap AG & CoKG, Tuttlingen — DE

Polycarbonat-Kafige, Typ lll, 28 x 42 x 15 cm / B x T x H, FA. Dipl.-Ing. W. Ehret GmbH,

Emmerdingen — DE

Polycarbonat-Kafige, Typ IV, 38 x 59 x 18 cm / B x T x H, FA. Dipl.-Ing. W. Ehret GmbH,

Emmerdingen — DE

Polyvidon-lod, Braunol®, Braun, Melsungen — DE

spezielle Messkafige, 30 x 22,5 x 24 cm; L x H x B, Institutseigene Werkstatt

Sterilfilter, Porengrosse 0,7 ym, Schleicher & Schuell — Dassel DE

Tierfutter, Zucht-Diatfutter, Altromin GmbH und Co KG, Lage-Lippe — DE

Transmitter, PDT-400 E-Mitter, Fa. Mini-Mitter Company Inc., Sunriver. OR — US

Vidisic®-Augengel, Carbomer 40000-60000, Bausch & Lomb, Berlin — DE

Vital View, Fa. Mini-Mitter Company Inc., Sunriver, OR — US

Waage zum Wiegen der Tiere, Sartorius Universal Sartorius AG, Goéttingen — DE

Warmematte, fur Kleintiere Henry Schein Vet GmbH, Hamburg — DE

Xylazinhydrochlorid, Xylazin 2%, cp-pharma GmbH, Burgdorf — DE
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2.2.2 VERSUCHSTIERE UND HALTUNGSBEDINGUNGEN

Fir alle Versuche wurden mannliche Wistar-Ratten (Rattus spec.), mit einem Korperge-
wicht von 180£20 g verwendet, die aus der institutseigenen Zucht stammten. Die Elterntie-
re wurden von Charles River WIGA (Sulzfeld) bezogen.

Gehalten und aufgezogen wurden die Tiere bei einer konstanten Raumtemperatur von
23x1° C, einer relativen Luftfeuchte von 50% und einem 12/12 Stunden hell/dunkel Rhyth-
mus (Beginn der Nachtphase: 19:00 h).

Bis zum Absetzgewicht von 110110 g Kdrpermasse wurden Jung- und Muttertiere zusam-
men in Typ IV Kafigen gehalten. Danach erfolgte die Haltung der Jungtiere bis zum Ver-
suchsbeginn nach Geschlechtern getrennt in Gruppen nicht grosser als funf in Typ Il K&fi-
gen.

Futter und Wasser (in Trinkwasserqualitat) standen wahrend der gesamten Zeit ad libitum
zur Verfugung. Als Einstreu diente Altromin Animal-Bedding.

Die Tierversuche wurden der lokalen Tierschutzkommission, vor Aufnahme des Projekts,

gemeldet und mit der Projektnummer GI 18/2-Nr.43/2009 genehmigt.

2.2.3 OPERATION UND OPERATIONSVORBEREITUNG
2.2.3.1 NARKOSE UND PRAMEDIKATION

12 bis 18 Stunden vor der Operation wurde Meloxicam (2 mg/kg SC) appliziert. Eine weite-
re Injektion gleicher Dosierung erfolgte unmittelbar vor Operationsbeginn. Die Injektions-
narkose (5 mg/kg Xylazin, 50 mg/kg Ketamin, 0,5 mg/kg Acepromazin) erfolgte als Misch-
spritze in das subkutane Bindegewebe der Thoraxwand.

Um Narkosetiefe und Schmerzfreiheit des Tieres zu Uberprifen wurden Lidreflex am Auge
und Flexorreflex an der Zwischenzehenhaut der Pfoten getestet. Bei zufriedenstellender
Narkosetiefe waren beide Reflexe nicht auslésbar. Um das Austrocknen der Corneae zu

verhindern wurde in beide Lidspalten Vidisic®-Augengel eingebracht.

2.2.3.2 IMPLANTATION DES RADIOTRANSMITTERS

Das Tier wurde in Ruckenlage auf eine Warmematte verbracht um ein Auskuhlen wahrend
des Eingriffs zu vermeiden. In einem Bereich von vier Zentimetern um den Nabel wurden
die Haare geschoren und die Haut dreimal mit Cutasept®-Losung desinfiziert.

Der Zugang zur Bauchhohle erfolgte Uber die Linea alba. In der Medianen kaudal des Na-
bels wurde mit dem Skalpell ein zwei Zentimeter langer Hautschnitt gelegt und nach Pra-

paration des Unterhautgewebes die Mm. abdominales dargestellt. Es folgte eine Stichinzi-
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sion in die Muskulatur und eine vorsichtige Erweiterung der Wundrander entlang der Linea
alba mit Hilfe einer Schere nach Metzenbaum.

Der desinfizierte Radiotransmitter wurde in die Bauchhdhle eingebracht und danach die
Wunde in zwei Schichten verschlossen (Muskulatur: resorbierbares Nahtmaterial, fortlau-

fende Naht; Haut: nicht-resorbierbares Nahtmaterial, Einzelhefte).

2.2.3.3 DER RADIOTRANSMITTER

Das Prinzip der Datenerfassung (Korpertemperatur und lokomotorische Aktivitat) beruht
auf einem telemetrischen Sender (Transmitter) und einer Empfangerplatte unter dem Tier-
kafig, welche an einen Computer angeschlossen war, der mittels speziellem Datenerfas-
sungssystem (Vital View®) die Daten im Funf Minuten Takt aufnahm.

Der Sender war projektilformig, wog sieben Gramm und besal’ einen Silkonliberzug, um
Fremdkorperreaktionen zu vermeiden (Abb. 4). Er wurde dem Tier eine Woche vor Ver-
suchsbeginn intraabdominal implantiert, sodass eine unterbrechungslose, stressfreie Auf-

zeichnung der Parameter maoglich war.

Abb. 4: Foto des Radiotransmitters zur Aufzeichnung von Korpertemperatur und Be-
wegungsaktivitit im Grossenvergleich zu einer zwei Euro Miinze.

Erfasst wurde die Temperatur durch einen warmeempfindlichen Transistor mit negativem
Temperaturkoeffizienten (NTC), welcher proportional zur Temperaturanderung sein Radio-
frequenzsignal (Hz) verandert. Temperaturerh6hung fuhrte zu steigenden, Temperaturver-
ringerung zu sinkenden Impulsraten.

Der Transmitter diente gleichzeitig der Messung der Bewegungsaktivitat, mittels eines ein-

gebauten Tragheitselements. Das von diesem generierte Signal variiert in der Starke ab-
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hangig von seiner Entfernung und Ausrichtung zum Empfanger. Bewegungsanderungen
des Tieres konnten somit als Signalanderungen von der Empfangerplatte unter dem Kafig
registriert werden. Die Starke der Signale korrelierte mit der lokomotorischen Aktivitat des
Tieres und wurde als "activity counts" in einem festgelegten Zeitintervall (5 min.) erfasst.
Induktion an einer Kupferspirale versorgte den Sender mit Energie, was Batterien UberflUs-
sig machte (Harkin et al., 2002).

Drei Tage vor Versuchsbeginn wurde Vital View® gestartet, um die ordnungsgemale

Funktion der Sender zu Uberprifen.

2.2.3.4 ERZEUGEN EINER SUBKUTANEN LUFTBLASE (,AIRPOUCH®)

Zum Anlegen des airpouches im Anschluss an die Implantation des Radiotransmitters
wurden eine Spritze mit aufgestecktem Sterilfilter und eine Einmalkanuile verwendet. Die
Tiere wurden in Bauchlage verbracht und mit der Kanule die Haut zwei Zentimeter caudal
der scapula in der Medianen durchstochen und die Kanule im subkutanen Bindegewebe
nach cranial geschoben, bis die Spitze zwischen den Schulterblattern lag. Um einen air-
pouch von ca. 3x 4x 2 cm zu bilden, mussten etwa 20 ml steril filtrierte Luft injiziert wer-

den.

2.2.3.5 NACHSORGE

Nach der Operation wurde das Tier in seinen Kafig zuriick verbracht, welcher von unten
mit einer Warmematte beheizt wurde, bis die Ratte das Bewusstsein vollstandig zurtck er-
langte. Eine weitere Injektion Meloxicam (2 mg/kg SC) erfolgte 24 Stunden post operatio-
nem. An den Folgetagen wurde die Wunde taglich adspiziert, sowie das Allgemeinbefin-
den der Tiere anhand des Korpergewichts, des Verhaltens und der Futter-/Wasseraufnah-

me beurteilt.

2.2.4 VERWENDETE SUBSTANZEN (TLR AGONISTEN)
2.2.4.1 IMIQUIMOD - R837

Imiquimod ist ein synthetisches Guanosinanalog (Abb. 5) aus der Familie der Imidazoqui-
nolone, welches an TLR 7 bindet. Das Molekul besitzt immunmodulatorische Eigenschaf-
ten und indirekte antivirale Wirkung, die zuerst an mit Herpes Simplex Virus infizierten
Meerschweinchen gezeigt werden konnte (Harrison et al., 2001). Ungleich der Schwester-
substanz, R848, aktiviert Imiquimod - R837 ausschliesslich TLR 7 und nicht TLR 8 (Lee et
al., 2003). TLR 7 gehort zu den intrazellular exprimierten TLRs, seine Aktivierung erfolgt
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nach bisherigen Erkenntnissen ausschlieRlich im endosomalen Kompartiment (Blasius &
Beutler, 2010).

ADbb. 5: Strukturformeln von Guanosin und Imiquimod - R837

Imiquimod fihrt durch direkte Stimulation des angeborenen Immunsystems zu einer
MyD88 abhangigen Induktion des Transkriptionsfaktors NF-kB und zur Produktion von pro-
inflamatorischen Zytokinen (u.a. TNFa, IL-12). Hierdurch werden aktivierte, naive T-Zellen
in Richtung zellvermittelter Immunreaktion (Th1) gelenkt und letztlich die Bildung zytotoxi-
scher Effektoren angestoRen (Hemmi et al., 2002).

Fir die effektive, angemessene und gezielte Reaktion des adaptiven Immunsystems ist
die Erkennung von PAMPs (pathogen-associated-molecular-patterns) durch PRRs (patho-
gen recognition receptors), die integraler Bestandteil des angeborenen Immunsystems
sind, unerlasslich. Ein zentrale Bedeutung flr die Einleitung der oben beschriebenen Im-
munantwort besitzen dendritische Zellen (DC) und Makrophagen. Beide Zelltypen gehdren
zur Familie der Antigen-prasentierenden Zellen, welche TLRs in grof3er Anzahl exprimie-
ren.

Die pharmakologische Modulation von DCs und Makrophagen durch Imiquimod kdnnte
von therapeutischem Wert sein. Imiquimod wird topisch gegen Erkankungen, die durch
das Humane Papillomavirus verursacht werden, eingesetzt und zeigt vielversprechende
Ansatze bei verschiedenen anderen Erkrankungen der Haut. DNA-Vakzine habe sich pro-
phylaktisch und therapeutisch als wirksam gegen natirliche Papillomavirus Infektionen er-
wiesen, was eine Verwendung von Imiquimod als Impfstoffbestandteil interessant machen
konnte (Harrison et al., 2001)

Das lyofilisierte Imiquimod — R837 wurde mit Aqua ad injectionem in einer Konzentration

von 1 mg/ml angesetzt und bis zum Versuchsbeginn bei -40°C gelagert. Lokale (SC) und
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systemische (IP) Injektionen der Versuchstiere wurden mit einer hohen (5 mg/kg) oder ei-
ner niedrigen (1mg/kg) Dosis durchgefuhrt. Das Injektionsvolumen wurde mit Aqua ad in-

jectionem auf einen Milliliter aufgefulit.

2.2.4.2 ODN 1668

ODN 1668 ist ein synthetisches, Typ B CpG ODN, welches spezifisch an den murinen
TLR 9 bindet und immunmodulatorische Effekte auslost. CpG ODNs besitzen Cytosin
Guanin Dinukleotide in bestimmtem Basensequenzkontext (,CpG motif‘). Das ,p“ steht fur
die Phosphatbindung zwischen den beiden Basen. ODN ist das Synonym fur Oligodeoxy-
nukleotid.

CpG motifs sind in bakterieller DNA etwa 20 mal haufiger vertreten als in Sauge-
tier DNA (Bird, 1986). Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen Eu- und Prokaryonten
DNA ist, dass bei Saugern 80% des vorkommenden Cytosins methyliert, bei Prokaryonten
unmethyliert vorliegt (Razin & Friedman, 1981). Dadurch ist der Organismus in der Lage,
zwischen ,eigen® und ,fremd“ CpG motif zu unterscheiden. Konsequenterweise fiihren le-
diglich unmethylierte CpG motifs zu immunstimulatorischen Effekten Uber TLR 9.

Drei verschiedene CpG Typen (A, B und C), die sich in ihrer immunmodulatorischen Wir-
kung unterscheiden, wurden bislang identifiziert. Typ A induziert in plasmazytoiden dendri-
tischen Zellen (pDC) eine hohe IFNa Produktion wahrend die TLR 9 abhangige NF-kB Ak-
tivierung nur gering ausfallt. Typ B ODNs besitzen eines oder mehrere CpG
motifs (Abb. 6) und ein komplettes Phosphorothioat Gerust, was zu Nukleasestabilitat
fuhrt. Sie erzeugen eine starke B-Zell Aktivierung, |6sen allerdings nur eine schwache
IFNa Produktion aus. Typ C vereint die Eigenschaften der Typen A und B in sich (Marshall
et al., 2005).

Abb. 6: Basensequenz des ODN 1668. Das immunmodulatorisch wirkende, zentral ge-
legene ,,CpG motif* ist vergrossert und unterstrichen dargestellt.
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Die TLR 9 exprimierenden Zellpopulationen unterliegen einem speziesspezifischen Vertei-
lungsmuster. Zellen der myeloiden Linie tragen TLR 9 bei Mausen wahrend bei Menschen
pDCs und B-Zellen TLR 9 exprimieren (Bauer et al., 2001; Hornung et al., 2002; Takeshita
et al., 2001). Der murine TLR 9 findet sich ausschliesslich als homodimer auf Endosomen-
und nicht auf Zellmembranen. Nach Exposition erreichen CpG ODNs durch Endozytose
das Endosom, wo der Kontakt mit dem TLR 9 erfolgt (Ahmad-Nejad et al., 2002). Es
kommt zu einer MyD88 abhangigen Aktivierung von IRAK 1, -2 und -m und zur Signal-
transduktion via TRAF6 mit anschlieRender Aktivierung der Transkriptionfaktoren NF-kB,
AP1, CEBP und CREP (Hacker et al., 2000; Wesche et al., 1997). Diese fuhren zur Ex-
pression spezieller Gene, welche zur vermehrten Bildung von Chemokinen fuhren.
Interessant konnte die klinische Anwendbarkeit von CpG-DNA sein, da die wdchentliche
Gabe in adjuvantsublichen Dosen an BALB/c-Mausen Uber einen Zeitraum von vier Mona-
ten zu keiner nachweisbaren Schadigung der Organe fuhrte, und den Allgemeinzustand
der Tiere nicht negativ beeinflusste (Klinman et al., 1997).

Mehrere Phase-I-Studien haben bisher keine negativen Effekte von CpG-DNA auf den
menschlichen Organismus belegt (Wang, 1998).

Das lyofilisierte ODN 1668 wurde mit Aqua ad injectionem in einer Konzentration
von 1 mg/ml unmittelbar vor Versuchsbeginn angesetzt. Lokale (SC) und systemische (IP)
Injektionen der Versuchstiere wurden mit einer hohen (5 mg/kg) oder einer niedri-
gen (1mg/kg) Dosis durchgefihrt. Das Injektionsvolumen wurde mit Aqua ad injectionem

auf einen Milliliter aufgefullt.

2.2.5 TELEMETRIE

2.2.5.1 AUFZEICHNUNG VON KORPERTEMPERATUR, MOTORISCHER AKTIVITAT,
FUTTER- UND WASSERAUFNAHME

Die telemetrischen Untersuchungen fanden in einem separaten Raum mit telemetrischem
System bei einer Temperatur von 25° C statt. Die Hell-Dunkel-Phasen wurden entspre-
chend denen der Aufzuchtphase angepasst um die Umgewdhnungsphase so kurz und
stressfrei wie moglich zu gestallten.

Drei Tage vor Versuchsbeginn wurden die Tiere einzeln in spezielle Messkafige aus trans-
parentem Plexiglas umgesetzt, in welchen sie wahrend des restlichen Experiments ver-
blieben. Die Kafige waren mit abnehmbaren Deckeln mit Luftidchern und einem ver-

schliessbaren Ubergang in der Seitenwand versehen, liber den das auf einer Waage plat-
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zierte Futter erreicht werden konnte. Zur prazisen Bestimmung der Futteraufnahme wur-
den die Pellets geschrotet ad libitum angeboten. Wasser war Uber eine Nippeltranke, die
mittels eines Schlauchs mit der auf einer Waage platzierten Wasserflasche verbunden
war, erreichbar.

Die Tiere wurden vom Vortag der Senderimplantation an bis zum Versuchsende taglich
um 10:00 Uhr gewogen und mit der Hand fixiert. Dies diente der Durchfuhrung der Nach-
sorgeuntersuchungen im Anschluss an die Implantation des Radiotransmitters und zur Ge-
wohnung, um den Stress flr die Tiere am Tag der Injektion auf ein Minimum zu reduzieren.
Auch die Injektion der TLR Agonisten wurde um 10:00 Uhr durchgeftnhrt.

Die intraperitoneale Injektion erfolgte in der Regio umbilicalis rechts und links der Media-
nen. Vor der Applikation wurde aspiriert um ein Injizieren in Darm, Blase oder Blutgefaf3-
system zu vermeiden. Das Injektionsvolumen der Substanzen wurde mit Aqua ad injectio-
nem auf 1 ml aufgefullt. Um eine bessere Verteilung zu erreichen, wurden je 0,5 ml rechts
und 0,5 ml links der Medianen injiziert.

Bei der subkutanen Injektion in den airpouch wurde das Volumen ebenfalls auf 1 ml aufge-

fullt und vor der Injektion aspiriert, um die richtige Lage der Kantile zu tberprifen.

2.2.5.2 STATISTIK UND AUSWERTUNG DER TELEMETRISCHEN DATEN.

Neben Korpertemperatur, Gewicht und Aktivitat wurde die tagliche Futter- und Wasserauf-
nahme der Tiere erfasst.

Die Aufzeichnung der Temperatur- und Aktivitatsdaten erfolgte mit dem Computerpro-
gramm VitalView in funf Minuten Intervallen. Die Aufzeichnung des Wasser- und Futterver-
brauchs in finf Minuten Intervallen mittels des Programmes Dietmax.

Die Daten wurden anschlielend zur Auswertung in OpenOffice,calc* Ubertragen, wo Mit-
telwerte, Standardabweichungen, sowie Standardfehler (Standard Error of the Mean,
S.E.M.) errechnet wurden. Die graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm Prism.
Bei der Temperaturmessung wurde die Korpertemperatur als Kurvendiagramm in 15 Minu-
ten Intervallen Uber die Zeit dargestellt. Gezeigt wird der Zeitraum zwischen 120 Minuten
vor Injektion bis 24 Stunden nach Injektion mit den jeweiligen Standardfehlern. Die kumu-
lative Aktivitat wurde am Injektions- und Folgetag, in Hell- und Dunkelphase getrennt, als
Balkendiagramm dargestellt, da die Tiere physiologisch in der Dunkelphase eine wesent-
lich hdhere Aktivitat zeigen als in der Lichtphase. Ebenso wie bei der taglichen Gewichts-
differenz wurden bei Futter- und Wasseraufnahme Mittelwert und Standardfehler verwen-

det, um Balkendiagramme zu erzeugen. Gezeigt werden jeweils der Tag vor und nach der
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Injektion sowie der Tag der Injektion selbst. Pro Versuchsgruppe wurden zwischen funf
und acht Tiere verwendet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms StatView. Um die Signifikanz
der zu vergleichenden Fieberkurven mit den Kontrollkurven zu ermitteln, wurde eine zwei-
faktorielle Varianzanalyse (ANOVA) fur wiederholte Messungen durchgeflhrt. Es folgte der
post-hoc Test nach Bonferroni (Sachs, 2004) auf 5% Niveau. Die Ubrigen Daten (12h-Akti-
vitat, Futter-, Wasserverbrauch, Korpergewicht) wurden mittels einfaktorieller ANOVA und
nachfolgendem Bonferroni Test verglichen. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

p <0,05 lagen statistisch signifikante Unterschiede vor.

2.2.6 ORGANENTNAHME FUR PCR UND IMMUNHISTOCHEMIE
2.2.6.1 GERATE- UND MATERIALLISTE Il

Heparin-Natrium 25000 ratiopharm®, ratiopharm GmbH, Ulm — DE

Pentobarbital-Natrium, Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos — DE

Perfusionsanlage, W.G.Kerkhoff Institut, Bad-Nauheim — DE

Silkafix®, 2,5 cm x 9,2 m, Lohmann Rauscher International GmbH & Co.KG,
Rengsdorf — DE

2.2.6.2 TRANSKARDIALE PERFUSION

Zur Gewinnung der im Weiteren untersuchten Gewebe (Gehirn, Leber, Milz) wurden die
Tiere 120 oder 360 Minuten nach Injektion des jeweiligen TLR Agonisten oder der Kontroll-
|l6sung mit eiskalter Kochsalzl6sung transkardial perfundiert. Dazu diente ein Pumpensys-
tem mit aufsteckbarer Knopfkanule und dazugehoriger Ablaufwanne mit aufgelegtem Git-
ter.

Die Tiere wurden mit Pentobarbital (160 mg/kg IP) tief narkotisiert und nach Erléschen des
Flexorreflexes aus dem ,airpouch” eine Lavage-Probe entnommen. Hierzu wurde ein Milli-
liter Aqua ad injectionem in den ,airpouch® instilliert, dieser etwa zehn Sekunden massiert,
eroffnet und soviel wie moglich der Flussigkeit zuriickgewonnen.

