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Einleitung

I. Einleitung

Systemische Entziindungen sowie speziell Entziindungen des Gehirns sind wichtige
Risikofaktoren fiir eine Reihe von Erkrankungen wie beispielsweise Alzheimer. Die meisten
dieser Erkrankungen sind bisher nur teilweise verstanden. Aktuell werden verschiedene
Ansitze verfolgt, deren direktes oder indirektes Ziel die Entziindungsauflésung ist. Um
effektive anti-inflammatorische Therapien entwickeln zu konnen bedarf es einem besseren

Verstiandnis der zugrunde liegenden Mechanismen.

Bei Untersuchungen des Gehirns sind Lipide, die 50% dessen Trockengewichtes ausmachen,
von besonderem Interesse. Sie stellen die wichtigste strukturelle Komponente der
Phospholipidmembranen dar, dienen als Speicherort chemischer Energie und spielen eine
Schliisselrolle fiir die Kommunikation von Zellen untereinander [163, 392, 393]. Die
entscheidende Rolle von Lipiden fiir physiologische Prozesse im zentralen Nervensystem
(ZNS) sowie ihre Beteiligung an verschiedenen neurologischen Erkrankungen wie der
Alzheimerschen Krankheit und Parkinson konnte vielfach gezeigt werden [112, 482, 553].

Seit dem frithen 20. Jahrhundert ist bekannt, dass bestimmte Fettsduren (FS) einen positiven
Einfluss auf die Gesundheit und bestimmte Organfunktionen haben. Erste Publikationen
hierzu wurden von Burr ef al. 1929 verfasst [67]. Heute werden diese gesundheitsférdernden
Effekte vor allem auf die ®-3 FS Docosahexaensidure (DHA) und Eicosapentaensdure (EPA),
sowie deren Metabolite aus der Gruppe der kleinen pro-entziindungsauflésenden Mediatoren
(specialized pro resolving mediators, SPM) zurlickgefiihrt [34, 472, 475].

In den heutigen Industrienationen hat sich das Verhéltnis von ®-3 zu ®-6 in der menschlichen
Erndhrung von ehemals 1:1 auf etwa 1:15 reduziert [33, 487]. Als Basis einer gesunden
Erndhrung wird jedoch die Aufnahme im Verhiltnis 1:5 empfohlen [281, 537]. GroBe
Mengen der relevanten FS sind unter anderem in marinen Algen, Kaltwasserfischen, aber
auch Niissen vorhanden [12, 520].

Die Wirkung von ®-3 FS in Bezug auf inflammatorische Geschehen und den Verlauf von
Krankheitssymptomen ist noch unzureichend verstanden und sollte im Rahmen dieser Arbeit
ndher untersucht werden. Verschiedene experimentelle Studien erbrachten bisher zum Teil
widerspriichliche Befunde [130, 263, 322]. Prinzipiell scheinen ®-3 FS allerdings vor allem
eine anti-inflammatorische Aktivitit zu besitzen. In einigen Studien wurden hingegen keine
Effekte in Bezug auf inflammatorische Prozesse [377] nachgewiesen.

Des Weiteren konnten neuere Studien zeigen, dass schwach leitende, Calcium aktivierte
Kaliumkanéle fiir die Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen von Bedeutung sein
konnten [266]. Gehirninfarkt und neuronaler Zelltod konnten durch Gabe von Agonisten
solcher Kaliumkanéle reduziert werden [9, 143]. Als weiterer Teilaspekt dieser Arbeit soll
also der Frage nachgegangen werden, ob sich Agonisten solcher Kaliumkanéle auch fiir die

-1-



Einleitung

Hemmung der Inflammation und die Abschwichung zentralnervos kontrollierter
Krankheitssymptome im Gehirn eignen.

Fiir das Verstindnis anti-inflammatorischer und pro-entziindungsauflosender Prozesse, die
potentielle Therapieansitze darstellen, ist zunichst ein allgemeiner Uberblick iiber
Entzlindungsreaktionen sowie deren zugrundeliegenden Mechanismen der Entstehung und
Beendigung wichtig. Diese werden nachfolgend beschrieben.