Anschliessend wurden die Tiere auf dem Gitter der Ablaufwanne in Rlckenlage gebracht
und mit Silkafix® fixiert. Das Abdomen wurde halbkreisférmig entlang des Rippenbogens
eroffnet, das Zwerchfell im Ansatz von der Thoraxwand gel6st und die Rippen auf HOohe
der Rippenfuge durchtrennt. Eine Klemme wurde am Cartilago xyphoideus angebracht,
wodurch die ventrale Thoraxwand nach oben geklappt wurde, der Thorax frei zuganglich

war und das Pericard stumpf abprapariert werden konnte.
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Aus dem linken Ventrikel wurde mittels einer heparinisierten Spritze eine Blutprobe ent-
nommen, durch die Einstichstelle die mit dem Pumpensystem verbundene Knopfkanule
durch Ventrikel und Atrium bis in den Arcus aortae geschoben und die Perfusionsanlage in
Betrieb genommen. Durch gleichzeitige Eréffnung des rechten Atriums und Einstellen ei-
nes definierten Drucks entsprechend dem mittleren arteriellen Blutdruck der Rat-
te (100 mmHg) an der Perfusionsanlage wurde ein gleichmassiger Durchfluss der Koch-
salzlésung durch das Blutgefalisystem des Tieres gewahrleistet.

Zur Perfusion eines Tieres waren ca. 400 ml Kochsalzlésung nétig. Eine blasse Farbe von
Lunge und Leber wurde als Zeichen guter Ausblutung gewertet und die Perfusionsanlage
gestoppt.

Der Kopf des Tieres wurde abgetrennt und der Bereich vom Os nasale bis zum zweiten
Halswirbel von Haut und Muskulatur befreit. Von caudal nach cranial wurde die Schadel-
decke abprapariert und die Meninx entfernt. Folgend wurden die Hirnnerven, ebenfalls von
caudal nach cranial durchtrennt, die Hypophyse am Hypophysenstiel abgesetzt und in der
Sella turcica belassen. Zuletzt wurden mit einem Spatel die Filae olfactoriae durchstossen
und das so mobilisierte Gehirn aus dem Cavum cranii entnommen. Es wurde entlang der
Fissura transversa cerebelli in Cerebrum und Cerebellum mit Medulla oblongata getrennt,
der Hypothalamus mit Tissue Freezing Medium® Uberschichtet und beide Teile in Trocken-
eis schockgefroren.

Desweiteren wurden der Lob. medialis sinister der Leber und die Milz enthommen. Beide
Gewebe wurden ebenfalls nach Entnahme in pulverisiertem Trockeneis schockgefroren.
Nach vollstandigem Durchfrieren wurden sie in Parafilm und anschliessend in Aluminium-
folie gewickelt und bis zur weiteren Verwendung bei -55° C in luftdicht verschlossenen

Kunststoffbeuteln gelagert.

2.2.6.3 AUFBEREITUNG VON BLUT- UND LAVAGEPROBEN

Die entnommenen Blut- und Lavageproben wurden mehrmals vorsichtig geschwenkt, in
vorgekuhlte Eppendorfgefale Uberfuhrt und auf Eis gelagert. Nach Beendigung der Perfu-
sion wurden die Proben mit einer Mikrozentrifuge zentrifugiert (7000 rpm, 10 min.) und
schliesslich der Uberstand abpipettiert. Dieser wurde bis zur Durchfiihrung der Bio-

assays bzw. des ELISA bei -20 °C gelagert.

-44 -



- Material und Methoden -

2.3 MOLEKULARE UNTERSUCHUNGEN

2.3.1 PLASMAPROBENANALYSE
2.3.1.1 GERATE- UND MATERIALLISTE IV

96-wells microtiter plates, Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kéln — DE

Actinomycin D (Zytostatikum), Stocklosung 1 mg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO — US

Biotinylated anti-rat IFNy, Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kdln — DE

Biotinylated Antibody Diluent, Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kéln — DE

Chromogen TMB, Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kéln — DE

Elisa-Reader Digiscan, Asys Hitech, Eugendorf — AT

Gewebekulturflaschen, steril mit Filter: 50 ml, 75 ml, 250 ml, 550 ml,
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmunster — AT

Gewebekulturplatte, steril, mit Abdeckplatte, 96K,
Greiner Bio-One GmbH, GmbH, Kremsmunster — AT

H.SO4, Stop Reagent, Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kéln — DE

HRP Diluent, Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kéln — DE

IL-6 Assay Medium, 45 ml RMPI Medium, 4 ml FCS (Fetales Kalberserum),
0,5 ml Glutamin, 125 pl Mercaptoethanol, 65 pl Gentamicin, Rothwell Park
Memorial Institute, Medium 1640, Fa. Life Technologies, Paisley — GB

IL-6 Qualitatskontrollen, QK 1: 500 pl IL-6 [10 1U/ml], QK 2: 500 ul IL-6 [30 1U/ml], National
Institute for Biological Standards and Control (NIBSC), Potters Bar — GB

IL-6 Standard, human IL-6, code 89/548, National Institute for Biological Standards and
Control (NIBSC), Potters Bar — GB

Inkubator, Cellstar SWJ500DVBA, Queue Systems Inc., Asheville, NC — US

Isopropanol/HCL-Lésung, 4 ml 2N HCI, 196 ml Isopropanol, Merck, Darmstadt — DE

Mikroflow™ Sicherheitswerkbank Klasse 2, Modell 20229, Nunc,Wiesbaden — DE

MTT - LOsung (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl] 2,5-Diphenyl-Tetrazolium-  bromid,
0,1 g MTT in 20 ml PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis MO — US

plastic cover, Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kéln — DE

PS-Roéhrchen, steril, 3,5 ml, 12 ml, 15 ml, 50 ml,
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmunster —AT

Rat IFNy Standard, Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kéln — DE

Research® 8-Kanal-Pipette 30 - 300 ul, Eppendorf AG, Hamburg — DE

Standard Diluent Buffer, HoOlzel Diagnostika Handels GmbH, Kéln — DE

Streptavidin-HRP, Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kéln — DE
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TNF-Standard, muriner TNFa, code 88/532, National Institute for Biological Standards and
Control (NIBSC), Potters Bar — GB

TNFa Assay-Medium, 500 ml RMPI Medium, 55 ml FCS (Fetales Kalber- serum), 5 ml
Penicillin-Streptomycin, 5 ml Glutamin, Rothwell Park Memorial Instiutute,
Medium 1640, Fa. Life Technologies, Paisley — GB

TNFa Qualitatskontrollen, QK 1: 500 yl TNF [10 pg/ml], QK 2: 500 pl TNF [25 pg/ml], Na
tional Institute for Biological Standards and Control (NIBSC), Potters Bar — GB

Trypsin, 25%, Biochrom, Berlin — DE

Wachstumsmedium, Assay-Medium + 500 |.U. IL-6-Standard/ml, eigene Herstellung

Washing Buffer, Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kdln — DE

Zentrifuge, 5414S, Eppendorf AG, Hamburg — DE

2.3.1.2 NACHWEISMETHODEN FUR ZYTOKINE (ELISA VS. BIOASSAY)

Um Zytokine in biologischen Flussigkeiten oder Geweben zu quantifizieren, stehen prinzi-
piell zwei Methoden zur Verfligung: entweder der immunologische Nachweis des Proteins
mittels ELISA (Enzyme-linked-Immuno-Sorbent-Assay) oder zytokinspezifische Zellkultur-
abhangige Bioassays.

Der Vorteil des ELISA besteht in der einfachen Handhabung und schnellen Durchfihrung.
Allerdings ist die Methode dadurch limitiert, dass unter Umstanden auch die biologisch in-
aktive Zytokinfraktion gemessen wird und die verwendeten Antikorper eine geringe Kreuz-
reaktivitat gegenltber den Zytokinen verschiedener Spezies aufweisen, so dass flur jede
Spezies ein eigener ELISA nétig ware.

Der Vorteil der Bioassays liegt in der hohen Sensitivitat und speziesunabhangigen Einsetz-
barkeit. Der Nachteil ist die komplexe und langwierigere Durchfuhrung. Aufgrund der lang-
jahrigen, erfolgreichen, institutsinternen Anwendung von Bioassays zum Nachweis der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNFa (Harré et al., 2003; Roth et al., 2006; Wu-
chert et al., 2008, 2009) entschieden wir uns fir diese Methode der Zytokindetektion. Da
fur IFNy kein geeigneter Bioassay verfugbar war, wurde dieses Zytokin mittels eines Rat-
ten-spezifischen IFNy-ELISAs nachgewiesen.

Das Prinzip der Bioassays beruht auf der Eigenschaft von Zytokinen bei bestimmten Zell-
linien biologische Reaktionen auszuldsen, in unserem Fall das dosisabhangige Absterben
muriner Fibrosarkom Zellen im TNFa Assay und die Zellproliferation bei Hybridoma B9

Zellen im IL-6-Assay. Die Effekte korrelieren jeweils direkt mit der vorliegenden Menge ak-
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tiven Zytokins (Mosmann, 1983), welche anhand einer Farbreaktion photometrisch be-
stimmt wurde.

Gemessen wurde die Umsetzung des gelben MTT-Tetrazoliumsalzes (3-[4,5-Dimethylthia-
zol-2yl] 2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid) durch Einwirkung der Succinyl-Dehydrogenase in
den Mitochondrien lebender Zellen zu dunkelblauen, bis violetten MTT-Formazan-Kristal-
len (Abb. 7) (Ibelgaufts, 1995; Mosmann, 1983). Nach Lyse von Zellen und Formazan-
Kristallen mittels eines Gemischs aus Isopropanol und HCI konnte die Intensitat der Farb-
reaktion durch Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 550 nm be-

stimmt werden.

Abb. 7: Strukturformeln von MTT-Tetrazolium und dem nach Umsetzung in Mit-
ochondrien lebender Zellen entstanden Reaktionsprodukt MTT-Formazan.

2.3.1.3 IL-6 BIOASSAY

Die 1986 entwickelte Hybridoma Zellinie B9 (Lansdorp et al., 1986) wird durch bioaktives
IL-6 dosisabhangig zur Proliferation angeregt. Das heil3t, dass anhand der Zahl gewachse-
ner Zellen in einem Gefald direkt auf die in der Probe vorliegende Menge an aktivem
IL-6 geschlossen werden kann.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank in einem speziellen Medium unter Zu-

satz von 500 L.U./ml IL-6 Standard (,Wachstumsmedium®) bei 37° C, 5% CO, und 95%

Luftfeuchtigkeit. Alle drei Tage wurden die Zellen in neue Kulturflaschen passagiert, wozu
unter sterilen Bedingungen 9 ml des Wachstumsmediums in eine neue Flasche pipettiert

und 1 ml der Zellsuspension aus der zu passagierenden Kulturflasche hinzugefligt wurde.
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Eine sterile 96-well-Mikrotiterplatte (Abb. 8) diente zur DurchfiUhrung des Assays. Diese
wurde jeweils mit einer IL-6 Standardreihe, zwei verschiedenen Qualitatskontrollen (QK1,
QK2) und den zu messenden Proben beschickt. Die erste Vertiefung (,well) der ersten
Reihe einer Platte blieb als sogenanntes ,blank® frei, in das letzte zur Standardreihe gehd-
rende ,well* wurde reines Wachstumsmedium gegeben.

Die Messung der Proben, Qualitatskontrollen und der IL-6 Standardreihe wurden als Dop-
pelbestimmung durchgefluhrt.

Die IL-6 Standardreihe (griin) basierte auf rekombinantem IL-6, das von einer Ursprungs-
konzentration von 50 |.U./ml kontinuierlich 1 : 2 mit Assay-Medium verdinnt wurde. Die
beiden Qualtitatskontrollen mit bekannter Ausgangskonzentration (blau) wurden ebenfalls
fortlaufend 1 : 2 verdinnt. Nach dem gleichen Schema wurden auch die zu bestimmenden
Proben unbekannter Konzentration (rot) vorgelegt. Das vorgelegte Volumen entsprach in

allen ,wells* 100 pl.

Abb. 8: Schematisches Pipettierschema einer fiir den IL-6 Bioassay beschickten Mi-
krotiterplatte. Die abnehmende Farbintensitiit bei Standardreihe (griin), Qualitiits-
kontrollen (blau) und biologischen Proben (rot) repriisentiert die bei hoheren Verdiin-
nungsstufen geringer werdende Prisenz von IL-6, wobei die unterschiedlichen Far-
ben nicht der Realitiit entsprechen sondern zur besseren Anschaulichkeit gewiihlt
wurden.

Es folgte die Zugabe von 100 pl B9-Zellsuspension in welcher sich 5000 Zellen befanden.
Um diese Konzentration einstellen zu kdnnen, wurde die ursprungliche B9- Zellsuspension
dreimal zentrifugiert (2300 rpm, 10 min.) und das Zentrifugat jeweils in Assay-Medi-
um (ohne IL-6) resuspendiert. Mit Hilfe einer Zahlkammer nach Thoma wurde die vorlie-
gende Zellzahl bestimmt, der Verdinnungsfaktor mit Hilfe einer Formel (Abb. 9) berechnet

und die Zellzahl auf 50 Zellen/pl eingestellt.
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Verdunnungsfaktor = Zellzahl/K x AZ;
K (Kammerfaktor) = [50 x 1/Rauminhalt]; AZ = Anzahl der ausgezahlten Felder

Abb. 9:Formel zur Berechnung des Verdiinnungsfaktors zur normalisierung der Zell-
zahl bei der Bestimmung des TNFa und IL-6 Gehalts.

Die so beschickte Platte wurde im Brutschrank 72 Stunden inkubiert, danach 25 pyl MTT
pro ,well* zugegeben und nochmals 4 Stunden inkubiert. Nach Abnahme von 125 ul Zell-
uberstand folgte die Zugabe von 100 ul Isopropanol-HCI und eine Inkubation von 12 Stun-
den im Dunkeln bei Raumtemperatur. In dieser Zeit fand die Lyse der Zellen und der For-
mazan-Kristalle statt.

Die Messung der OD erfolgte im ELISA-Reader bei einer Wellenlange 550 nm. Aus den so
gewonnenen Daten wurde zunachst eine Eichkurve erstellt, wozu die OD des IL-6 Stan-
dards gegen die IL6-Konzentration halblogarithmisch aufgetragen und die Regressionsge-
rade ermittelt wurde (Abb. 10).

Die lineare Komponente der Eichkurve reprasentierte die direkte Proportionalitat zwischen
bioaktivem IL-6 und dem Grad der Formazanbildung, welcher als Mal} fur das IL-6 indu-
Zierte Zellwachstum gilt. Zur Auswertung wurden nur diejenigen Proben zugelassen, deren
OD im Bereich der Regressionsgeraden lag. Anhand der Regressionsgleichung der Eich-
kurve und des Verdunnungsfaktors konnte die in den Proben vorliegende IL-6 Konzentrati-

on berechnet werden.

Abb. 10: Eichkurve zur Quantifizierung von IL-6. Im linearen Teil der Kurve ist die
Menge an bioaktivem IL-6 direkt proportional zur Optischen Dichte (OD).

-49-



- Material und Methoden -

2.3.1.4 TNFa BIOASSAY

Eine murine Fibrosarkomzelllinie des Walter & Eliza Hall Instituts (WEHI-Zellen) wurde flr
den TNFa Assay eingesetzt. Die dosisabhangigen, zytotoxischen Auswirkungen von TNFa
auf die Zellen machten es mdglich, auf den TNFa-Gehalt der biologischen Proben zu
schliessen (Espevik & Nissen-Meyer, 1986). Die Nachweisgrenze lag bei 6 pg/ml (Ross et
al., 2003).

Zur Subkultivierung wurden die adharent wachsenden WEHI-Zellen mit PBS gewaschen,
mittels 25% Trypsin proteolytisch aus dem Monolayer herausgeldst und in Suspension ge-
bracht, was sich makroskopisch als Tribung der sonst klaren Enzymlésung darstellte.
Durch Zugabe von 25 ml Wachstumsmedium erfolgte eine Hemmung der Trypsinaktivitat.

Von der hierdurch erhaltenen, vorverdinnten Zellsuspension wurden 1,5 ml in eine Kultur-

flasche mit Nahrmedium Gberfihrt und im Brutschrank bei 37° C, 5% CO, und 95% relati-

ver Luftfeuchtigkeit bei leicht gedffneter Kulturflasche inkubiert. Innerhalb von drei Tagen
hafteten ca. 90% der gewachsenen Fibroblasten am Boden der neuen Kulturflasche.

Die Durchfiihrung des Assays erfolgte analog zum IL-6 Assay, allerdings wurde die Zell-
zahl nach Aufbereitung auf 50.000/100 pl eingestellt und dem Ansatz 4 pl/ml Actinomy-
cin D zugesetzt. Dieses diente der Hemmung des Zellwachstums und der Sensibilitatsstei-
gerung der WEHI-Zellen gegenuber TNFa. Die Inkubationszeit mit den zu bestimmenden
Proben betrug 24 Stunden.

Analog zum |L-6-Assay wurde eine Eichkurve mit Regressionsgerade erstellt und wieder-
um nur die Proben zur Auswertung zugelassen, welche im linearen Bereich der Regressi-
onsgeraden lagen. Aufgrund der zytotoxischen Effekte von TNFa auf die WEHI-Zellen ist
die Beziehung zwischen bioaktivem Zytokin und der Menge gebildeter Formazan-Kristalle
antiproportional (Abb. 11). Die Berechnung der TNFa-Konzentrationen erfolgte analog zum

IL-6-Assay mit Hilfe der Regressionsgleichung und des Verdunnungsfaktors.
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Abb. 11: Eichkurve zur Quantifizierung von TNFa. Im linearen Teil der Kurve ist die
Menge an bioaktivem TNFa umgekehrt proportional zur Optischen Dichte (OD).

2.3.1.5 IFNy ELISA

Zur Quantifizierung des IFNy Gehalts gewonnener Plasma- und Lavageproben wurde ein
Sandwich-ELISA eingesetzt. Der fir die Reaktion notwendige monoklonale, gegen Ratten-
spezifisches IFNy gerichtete (,coating®) Antikorper war auf dem Mikrotiterstrip des ELISA
verankert und so am Untergrund fixiert, so dass er wahrend der Waschschritte nicht abge-
spult wurde. Die Probe und der biotinylierte, ebenfalls gegen Ratten spezifisches murines
IFNy gerichtete Detektions-Anitkorper wurden gleichzeitig inkubiert.

Der ELISA wurde bei Raumtemperatur durchgefuhrt und alle Proben als Doppelbestim-
mung angelegt. Die Nachweisgrenze des verwendeten Testsystems lag bei 10 pg/ml. Es
wurde eine doppelte IFNy Standardreihe angelegt die von 31,25 bis 1000 pg/ml reichte.
Mit den Messwerten der Standardreihe wurde spater eine Eichkurve erstellt (Abb. 12). Das

Losungsmittel der Standardreihe diente als Negativkontrolle.

Abb. 12: Eichkurve zur Quantifizierung von IFNy. Im linearen Teil der Kurve ist die
Menge an immunoreaktivem IFNYy direkt proportional zur Optischen Dichte (OD).
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Je 100 pl der zu messenden Proben wurden zeitgleich mit 50 pl des biotinylierten anti-rat
IFNy Antikorpers in die dafur vorgesehenen ,wells” pipettiert. Es folgte eine Inkubationszeit
von drei Stunden und anschliellende dreimalige Waschung mit dem mitgelieferten Wasch-
puffer. Dann wurden 100 ul Streptavidin-HRP Lésung in alle ,wells“ gegeben.

Es wurde fur 20 Minuten inkubiert, die ,wells entleert und erneut gewaschen.

SchlieBlich wurden 100 ul TMB (als Substrat flr die HRP und Chromogen) pro ,well“ zuge-
geben und 15 Minuten abgedunkelt inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden pro
2well“ 100 ul Schwefelsdure hinzugefigt, was zu einem Farbumschlag nach Gelb flhrte.
Der Grad der Gelbfarbung wurde unverzuglich im ELISA-Reader bei 450 nm gemessen

und war proportional zur vorliegenden IFNy Menge.

2.3.1.6 STATISTIK UND AUSWERTUNG DER ZYTOKINDATEN

Die ermittelten Zytokinkonzentrationen (IL-6, TNFa und IFNy) wurden mit dem Programm
Prism 4.0 grafisch dargestellt und mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) und post-
hoc Test nach Bonferroni (Sachs, 2004) auf 5% Niveau geprift. Hierzu diente das Pro-
gramm StatView®. Da die IL-6 und TNFa Werte nicht normalverteilt waren, wurden sie vor
ihrer statistischen Behandlung logarithmiert. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

p <0,05 lagen statistisch signifikante Unterschiede vor.

2.3.2 SCHNEIDEN DER ORGANE AM GEFRIERMIKROTOM (KRYOSTAT)

Um die Gehirne der perfundierten Tiere fur PCR und Immunhistochemie nutzbar zu ma-
chen, wurden am Kryostaten transversal geschnitte Scheiben hergestellt. Die Innenraum-
temperatur des Gerates wurde auf -20 bis -25 °C und die Objekttemperatur auf -8 bis
-13 °C eingestellt.

Zur Aufnahme der Schnitte dienten mit Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager, welche im
Innenraum des Gerats vorgekuhlt wurden. Poly-L-Lysin verbesserte durch seine positive
Ladung, welche mit den negativen Ladungen des Gewebes wechselwirkte, die Adhasion
der Schnitte und verhinderte so deren Ablésung wahrend der weiteren Bearbeitung. Die
Gewebe wurden mit Tissue Freezing Medium® auf dem Objektblock fixiert. Das Cerebrum
von rostral, das Cerebellum von kaudal beginnend geschnitten, wobei die in der Immunhi-
stochmie verwendeten CVOs Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und Area
postrema (AP), in 20 um dicken Scheiben geschnitten und direkt von der Klinge auf den

Objekttrager aufgebracht wurden.
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Die fur die PCR verwendete Region des Hypothalamus erstreckte sich in der Transversal-
ebene vom Nucleus preaopticus medianus (MnPQO) bis zur Eminentia mediana (ME). Die-
se Region des Gehirns wurde in 80 um dicke Scheiben geschnitten und auf einen Objekt-
trager Ubereinander aufgebracht, so dass ein Stapel aus ca. 25 Schnitten entstand, aus
welchem anschliessend die hypothalamische Region ausgeschnitten und in der Me-
dianebene in zwei Halften geteilt wurde. Diese wurden jeweils in ein PCR taugliches Ep-
pendorf Gefald Uberflhrt und ebenso wie die angefertigten Gehirnschnitte bis zum Beginn
der weiteren Untersuchungen in Kunststoffboxen bei -55° C gelagert.

Von Leber und Milz, die ausschlie8lich fur die PCR vorgesehen waren, wurden ebenfalls
Stapel aus 10 — 15 konsekutiven 80 ym dicken Scheiben flir die spatere Untersuchung

vorbereitet und ebenfalls in Kunststoffboxen bei -55° C gelagert.

2.3.3 QUANTITATIVE REAL-TIME POLYMERASE-KETTENREAKTION (QRT-PCR)
2.3.3.1 GERATE- UND MATERIALLISTE V

5 x First Strand Buffer, Invitrogen, San Diego, CA—- US

Chloroform, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO — US

Deoxynucleotide (dNTP) Mix; 10 mM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO — US

DEPC HO, 0,1% DEPC in Aqua bidest., autoklaviert nach 24 stindigem Ruhren,
eigene Herstellung

Diethylpyrocarbonat (DEPC), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO — US

DTT 0,1 M, Invitrogen, San Diego, CA, — US

Ethanol absolut, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO — US

Homogenisator, SONOPULS, Bandelin Electronic GmbH & Co KG, Berlin — DE

Isopropanol, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO — US

M-MLV Reverse Transcriptase; 200 U/pl, Invitrogen, San Diego, CA—- US

MicroAmp® Fast 8-Tube Strip 0.1 ml, Applied Biosystems, Foster City, CA - US

MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate 0.1 ml, Applied Biosystems, Foster City, CA- US

MicroAMP™ 96- Well Support Base, Applied Biosystems, Foster City, CA- US

MicroAMP™ 96- Well Tray for VeriFlex™ Blocks, Applied Biosystems, Foster City, CA - US

MicroAMP™ optical 96- Well Reaction Plate, Applied Biosystems, Foster City, CA - US

Mikro Klvette (45 mm x 12,5 mm x 12,5 mm; Schichtdicke 10 mm) aus Quarzglas
Suprail®, Helma Analytics, Mihlheim — DE

Optical Adhesive Cover, Applied Biosystems, Foster City, CA- US

Optical Flat Cap 8 / strip, Applied Biosystems, Foster City, CA - US
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Random Hexamers (Random primers); 50 uM in 10 mM Tris-HCI; pH 8,3;
Applied Biosystems, Foster City, CA - US

RNase ZAP®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO — US

StepOne™ Real-Time PCR System, Applied Biosystems, Foster City, CA - US

TagMan® Gene Expression Master Mix, Applied Biosystems, Foster City, CA - US

TRIzol Invitrogen, San Diego, CA— US

Zentrifuge, Megafuge 1.0 R, Thermo Scientific Waltham, MA — US

2.3.3.2 GRUNDLAGEN

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist ein enzymabhangi-
ges Verfahren zur Vervielfaltigung bestimmter Gensequenzen (,target DNA®) eines ein-
oder doppelstrangigen DNA-Molekuls (Mullis & Faloona, 1987).

AuBer der sich in Losung befindenden Gensequenz bendtigt man zur Durchfuhrung
DNA-Polymerase (um die Reaktion zu katalysieren), die vier Nukleotide (als Bausteine der
neu zu synthetisierenden DNA) und Primer, welche komplementér zu den Enden des zu
vervielfaltigenden DNA-Abschnitts sind.

Ein PCR Zyklus besteht aus Strangtrennung (Denaturierung), Primer Bin-
dung (,annealing“) und DNA-Synthese (Amplifikation), dauert etwa zwei Minuten und |auft
vollautomatisch in einem ,Cycler ab. Es werden 30 bis 40 Zyklen durchgefihrt, wobei sich
die Ausgangsmenge an DNA stark vervielfacht. Die Limitierung fur die Zahl der Zyklen
stellt die Akkumulation der zwar seltenen, aber dennoch auftretenden Fehler dar. Wichti-
ges Kriterium ist die Thermostabilitat der Polymerase, da der Reaktionsansatz auf Uber
90° C erwarmt wird. Verwendet wird die Polymerase | aus Themus Aquaticus (,Tag-Poly-
merase®).

Klassischerweise erfolgt nach der Vervielfaltigung der DNA die elektrophoretische Auftren-
nung der Fragmente auf ein Agarose-Gel und die Farbung mit einem fluoreszierenden
Farbstoff, wie z.B. Ethidiumbromid. Anschlie3end kdnnen die DNA-Fragmente im UV-Licht
sichtbar gemacht werden (Kemp et al., 1989). Durch einen parallel aufgetragenen Grolien-
marker lasst sich die relative Grolke des DNA-Amplifikats bestimmen (Mullis & Faloona,
1987). Bei der herkdbmmlichen PCR findet die Bestimmung der Ausgangsmenge an RNA
oder DNA durch Auswertung der Bandenstarke im Agarosegel bzw. der Ethidiumbromi-
d-Fluoreszenz statt. Hierbei handelt es sich jedoch um eine Endpunktbetrachtung und die

Kinetik der Reaktion wird nicht berlcksichtigt.
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Die quantitative real-time PCR kombiniert die DNA Amplifikation mit der Detektion des Pro-
duktes in einem einzigen Reaktionsgefall und ermdglicht es, die Kinetik der Reaktion in
Echtzeit (,real-time®) zu verfolgen. Bei einer heute gangigen Methode nutzt man den ,fluo-
rescence resonance energy transfer (FRET) (Mullis & Faloona, 1987). Hierbei werden mit
Fluoreszenzfarbstoffen markierte Oligonukleotide (Tag-Man® Sonden) eingesetzt. Diese
sind so konzipiert, dass sie an die target DNA Sequenz binden.

Die Sonde besitzt am 5' Ende einen ,Reporter” und einen ,Quencher am 3' Ende. Ist die
Sonde intakt, wird kein Fluoreszenzsignal ausgesandt. Verlangert nun die Polymerase den
DNA Strang, spaltet sie die Sonde und trennt so den Reporter vom Quencher. Der Repor-
ter fluoresziert und das Signal wird von der real-time PCR gemessen (Abb. 13). Wenn
mehr DNA synthetisiert wird, werden mehr Reporter-Molekile freigesetzt und entspre-

chend steigt die Fluoreszenz und somit die Signalstarke an.

@®F9® = Nonfluorescent quencher
meB) = Minor groove binder

(® = Reporter

/P\/ = Hot-start DNA polymerase

1. Polymerization 3. Cleavage i
_ _ _ {R )",
Forward - S TagMan NFO-(1 Forward - NS TagMan y Y7 N
Primer A2 (R) w8 probe  (NFQ) (MGB Primer AU s prove  (NFD)-(MGB)
"’ eet——— ———— 4 ) /
(P 4 5 P~ ¥
3 5 3 — 5
5 — 3 5 — 3
-p . <p) 5
Reverse N Reverse
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2. Strand displacement 4. Completion of polymerization
Forward _ T TagMan y  Y; \ \J‘ { TagMan <o \
Primer /’P\ N\ MGB probe @ McB) Forward P R(’, = % MGB probe @ McB)
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Abb. 13: Schematischer Ablauf eines PCR Zyklus mit Beginn der Polymerisation, Ab-
spaltung der Sonde, Fluoreszenz und Vervollstindigung der Polymerisation. Die Son-
de bindet an die Target DNA Sequenz. Wiihrend der Strangverlingerung wird die
Sonde von der DNA Polymerase gespalten und so der Reporter riumlich vom Quen-
cher getrennt, was zur Fluoreszenz des reporters fiihrt. Abbildung aus: Applied Bio-
systems ,, TagMan Gen Expression Protocol*“ S. 51-52.

Bei der Amplifikation der Gensequenz werden drei Phasen unterschieden (Abb. 14)
1. Exponentielle Phase: Die Ausgangsstoffe sind im Uberfluss vorhanden, die Reakti-

onsprodukte verdoppeln sich mit jedem Zyklus.
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2. Lineare Phase: Die Ausgangsstoffe gehen zur Neige, die Reaktion verlangsamt
sich.
3. Plateau Phase: Die Ausgangsstoffe sind erschopft, die Reaktion stoppt.

Wahrend der exponentiellen Phase werden zwei Werte bestimmt. Der Schwellen-
wert (,threshold®) ist der Punkt, an dem die Fluoreszenz eine Intensitat erreicht, die hdher
als die Hintergrundfluoreszenz ist. Der Zyklus, in dem diese Intensitat erreicht wird, wird
als ,Cycle threshold“ (Ct), bezeichnet (Abb. 15).

Die real-time PCR weist eine Reihe von Vorteilen gegenuber der konventionellen PCR auf.
Sie besitzt eine hdohere Sensitivitat, ist quantifizierbarer, schneller durchfuhrbar da, kein
Agarose-Gel notwendig ist, und sicherer, da nicht mit toxischen Substanzen wie z.B. Ethi-

diumbromid oder mit radioaktiven Materialien gearbeitet wird.

1000000, 000
Plateau
100,000,000
10,000,000
1,000,000 LII'IEHI’
w 100000
w
o
8 10,000 .
Exponential
1,000
W0
||Il',"l
0 Ii
1 'I
{ 5 0 15 bt 5 30 35 40 45 50 ]

CYCLES

Abb. 14: Die Anzahl der amplifizierten Gensequenzkopien aufgetragen gegen die
durchgelaufenen PCR Zyklen. Die farbigen Kurven reprisentieren die gemessenen
Proben. Eingezeichnet sind die Exponentielle-, Lineare- und die Plateauphase der
Amplifizierung. Abbildung aus: Applied Biosystems ,,Real-Time PCR vs Traditional
PCR vs Digital PCR*.
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Abb. 15: Die Anzahl der amplifizierten Gensequenzkopien aufgetragen gegen die
durchgelaufenen PCR Zyklen. Die farbigen Kurven reprisentieren die gemessenen
Proben. Der PCR Zyklus in dem die Fluoreszenz iiber die Hintergrundfluoreszenz
hinaus ansteigt wird als ,,Cycle Treshold* oder Ct bezeichnet. Abbildung aus: Applied
Biosystems ,,Real-Time PCR vs. Traditional PCR vs. Digital PCR*.

2.3.3.3 VERSUCHSPROTOKOLL UND AUSWERTUNG DER PCR DATEN

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Das gewonnene Gewebe wurde in 1,5 ml
Eppendorfgefalde tberflhrt und mit 500 pl Trizol am Sonicator homogenisiert, welcher vor
und zwischen den einzelnen Proben grundlich gereinigt wurde.

Das Homogenat wurde bei 12.000 rpm und 4° C fur 10 min zentrifugiert. Der abgenomme-
ne Uberstand wurde mit 100 pl Chloroform durch kréaftiges Schiitteln vermischt und erneut
bei 12.000 rpm und 4° C flr 20 min zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wurden Proteine,
DNA und RNA in verschiedene Phasen getrennt. Die klare RNA Phase wurde in ein neues
Eppendorfgefald pipettiert und mit 250 ul Isopropanol versetzt. Die Interphase mit DNA und
die rote, organische Phase mit der Proteinfraktion wurden verworfen. Das Gemisch wurde
bei -20° C uUber Nacht inkubiert, so dass die RNA ausfallen konnte, um sie am nachsten
Tag durch erneute Zentrifugation in Pellet Form zu bringen. Nach Dekantieren des Uber-
standes wurde das Pellet zunachst mit 70% dann mit 100% Ethanol gewaschen. Schlief3-
lich wurde es nach 20 Minuten Trocknung unter dem Abzug in 50 yl DEPC-Wasser gelost.

Die so gewonnene RNA wurde bei -40° C aufbewahrt.

QUANTITATIVE UND QUALITATIVE BESTIMMUNG DER RNA

Die Qualitats- und Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte spektrophotometrisch in

einer Quarz-Kuvette. Verunreinigungen lassen sich durch Verhaltnisbildung (Ratios) der
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Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm erkennen, da Proteine maximal Licht einer Wel-
lenlange von 280 nm, RNA dagegen einer Wellenlange von 260 nm absorbieren. Proben
mit einer E260 / E280-Ratio von 1,8 bis 2,0 wurden hinsichtlich ihres RNA-Anteils als rein
bewertet. Bei einer optische Dichte OD 260 von 1,0 liegt bei einer reinen RNA-Praparation
eine Konzentration von 40 pg/ml vor.

Jeweils 5 pl der gewonnenen Proben wurden mit 95 yl DEPC-behandeltem Wasser ver-
dinnt. Das Photometer wurde mit 100 pl Reinstwasser auf ,null“ geeicht und anschliel3end
die Konzentration der 1:20 verdiinnten RNA-Proben gemessen. Mithilfe der Konzentration
und des Verdunnungsfaktors wurde das hinzuzufigende Volumen an DEPC-Wasser er-

rechnet und die Proben auf eine Konzentration von 250 ng/ul gebracht.

cDNA SYNTHESE

Es war notwendig, die in der RNA-Praparation enthaltenen mRNAs in komplementare
cDNA Strange umzuschreiben, die dann bei der real-time PCR als Matrize dienten.

Die im folgenden beschriebenen Substanzen lagerten bei -20°C. Fir cDNA-Synthese und
real-time PCR wurden diese aufgetaut, kurz zentrifugiert und auf Eis gelagert.

Von jeder Probe wurden 4 yl zusammen mit 7 pyl des Reaktionsmix (Tab. 2) im real-time
Cycler fir 10 Minuten bei 65° C denaturiert, der cDNA Primer Mix (Tab. 3) hinzugeftgt und
fir 60 Minuten bei 37° C inkubiert.

Schliellich folgte die Inaktivierung bei 90° C fur fUnf Minuten. Die gewonnene cDNA wurde
im Verhaltnis 1:10 mit autoklaviertem Wasser verdinnt und bis zur Verwendung in der RT-
PCR bei -20°C gelagert.

Reagenz Menge pro RT-Tube (ul)
DEPC-Wasser 5
Random Hexamer 1
dNTPs 1

Tab. 2: Zusammensetzung des Reaktionsmix fiir die cDNA Synthese.
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Reagenz Menge pro RT-Tube (ul)
RT Puffer 4
Steriles Wasser 2
0,1 M DIT 2
Gibco M-MLV RT 1

Tab. 3: Zusammensetzung des cDNA Primer Mix fiir die cDNA Synthese.

REAL-TIME POLYMERASE-KETTENREAKTION UND QUANTIFIZIERUNG

Fir die real-time Polymerase-Kettenreaktion wurden 96-well Platten verwendet. Es wurde
1 pl der gewonnen cDNA mit 9 pl PCR Mix (Tab. 4) in jedes Well pipettiert. Fur alle Proben
wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Als Negativkontrollen wurde eine Probe mit
DEPC-Wasser anstelle von mRNA und eine Probe welche anstatt cDNA hochreines Was-

ser enthielt verwendet.

Reagenz Menge pro RT-Tube (ul)
autoklaviertes Wasser 35
Mastermix 5
Primer 0,5

Tab. 4: Zusammensetzung des PCR Mix

Die quantitativen PCR-Analysen wurden mit einem StepOnePlus Gerat mit dazugehoéren-
der StepOne Software durchgefuhrt. Die untersuchten Gene sind in (Tab. 5) aufgelistet.
Die Zyklusparameter waren wie folgt: 2 Minuten bei 50° C zur Aktivierung der Tag-Polyme-
rase, gefolgt von 35 Amplifikations Zyklen fir jeweils 10 Sekunden bei 95° C zur Denatu-
rierung und fur jeweils 30 Sekunden bei 60° C fur das Hybridisieren der Primer und die
Verlangerungsschritte. Die Berechnung der relativen Genexpression erfolgte mittels ACt-
Methode.

Die Ct-Werte wurden uber die Expression eines Referenzgens (,Housekeeping-Gen®), in

unserem Fall B-Actin, normiert (Act = Ct-Untersuchtes-Gen — Ct-Referenzgen). Bei einem
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Referenzgen geht man davon aus, dass es konstitutivim Gewebe exprimiert wird und von
den Versuchsbedingungen unbeeinflusst bleibt. Die Berechnung der AACt-Werte erfolgte,
indem der ACt-Wert der jeweils am niedrigsten exprimierten Probe (als Kalibrator) von den
ACt-Werten der Ubrigen Proben subtrahiert wurde. Die n-fache Transkription von Kontroll-
gruppe zu Versuchsgruppe errechnet sich dann mit der Formel 22, Diese Berechnung
setzt voraus, dass in jedem PCR-Zyklus eine Verdoppelung der DNA Menge stattgefunden
hat, also die QRT-PCR Effizienz 100% bzw. 1 betragt wie dies im exponentiellen Teil der
Amplifizierung der Fall ist (Livak & Schmittgen, 2001).

Assay ID Gen (Rattus norvegicus)

4352340F

- Aktin
Rat ACTB Endogenous Control (VIC/MGB Probe, Primer Limited)
Rn02395770 gl IFN alpha-1
Rn00569434 sl IFN beta-1
Rn00594078 ml IFN gamma
Rn99999017 ml TNF alpha
Rn00580432 ml IL-1p
Rn01410330_ml IL-6
Rn01473658 gl TkappaB alpha
Rn00585674 sl SOCS3
Rn00824635 sl NF-IL6
Rn00568225 ml COX?2
Rn00572047 ml mPGES

Tab. 5: Auflistung der untersuchten Gene in der QRT-PCR. Die TagMan Gene Ex-
pression Assays wurden von Applied Biosystems, Foster City, CA, USA bezogen.

-60 -



- Material und Methoden -

2.3.4 IMMUNHISTOCHEMIE
2.3.4.1 GERATE- UND MATERIALLISTE VI

Alexa 488, Fluoresceinisothiocyanat, Sigma Aldrich, Minchen — DE

Citifluor®, Cityfluor LTD, London - UK

Cy3- conjugated Streptavidin, 016-160-084, Jackson Immuno- Research,
West Grove, PA—-US

DAPI, 4’6 — Diamidino—2-Phenylindol Dihydrochlorid, Mobitec, Géttingen — DE

Digitale = schwarz-weil3 Kamera, Spot Insight, Diagnostic  Instruments,
Visitron Systems, Puchheim — DE

Fluoreszenzmikroskop, Olympus BX50, Olympus Optical, Hamburg — DE

Immersionsdl, Refraktionsindex 1,51, Olympus Optical, Hamburg — DE

Inkubationspuffer, PBS, 10% NDS, 0,3% Triton X, eigene Herstellung

Metamorph, Version 5.05, Diagnostic Instruments, Visitron Systems, Puchheim — DE

Normal donkeyserum (NDS), PAA, Pasching — AT

Objekttragermappen fur 20 Objekttrager, LAT-Labor- und Analysen-Technik GmbH,
Garbsen — DE

Pap Pen, Sigma Aldrich, Munchen — DE

Paraformaldehyd (PFA), Merck, Darmstadt — DE

pH-Indikatorpapier, Merck, Darmstadt — DE

Phosphat buffered saline (PBS), eigene Herstellung

Stocklosung A, 0,2 M Na,HPO, - Losung, 55,2 g NaHPO, (137,99 g/mol)
in 2 1 Aqua bidest. - eigene Herstellung

Stocklésung B, 0,2 M NaHPO, - Loésung, 71,2 g NaHPO., (177,9 g/mol)
in 2 | Aqua bidest. - eigene Herstellung

Triton X-100, Sigma Aldrich, Minchen — DE

2.3.4.2 GRUNDLAGEN

Das hier angewandte Prinzip der Immunhistochmie beruht auf der Detektion spezieller An-
tigen-Antikdrper-Komplexe mittels indirekter Immunfluoreszenz (Coons, 1958), welche
Hinweise auf das Vorhandensein und die Lokalisation des gesuchten Antigens liefern.

Antikorper sind I6sliche Immunglobuline (Ig) die von B-Lymphozyten bzw. Plasmazellen im
Rahmen der adaptiven Immunantwort gebildet werden und sich im Blutplasma, anderen
Korperflussigkeiten oder auf Zellmembranen befinden. Man unterscheidet funf Klassen

von Immunglobulinen (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE). Alle sind biochemisch gesehen Glykopro-
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teine, welche aus zwei leichten (L, leight chain) und zwei schweren (H, heavy chain) Poly-
peptidketten bestehen, die Uber Disulfidbriicken kovalent miteinander verbunden sind.
Graphisch werden Antikorper haufig als Y dargestellt.

Durch Papain lassen sich Antikérper in ein relativ konstantes Fc-Fragment (fragment cry-
stallizyble — unterer Teil des Y) und zwei Fab-Fragmente (fragment antigen binding —

oberen Teile des Y) spalten. Das im Fab-Fragment lokalisierte Paratop wird durch Anteile
der leichten und schweren Polypeptidketten gebildet, ist in seiner Struktur extrem variabel
und stellt die eigentliche Bindungsstelle flir Antigene dar.

Als Antigene fungieren hochmolekulare Verbindungen wie Proteine, Peptide, Polysacchari-
de, Lipide und Polynucleotide. Die antigene Determinante, welche mit dem Paratop des
Antikorpers interagiert, wird als Epitop bezeichnet. Die zwischen Epi- und Paratop einge-
gangene Bindung ist zunachst elektrostatischen Kraften geschuldet, so dass Antigen und
Antikorper bis zum Eintritt der sekundaren Antigen- Antikorper- Reaktion lediglich reversi-
bel aneinander gebunden sind.

Man unterscheidet zwischen mono- und polyklonalen Antikorpern. Erstere stammen von
einem B-Zell Klon ab und binden daher nur an ein Epitop des Antigens. Polyklonale Anti-
korper werden von verschiedenen B-Zell Klonen gebildet und richten sich gegen verschie-
dene Epitope des Antigens.

Bei der hier verwendeten Methode bindet ein Fluorochrom markierter Sekundarantikorper
an das Fc-Fragment des Primarantikorpers, welcher mit seinem Fab-Fragment an das Epi-
top des Antigens gebunden ist (Abb. 16). Zusatzlich zur doppelten Markierung durch ver-
schiedene Antikorper (Tab. 6), wurden die Zellkerne mit Hilfe der DAPI-Farbung sichtbar
gemacht. Hierbei bindet der Farbstoff selektiv an DNA, so dass unspezifisch alle Zellkerne
gefarbt werden. Die Sichtbarmachung der Antigen- Antikérper- Komplexe erfolgt durch An-
regung des Fluorochroms mit Licht geeigneter Wellenlange, was zur Emission von langer-
welligem Licht durch die Fluorochrome flihrt (Tab. 7). Dieses wird mit einem Fluoreszenz-
mikroskop sichtbar gemacht.

Da die Farben bei Anregung mit Licht im UV-Bereich ausbleichen, war die Haltbarkeit der
Schnitte nach Farbung, abhangig vom verwendeten Primarantikorper, zeitlich stark be-

grenzt und reichte von wenigen Tagen bis zu mehreren Wochen.
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Abb. 16: Schematische Darstellung der indirekten Immunfluoreszenzmethode. Die
unmarkierten Primdrantikérper binden mit ihrer Fab Region an das jeweilige Anti-
gen. Im zweiten Schritt binden die Sekunddrantikiorper an deren Fc Region. Die Se-
kundirantikorper sind direkt Fluorochrom gekoppelt.

2.3.4.3 VERSUCHSPROTOKOLL UND AUSWERTUNG DER IMMUNHISTOLOGISCHEN
DATEN

Die tiefgefrorenen, mit Gehirnschnitten beschickten Objekttrager wurden fur zehn Minuten
bei -20° C im Kryostat gelagert und dann fur weitere 5-7 Minuten bei Raumtemperatur ge-
trocknet. AnschlieRend wurden die Schnitte mit einem Fettstift umrandet und in 2% PFA
nachfixiert, wodurch reaktive Eiweildgruppen zu Polypeptidgruppen vernetzt wurden und
so die Paratope geschutzt und in urspringlicher Form erhalten blieben.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS folgte die Sattigung der unspezifischen Bindungsstel-
len (,blocking“) mit Inkubationspuffer, wobei je nach Primarantikdrper verschiedene Kon-
zentrationen des Detergens Triton X hinzugefigt wurden um die Membrandurchlassigkeit
der Zellen zu erhdhen.

Pro Objekttrager wurden nun 300pl der Primarantikérperlésung aufgebracht, die aufgrund
der Begrenzung mit dem Fettstift und der Oberflachenspannung auf den Schnitten ver-
blieb. Es folgte eine 24 stindige Inkubation bei 4° C in einem mit feuchten Tlchern ausge-
legten lichtundurchlassigen Schnittkasten.

Am nachsten Tag wurde nach dreimaligem Waschen mit PBS 300ul der Sekundarantikor-
perldsung pro Objekttrager aufgebracht und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur lichtge-
schitzt inkubiert. Alle folgenden Schritte wurden, um ein vorzeitiges Ausbleichen der Fluo-
rochrome zu vermeiden, unter moglichst lichtarmen Bedingungen durchgefuhrt. Nach drei-
maligem Waschen mit PBS folgte die Kernfarbung mit DAPI-Inkubationslésung, welche fur

zehn Minuten bei Raumtemperatur auf den Objekttragern verblieb. Es wurde wiederum
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dreimal mit PBS gewaschen, worauf die Schnitte mit Citifluor® Gberschichtet und mit ei-
nem Deckglaschen abgedeckt wurden.

Wahrend des gesamten Prozederes war es wichtig, ein Austrocknen der Schnitte zu ver-
meiden, da dies zu Artefaktbildung fuhrt. Die fertigen Objekttrager wurden bis zur Betrach-

tung unter dem Fluoreszenzmikroskop in lichtundurchlassigen Mappen bei 4° C gelagert.

PRIMARANTIKORPER

Zur Detektion nuklearer (STAT3, NF-IL6, NF-kB) Signale und zur Phanotypisierung der im
Zusammenhang der Studie besonders wichtigen Endothelzellen kamen polyklonale Anti-
korper aus verschiedenen Spezies zum Einsatz (Tab. 6).

Zur Detektion von Endothelzellen wurde ein gegen von-Willebrand-Faktor gerichteter Anti-
korper aus dem Schaf verwendet. Beim STAT3 Antikorper handelte es sich um einen poly-
klonalen Antikdrper aus dem Kaninchen, welcher eine Peptidsequenz (AS 750-769) am
carboxyterminalen Ende des murinen STAT3 Moleklils detektierte. Die Zielstruktur wird so-
wohl in der phosphorylierten, als auch in der nicht phosphorylierten Form erkannt, da sie
aulderhalb der TYR 705 Phosphorylierungsstelle liegt, was zur Markierung zytoplasmati-
scher Mono- und Dimere und nuklearer Dimere fluhrte. Der NF-kB Antikorper aus der Zie-
ge detektierte sowohl die inaktive (zytoplasmatische), als auch die aktive (nukleare) Form
am carboxyterminalen Ende (AS 531-550) des murinen NF-kB Peptids (Dejardin et al.,
1999). Der Antikorper bindet sowohl an die inaktive p65 Untereinheit als auch an Mono-
und Dimere im Zellkern. Der NF-IL6 Antikdrper richtete sich gegen das carboxyterminale
Ende (AS 258-276) des murinen NF-IL6 Peptids.

Die Spezifitat der Detektion der Transkriptionsfaktoren im Hirngewebe der Ratte war aus
der eigenen Arbeitsgruppe (Damm et al., 2011; Hubschle et al., 2001) von Studien anderer
Gruppen (Nadjar et al., 2003; Stromberg et al., 2000) bekannt.
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Antigen Antikorper Konzentration, Katalognummer,
Herstellertierart, Typ Anteil Triton X Hersteller
sc-482, Santa Cruz
STAT3 rabbit, polyclonal IgG  1:9000, 0,1% Biotechnology, Santa
Cruz, CA—-US

sc-150, Santa Cruz
NF-IL6 rabbit, polyclonal IgG  1:5000, 0,3% Biotechnology, Santa
Cruz, CA—-US

sc-372, Santa Cruz
NF-xB goat, polyclonal IgG ~ 1:500, 0,1% Biotechnology, Santa
Cruz, CA—-US

A 008202, Dako
\2/4 sheep, polyclonal IgG  1:3000, 0,1-0,3% Deutschland GmbH,
Hamburg — DE

Tab. 6: Liste der verwendeten Primdrantikorper

SEKUNDARANTIKORPER

Der Sekundarantikdrper, Alexa Fluor 488, welcher zur Charakterisierung des Endothels
genutzt wurde, war wie bereits beschrieben, direkt Fluorochrom gekoppelt und gegen die
Herstellertierart des Primarantikdrpers gerichtet. Der Antikorper zur Detektion nuklearer
Aktivitat von STAT3, NF-IL6 oder NF-kB wurde mit Hilfe des Cy3 gekoppelten Streptavid-
ins detektiert.

MIKROSKOPIE UND AUSWERTUNG

Direkt im Anschluss an die Immunhistochemie wurden die Schnitte fluoreszenzmikrosko-
pisch ausgewertet, wobei Lichtfilter mit verschiedenen Wellenlangenbereichen zur Detekti-
on der jeweiligen Antigen-Antikorper-Komplexe eingesetzt wurden, da jeder Antikorper ein
Emissionsmaximum bei einer anderen Wellenlange aufweist (Tab. 7)

Von den untersuchten Hirnregionen wurden Fotos der Farbkanale (rot, grin, blau) mit ei-
ner digitalen schwarz-weil3 Kamera bei verschiedenen VergréRerungen (100, 200, 400,
1000 fach) aufgenommen, und mit Hilfe des Programms Metamorph zu einem dreifarbigen
Bild zusammengeflugt. So konnten in einem Bild gleichzeitig das Signal, die Kolokalisation

mit Endothelzellen und die (peri-) nukleare Lokalisation des Signals dargestellt werden.
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Substanz Anregungswellenliinge (nm)  Emissionswellenléinge (nm)
Alexa 488 495 510— 540 (griin)
Cy™3 550 630 — 660 (rot)
DAPI 358 641 (blau)

Tab. 7: Anregungs- und Emmissionswellenlingen der verwendeten Sekundiirantikor-
per Alexa 488, Cy™3 und des Zellkernmarkers DAPI.
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3 ERGEBNISSE

3.1 LOKALE UND SYSTEMISCHE STIMULATION MIT DEM TLR 7
AGONISTEN IMIQUIMOD

3.1.1 TELEMETRISCHE DATEN

Mit Hilfe telemetrischer Untersuchungstechniken wurde analysiert, ob die Behandlung mit
dem TLR 7 Agonisten Imiquimod zur Manifestation zentralnervos kontrollierter Krankheits-
symptome fuhrt. Hierzu wurden Ratten systemisch (IP) oder lokal (SC) mit Imiquimod in
zwei verschiedenen Dosierungen (1 mg/kg oder 5 mg/kg) behandelt und die Reaktionen
der Tiere mit denen der mit dem Lésungsmittel (Aqua ad injectionem) behandelten Ratten
verglichen. Im Folgenden sind jeweils die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern
dargestellt.

In die Auswertung aufgenommen wurden fur die einzelnen untersuchten Parameter jeweils
die Tiere, bei denen die telemetrische Aufzeichnung Uber den Untersuchungszeitraum von
drei Tagen stoérungsfrei erfolgte. Daraus resultierten fiur die einzelnen Parameter unter-

schiedliche Gruppengroéfen. Diese sind in Tab. 8 zusammengestellt.
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Gruppe Korper- Kumulative Futter- Wasser- Korper-
temperatur AKktivitit aufnahme aufnahme gewicht
v LY S A A
e n=3 n=s A LA
Iiéllg'zgtl'c;crlzem,SCn:6 n=6 n=o =0 "o
Aqua ad _g n=7 n=28 n=_8 n=_8

injectionem, IP

Tab. 8: In die statistische Auswertung aufgenommene Versuchstiere zur Gewinnung
der telemetrischen Daten.

3.1.1.1 KORPERTEMPERATUR

Abb. 17 zeigt den Verlauf der Korpertemperatur der vier mit Imiquimod stimulierten Ver-
suchsgruppen mit den jeweiligen Kontrollgruppen. Der Zeitpunkt der Injektion (time Oh)
wurde durch einen Pfeil gekennzeichnet und ein Zeitraum von zwei Stunden vor der Injek-
tion als Basalwert abgebildet. Die dunklen horizontalen Balken in den Teilabbildungen re-

prasentieren die Nachtphase. Die Temperatur wurde in Intervallen von funf Minuten aufge-

zeichnet und in Intervallen von 15 Minuten grafisch dargestelit.
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Bei allen mit Imiquimod behandelten Gruppen folgte nach der Injektion ein Anstieg der
Korpertemperatur, der bei den beiden mit der hohen Dosis behandelten Gruppen signifi-
kant hdhere Werte erreichte und bei den lokal stimulierten Tieren starker als bei den syste-
misch stimulierten ausfiel (Tab. 9). Die Kontrolltiere zeigten Uber den gesamten Beobach-
tungszeitraum den flr nachtaktive Saugetiere typischen zirkadianen Temperaturrhythmus
bei welchem das Minimum wahrend der Hell- und das Maximum wahrend der Dunkelpha-
se zu messen ist. Bei den pyrogenbehandelten Tieren stellte sich dieser Rhythmus wah-
rend der ersten Nacht post injectionem wieder ein und war dann nicht mehr von dem der

Kontrolltiere zu unterscheiden.

Gruppe Temperatur Signifikanter Schnittpunkt der
max. (° C) Zeitraum (min) Temperaturkurve mit der
Temperaturkurve der
Kontrollgruppe (in Stunden)

Imiquimod, 1 mg/kg,

pa 3802+0,16 - 89
IP ’ ’ ’
Imiquimod, 5 mg/kg, 3829+0.23 30-210; 270-630 13

SC

30-60; 150-210;
270-360

Imiquimod, 5 mg/kg,

P 38,21+0,13

Tab. 9: Charakteristika der durch Imiquimod induzierten Fieberreaktion.

3.1.1.2 MOTORISCHE AKTIVITAT

Die Analyse der motorischen Aktivitat zeigte in den Hellphasen der beiden abgebildeten
Tage bei der lokal (SC) mit Imiquimod (5 mg/kg) stimulierten Gruppe bezogen auf die Ab-
solutwerte einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Bei den anderen Gruppen
wurden kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe im jeweiligen Zeitraum gemes-
sen. Das physiologische Muster erhohter Nachtaktivitat (ca. 4000 bis 5000 Counts) und
niedriger Tagesaktivitat (ca. 1000 bis 2000 Counts) blieb bei allen Versuchsgruppen erhal-

ten und wurde somit durch die Imiquimodbehandlung nicht beeinflusst.
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Abb. 18: Kumulative Aktivitit nach lokaler (A,C) und systemischer (B,D) Stimulation
mit Imiquimod im Vergleich zur Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber
den Siulen zeigen statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den jewei-
ligen Gruppen im zu vergleichenden Zeitraum an. A und B zeigen die Reaktion auf
die niedrige (1 mg/kg), C und D auf die hohe (5 mg/kg) Dosis. ,,Day 1%/, night 1 re-
priisentiert den Injektionstag, ,,day 2/ ,,night 2 den darauffolgenden Tag.

3.1.1.3 FUTTER- UND WASSERAUFNAHME

Signifikante Unterschiede zwischen der lokal (SC) oder systemisch (IP) mit Imiqui-
mod (5 mg/kg) injizierten, und der jeweiligen Kontrollgruppe ergab die Untersuchung des
Fressverhaltens am Injektionstag (Abb. 18). Die p- und F-Werte der jeweils signifikant un-
terschiedlichen Gruppen sind in Tab. 10 zusammengefasst. Da die wahrend der Hellphase
aufgenommene Futter- und Wassermenge sehr gering waren, wurde der Verbrauch
Uber 24 Stunden dargestellt. Am Injektionstag zeigten die mit Imiquimod (5 mg/kg) behan-
delten Tiere eine partielle Anorexie und die Futteraufnahme fiel signifikant gegentber den
Kontrollgruppen ab. Am folgenden Tagen nahmen die Tiere aller Gruppen wieder ahnliche

Futtermengen von mindestens 17,1 g bis hochstens 18,9 g auf.
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Abb. 19: Futteraufnahme nach lokaler (A,C) und systemischer (B,D) Stimulation mit
Imiquimod im Vergleich zur Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den
Sdulen zeigen statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den jeweiligen
Gruppen am zu vergleichenden Tag an. A und B zeigen die Reaktion auf die niedri-
ge (1 mg/kg), C und D auf die hohe (5 mg/kg) Dosis. ,,day 1* repriisentiert die ers-
ten 24 Stunden post injectionem, ,,day 0“ die 24 Stunden vor der Injektion.

Gruppe Futteraufnahme (g / 24h) F-Wert p-Wert
Imiquimod, SC, 5 mg/kg, day 1 13,0+ 0,6
22,36 0,0004
Aqua ad injectionem, SC, day 1 17,8+0,9
Imiquimod, IP, 5 mg/kg, day 1 13,7 +0,4
20,25 0,0009
Aqua ad injectionem, IP, day 1 18,7+ 0,9

Tab. 10: Signifikante Unterschiede in der Futteraufnahme nach lokaler (SC) und sys-
temischer (IP) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) am Tag der Injektion im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe.
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Die Wasseraufnahme wurde durch die Behandlung mit Imiquimod nicht signifikant beein-
flusst (Abb. 20). Die Menge des aufgenommenen Trinkwassers war bei allen Gruppen
wahrend des kompletten Versuchsablaufs annahernd gleich. An keinem der Tage zeigten

sich signifikante Unterschiede zur jeweiligen Kontrollgruppe.

Abb. 20: Wasseraufnahme nach lokaler (A,C) und systemischer (B,D) Stimulation mit
Imiquimod im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei keiner der mit Imiquimod stimulier-
ten Gruppen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe, was durch
gleiche Buchstaben iiber den Siiulen der jeweils zu vergleichenden Gruppen angezeigt
wird. A und B zeigen die Reaktion auf die niedrige (1 mg/kg), C und D auf die
hohe (5 mg/kg) Dosis. ,,day 1 repriisentiert die ersten 24 Stunden post injectionem,
wday 0% die 24 Stunden vor der Injektion.

3.1.1.4 KORPERGEWICHT

Die herabgesetzte Futteraufnahme am Injektionstag der mit der hohen (5 mg/kg) Imiqui-
mod Dosis behandelten Ratten spiegelte sich in einer Differenz der Kérpergewichtsent-
wicklung beider Versuchsgruppen am nachsten Tag (Abb. 21). Die Tiere der lokal (SC) sti-
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mulierten Gruppe verloren sogar etwas Gewicht, wahrend die Zunahme der syste-
misch (IP) stimulierten Gruppe signifikant zurickging.

Die Tiere der Kontrollgruppen und die mit der niedrigen (1 mg/kg) Imiquimod Dosis behan-
delten nahmen Gewicht zu. Tab. 11 zeigt die Koérpergewichtsdnderung der jeweiligen

Gruppen am Tag nach der Injektion.

Abb. 21: Korpergewichtsinderung nach lokaler (A,C) und systemischer (B,D) Stimu-
lation mit Imiquimod im Vergleich zur Kontrollgruppe. A und B zeigen die Reaktion
auf die niedrige (1 mg/kg), C und D auf die hohe (5 mg/kg) Dosis. Unterschiedliche
Buchstaben iiber den Siiulen zeigen statistisch signifikante Unterschiede (p = <0,05)
zwischen den jeweiligen Gruppen am zu vergleichenden Tag an. ,,day 0 reprisentiert
den Wert 24 h vor Injektion, an ,,day 1“ erfolgte die Injektion und ,,day 2 repriisen-
tiert die ersten 24 Stunden post injectionem.
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Gruppe A Korpergewicht (g) F-Wert p-Wert
Imiquimod, SC, 5 mg/kg, day 2 -0,01 £ 0,79
13,29 0,0039
Aqua ad injectionem, SC, day 2 500+ 1,1
Imiquimod, IP, 5 mg/kg, day 2 1,22+0,82
28,53 0,0001
Aqua ad injectionem, IP, day 2 6,06 £ 0,36

Tab. 11: Signifikante Korpergewichtsiinderungen am Tag nach lokaler (SC) oder sys-
temischer (IP) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) im Vergleich zur jeweiligen Kon-
trollgruppe.

3.1.2 MOLEKULARE UNTERSUCHUNGEN

Aufgrund der telemetrisch erhobenen Befunde zur Induktion zentralnervos kontrollierter
Krankheitssymptome wurden die nachfolgenden molekularen Untersuchungen mit Proben-
material aus Ratten erhoben, die mit der hohen Dosis (5 mg/kg) Imiquimod stimuliert wur-
den, und mit entsprechenden Kontrollgruppen verglichen. Lediglich bei der Erfassung bio-

logisch aktiver Zytokine wurden nochmals beide Dosierungen getestet.

3.1.2.1 EXPRESSIONSMUSTER VON INTERFERONEN IN LEBER UND MILZ AUF
mMRNA-EBENE MITTELS RT-PCR

Da die Aktivierung von TLR 7 mit Typ I-Interferonen gekoppelt zu sein scheint (Blasius &
Beutler, 2010; Diebold et al., 2004), verglichen wir zunachst die Kapazitat von lokaler (SC)
und systemischer (IP) Injektion von Imiquimod (5 mg/kg) zur Induktion einer Expression

von Interferonen in Leber und Milz.

LEBER (ABB. 22)

Signifikante Unterschiede flir IFNa zeigten sich sechs Stunden nach systemischer (IP) Sti-
mulation, wobei die mRNA Expression der stimulierten Gruppe ,downreguliert” war. Der
gleiche Effekt zeigte sich nach lokaler (SC) Stimulation, war allerdings nicht signifikant zur
Kontrollgruppe.

Die IFNB Expression stellte sich sowohl zwei als auch sechs Stunden nach systemi-
scher (IP) Stimulation signifikant unterschiedlich gegenuber der Kontroligruppe dar. Auch

hier war die mMRNA Expression der stimulierten Tiere ,downreguliert®.
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Ein massiver, signifikanter Anstieg der IFNy Expression zeigte sich bei beiden mit Imiqui-
mod stimulierten Gruppen zu beiden untersuchten Zeitpunkten, wobei das Maximum, ein
mehr als 5.000-facher Anstieg der IFNy Expression, jeweils nach zwei Stunden zu detek-

tieren war.

MILZ (ABB. 23)

In der Milz zeigte sich ein signifikanter, ca. 100-facher, Anstieg der IFNa Expression zwei
Stunden nach lokaler (SC) Injektion von Imiquimod. Zum sechs Stunden Zeitpunkt stellte
sich die stimulierte Gruppe bezuglich der IFNa Expression jedoch signifikant ,downregu-
liert“ gegenuber der Kontrollgruppe dar. Die verminderte Expression beim zweiten gemes-
sen Zeitpunkt kdnnte Ergebnis eines negativen regulatorischen Feedbacks sein.

Die IFNB Expression stieg ebenfalls zwei Stunden nach lokaler (SC) Injektion von Imiqui-
mod signifikant, um das ca. 250-fache, an und unterschied sich nach sechs Stunden nicht
mehr von der der Kontrollgruppe. Systemische (IP) Stimulation mit Imiquimod flhrte dage-
gen zu keiner gesteigerten Expression von IFNa und IFNR.

Die relative Expression von IFNy entsprach dem bereits in der Leber gemessenen Muster.
Der Anstieg der Expression war mit einem mehr als 10.000-fachen (SC) bzw. 7.500-fa-
chen (IP) Anstieg noch starker als in der Leber. Der Héhepunkt der IFNy Expression war in
der Milz nach zwei Stunden, und nach lokaler (SC) Stimulation etwas starker als nach sys-
temischer (IP) und nach sechs Stunden immer noch signifikant (ca. 2.000-fach) gegenuber

der Konrollgruppe erhdht.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die postulierte Kapazitat einer TLR 7 Akti-
vierung zur Stimulation einer IFN-Expression sich besonders in der Milz und starker nach
lokaler (SC) Injektion manifestierte. Uberraschend in diesem Zusammenhang war, dass
sich dieser Effekt extrem stark auf IFNy konzentrierte und die Expression der Typ I-Interfe-

rone vergleichsweise moderat ausfiel.
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Abb. 22: Relative Interferonexpression in der Leber nach lokaler (A,C,E) und syste-
mischer (B,D,F) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) im Vergleich zur Kontrollgrup-
pe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Sdiulen zeigen statistisch signifikante Un-

terschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt
an.
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Abb. 23: Relative Interferonexpression in der Milz nach lokaler (A,C,E) und systemi-
scher (B,D,F) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Unterschiedliche Buchstaben iiber den Sdulen zeigen statistisch signifikante Unter-
schiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt an.
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3.1.2.2 ZYTOKIN GEHALT IN PLASMA- UND LAVAGEPROBEN

Da durch die Gabe von Imiquimod in ein lokales subkutanes Kompartiment (,airpouch®),
zentralnervos kontrollierte Krankheitssymptome induziert wurden und in Leber und Milz
eine erhohte IFN Expression zu detektieren war, sollten nun Hinweise fur die Mechanis-
men der Signalubertragung vom subkutanen Entzindungsort zum Gehirn gewonnen wer-
den. Weiter wurde untersucht ob, Entzindungsmediatoren im Blut nach systemischer (IP)
Stimulation mit Imiquimod potentiell eine Rolle bei der Entstehung der Krankheitssympto-
me spielten.

Gemessen wurden die Entzindungsmediatoren IL-6 und TNFa sowie IFNy in der Lavage
des Entzundungsareals und im Blutplasma. Diesen endogenen Mediatoren wird speziell
bei der Fieberentstehung (IL-6 und TNFa) und bei der Abwehr viraler Infektionen (IFNy)
besondere Bedeutung zugeschrieben. Es wurde ermittelt, in welchem Ausmal} diese Zyto-
kine nach Stimulation am Entzindungsort gebildet wurden (Lavage) und ob und in wel-

chem Umfang ein Erscheinen dieser Substanzen im Blutkreislauf nachzuweisen war.

IL-6 (ABB. 24)

Nach Stimulation mit der niedrigen (1 mg/kg) Imiquimod Dosis kam es lediglich in der aus
dem subkutanen Kompartiment (,airpouch®) gewonnenen Lavage zu einem signifikanten
Anstieg von IL-6. Im Plasma stiegen die Werte weder nach systemischer (IP) noch nach
subkutaner (SC) Stimulation signifikant gegentiber denen der Kontrollgruppe an.

Nach systemischer (IP) Stimulation mit der hohen (5 mg/kg) Imiquimod Dosis stiegen die
IL-6 Werte im Plasma nach zwei und sechs Stunden signifikant gegentber denen der Kon-
trollgruppe an. In der Lavagefllssigkeit der subkutan (SC) stimulierten Gruppe war zu al-
len untersuchten Zeitpunkten eine signifikante Erhéhung gegenlber der Kontrollgruppe
messbar. Im Blutplasma war lediglich nach sechs Stunden ein signifikant erhdhter IL-6 Ge-

halt feststellbar.
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Abb. 24: IL-6 Gehalt in Blutplasma und Lavagefliissigkeit nach lokaler (4,C) und
systemischer (B,D) Stimulation mit Imiquimod im Vergleich zur jeweiligen Kontroll-
gruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Sdulen zeigen statistisch signifikante
Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersuchungszeit-
punkt an. A und B zeigen die Reaktion auf die niedrige (1 mg/kg), C und D auf die
hohe (5 mg/kg) Dosis. Aufgrund der hohen Streuung der Werte wurde die IL-6 Kon-
zentration in allen Teilabbildungen logarithmisch dargestellt.

TNFa (ABB. 25)

Bei den lokal (SC) und systemisch (IP) mit der niedrigen (1 mg/kg) Imiquimod Dosis stimu-
lierten Gruppen war zu keinem der betrachteten Zeitpunkte TNFa im Plasma nachweisbar.
Bei den lokal (SC) und systemisch (IP) mit der hohen Imiquimod Dosis (5 mg/kg) stimulier-
ten Gruppen war im Gegensatz dazu nach einer und zwei Stunden ein moderater TNFa
Anstieg im Plasma messbar. Nach sechs Stunden war im Plasma kein TNFa mehr detek-
tierbar.

Bei den aus dem ,airpouch® gewonnen Lavageproben war bei beiden mit Imiqui-
mod (1 mg/kg oder 5 mg/kg) stimulierten Gruppen zu allen betrachteten Zeitpunkten ein

moderater Anstieg von TNFa in der Lavagefllssigkeit zu beobachten, der nach einer und
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zwei Stunden signifikant unterschiedlich zur jeweiligen Kontrollgruppe war. Bei den Kon-
trollgruppen war nach einer und zwei Stunden eine basale TNFa Konzentration in der La-
vagefllissigkeit zu detektieren.

Im Plasma der mit der hohen Dosis (5 mg/kg) lokal (SC) behandelten Tiere kam es nach
ein und zwei Stunden zum Ubertritt moderater Mengen an lokal im subkutanen Entziin-
dungsarreal gebildeten biologisch aktivem TNFa in die Blutbahn. Daraus lasst sich ablei-
ten, dass TNFa wie auch IL-6 nach der Stimulation mit Imiquimod dosisabhangig als hu-
morales Signal, zur Ausldésung zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome, fungiert

haben konnte.

Abb. 25: TNFa Gehalt in Blutplasma und Lavagefliissigkeit nach lokaler (4,C) und
systemischer (B,D) Stimulation mit Imiquimod im Vergleich zur jeweiligen Kontroll-
gruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Sdulen zeigen statistisch signifikante
Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersuchungszeit-
punkt an. A und B zeigen die Reaktion auf die niedrige (I mg/kg), C und D auf die
hohe (5 mg/kg) Dosis. Die Abkiirzung n.d. steht fiir ,,nicht detektierbar*. Aufgrund
der hohe Streuung der Werte wurde die TNFa Konzentration in allen Teilabbildungen
logarithmisch dargestellt.
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IFNy (ABB. 26)

Nach der lokalen (SC) und systemischen (IP) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) kam es
nach zwei und sechs Stunden im Plasma beider Gruppen zu einem signifikanten Anstieg
des immunreaktiven IFNy Gehalts, welcher jedoch zum sechs Stunden Zeitpunkt deutlich
starker ausgepragt war als nach zwei Stunden. Auch in der Lavageflissigkeit der lo-
kal (SC) stimulierten Gruppe stieg der IFNy Gehalt nach sechs Stunden signifikant an.

Der erhéhten Expression von IFNy auf mRNA-Ebene mit einem Maximum nach zwei Stun-
den, folgte somit mit entsprechender Verzogerung auch ein deutlicher Anstieg an peripher
gebildetem IFNy auf Proteinebene, das somit ebenfalls als potentielles humorales Signal
zur Entstehung der durch Imiquimod induzierten, moderaten Krankheitssymptome anzu-

sehen ist.

Abb. 26: IFNy Gehalt in Blutplasma und Lavagefliissigkeit nach lokaler (4) und sys-
temischer (B) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) im Vergleich zur jeweiligen Kon-
trollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siulen zeigen statistisch signifi-
kante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersuchungs-
zeitpunkt an.

3.1.2.3 EXPRESSIONSMUSTER RELEVANTER INFLAMMATORISCHER
SIGNALMOLEKULE IM HYPOTHALAMUS AUF mRNA-EBENE MITTELS
RT-PCR

Die durch inflammatorische Signale induzierte Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und
die nachgeschaltete Expression relevanter Zielgene, besonders Zytokine und Prostaglan-
dine, im Hypothalamus wird als essenziell fur die Entstehung des Gesamtspektrums zen-
tralnervds kontrollierter Krankheitssymptome angesehen (Dantzer et al., 2008). Im Folgen-

den wurde daher mittels ,real-time PCR" die hypothalamische Expression einer breiten
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Palette potentieller endogener Mediatoren des zentralnervos kontrollierten Krankheitsge-
schehens untersucht. Dazu wurde das in Kap. 2.3.2 gewonnene Gewebe verwendet und
nach dem in Kap. 2.3.3.3 beschriebenen Protokoll weiter bearbeitet.

Betrachtet wurden jeweils der zwei und sechs Stunden Zeitpunkt nach lokaler (SC) oder
systemischer (IP) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) im Vergleich zur jeweiligen Kontroll-
gruppe, da hier nach Betrachtung der in der Telemetrie und Plasmaprobenanalyse gewon-

nenen Daten die erfolgversprechendsten Ergebnisse zu erwarten waren.

TRANSKRIPTIONSFAKTOREN (ABB. 27):

Die wichtigsten im Rahmen eines Entziindungsgeschehens auch im Gehirn aktivierten
Transkriptionsfaktoren sind NF-kB (Nadjar et al., 2003), STAT3 (Harre et al., 2003; Chri-
stoph Rummel et al., 2005) und NF-IL6 (Damm et al., 2011). kB und SOCS3 sind negative
Regulatoren der Transkriptionsfaktoren NF-kB bzw. STAT3 und gelten als Expressions-
marker fur deren Aktivierung; eine gesteigerte Expression von NF-IL6 kann dagegen direkt
erfasst werden. Die Analyse der Expressionsprofile der drei Transkriptionsfaktoren nach
lokaler (SC) und systemischer (IP) Stimulation mit Imiquimod ist in Abb. 27 zusammenge-
fasst.

Signifikante Unterschiede der IkB Expression zeigten sich zwei Stunden nach lokaler (SC)
und sechs Stunden nach systemischer (IP) Injektion von Imiquimod. Insgesamt stellten
sich die mit dem TLR 7 Agonisten stimulierten Gruppen mit einer etwas hoheren Expres-
sion, verglichen mit den Kontrollgruppen dar. Die SOCS3 Expression war zu beiden Zeit-
punkten sowohl nach lokaler (SC), als auch nach systemischer (IP) Stimulation mit Imiqui-
mod signifikant im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe erhdht. Lediglich sechs Stunden
nach lokaler (SC) Injektion von Imiquimod kam es zu einer signifikanten Erhohung von
NF-IL6 im Hypothalamus auf mRNA-Ebene.

ZYTOKINE (ABB. 28 - ABB. 29):

Im Gegensatz zu den peripheren Organen Leber und Milz kam es im Hypothalamus zu
keiner signifikanten Erhdhung der mRNA Expression der untersuchten Interferone. Die
IFNy Expression zeigte tendenziell ein ahnliches Muster wie in Leber und Milz, ohne je-
doch das Signifikanzniveau zu erreichen.

Sechs Stunden nach Imiquimod Injektion kam es sowohl bei der lokal (SC) als auch bei
der systemisch (IP) behandelten Gruppe zu einem signifikanten Anstieg der mRNA Ex-

pression von TNFa und IL-6. Die IL-1 Expression der lokal (SC) mit Imiquimod behandel-
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ten Gruppe war sowohl nach zwei, als auch sechs Stunden siginifikant erhdht, nicht jedoch

bei den systemisch (IP) mit Imiquimod stimulierten Tieren.

SCHLUSSELENZYME DER PROSTAGLANDINSYNTHESE (ABB. 30):

Zumindest fur die Ausbildung einer Fieberreaktion wird die stimulierte Expression der in-
flammatorisch induzierbaren Formen der Prostaglandinsynthese, COX 2 und mPGES, di-
rekt verantwortlich gemacht (Engblom et al., 2003; Roth et al., 2009; Yamagata et al.,
2001). Daher wurde auch die hypothalamische Expression dieser beiden Molekile nach
lokaler (SC) und systemischer (IP) Stimulation mit Imiquimod untersucht.

Zu einer signifikanten Erhéhung der COX 2 Expression kam es sechs Stunden nach loka-
ler (SC) und zwei Stunden nach systemischer (IP) Injektion von Imiquimod. Sechs Stun-
den nach Injektion war die mPGES Expression sowohl bei der lokalen (SC), als auch bei
der systemisch (IP), mit dem TLR 7 Agonisten behandelten Gruppe signifikant gegenuber

den Kontrolltieren erhoht.
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Abb. 27: Relative Expression von Transkriptionsfaktoren im Hypothalamus nach lo-
kaler (A,C,E) und systemischer (B,D,F) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) im Ver-
gleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siulen

zeigen statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum je-
weiligen Untersuchungszeitpunkt an.
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Abb. 28: Relative Interferonexpression in Hypothalamus nach lokaler (A,C,E) und
systemischer (B,D,F) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) im Vergleich zur jeweili-
gen Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Sdulen zeigen statistisch

signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersu-
chungszeitpunkt an.
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Abb. 29: Relative Zytokinexpression im Hypothalamus nach lokaler (4,C,E) und sys-
temischer (B,D,F) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) im Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siulen zeigen statistisch si-

gnifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersu-
chungszeitpunkt an.
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Abb. 30: Relative Expression von Schliisselenzymen fiir die Prostaglandinsynthese im
Hypothalamus nach lokaler (A,C) und systemischer (B,D) Stimulation mit Imiquimod
(5 mg/kg) im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben
iiber den Sdiulen zeigen statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den
Gruppen zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt an.

3.1.2.4 EXPRESSIONSMUSTER RELEVANTER INFLAMMATORISCHER
TRANSKRIPTIONSFAKTOREN AUF PROTEINEBENE MITTELS
IMMUNHISTOCHEMIE

Als wichtige Eintrittspforten fur inflammatorisch wirksame Molekile in das Gehirn werden
die sensorischen CVO angesehen (siehe Kap. 1.2.1). Hierbei wird dem OVLT eine beson-
dere Bedeutung fur die Fieberentstehung (Roth et al., 2004), der AP dagegen bei der Kon-
trolle der Nahrungsaufnahme und somit eine mogliche Beteiligung an der Anorexie (Fry &
Ferguson, 2007), zugeschrieben.

In diesen Strukturen ware somit eine Aktivierung der drei bei zentralnervds induzierten
Krankheitssymptomen relevanten Transkriptionsfaktoren NF-kB, STAT3 und NF-IL6 am
ehesten zu vermuten. Eine solche Aktivierung kann auch ohne gesteigerte Genexpression

auf mRNA-Ebene erfolgen, da die Transkriptionsfaktoren konstitutiv im Zytoplasma vorlie-
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gen und bei entsprechender Stimulation der Zelle in deren Kern akkumulieren, wodurch
sie immunhistochemisch nachgewiesen werden konnen.

Untersucht wurde die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB, STAT3 und NF-IL6 in
den CVOs, OVLT und AP (Abb. 31), zwei und sechs Stunden nach lokaler (SC) oder sys-
temischer (IP) Injektion von Imiquimod bzw. dem Ldosungsmittel Aqua ad injectionem. Als
Bildtafel dargestellt sind im Folgenden jeweils die aussagekraftigsten Befunde. Auf die
nicht dargestellten Ergebnisse wird im Text eingegangen.

Zur Phanotypisierung der Zellen, welche eine Translokation des Transkriptionsfaktors aus
dem Zytoplasma in den Nukleus bzw. im Fall von NF-kB in die perinukleare Region zeig-
ten, wurden Bilder durch Uberlagerung von Einzelabbildungen erzeugt. So konnte die Ko-
lokalisation von Signal, Zellkern und Zelltyp belegt werden. Da es in dieser Studie nicht
primar um die Identifizierung verschiedener aktivierter Zelltypen ging, wurde als reprasen-

tativer Marker fur Endothelzellen der vW-Faktor jeweils immunhistochemisch dargestellt.

Abb. 31: Coronalschnitt durch ein Rattengehirn auf Hohe der beiden untersuchen
CVO, OVLT (A) und AP (B). (Modifiziert nach The Rat Brain, Paxinos & Watson,
5™ Edition.)

NF-KB (ABB. 32)

Dargestellt ist die NF-kB Aktivierung von Endothelzellen in Cortex, OVLT und AP nach lo-
kaler (SC) Injektion von Imiquimod (5 mg/kg), verglichen mit der Injektion von Aqua ad in-
jectionem zum zwei Stunden Zeitpunkt.

In allen untersuchten Hirnregionen liel3en sich bei den mit Imiquimod behandelten Tieren
vereinzelt Endothelzellen nachweisen, die eine nukleare Translokation oder eine perinu-
kledare Immunreaktiovitat von NF-kB aufwiesen. Ein vergleichbares Bild zeigte sich unab-

hangig von der gewahlten Applikationsart und dem untersuchten Zeitpunkt. Bei den mit der
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Kontrollldsung behandelten Tieren waren keine nuklearen, aber selten perinukledre NF-«kB

Signale zu detektieren.

STAT3 (ABB. 33)

In OVLT, AP und Cortex der mit Imiquimod (5 mg/kg) stimulierten Tiere waren, unabhangig
von der Applikationsart, zum zwei und sechs Stunden Zeitpunkt einzelne Endothelzellen
mit STAT3 aktivierten Zellkernen zu detektieren. Aufgrund der geringen Anzahl aktivierter
Zellen wurde auf eine quantifizierende Bewertung zwischen lokaler (SC) und systemi-
scher (IP) Injektion verzichtet. Verglichen mit bereits untersuchten TLR Agonisten (Knorr et
al., 2010; Rummel et al., 2004; Voss et al., 2007) ist der Effekt von Imiquimod auf die
STAT3 Aktivierung im Gehirn als moderat zu bewerten.

Bei den lokal (SC) oder systemisch (IP) mit Aqua ad injectionem behandelten Tieren war

in den untersuchten Hirnstrukturen keine nukleare STAT3 Aktivierung zu detektieren.

NF-IL6 (ABB. 34 - ABB. 35)

Nach Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) zeigte sich bezlglich des Transkriptionsfaktors
NF-IL6 eine deutliche Zellaktivierung, die je nach Applikationsart und untersuchtem Zeit-
punkt unterschiedlich stark ausgepragt ausfiel (Abb. 34). Im OVLT aber vor allem in der AP
kam es nach lokaler (SC) Applikation zu einer massiven Zunahme NF-IL6 positiver Zellker-
ne, die sich bereits nach zwei Stunden zeigte und nach sechs Stunden sehr massiv dar-
stellte. Die gleiche Beobachtung liel3 sich nach systemischer (IP) Applikation von Imiqui-
mod (5 mg/kg) machen, die Anzahl NF-IL6 positiver Zellen war aber im Vergleich zu den
lokal (SC) behandelten Tieren vor allem in der AP geringer.

In Abb. 35 ist die Kolokalisation von nukledrem NF-IL6 und dem endothelialen Marker
VWEF in Cortex, OVLT und AP sechs Stunden nach lokaler (SC) und systemischer (IP) Sti-
mulation mit Imiquimod (5 mg/kg) dargestellt. Deutlich zu erkennen ist auch hier die star-
kere Zellaktivierung nach lokaler (SC) Applikation.

Die Anwesenheit nuklearer NF-IL6 Signale auch in zahlreichen vWF-negativen Zellen
zeigt, dass dieser Transkriptionsfaktor auch in anderen Zelltypen aulder dem Endothel akti-
viert wird. Diese NF-IL6 positiven Zelltypen wurden nach Stimulation mit dem TLR 4 Ago-

nisten LPS im Rahmen einer anderen Studie identifiziert (Damm et al., 2011).
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Abb. 32: (Peri-) Nukleiire Immunreaktivitit von NF-kB in Cortex (A,B), OVLT (C,D)
und AP (E,F) zwei Stunden nach lokaler (SC) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg)
oder dem Losungsmittel Aqua ad injectionem. Die Kontrollgruppe zeigte keine nukle-
dre jedoch selten eine perinukleire NF-kB Akkumulation. Die Teilabbildungen a - f
sind stirker vergrofierte Fotografien der gekennzeichneten Areale aus A - F. Der
Eichbalken in A entspricht in A und B 50 um, in C- F 100 um und in a - f 20 um.
Ausgefiillte Pfeilkopfe weisen auf NF-kB positive, offene Pfeilkopfe auf NF-kB nega-
tive Endothelzellen. Farbkomponenten: mit DAPI angefiirbte Zellkerne (blau),
NF-kB Signale (rot), Zellmarker fiir Endothelzellen ,,von-Willebrand-Faktor* (griin).
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Abb. 33: Nukleiire Immunreaktivitit von STAT3 in Cortex (A,B), OVLT (C,D) und
AP (E,F) zwei Stunden nach lokaler (SC) Stimulation mit Imiquimod (5 mg/kg) oder
dem Losungsmittel Aqua ad injectionem. Die Kontrollgruppe zeigte keine nukleiire
STAT3 Translokation. Die Teilabbildungen a - f sind stirker vergrofierte Fotografien
der gekennzeichneten Areale aus A - F. Der Eichbalken in A entspricht in
A-F 100 um und in a - 20 um. Ausgefiillte Pfeilkopfe weisen auf STAT3 positive,
offene Pfeilkopfe auf STAT3 negative Endothelzellen. Farbkomponenten: mit DAPI
angefiirbte Zellkerne (blau), STAT3 Signale (rot), Zellmarker fiir Endothelzellen
wvon-Willebrand-Faktor* (griin).
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Abb. 34: Vergleichende Darstellung der Anzahl NF-IL6 positiver Zellen in OVLT und
AP, zwei und sechs Stunden nach lokaler (SC) oder systemischer (IP) Stimulation mit
Imiquimod (5 mg/kg). Im Vergleich dazu die Zellaktivierung sechs Stunden nach lo-
kaler (SC) Applikation von Aqua ad injectionem. Der Eichbalken in A entspricht

100 um in A - L. NF-IL6 Signale stellen sich als helle Punkte auf dem dunklen Hin-
tergrund dar.
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Abb. 35: Nukleire Immunreaktivitit von NF-IL6 in Cortex (A,B), OVLT (C,D) und
AP (E,F) sechs Stunden nach lokaler (§C) und systemischer (IP) Stimulation mit Imi-
quimod (5 mg/kg). Deutlich zu erkennen ist die stirkere NF-IL6 Aktivierung nach lo-
kaler (§C) Stimulation. Die Teilabbildungen a - f sind stiirker vergrofierte Fotografien
der gekennzeichneten Areale aus A - F. Der Eichbalken in A entspricht in A und B
50 um, in C - F 100 um und in a - f 20 um. Ausgefiillte Pfeilkopfe weisen auf NF-IL6
positive Endothelzellen. Farbkomponenten: mit DAPI angefirbte Zellkerne (blau),
STAT3 Signale (rot), Zellmarker fiir Endothelzellen ,,von-Willebrand-Faktor* (griin).
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3.2 LOKALE UND SYSTEMISCHE STIMULATION MIT DEM TLR 9
AGONISTEN ODN 1668

3.2.1 TELEMETRISCHE DATEN

Den endosomalen TLR 7 und 9 werden neben ihrer Lokalisation auch weitgehend iden-
tisch verlaufende Signaltransduktionswege zugeschrieben. Im ersten Teil der Arbeit wur-
den die Kapazitaten des TLR 7 Agonisten Imiquimod zur Induktion zentralnervos kontrol-
lierter Krankheitssymptome und die begleitenden bzw. zu Grunde liegenden molekularen
Veranderungen nach systemischer (IP) und lokaler (SC) Applikation charakterisiert.

Im zweiten Teil sollte nunmehr untersucht werden, ob entsprechende Reaktionen auch
durch den TLR 9 Agonisten ODN 1668 induzierbar waren. Von besonderem Interesse hier-
bei war die Beantwortung der Frage, ob in vivo die Effekte einer TLR 9 Stimulation bei lo-
kaler (SC) Applikation wiederum starker ausfielen, als nach systemischer (IP) Gabe des
Agonisten. Hierzu wurden wiederum Ratten systemisch (IP) oder lokal (SC) mit ODN 1668
in zwei verschiedenen Dosierungen (1 mg/kg oder 5 mg/kg) behandelt und die Werte mit
denen der mit dem Losungsmittel (Aqua ad injectionem) behandelten Ratten verglichen.
Bis auf kleine Unterschiede, auf die an entsprechender Stelle verwiesen wird, ist dieser
Teil der Arbeit analog zum Abschnitt 3.1 (,Imiquimod Teil“) aufgebaut. In den Grafiken sind
wiederum die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern dargestellt. In die Auswertung
aufgenommen wurden fur die einzelnen untersuchten Parameter jeweils die Tiere, bei de-
nen die telemetrische Aufzeichnung Uber den Untersuchungszeitraum von drei Tagen sto-
rungsfrei erfolgte. Daraus resultierten fur die einzelnen Parameter unterschiedliche Grup-

pengroflen. Diese sind in Tab. 12 zusammengestellt.
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Gruppe Korper- Kumulative Futter- Wasser- Korper-
temperatur Aktivitit aufnahme aufnahme gewicht
]OZ;V/;;(S;’C n==o6 n==~6 n==o6 n==~6 n==~6
?Zg;;i‘?c n=7 n=7 n==6 n==6 n==6
Iofag/lfgéél(j’ n=7 n=7 n=7 n=7 n=7
5022[/]5;65) n==o6 n==~6 n==~6 n==o6 n=>35
Aqua ad . _ _ _ _
injectionem, SC n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Aqua ad =8 n=7 n=238 n==38 n==38

injectionem, IP

Tab. 12: In die statistische Auswertung aufgenommene Versuchstiere zur Gewinnung
der telemetrischen Daten.

3.2.1.1 KORPERTEMPERATUR

Abb. 36 zeigt den Verlauf der Kérpertemperatur der vier mit ODN 1668 stimulierten Ver-
suchsgruppen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen. Der Zeitpunkt der Injekti-
on (time Oh) wurde durch einen Pfeil gekennzeichnet und ein Zeitraum von zwei Stunden
vor der Injektion als Basalwert abgebildet. Die horizontalen dunklen Balken in den Teilab-
bildungen reprasentieren die Nachtphase. Die Temperatur wurde in Intervallen von funf Mi-
nuten aufgezeichnet und in Intervallen von 15 Minuten grafisch dargestellt.

Bei allen mit ODN 1668 behandelten Gruppen folgte nach der Injektion ein moderater An-
stieg der Korpertemperatur. Bei allen, aufler der systemisch (IP) mit der niedrie-
gen (1 mg/kg) Dosis behandelten Gruppe, wurde das Signifikanzniveau uUberschritten (Tab.
13). Ahnlich wie bei der Behandlung mit Imiquimod zeigten die lokal (SC) stimulierten Tie-
re eine starkere Fieberreaktion als die systemisch (IP) stimulierten, wobei ODN 1668 lo-
kal (SC) verabreicht, im Gegensatz zu Imiquimod sogar schon bei Gabe der niedrigen Do-
sis zu einem signifikanten Anstieg der Korpertemperatur fuhrte.

Die Kontrolltiere zeigten Uber den gesamten Beobachtungszeitraum den flir nachtaktive

Saugetiere typischen zirkadianen Temperaturrhythmus, bei welchem das Minimum wah-
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rend der Hell- und das Maximum wahrend der Dunkelphase zu messen ist. Bei den syste-
misch (IP) mit ODN 1668 behandelten Tieren stellte sich dieser Rhythmus wahrend der
ersten Nacht post injectionem wieder ein und war dann nicht mehr von dem der Kontroll-
tiere zu unterscheiden. Wahrend der Nachtphase kam es bei der systemisch (IP) mit der
hohen (5 mg/kg) Dosis behandelten Gruppe zu einem punktuellen Abfall der Korpertempe-
ratur, der mit einem gleichzeitigen Anstieg der Korpertemperatur der Kontrollgruppe zu-
sammenfiel, was zu einem der gemessenen Zeitpunkte zu einem signifikanten Unter-
schied zwischen beiden Gruppen flihrte. Bei den lokal (SC) mit ODN 1668 behandelten
Tieren kam es am Ende der Nachtphase noch einmal zu einem signifikanten Anstieg der
Korpertemperatur, verglichen mit der Kontrollgruppe. Wahrend des nachsten Tages glich
sich das Temperaturniveau der mit ODN 1668 stimulierten und der Kontrollgruppe jedoch

wieder vollstandig an.
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Gruppe Temperatur Signifikanter Schnittpunkt der
max. (° C) Zeitraum (min) Temperaturkurve mit der
Temperaturkurve der
Kontrollgruppe (in Stunden)
ODN 1665 1melke 353440,11  360; 450~ 660; 1140 13,5
ODN 1668, 1 mg/kg,
IP 3833+0,14 --- —
ODN 1668, 5 mg/kg, 30, 180— 570, 630 —
sC 3825005 oo 11401230 137
ODN 1668, Smg/ke, 39 16+0,15 210 390; 690 8

P

Tab. 13: Charakteristika der durch ODN 1668 induzierten Fieberreaktion.

3.2.1.2 MOTORISCHE AKTIVITAT

Die Analyse der motorischen Aktivitat zeigte in der Hellphase der lokal (SC) mit
ODN 1668 (1 mg/kg) stimulierten Gruppe und in der ersten Dunkelphase beider syste-
misch (IP) stimulierter Gruppen signifikante Unterschiede verglichen mit der jeweiligen
Kontrollgruppe (Abb. 37). In den anderen Zeitintervallen wurde kein signifikanter Unter-
schied zur Kontrollgruppe gemessen. Das physiologische Muster erhdhter Nachtaktivi-
tat (ca. 4000 bis 5000 Counts) und niedriger Tagesaktivitat (ca. 1000 bis 2000 Counts)
blieb bei allen Versuchsgruppen erhalten und wurde durch die Behandlung mit ODN 1668

somit nicht beeintrachtigt.
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Abb. 37: Kumulative Aktivitit nach lokaler (A,C) und systemischer (B,D) Stimulation
mit ODN 1668 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber
den Siulen zeigen statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den jewei-
ligen Gruppen im zu vergleichenden Zeitraum an. A und B zeigen die Reaktion auf
die niedrige (1 mg/kg), C und D auf die hohe (5 mg/kg) Dosis. ,,day 1/, night 1* re-
priisentiert den Injektionstag, ,,day 2/ ,,night 2 den darauffolgenden Tag.

3.2.1.3 FUTTER- UND WASSERAUFNAHME

Ahnlich wie nach der Behandlung mit Imiquimod zeigten die lokal (SC) oder syste-
misch (IP) mit ODN 1668 (5 mg/kg) behandelten Tiere am Injektionstag eine partielle
Anorexie, die zu signifikanten Unterschieden gegentber der jeweiligen Kontrollgruppe
fuhrte (Abb. 38). Bei den mit der niedrigen (1 mg/kg) ODN 1668 Dosis behandelten Grup-
pen blieb die Futteraufnahme unbeeintrachtigt. Die p- und F-Werte der jeweils signifikant
unterschiedlichen Gruppen sind in Tab. 14 zusammengestellt. Da die wahrend der Hell-
phase aufgenommene Futter- und Wassermengen sehr gering waren, wurde der Ver-
brauch Uber 24 Stunden dargestellt. Am folgenden Tag nahmen die Tiere aller Gruppen
wieder ahnliche Futtermengen von mindestens 16,9 g bis hochstens 18,7 g auf.

Zu einem signifikanten Abfall der Wasseraufnahme kam es bei der systemisch (IP) mit der
hohen (5 mg/kg) ODN 1668 Dosis behandelten Gruppe am Tag der Injektion (Abb. 39).
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Ansonsten kam es wahrend des gesamten Versuchsablaufs zu keinen signifikanten Ande-
rungen der Wasseraufnahme. Im Gegensatz zu Imiquimod verursachte ODN 1668 zumin-
dest unter bestimmten Bedingungen (hohe Dosis, systemische (IP) Gabe) eine moderate

Adipsie.

Abb. 38: Futteraufnahme nach lokaler (A,C) und systemischer (B,D) Stimulation mit
ODN 1668 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den
Sdiulen zeigen statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den jeweiligen
Gruppen am zu vergleichenden Tag an. A und B zeigen die Reaktion auf die niedri-
ge (1 mg/kg), C und D auf die hohe (5 mg/kg) Dosis. ,,day 1“ reprisentiert die ersten
24 Stunden post injectionem. ,,day 0“ die 24 Stunden vor der Injektion.
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Gruppe Futteraufnahme (g / 24h) F-Wert p-Wert
ODN 1668, SC, 5 mg/kg, day 1 13,404
20,892 0,001
Aqua ad injectionem, SC, day 1 17,8+0,9
ODN 1668, IP, 5 mg/kg, day 1 15,3+0,9
7,063 0,0209
Aqua ad injectionem, IP, day 1 18,7+ 0,9

Tab. 14: Signifikante Unterschiede in der Futteraufnahme nach lokaler (SC) und sys-
temischer (IP) Stimulation mit ODN 1668 (5 mg/kg) am Tag der Injektion im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe.

Abb. 39: Wasseraufnahme nach lokaler (4,C) und systemischer (B,D) Stimulation mit
ODN 1668 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den
Sdulen zeigen statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den jeweiligen
Gruppen am zu vergleichenden Tag an. A und B zeigen die Reaktion auf die niedri-
ge (1 mg/kg), C und D auf die hohe (5 mg/kg) Dosis. ,,day 1“ reprisentiert die ersten
24 Stunden post injectionem. ,,day 0 die 24 Stunden vor der Injektion.
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3.2.1.4 KORPERGEWICHT

Die sehr moderate Anorexie, die am Injektionstag nach lokaler (SC) oder systemischer (IP)
Stimulation mit der hohen ODN 1668 Dosis beobachtet wurde, wirkte sich nicht signifikant
auf die Korpergewichtsentwicklung der Tiere aus. Diese gestaltete sich in der mit
ODN 1668 behandelten Gruppe recht heterogen. So zeigten einzelne Gruppen am Tag vor
der Injektion unterschiedliche Gewichtszunahmen, so dass auf genauere Darstellung und

Analyse dieses Parameters verzichtet wurde.

3.2.2 MOLEKULARE UNTERSUCHUNGEN

Aufgrund der telemetrisch erhobenen Befunde wurden die nachfolgenden molekularen Un-
tersuchungen ausschlie3lich mit Probenmaterial von Ratten erhoben, die lokal (SC) oder
systemisch (IP) mit der hohen Dosis (5 mg/kg) ODN 1668 stimuliert wurden, und mit den

Daten entsprechender Kontrollgruppen verglichen.

3.2.2.1 EXPRESSIONSMUSTER VON INTERFERONEN IN LEBER UND MILZ AUF
MRNA-EBENE MITTELS RT-PCR

Im ersten Schritt der molekularen Untersuchungen wurde wiederum die Kapazitat des
TLR 9 Agonisten ODN 1668 zur Stimulation einer Expression von IFN in Leber und Milz
auf mMRNA-Ebene analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 40 und Abb. 41 zusammenge-

fasst.

LEBER (ABB. 40)

Ahnlich wie nach Stimulation mit Imiquimod, kam es nach lokaler (SC) oder systemi-
scher (IP) Injektion in der Leber zu keinem signifikanten Anstieg der Expression von IFNa
und IFNB. Lediglich sechs Stunden nach lokaler (SC), nicht aber nach systemischer (IP)
Stimulation mit ODN 1668 kam es zu einer leichten, aber signifikanten Erhéhung der IFNy
Expression, die aber im Vergleich zur Stimulation mit Imiquimod sehr moderat aus-
fiel (ca. 10-facher vs. 2000-facher Anstieg; siehe Abb. 22).

MILZ (ABB. 41)

In der Milz stellte sich die IFNa Expression nach lokaler (SC) und systemischer (IP) Appli-
kation von ODN 1668 signifikant ,downreguliert® gegenuber der Kontrollgruppe dar. Aller-

dings Uberschritt der sechs Stunden Wert nach systemischer (IP) Injektion das Signifikanz-
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niveau nicht. Die IFNB Expression war tendenziell ebenfalls ,downreguliert® Uberschritt je-

doch zu keinem der gemessen Zeitpunkte das Signifikanzniveau.

Abb. 40: Relative Interferonexpression in der Leber nach lokaler (A,C,E) und syste-
mischer (B,D,F) Stimulation mit ODN 1668 (5 mg/kg) im Vergleich zur Kontrollgrup-
pe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siiulen zeigen statistisch signifikante Un-

terschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt
an.
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Abb. 41: Relative Interferonexpression in der Milz nach lokaler (A,C,E) und systemi-
scher (B,D,F) Stimulation mit ODN 1668 (5 mg/kg) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Unterschiedliche Buchstaben iiber den Sdulen zeigen statistisch signifikante Unter-
schiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt an.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der TLR 9 Agonist ODN 1668 im Gegensatz

zum TLR 7 Agonisten Imiquimod in den peripheren Organen Leber und Milz keine starke
Kapazitat zur Induktion von IFNy aufwies.
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3.2.2.2 ZYTOKIN GEHALT IN PLASMA- UND LAVAGEPROBEN

Analog zu den mit Imiquimod durchgefiihrten Experimenten sollte untersucht werden, ob
ODN 1668 (5 mg/kg) nach lokaler (SC) oder systemischer (IP) Applikation in der Lage ist,
in Plasma- und Lavageproben eine Erhdhung proinflammatorischer Zytokine zu induzie-
ren. Dazu wurden Ratten lokal (SC) oder systemisch (IP) mit ODN 1668 stimuliert und

Plasma und / oder Lavageproben nach zwei oder sechs Stunden gewonnen.

IL-6 (ABB. 42)

Nach systemischer (IP) oder lokaler (SC) Stimulation mit der hohen (5 mg/kg) ODN 1668
Dosis stiegen die IL-6 Werte in Plasma und Lavage nach zwei und sechs Stunden signifi-
kant gegenuber der Kontrollgruppe an. Dieser Anstieg an IL-6 fiel im Vergleich zu den mit

Imiquimod erhobenen Daten sogar starker aus.

Abb. 42: IL-6 Gehalt in Blutplasma und Lavagefliissigkeit nach lokaler (A) und syste-
mischer (B) Stimulation mit ODN 1668 (5 mg/kg) im Vergleich zur jeweiligen Kon-
trollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siulen zeigen statistisch signifi-
kante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersuchungs-
zeitpunkt an. Aufgrund der hohen Streuung der Werte wurde die IL-6 Konzentration
in beiden Teilabbildungen logarithmisch dargestellt.

TNFa (ABB. 43)

Nach lokaler (SC) Stimulation mit der hohen (5 mg/kg) ODN 1668 Dosis kam es in der La-
vageflussigkeit nach zwei und sechs Stunden zu einem moderaten Anstieg der TNFa Kon-
zentration, die zum ersten gemessen Zeitpunkt signifikant erhdht gegenuber der Kontroll-

gruppe war. Nach sechs Stunden war in der Lavageflissigkeit der Kontrollgruppe kein
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TNFa mehr zu detektieren. Zu einem Auftreten von TNFa im Blutplasma der lokal (SC) sti-
mulierten Gruppe kam es weder nach zwei noch nach sechs Stunden. Bei der syste-
misch (IP) stimulierten Gruppe stiegen nach zwei Stunden die TNFa Konzentration im
Plasma leicht an. Sechs Stunden nach Stimulation war kein TNFa mehr zu detektieren.

Bei der Kontrollgruppe war zu keinem Zeitpunkt TNFa im Blut detektierbar.

Abb. 43: TNFa Gehalt in Blutplasma und Lavagefliissigkeit nach lokaler (A) und sys-
temischer (B) Stimulation mit ODN 1668 (5 mg/kg) im Vergleich zur jeweiligen Kon-
troligruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siulen zeigen statistisch signifi-
kante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersuchungs-
zeitpunkt an. Die Abkiirzung n.d. steht fiir ,,nicht detektierbar“. Aufgrund der hohen
Streuung der Werte wurde die TNFa Konzentration in beiden Teilabbildungen loga-
rithmisch dargestellt.

IFNy (ABB. 44)

Weder nach lokaler (SC) noch nach systemischer (IP) Applikation von
ODN 1668 (5 mg/kg) kam es zu seinem signifikanten Anstieg der IFNy Konzentration in
Blutplasma oder Lavageflussigkeit.
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Abb. 44: IFNy Gehalt in Blutplasma und Lavagefliissigkeit nach lokaler (A) und sys-
temischer (B) Stimulation mit ODN 1668 (5 mg/kg) im Vergleich zur jeweiligen Kon-
trollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siulen zeigen statistisch signifi-
kante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersuchungs-
zeitpunkt an.

3.2.2.3 EXPRESSIONSMUSTER RELEVANTER INFLAMMATORISCHER
SIGNALMOLEKULE IM HYPOTHALAMUS AUF mRNA-EBENE MITTELS
RT-PCR

Im nachsten Schritt sollte die Produktion von mRNA derselben flur die Entzlindung relevan-
ter Signalmolekile mittels quantitativer real-time PCR untersucht werden, die bereits bei
den mit Imiquimod behandelten Tieren analysiert wurden. Dazu wurde das in Kap. 2.3.2
gewonnene Gewebe verwendet und nach dem in Kap. 2.3.3.3 beschrieben Protokoll wei-
terbearbeitet. Betrachtet wurden jeweils der zwei und sechs Stunden Zeitpunkt nach loka-
ler (SC) oder systemischer (IP) Stimulation mit ODN 1668 (5 mg/kg), im Vergleich zur je-

weiligen Kontrollgruppe.

TRANSKRIPTIONSFAKTOREN (ABB. 45):

Die Expressionsmuster der jeweiligen Marker der Expression der untersuchten Transkripti-
onsfaktoren stellte sich im Hypothalamus fur TLR 7 und TLR 9 Agonisten ahnlich dar. Le-
diglich fur SOCS3 kam es nach Stimulation mit ODN 1668 zu einem signifikanten Expres-
sionsanstieg, der jedoch starker ausfiel, als nach Behandlung mit Imiquimod, was zu den
héheren zirkulierenden IL-6 Spiegeln nach TLR 9 Stimulation passte.

Die SOCS3 Expression zeigte zu beiden Zeitpunkten nach systemischer (IP) Injektion

einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Nach lokaler (SC) Injektion zeigte sich
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prinzipiell ein ahnliches Expressionsmuster, das Signifikanzniveau wurde jedoch lediglich
zum zwei Stunden Zeitpunkt Uberschritten. Fur die Expression von NF-IL6 ergab sich zwei
Stunden nach lokaler (SC) Injektion von ODN 1668 sogar eine signifikante Abschwachung

im Hypothalamus.

ZYTOKINE (ABB. 46 - ABB. 47):

Im Hypothalamus kam es sechs Stunden nach lokaler (SC) oder systemischer (IP) Injekti-
on von ODN 1668 zu einer signifikanten Reduktion der IFNa Expression. Sechs Stunden
nach lokaler (SC) Applikation war bei der Kontrollgruppe auf mRNA Ebene im Hypothala-
mus kein IFNy zu detektieren.

Die hypothalamische TNFa und IL-1 Expressionen stellten sich zwei und sechs Stunden
nach systemischer (IP) Injektion im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht dar,
wahrend dies flur IL-6 nur tendenziell der Fall war. Die Expression von TNFa, IL-1 und IL-6
zeigte nach lokaler (SC) Injektion im Ansatz das gleiche Muster wie nach systemi-
scher (IP), Uberschritt jedoch zu keinem Zeitpunkt und fir keines der Zytokine das Signifi-

kanzniveau.

SCHLUSSELENZYME DER PROSTAGLANDINSYNTHESE (ABB. 48):

Zu einer signifikanten Erhéhung der COX 2 Expression kam es sechs Stunden nach loka-
ler (SC) Injektion von ODN 1668. Dies entsprach etwa dem mit Imiquimod erzielten Effekt.
Sechs Stunden nach Injektion war die mMPGES Expression sowohl bei den lokal (SC) als
auch bei den systemisch (IP) behandelten Tieren signifikant gegenuber der Kontrollgruppe
erhoht. Die Steigerung der mPGES fiel nach Gabe von ODN 1668 bei beiden Applikations-

arten sogar deutlich starker aus als nach Injektion von Imiquimod.
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Abb. 45: Relative Expression von Transkriptionsfaktoren im Hypothalamus nach lo-
kaler (A,C,E) und systemischer (B,D,F) Stimulation mit ODN 1668 (5 mg/kg) im Ver-
gleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siulen

zeigen statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum je-
weiligen Untersuchungszeitpunkt an.
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Abb. 46: Relative Interferonexpression in Hypothalamus nach lokaler (A,C,E) und
systemischer (B,D,F) Stimulation mit ODN 1668 (5 mg/kg) im Vergleich zur jeweili-
gen Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siiulen zeigen statistisch
signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersu-
chungszeitpunkt an. Die Abkiirzung n.d. steht fiir ,,nicht detektierbar*.
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Abb. 47: Relative Zytokinexpression im Hypothalamus nach lokaler (A,C,E) und sys-
temischer (B,D,F) Stimulation mit ODN 1668 (5 mg/kg) im Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siulen zeigen statistisch si-

gnifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersu-
chungszeitpunkt an.
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Abb. 48: Relative Expression der Schliisselenzyme fiir die Prostaglandinsynthese im
Hypothalamus nach lokaler (A,C) und systemischer (B,D) Stimulation mit
ODN 1668 (5 mg/kg) im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Unterschiedliche
Buchstaben iiber den Sdiulen zeigen statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05)
zwischen den Gruppen zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt an.

3.2.2.4 EXPRESSIONSMUSTER RELEVANTER INFLAMMATORISCHER
TRANSKRIPTIONSFAKTOREN AUF PROTEINEBENE MITTELS
IMMUNHISTOCHEMIE

Mittels indirekter Immunfluoreszenz sollte ermittelt werden, ob die durch ODN 1668 ausge-
|6sten Krankheitssymptome sich ebenfalls in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im
Hypothalamus in Form einer nuklearen Translokation von NF-kB, STAT3, und NF-IL6 wi-
derspiegelten.

Analog zum Abschnitt 3.1 (,Imiquimod Teil“) der Arbeit wurde die Aktivierung der drei Tran-
skriptionsfaktoren in den CVOs, OVLT und AP sowie dem Cortex, zwei und sechs Stunden
nach lokaler (SC) oder systemischer (IP) Injektion von ODN 1668 bzw. dem L&sungsmittel

Aqua ad injectionem untersucht. Zur Phanotypisierung von Endothelzellen, welche eine
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Translokation des Transkriptionsfaktors aus dem Zytoplasma in den Nukleus bzw. im Fall
von NF-kB in die perinukledre Region zeigten, wurden Bilder durch Uberlagerung von Ein-
zelabbildungen erzeugt. So konnte die Kolokalisation von Signal (Transkriptionsfaktor),

Zellkern (Kernfarbung) und Zelltyp (vW positive Endothelzelle) belegt werden.

NF-kB (ABB. 49)

Dargestellt ist die NF-kB Aktivierung in Endothelzellen des Cortex, im OVLT und in der AP
nach lokaler (SC) Injektion von ODN 1668 (5 mg/kg) verglichen mit der Injektion von Aqua
ad injectionem zum zwei Stunden Zeitpunkt. Nach systemischer (IP) Injektion ergab sich
ein vergleichbares Bild.

In allen untersuchten Hirngregionen lassen sich bei den mit ODN 1668 behandelten Tieren
vereinzelt Endothelzellen nachweisen, die eine nukleare oder perinukleare Immunreaktivi-
tat von NF-kB aufweisen. Sechs Stunden nach Injektion stellte sich ein ahnliches Bild mit
vereinzelt NF-kB positiven Zellen dar. Bei den mit der Kontrollldsung behandelten Tieren
waren keine nuklearen aber selten perinukleare NF-kB Signale zu detektieren. Der Ein-
fluss von ODN 1668 auf die NF-kB Aktivierung nach lokaler (SC) oder systemischer (IP)

Injektion sollte demnach als gering eingestuft werden.

STAT3 (ABB. 50)

In OVLT, AP und Cortex der mit ODN 1668 (5 mg/kg) stimulierten Tiere waren, unabhangig
von der Applikationsart, zum zwei und sechs Stunden Zeitpunkt einzelne Endothelzellen
mit aktiviertem STAT3 in den Zellkernen zu detektieren. Dargestellt ist der zwei Stunden
Zeitpunkt nach lokaler (SC) oder systemischer (IP) Injektion verglichen mit der Kontroll-
gruppe nach lokaler (SC) Injektion von Aqua ad injectionem. Aufgrund der vergleichswiese
geringen Anzahl aktivierter Zellen wurde auf die quantifizierende Bewertung zwischen lo-
kaler (SC) und systemischer (IP) Injektion verzichtet. Jedoch stellte sich die nukleére
STAT3 Immunreaktivitat nach Gabe von ODN 1668 insgesamt etwas starker dar, als nach
Stimulation mit Imiquimod was wiederum im Einklang mit den héheren IL-6 Spiegeln im
Blut dieser Tiere stand. Bei den lokal (SC) oder systemisch (IP) mit Aqua ad injectionem

behandelten Tieren war keine STAT3 Aktivierung zu detektieren.

NF-IL6 (ABB. 51)

Nach Stimulation mit ODN 1668 zeigte sich eine Translokation von NF-IL6 Molekullen in

Zellkerne, die je nach Applikationsart und untersuchtem CVO unterschiedlich stark ausge-
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pragt war. Vor allem im OVLT kam es nach lokaler (SC) Applikation zu einer Zunahme
NF-IL6 positiver Zellen. In Cortex und AP fanden sich sowohl nach lokaler (SC), als auch
nach systemischer (IP) Injektion einzelne aktivierte Endothelzellen. Im Unterschied zur Be-
handlung mit Imiquimod fiel die NF-IL6 Aktivierung nach Stimulation mit ODN 1668 eher
moderat aus. Dargestellt ist der sechs Stunden Zeitpunkt nach lokaler (SC) und systemi-
scher (IP) Injektion von ODN 1668, verglichen mit der Kontrollgruppe nach lokaler (SC) In-

jektion von Aqua ad injectionem.
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Abb. 49: (Peri-)Nukleire Immunreaktivitit von NF-kB in Cortex (A,B), OVLT (C,D)
und AP (E,F) zwei Stunden nach lokaler (SC) Stimulation mit ODN 1668 (5 mg/kg)
oder dem Losungsmittel Aqua ad injectionem. Die Kontrollgruppe zeigte keine nukle-
dre jedoch selten eine perinukleire NF-kB Akkumulation. Die Teilabbildungen a - f
sind stirker vergroferte Fotografien der gekennzeichneten Areale aus A - F. Der
Eichbalken in A entspricht in A und B 50 um, in C- F 100 um und in a - f 20 um.
Ausgefiillte Pfeilkopfe weisen auf NF-kB positive, offene Pfeilkopfe auf NF-kB nega-
tive Endothelzellen. Farbkomponenten: mit DAPI angefirbte Zellkerne (blau),

NF-kB Signale (rot), Zellmarker fiir Endothelzellen ,,von-Willebrand-Faktor* (griin).
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Abb. 50: Nukleire Immunreaktivitiit von STAT3 in Cortex (A - C), OVLT (D - F) und
AP (G - 1) zwei Stunden nach lokaler (§C) und systemischer (IP) Stimulation mit
ODN 1668 (5 mg/kg) oder dem Liosungsmittel Aqua ad injectionem. Die Kontrollgrup-
pe zeigte keine nukleiire STAT3 Translokation. Die Teilabbildungen a - i sind stiirker
vergrofierte Fotografien der gekennzeichneten Areale aus A - 1. Der Eichbalken in D
entsprichtin A - C 50 um, in D - I 100 um und in a - i 20 um. Ausgefiillte Pfeilkopfe
weisen auf STAT3 positive, offene Pfeilkopfe auf STAT3 negative Endothelzellen.
Farbkomponenten: mit DAPI angefirbte Zellkerne (blau), STAT3 Signale (rot), Zell-
marker fiir Endothelzellen ,,von-Willebrand-Faktor* (griin).
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Abb. 51: Nukleire Immunreaktivitit von NF-IL6 in Cortex (A - C), OVLT (D - F)
und AP (G - I) sechs Stunden nach lokaler (§C) und systemischer (IP) Stimulation
mit ODN 1668 (5 mg/kg) oder dem Lisungsmittel Aqua ad injectionem. Die Kontroll-
gruppe zeigte keine nukleiire NF-IL6 Translokation. Die Teilabbildungen a - i sind
stirker vergrofierte Fotografien der gekennzeichneten Areale aus A - 1. Der Eichbal-
ken in A entspricht in A - C 50 um, in D - I 100 um und in a - i 20 um. Ausgefiillte
Pfeilkopfe weisen auf NF-IL6 positive, offene Pfeilkopfe auf NF-IL6 negative Endo-
thelzellen. Farbkomponenten: mit DAPI angefiirbte Zellkerne (blau), STAT3 Signa-
le (rov), Zellmarker fiir Endothelzellen ,,von-Willebrand-Faktor“ (griin).

3.3 ZUSAMMENFASSENDE BETRACHTUNG DER ENDOSOMALEN
TLR 7 UND 9 AGONISTEN UND IHRER WIRKUNG

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bei physiologischen und molekularen Reak-
tionen der lokal (SC) oder systemisch (IP) behandelten Ratten starke Parallelen (z.B. star-
kere lokale als systemische Wirkung), aber auch einige Unterschiede (z.B. Starke der IFN
Expression oder der STAT3 / NF-IL6 Aktivierung) zwischen einer TLR 7 und TLR 9 Stimu-

lation aufgezeigt wurden, deren mdgliche Ursachen im Folgenden diskutiert werden.
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4 DISKUSSION

4.1 ZENTRALNERVOS KONTROLLIERTE KRANKHEITSSYMPTOME
NACH LOKALER (SC) ODER SYSTEMISCHER (IP) STIMULATION
MIT ENDOSOMALEN TLR AGONISTEN

Die endosomalen TLR Agonisten Imiquimod (TLR 7) und ODN 1668 (TLR 9) verursachten
nach Anwendung an Ratten dosisabhangig zwei der charakteristischen zentralnervos kon-
trollierten Krankheitssymptome, Fieber und Anorexie, welche sich abhangig von der Appli-
kationsart und der verwendeten Substanz, unterschieden. Verglichen mit anderen TLR
Agonisten (LPS, MALP-2, FSL-1, Poly I:C), welche diesbezuglich im Mikrogramm Bereich
(ug/kg) eingesetzt untersucht wurden, waren die auf Ebene der Krankheitssymptome indu-
zierten Effekte moderat, obwohl beide hier vorgestellten Substanzen im Milligramm Be-
reich (mg/kg) appliziert werden mussten, um die genannten Effekte zu erzielen. Die Gabe
einer vergleichbaren Menge LPS fuhrt bei Ratten zu einem septischen Schockzustand, der
zumindest in der Anfangsphase von Hypothermie (Tollner et al., 2000) begleitet ist und
Futter- und Wasseraufnahme zeitweise komplett unterdrtickt.

Erstmals konnten wir beobachten, dass durch lokale (SC) Injektion eines TLR Agonisten
ein starkerer Effekt auf die zentralnervos kontrollierten Komponenten der APR ausgeldst
wurde, als durch die systemische (IP) Applikation. Da bisher alle diesbezuglich untersuch-
ten Substanzen nach lokaler (SC) Applikation einen wesentlich geringeren oder keinen Ef-
fekt auf die Korpertemperatur und das ,sickness behaviour” hatten (siehe Tab. 15) ging
man davon aus, dass eine Pyrogeninjektion in ein subkutanes Kompartiment generell ge-
ringere Effekte auslost als die systemische Injektion. Dieses Phanomen steht in Zusam-
menhang damit, dass nach systemischer (IP) Gabe von LPS, MALP-2 oder Poly I:C we-
sentlich hohere Konzentrationen an proinflammatorischen Zytokinen im Blut auftreten, als
nach lokaler (SC) Applikation, und dass fur beide Applikationswege offensichtlich unter-
schiedliche Signalwege zur Induktion von Fieber oder Anorexie aktiviert werden (Hubschle
et al., 2006; Knorr et al., 2008, 2010; Rummel et al., 2004; Voss et al., 2006). Die hier vor-
gestellten Ergebnisse demonstrieren somit:

1. Dass TLR 7 und 9 in der Subkutis exprimiert werden, was nicht fur alle TLRs der
Fall ist. So fuhrte der TLR 3 Agonist, Poly I:C, nach Injektion in eine subkutan im-
plantierte Kammer weder zu einer Fieberreaktion noch zu lokaler Zytokinbildung.
Nach systemischer (IP) Injektion war Poly I:C allerdings sehr wohl in der Lage, zen-

tralnervos kontrollierte Krankheitssymptome von betrachtlicher Intensitat zu induzie-
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ren (Voss et al., 2006). Dies lasst den Schluss zu, dass TLR 3 in der Subkutis nicht
exprimiert wird oder Poly |:C in diesem Kompartiment seinen Rezeptor nicht in aus-
reichender Konzentration erreichen kann. Die ebenfalls in endosomalen Komparti-
menten lokalisierten TLRs 7 und 9 scheinen dagegen im Bereich der Subcutis ex-
primiert und von den in den ,airpouch® injizierten Liganden Imiquimod und
ODN 1668 erreicht zu werden. Als zellulare Ziele fur Agonisten der TLRs 7 und 9
wurden in erster Linie Makrophagen und dendritische Zellen identifiziert (Blasius &
Beutler, 2010). Letztere sind im subkutanen Raum in hoher Dichte vorzufinden, wo

sie unter anderem wichtige Beitrage zur Antigenprasentation leisten.

2. Dass es sich bei Imiquimod und ODN 1668 um die ersten diesbeztiglich untersuch-
ten PAMPs handelt, die in der Lage sind, von einem lokalen Entzindungsort aus
starkere zentralnervos kontrollierte Krankheitssymptome hervorzurufen, als nach
systemischer (IP) Applikation. Die Grinde hierfur sind in der speziellen Kombination
peripherer und zentral induzierter Mediatoren zu suchen, die wir im Rahmen unse-

rer Untersuchung nachweisen konnten.

TLR Agonist Systemische Reaktion Lokale Reaktion Septischer Schock
LPS (TLR 4) +++ ++ +++
MALP-2 (TLR 2/6) ++ ++ +
FSL-1 (TLR 2/6) ++ nicht untersucht +/-

POLY I:C (TLR 3) ++ - -
Imiquimod (TLR 7) + ++ -
ODN 1668 (TLR 9) + ++ -

Tab. 15: Semiquantitative Auswertung der Kapazitiit verschiedener in unserer Arbeits-
gruppe getesteter TLR Agonisten, eine systemische oder lokale inflammatorische Re-
aktion hervorzurufen bzw. einen septischen Schockzustand auszulisen.

1V136, ein TLR 7 Agonist, wie das von uns getestete Imiquimod, I6ste nach intranasaler

Applikation bei Mausen eine Hypothermie und Anorexie aus (Hayashi et al., 2008). In einer
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weiteren an Mausen durchgefuhrten experimentellen Studie (Kozak et al., 2006) wurde die
Fahigkeit von CpG DNA zur Fieberinduktion dokumentiert. Unsere mit Ratten durchgefluhr-
ten Untersuchungen lassen sich bezuglich der physiologischen Daten wie folgt zusam-
menfassen:

Am Injektionstag verursachten Imiquimod und ODN 1668 in der hohen Dosie-
rung (5 mg/kg) eine signifikante Erhdhung der Korpertemperatur und eine partielle Anore-
xie (Imiquimod und ODN 1668) bzw. eine partielle Adipsie (ODN 1668 nach IP Injektion).
In der niedrigen Dosierung (1 mg/kg) war lediglich nach Stimulation mit ODN 1668 bei lo-
kaler (SC) Applikation eine signifikant erhdhte Korpertemperatur zu verzeichnen. Bei den
anderen Versuchsgruppen war dagegen nur eine Tendenz zur Erhéhung der Korpertempe-
ratur erkennbar. Die Futter- und Wasseraufnahme blieb durch die Injektion der niedrigen
Dosis beider TLR Agonisten unbeeinflusst.

Der unterschiedliche Einfluss der beiden TLR Agonisten auf Hunger- bzw. Durstgefuhl ist
besonders bemerkenswert, da beide TLRs auf Endosomen exprimiert werden und beide
die gleichen Moleklle zur Signaltransduktion rekrutieren (siehe Kap. 1.1.4).

Die hypothalamischen Kerngebiete, welche flr die Regulation der Futter- bzw. Wasserauf-
nahme zustandig sind, konnen zum Beispiel nach Stimulation mit Imiquimod oder
ODN 1668 unterschiedlich stark angesprochen werden. Dies konnte damit zu tun haben,
dass die von Adipsie begleitete systemische (IP) Injektion von ODN 1668 im Vergleich zu
Imiquimod zu einem deutlich héheren IL-6-Spiegel im Blutplasma flhrte. Fir IL-6 wurde
wiederum in friheren Studien gezeigt, dass es besonders stark am Subfornikalen Or-
gan (Harre et al., 2003) und dem hypothalamischen Nucleus Supraopticus (Rummel et al.,
2004) zellular wirksam ist. Beide Gehirnareale spielen eine besonders wichtige Rolle fur
die Homdostase des Flussigkeitshaushalts (McKinley et al., 2003). Um dies zu beweisen,
mussten jedoch weitere detaillierte Untersuchungen dieser ZNS Strukturen unter dem Ein-
fluss einer Stimulation mit TLR 7 und 9 Agonisten durchgefuhrt werden.

Bekanntermalien ist eine von Fieber begleitete inflammatorische Reaktion ebenfalls durch
verminderte Aktivitat (Lethargie) gekennzeichnet (Bluthé et al., 1992; Harden et al., 2006;
Hubschle et al., 2006; Kent et al., 1992). In unserem Fall trat die erhdhte Korpertemeratur
infolge von Imiquimod und ODN 1668 Applikation in der ersten Lichtphase unmittelbar
nach der Injektion auf. Interessanterweise konnte lediglich nach lokaler (SC) Injektion von
Imiquimod (hohe Dosis) und ODN 1668 (niedrige Dosis) in dieser Lichtphase ein signifi-
kanter Unterschied in der motorischen Aktivitat zwischen fiebernden Tieren und den Tieren
der Kontrollgruppen festgestellt werden. Bei allen mit Pyrogen behandelten Tieren war der

physiologische Rhythmus vermehrter Aktivitat wahrend der Dunkelphase und verminderter
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Aktivitat wahrend der Hellphase erhalten. Vergleicht man die Aktivitatswerte der fiebernden
Tiere mit den Aufzeichnungen der vorangegangenen und der folgenden Tage, stellt sich fur
jeweils die selbe Gruppe die kumulative Aktivitat als dausserst homogen dar und es kam zu
keiner detektierbaren Lethargie wahrend der ersten Hell- bzw. Dunkelphase nach der In-
jektion. Es kann also festgestellt werden, das weder Imiquimod noch ODN 1668 nach lo-
kaler (SC) oder systemischer (IP) Injektion zu verminderter Aktivitat fUhren, wenn man die
Aktivitat der jeweiligen Tiergruppen an den Tagen vor der Stimulation zum Vergleich her-
anzieht.

Da ein wichtiger Aspekt der hier vorgelegten Studie die Charakterisierung potentieller Ne-
benwirkungen therapeutisch einsetzbarer endosomaler TLR Agonisten auf den Saugetier-
organismus ist, soll bereits an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass durch Imi-
quimod und ODN 1668 ein bemerkenswert geringes Mal} zentralnervés kontrollierter
Krankheitssymptome ausgelost wurde, obwohl beide Substanzen in vergleichsweise ho-

hen Dosierungen getestet wurden.

4.2 PERIPHERE ZYTOKININDUKTION NACH LOKALER (SC) ODER
SYSTEMISCHER (IP) STIMULATION MIT ENDOSOMALEN
TLR AGONISTEN

Endosomale TLR Agonisten fuhren Uber Bindung an ihren Rezeptor zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren und letztlich zur Produktion von Typ | IFN (IFNa und IFNB) (O’Brien
et al., 2010; Rajagopal et al., 2010). Nach topischer Behandlung mit Imiquimod haltiger
Creme wurde jedoch auch die vermehrte Expression von Typ Il IFN (IFNy) in Mammatu-
moren beschrieben (Lu et al., 2009). Unsere Messung der IFN Expression in den periphe-
ren Organen Leber und Milz ergab bei den mit Imiquimod behandelten Ratten eine massi-
ve Erhéhung der IFN Expression in der Milz nach lokaler (SC) Injektion in den airpouch.
Bei den mit ODN 1668 behandelten Tieren war die Erhdhung der IFN Expression in den
peripheren Organen deutlich schwacher ausgepragt oder sogar nicht signifikant gegen-
Uber der Kontrollgruppe. Eine mogliche Erklarung hierfir ist der Ubertritt des relativ kleinen
Imiquimod Molekils in den Blutkreislauf und sein Transport in die Milz. Dies hatte aller-
dings auch fur das in die Bauchhohle injizierte Imiquimod zutreffen kdnnen. Moglicherwei-
se wurde die Substanz in der Bauchhodhle in groRerem Umfang durch peritoneale Makro-
phagen aufgenommen.

Fir das vergleichsweise groRere ODN 1668 Molekil kénnte sich der Ubertritt aus der sub-

kutanen Luftblase in die Zirkulation schwieriger gestaltet haben, was die niedrigere INF
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Expression in der Milz verursacht haben konnte. Ausserdem ist nicht bekannt, ob sich die
Dichte an TLR 7 bzw. TLR 9 Rezeptoren in den untersuchten Organen deutlich unterschei-
det. Die prominente Erhdohung der IFNy Expression korreliert mit der Tatsache, dass
Typ Il IFN proinflammatorische und pyrogene Eigenschaften zugeschrieben werden (Chen
& Ivashkiv, 2010; Kluger, 1991; Morimoto et al., 1987), und wir nach Injektion von Imiqui-
mod ein leichtes Fieber beobachten konnten. Dagegen werden IFNa antipyretische Eigen-
schaften zugesprochen, wie durch eine Studie an Frettchen demonstriert werden konnte.
Hier flhrte die intranasale Applikation von IFNa zu einer kompletten Unterdriickung des In-
fektionsbegleitenden Fiebers im Rahmen einer artifiziell induzierten Influenza Infektion
(Kugel et al., 2009).

Im nachsten Schritt gelang uns der Nachweis einer signifikanten Menge immunreaktiven
IFNy in der Lavageflussigkeit und im Blutplasma von mit Imiquimod behandelten Ratten.
Nach der Injektion von ODN 1668 kam es lediglich zu einem tendenziellen, nicht signifi-
kanten Anstieg der IFNy Konzentration. Als potentieller humoraler Botenstoff, der zur In-
duktion von zentralnervos kontrollierten Krankheitssymptomen beitragen konnte, kommt
IFNy daher in erster Linie fur die Versuche mit dem TLR 7 Agonisten Imiquimod in Frage.
Zur Klarung dieser Frage konnten Untersuchungen beitragen, in denen Versuchstiere zu-
satzlich zu Imiquimod mit einem spezifischen IFNy Antiserum behandelt werden.

Weiterhin wurden die Entzindungsmediatoren IL-6 und TNFa in Blutplasma und Lavage-
flussigkeit nach Stimulation mit endosomalen TLR Agonisten gemessen, welche eine wich-
tige Rolle bei der Signalvermittlung lokaler und systemischer Entzindungsprozesse zum
Gehirn spielen (Conti et al., 2004; Kluger, 1991; Roth & DeSouza, 2001). Das Ausmal} der
Zytokinbildung nach Applikation der beiden Pyrogene stimmte mit dem durch die telemetri-
schen Untersuchungen entstandenen Bild weitgehend uberein. Verglichen mit anderen
TLR Agonisten (Hubschle et al., 2006; Miller et al., 1997; Roth et al., 2004), welche eben-
falls ein hdheres Fieber induzierten, fiel die Induktion proinflammatorischer Zytokine ver-
gleichsweise moderat aus. Die in einer friheren Studie getesteten TLR Agonisten MALP -2
und FSL-1 fuhrten bereits in deutlich geringeren Dosierungen zu einer etwa zehnfach star-
keren Induktion von TNFa und IL-6. Des Weiteren wurden durch beide Substanzen nach
systemischer (IP) Injektion signifikant hohere Zytokinwerte verursacht, als durch loka-
le (SC) Applikation (Knorr et al., 2008). Noch gravierender stellt sich der Unterschied zwi-
schen den hier eingesetzten Substanzen und dem TLR 4 Agonisten LPS dar. Die lokale

und systemische Zytokininduktion nach entsprechender Stimulation mit LPS ist nochmals
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mindestens um den Faktor Zehn hoher als nach lokaler (SC) oder systemischer (IP) Appli-
kation von MALP-2 oder FSL-1 (Ross et al., 2000; 2003; Rummel et al., 2004).

Die von uns detektierten, relativ geringen, Zytokinwerte passen gut zu den milden Sympto-
men der durch Imiquimod und ODN 1668 ausgeldsten Entziindungsreaktion. Nach loka-
ler (SC) Injektion der endosomalen TLR Agonisten waren IL-6, TNFa und IFNy teilweise im
Blutplasma nachzuweisen (siehe Tab. 16). Wir gehen davon aus, dass in diesen Fallen ein
Ubertritt der Zytokine in den Blutkreislauf stattgefunden hat. Dies stimmt mit Untersuchun-
gen Uberein, in welchen ein Ubertritt von endogenen Pyrogenen aus einem lokalen Kom-
partiment nach SC Injektion von LPS festgestellt wurde (Miller et al., 1997; Ross et al.,
2003; Roth et al., 2000). Speziell im Fall der lokalen (SC) Injektion von Imiquimod k&nnen
wir jedoch nicht ausschlie®en, dass der TLR 7 Agonist selbst in signifikanter Menge ins
Blut gelangte und auch andere Organe, z.B. die Milz, zur Bildung von Zytokinen angeregt
hat.

Imiquimod ODN 1668
IL-6 + +
TNFa + -
IFNy + -

Tab. 16: Qualitative Bewertung des Auftretens von Zytokinen in der Zirkulation nach
lokaler (SC) Injektion endosomaler TLR Agonisten.

Trotz der relativ geringen Menge klassischer Zytokine in der Zirkulation, kann die Beteili-
gung dieser an der Induktion der Fieberreaktion und des ,sickness behaviour” nach Stimu-
lation mit endosomalen TLR Agonisten nicht ausgeschlossen werden, da sie auch im loka-
len Entzindungsgebiet gegenlber den Kontrollgruppen signifikant erhdht waren (siehe

Kap. 1.2.2). Allerdings scheinen sie hier eine untergeordnete Rolle zu spielen.

4.3 EFFEKTE ENDOSOMALER TLR AGONISTEN AUF DAS
GEHIRN (CVOs / HYPOTHALAMUS)

Anhand der direkten Reaktivitat von neuroglialen Zellen des OVLT (Ott et al., 2010) und
AP (Wuchert et al., 2008) auf LPS mit einem intrazellularen Anstieg der Calcium lonen

Konzentration in bestimmten Zellpopulationen konnten wir in friheren Studien die funktio-
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nelle Aktivierung des TLR 4 in diesen Gehirnstrukturen nachweisen. Auch die Existenz von
TLR 7 und 9 in Mikrogliazellen und Astrozyten des Gehirns wurde inzwischen nachgewie-
sen und eine Beteiligung dieser Rezeptoren an angeborenen Immunreaktionen innerhalb
des ZNS beschrieben (Butchi et al., 2010).

Dennoch scheint es fraglich, ob die von uns eingesetzten TLR Agonisten Imiquimod bzw.
ODN 1668 direkte Effekte auf zellularer Ebene im Bereich des Hypothalamus entfalten
konnten, da wir dort im Rahmen unserer Messungen (im Gegensatz z.B. zur Milz) keinen
signifikanten Anstieg der IFN Expression nachweisen konnten.

Wahrscheinlicher ist, dass die in der Peripherie gebildeten proinflammatorischen Zytokine
(TNF, IL-6, IFNy und andere) im Hypothalamus zur Induktion der Signalkaskade beigetra-
gen haben, die Uber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zur Bildung weiterer Zytoki-
ne fuhrt. Eine Reihe von Studien beschreibt dieses Phanomen als ,zweite Zytokinwelle®
(Dantzer, 2001; Plata-Salaman, 1998; Sachot et al., 2004; Teeling et al., 2007). Diese
,zweite Welle“ wirkt im Folgenden auf die nachgeschalteten Temperaturregulationszentren
im vorderen Hypothalamus bzw. auf diejenigen Kerngebiete, die im Dienste der Nahrungs-
aufnahme oder des Trinkverhaltens stehen. Die Expression von TNFa, IL-1 und IL-6 war
nach Injektion der endosomalen TLR Agonisten im vorderen Hypothalamus teilweise mo-
derat, aber signifikant erhoht. Zentral gebildetes TNFa (Palin et al., 2007), IL-1 (Fortier et
al., 2004; Harden et al., 2011; Takacs et al., 2008) und IL-6 (Chai et al., 1996; Soares et
al., 2011) wird mit der Induktion von Fieber, Anorexie und Adipsie in Zusammenhang ge-
bracht.

Die im Bereich des vorderen Hypothalamus gebildete ,zweite Welle“ an Zytokinen hat ne-
ben direkten Effekten auf thermosensitive und thermoregulierende Neurone, sowie auf sol-
che, die fur die Kontrolle der Futter- und Wasseraufnahme zustandig sind, eine zentrale
Aufgabe: sie verursachen die Bildung und Freisetzung des zentralen Fiebermediators
PGE.. Aus folgenden Grinden wird PGE; als Schlisselenzym der Fieberentstehung ange-
sehen.

1. Mikroinjektionen von ins PGE; zentrale Ventrikelsystem (Milton & Wendlandt, 1971),
oder direkt in den Hypothalamus (Scammell et al., 1996), fUhren zu schnell einset-
zenden Fieberreaktionen.

2. Die Konzentrationen an PGE; im Blut (Milton, 1998) und im Hypothalamus (Sehic &
Blatteis, 1996) steigen parallel zum Fieberverlauf an.

3. Pharmaka, die als Hemmestoffe der Prostaglandinsynthese wirken, unterdricken Ef-
fektiv das Fieber (Roth & DeSouza, 2001; Roth et al., 2009; Zeisberger & Roth,
1999).
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PGE: ist ein Derivat der Arachidonsaure, die durch Phospholipase A, aus Zellmembranen
freigesetzt wird. Im zweiten Schritt wird Arachidonsaure durch Zyklooxygenase (COX) zu
PGH. umgewandelt. Im letzten Schritt erfolgt die Isomerisierung zu PGE, durch Prostag-
landin E Synthasen (PGES). COX 2 und mPGES sind induzierbare Formen dieser Enzy-
me, die transkriptionell durch NF-kB (Turrin & Serge Rivest, 2004) oder STAT3 (Rummel et
al., 2004, 2011) reguliert werden. Im am besten untersuchten Modell des LPS Fiebers
konnte demonstriert werden, dass die Expression von COX 2 und mPGES im Gehirn ge-
steigert wird und sie zellular kolokalisiert sind (Yamagata et al., 2001). Eine kritische Rolle
fur beide Enzyme bei der Fieberentstehung wurde auch dadurch nachgewiesen, dass
COX 2 bzw. mPGES ,knockout Mause kein Fieber nach Stimulation mit LPS entwickeln
kénnen (Engblom et al., 2003; S Li et al., 1999; Saha et al., 2005; Steiner et al., 2005).

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche gelang es erstmals, im Hypotha-
lamus nach Injektion der endosomalen TLR 7 und 9 Agonisten eine erhdhte Expression
der beiden oben genannten Enzyme zu detektieren, welche nach Stimulation mit
ODN 1668 im Vergleich zur Kontrollgruppe starker ausfiel, als nach Stimulation mit Imiqui-
mod. Man kann demzufolge davon ausgehen, dass auch durch periphere Behandlung mit
Imiquimod und sogar in starkerem Umfang ODN 1668, im Hypothalamus eine verstarkte
Bildung von PGE: zu verzeichnen ist. Die de novo Synthese von PGE, im Hypothalamus
hat mit hoher Wahrscheinlichkeit die beobachteten Fieberreaktionen vermittelt, obwohl von
einigen Autoren postuliert wird, dass peripher (nicht zentral) gebildetes PGE, zumindest
fur die Initialphase des Fiebers wichtiger ist (Blatteis, 2006; Steiner et al., 2006).

Bevor die flir die Induktion der Entziindung nétigen Zielgene abgelesen werden, kommt es
zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, welche als Proteine im Zytoplasma von Endo-
thel- und anderen Zellen der CVOs vorliegen und nach Stimulation in den Nukleus translo-
zieren (siehe Kap. 1.4.1). Dort kdnnen sie mit Hilfe indirekter Immunhistochemie sichtbar
gemacht und als Mal} der Aktivierung herangezogen werden.

Auf mRNA Ebene waren die Transkriptionsfaktoren STAT3, NF-IL6 und NF-kB (gezeigt
uber I-kB) im vorderen Hypothalamus nach Stimulation mit Imiquimod bzw. ODN 1668 mo-
derat erhoht. Zytokine aktivieren die frihen Marker der entzindlichen Reaktion,
NF-kB (aktiviert durch IL-1) und STAT3 (aktiviert durch IL-6) wie durch frihere Studien be-
legt werden konnte (Harre et al., 2002; 2003; Nadjar et al., 2003; Rummel et al., 2008).
Korrespondierend zu den vergleichsweise niedrigen Zytokinwerten in Plasma und Lavage

und der moderaten Erhohung auf mMRNA Ebene detektierten wir lediglich einzelne STAT3
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und NF-kB positive Endothelzellen im Bereich des OVLT, der AP sowie des Cortex nach
Stimulation mit endosomalen TLR Agonisten.

Der erst kurzlich mit zentralen Entzundungsprozessen in Verbindung gebrachte Transkrip-
tionsfaktor NF-IL6 (C/EBPy) (Damm et al., 2011) zeigte nach Stimulation mit Imiquimod
ein raumlich und zeitliches Verteilungsmuster, das bereits nach zwei Stunden deutlich zu
erkennen und nach sechs Stunden massiv ausgebildet war. NF-IL6 scheint eine Rolle bei
der TLR vermittelten Aktiverung von Zytokinen zu spielen (Lu et al., 2009). Erstaunlicher-
weise kam es nach Behandlung mit ODN 1668 nicht zu einer vergleichbaren Aktivierung
NF-IL6 positiver Zellen, sondern lediglich zu vereinzelten Signalen in den untersuchten
Hirnregionen. Eine mdgliche Erklarung hierfur ist die bereits an Makrophagen (Dudaro-
nek et al.,, 2011) und dem ZNS (Witwer et al., 2009) demonstrierte Fahigkeit von IFN,
NF-IL6 zu aktivieren. Kausalitat zwischen der Aktivierung von NF-IL6 und der durch Imiqui-
mod bzw. ODN 1668 gesteigerten IFN Expression kdnnen wir anhand unserer Befunde le-
diglich postulieren, nicht jedoch beweisen. Hierzu ware es erforderlich, Versuchstiere mit
IFN zu behandeln und eine Aktivierung von NF-IL6 zu dokumentieren. Es bleibt jedoch
festzuhalten, dass die massive Aktivierung von NF-IL6 auch mit der Starke der Krankheits-
symptome Kkorrelierte; starkeres Fieber und deutlichere NF-IL6 Aktivierung nach loka-
ler (SC) Gabe der TLR Agonisten.

4.3.1 EIN ZUSATZLICHER, ALTERNATIVER SIGNALWEG NACH LOKALER (SC)
STIMULATION MIT TLR 7 UND 9 AGONISTEN

Allein anhand der zirkulierenden Konzentrationen an humoralen Signallbertragern in das
Gehirn (IL-6, TNF, IFNy) Iasst sich das von uns beobachtete Phanomen der starkeren ZNS
Reaktion nach lokaler (SC) Stimulation mit Imiquimod bzw. ODN 1668 nicht erklaren. Es
wurde jedoch ein zweiter, neuronaler Signalweg zur Fieberentstehung postuliert (Blatteis,
2006; Roth & DeSouza, 2001), der auf einer lokalen Stimulation afferenter Nervenfasern
durch lokal gebildete Entziindungsmediatoren beruht. Im Bereich der Bauchhdhle werden
in diesem Zusammenhang in erster Linie Afferenzen des Nervus vagus diskutiert (Dantzer
et al., 2008; Goldbach et al., 1997; Roth & DeSouza, 2001; Watkins et al., 1995).

Es konnte allerdings in friheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden,
dass sich die Fieberreaktion, die durch lokale (SC) Injektion von LPS in eine subkutane
Kammer induziert wird, durch simultane subkutane Gabe eines Lokalanasthetikums ab-

schwachen lasst (Ross et al., 2000).
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Dieser Befund wurde so interpretiert, dass lokal (SC) gebildete Mediatoren wie Zytokine
oder PGE; auch sensorische Hautafferenzen aktivieren konnen, welche in gewissem Um-
fang einen Beitrag zur inflammatorischen SignalUbertragung in das Gehirn leisten. Unter-
stitzung fur eine solche Hypothese wurde von anderen Studien geliefert, in denen die
Ausschaltung afferenter C-Fasern durch Capsaicin, ZNZ kontrollierte Krankheitssymptome
abschwachen (Székely et al., 1997; Watanabe et al., 1994)

Da die in unseren Versuchen eingesetzten TLR Agonisten beide in der Lage waren, im Be-
reich der subkutanen Luftblase eine signifikante Induktion an lokal wirksamen Mediatoren
zu induzieren, kdnnte man auch hier die Aktivierung eines zweiten Signalwegs vermuten.
Die Ereignisse, die nach lokaler (SC) Injektion von Imiquimod zu starkeren Aktivierungen
von NF-IL6 und anderen Mediatoren im Gehirn und damit auch zu etwas starkeren Krank-

heitssymptomen geflihrt haben kdnnten, sind schematisch in Abb. 52 zusammengefasst.

Abb. 52: Vereinfachte schematische Darstellung der Signalwege, die fiir die Fieberin-
duktion nach subkutaner Applikation von Imiquimod oder ODN 1668 verantwortlich
sind.
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Da der zweite Signalweg uber Hautafferenzen bei systemischer (IP) Stimulation fehlt, ware
dies eine Mdglichkeit, einen unserer Kernbefunde zu erklaren, namlich die starkeren Re-
aktionen nach lokaler (SC) im Vergleich zur systemischen (IP) Stimulation mit TLR 7 und 9
Agonisten. Die endgliltige Verifizierung dieser Hypothese erfordert jedoch weiterfihrende

Untersuchungen.

4.4 THERAPEUTISCHES POTENTIAL VON ENDOSOMALEN
TLR AGONISTEN

Die Fahigkeit von TLRs, angeborene und auch erworbene Immunitat maf3geblich beein-
flussen zu kdnnen, macht sie zu attraktiven therapeutischen Zielstrukturen. Auf die bereits
praktizierte Anwendung von Imiquimod und CpG DNA wurde bereits in der Einleitung ver-
wiesen. Aufgrund der erstaunlich geringen Nebenwirkungen, die beide Substanzen nach
lokaler (SC) und systemischer (IP) Injektion hervorrufen, ist eine therapeutische Anwen-
dung denkbar (siehe Kap. 1.1.2). Das Auftreten eines septischen Schockzustandes, wie es
nach Injektion von LPS (Steiner et al., 2011) oder MALP-2 (Schmidt et al., 2007) vorkom-
men kann, ist nach den von uns gewonnenen Erkenntnissen ausgeschlossen. Nutzbrin-
gend konnte es sein, die von uns getesteten Substanzen auf Gebieten, in welchen eine
unspezifische Stimulation des Immunsystems erwinscht bzw. notwendig ist, einzusetzen.
Vorstellbar ware ein Einsatz als Impfadjuvans oder in der Therapie verschiedener Tumor-
arten, um diese durch Grdéssenreduktion in einen operablen Zustand zu versetzen. Imiqi-
mod wurde bereits topisch mit gutem Erfolg in der Behandlung verschiedener kutaner und
subkutaner Neoplasien eingesetzt und ein Einsatz zur Bekdmpfung epithelialer Mikrometa-
stasen bei Ovarial Krebs ist angedacht (Kast & Altschuler, 2008). Hierzu ware eine abdo-
minale Lavage mit Imiquimodhaltiger L6sung notwendig. Aufgrund der geringen, durch Imi-
quimod induzierten Nebenwirkungen nach systemischer (IP) Applikation, konnte dieser
Ansatz unserer Meinung nach ebenso vielversprechend sein, wie die bereits praktizierte

topische Behandlung.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

HINTERGRUND UND ZIELSETZUNG

Toll-like Rezeptoren (TLRs) des angeborenen Immunsystems erkennen konservierte Mole-
kulstrukturen pathogener Mikroorganismen. Die TLRs 7 und 9 sind in Anlehnung an ihre
Aufgabe einzelstrangige virale RNA bzw. intrazellular auftretende bakterielle oder virale
DNA zu erkennen, im endosomalen Kompartiment bestimmter Zellen lokalisiert. Die syn-
thetischen TLR 7 bzw. 9 Agonisten Imiquimod und ODN 1668 werden bereits als Immun-
adjuvantien oder zur topischen Behandlung von Hautkrebserkrankungen eingesetzt. Dem-
zufolge sind detaillierte Informationen Uber mogliche Nebenwirkungen dieser Substanzen
dringend erforderlich. Daher wurden die Konsequenzen einer lokalen subkutanen (SC)
oder systemischen intraperitonealen (IP) Injektion von Imiquimod / ODN 1668 bei Ratten
untersucht. Analysiert wurden hierbei die Entstehung von Fieber und Krankheitsverhalten,
sowie die periphere und zentralnervose (hypothalamische) Induktion einer breiten Palette

an proinflammatorischen Molekulen.

METHODIK

Ratten wurden SC (in eine subkutan angelegte Luftblase) oder IP mit Imiqui-
mod / ODN 1668 in Dosierungen von 1 bzw. 5 mg/kg Korpergewicht behandelt. Korper-
kerntemperatur, motorische Aktivitat sowie Futter- und Trinkwasseraufnahme wurden tele-
metrisch erfasst und ausgewertet. Periphere und zentralnervése Bildung proinflammatori-
scher Molekile wurden mittels RT-PCR, Bioassays, ELISAs und Immunhistochemie / Im-

munfluoreszenz experimentell untersucht.

KERNBEFUNDE

Bei Imiquimod und ODN 1668 handelt es sich um die bislang ersten diesbezuglich unter-
suchten TLR-Agonisten, bei denen sich Fieber und Anorexie in starkerem Umfang nach lo-
kaler (SC) verglichen mit systemischer (IP) Stimulation manifestieren. Periphere Induktion
von Interferonen (IFNs) und zirkulierende Konzentrationen anderer potentieller endogener
Pyrogene (TNFa , IL-6) korrelierten mit der jeweiligen Starke der untersuchten Krankheits-
symptome. Wahrend Imiquimod eine starkere Kapazitat zur Induktion von IFNs, besonders
IFNy, zeigte, verursachte eine Behandlung mit ODN 1668 hdhere zirkulierende IL-6-Kon-

zentrationen. Im Gehirn (Hypothalamus) war nach Stimulation mit beiden Substanzen eine
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erhohte Expression von Zytokinen (TNFa, IL-1B, IL-6) und den induzierbaren Formen der
Enzyme zur Prostaglandin E>-Synthese (COX 2, mPGES) nachweisbar. Dies war von ei-
ner moderaten Aktivierung der Transkritionsfaktoren NF-kB und STAT3 und einer starken
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-IL6 begleitet, besonders in Zellen von Hirnregio-
nen mit unvollstandiger Blut-Hirn-Schranke und in starkerem Ausmalf’ nach SC verglichen
mit IP Stimulation der Versuchstiere. Korrelierend zur peripheren Bildung von IFNy bzw.
IL-6, verursachte Imiquimod eine starkere Aktivierung von NF-IL6, wahrend die IL-6-ver-

mittelte nukleare Translokation von STAT3 nach Behandlung mit ODN 1668 starker ausfiel.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Selbst bei Einsatz vergleichsweise hoher Dosierungen verursacht eine Behandlung mit
den endosomalen TLR 7 / 9-Agonisten Imiquimod und ODN 1668 nur moderate ZNS-kon-
trollierte Krankheitssymptome. Diese scheinen in Zusammenhang mit peripherer Bildung
von IFNy / IL-6 zu stehen und werden moglicherweise durch eine Aktivierung der Tran-
skriptionsfaktoren NF-IL6 / STAT3 verursacht, die wiederum flr eine intrahypothalamische
Bildung eines Cocktails proinflammatorischer Mediatoren verantwortlich sind. Verglichen
mit anderen TLR-Agonisten, sind die Krankheitssymptome, die nach SC oder IP Behand-
lung mit Imiquimod entstehen als relativ schwach einzustufen. Das vdllige Fehlen eines
septischen Zustands nach Gabe von Imiqumid oder ODN 1668 lasst die therapeutische

Einsetzbarkeit beider Substanzen als relativ unbedenklich erscheinen.
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6 SUMMARY

BACKGROUND AND PURPOSE

Toll-like receptors (TLRs) of the innate immune system recognize conserved molecular
patterns associated with microbial pathogens. TLRs 7 and 9 are located in the endosomal
compartments due to their task to sense single stranded viral RNA (TLR 7) or intracellular
bacterial or viral CpG-DNA. The synthetic TLR 7 and TLR 9 agonist imiquimod and
ODN 1668 are used as immuoadjuvants or for topical treatment of skin cancers. According
to these circumstances detailed information about possible side effects of these drugs are
warranted. Therefore, the consequences of local subcutaneous (SC) or systemic intraperi-
toneal (IP) injections of imiquimod / ODN 1668 on the manifestation of fever, sickness be-
haviour, and the peripheral and brain-intrinsic induction of a variety of inflammatory mo-

lecules were investigated in rats.

EXPERIMENTAL APPROACH

Rats were given SC (subcutaneous airpouch) or IP imiquimod / ODN 1668
(1 or 5 mgkg™). Body temperature, motor activity, food and water intake were recorded by
telemetric devices. Peripheral and brain-intrinsic (hypothalamic) induction of inflammatory
mediators was analyzed by RT-PCR, bioassays, ELISAs and immunohistochemistry / im-

munofluorescence.

KEY RESULTS

Imiquimod and ODN 1668 are the first TLR-agonist investigated, which have stronger ef-
fects on fever and anorexia after its SC as compared to IP administration. Peripheral in-
duction of interferons (IFNs) and putative circulating pyrogens (TNF, IL-6) corresponded to
the strength of the illness responses. While imiquimod showed stronger capacities to in-
duce IFNs, namely IFNy, ODN 1668 induced higher levels of circulating IL-6. In the
brain (hypothalamus), an expression of cytokines (TNFa , IL-1B, and IL-6) and inducible
forms of enzymes for prostaglandin E; synthesis (COX 2, mPGES) occurred, which was
accompanied by a moderate activation of the transcription factors NF-kB and STAT3 and a
strong activation of the transcription factor NF-IL6, namely in cells of specific sites with an
open blood-brain barrier, again to a higher degree in SC treated rats. Corresponding to the

peripheral induction of IFNy and / or IL-6, imiquimod caused stronger activation of NF-IL6,
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while the IL-6 mediated nuclear translocation of STAT3 was more pronounced in response
to ODN 1668.

CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS

Even when given at a high dose, imiquimod and ODN 1668 cause rather moderate brain-
inflammatory responses, which are related to peripheral IFN / IL-6-expression and possibly
mediated by brain-intrinsic activation of NF-IL6 / STAT3 and the induction of a proinflam-
matory cocktail within the hypothalamus. Compared to other TLR-agonists, brain-con-
trolled illness responses are rather moderate after SC or IP treatment of rats with
imiquimod or ODN 1668. The lack of a septic state in imiquimod or ODN 1668-treated rats
reinforces therapeutic use of these drugs.
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