1. Die systemische Entziindungsreaktion

1.1 Zentralnervos kontrollierte Krankheitssymptome

Die sickness response beschreibt einen Komplex verschiedener, zentralnervos kontrollierter
Krankheitssymptome, deren zugrunde liegendes Ziel die Elimination schidigender Noxe ist.
Sie wird im Rahmen einer systemischen Entzlindung eingeleitet und beinhaltet neben Fieber,
einem der am besten beschriebenen Symptome, auch Anorexie sowie Adipsie und einen
hiermit einhergehenden Gewichtsverlust. Auerdem tritt eine Reduktion sozialer Aktivitéit
und Lethargie (reduzierte motorische Aktivitit) ein [119]. Auslosende Stimuli koénnen
infektiose Erreger, aber auch nicht-infektiose Ursachen sein. In diesem Zusammenhang
spielen pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) eine entscheidende Rolle. Diese
hochkonservierten Strukturen von Erregern / Pathogenen binden an spezifische Rezeptoren
und aktivieren so Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen und
Granulozyten [40, 460]. Diese wiederrum reagieren unter anderem mit der Bildung von
Zytokinen. Neben PAMPs als exogen wirkende Pyrogene, denen z.B. das bakterielle
Lipopolysaccharid (LPS) zugeordnet wird [7], konnen auch danger-associated molecular
patterns (DAMPs) als endogene Mediatoren bei Freisetzung durch Gewebeschiden
Entziindungsreaktionen auslésen [435].

Diese Ereignisse flihren zur Auslésung eingangs genannter Symptome. Das
thermoregulatorische Kontrollzentrum, die prioptische Region des Hypothalamus, wird dabei
auf unterschiedliche Weisen stimuliert, was eine aktive Erhohung der Korpertemperatur
(Fieber) zur Folge hat [53, 421]. Diese erhohte Temperatur reduziert beispielsweise die
Aktivitdt bzw. das Teilungsvermdgen temperatursensitiver Bakterien [166]. Zuséatzlich wird
die fiir das bakterielle Wachstum unverzichtbare Verfiigbarkeit von Eisen und Zink im Blut
reduziert [118] und es kommt zu einer vermehrten Proliferation von Immunzellen,
einhergehend mit einer erhohten Phagozytoseleistung von Leukozyten [354, 536].
Erstaunlicherweise konnten verschiedene Studien sogar zeigen, dass eine antipyretische
Behandlung die Mortalitit bei schweren Infektionen erhéhen kann [286, 464, 551]. Es wird
also eine positive Wirkung von Fieber bei Mensch und Tier diskutiert, die das Uberleben
fordert [203, 429].
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1.2 Kommunikationswege zwischen Peripherie und dem zentralen Nervensystem

Um eine systemische Reaktion auslosen zu kdnnen, miissen die inflammatorischen Signale
der peripher am Entziindungsort gebildeten Mediatoren an die zentralnervisen
Regulationszentren iibermittelt werden. Dieser Informationsfluss wird iiber drei bekannte
Pfade sichergestellt (Abbildung 1).

Der am schnellsten induzierte Kommunikationsweg ist der neuronale Weg [427]. Dieser fiihrt
bereits zu einer Fieberantwort, noch bevor groflere Mengen Zytokine im Blut nachweisbar
sind [431]. Hier liegt die Stimulation afferenter Fasern des Nervus vagus [44] und kutaner
sensorischer Nerven [427, 438] zugrunde. Beide projizieren im Weiteren iiber die Area
postrema (AP) in die praoptische Region des Hypothalamus. Die Weiterleitung an das ZNS
setzt in diesem Fall also die Umwandlung eines Immunsignals in ein neuronales Signal
voraus. Da der neuronale Signalweg kein Teil der hier vorliegenden Arbeit ist, wird im
Folgenden nicht weiter darauf eingegangen.

Ein zweiter, weniger bekannter Mechanismus ist eine Immunzellmigration in das Gehirn.
Uber diesen zelluliren Signalweg kann die lokale Freisetzung von inflammatorischen
Mediatoren im Gehirnparenchym induziert werden [4, 478].

Der dritte, und am lidngsten bekannte Pfad ist der humorale Kommunikationsweg [20, 35].
Dieser beschreibt eine direkte, fieberauslosende Wirkung von exogenen Pyrogenen, wie z.B.

LPS und / oder endogen gebildeten Pyrogenen, wie z.B. Zytokinen.
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Abbildung 1

Uberblick iiber die verschiedenen Kommunikationswege zwischen Immunsystem und Gehirn.
Pathogen-associated molecular patterns wie beispielsweise Lipopolysaccharid (LPS) induzieren
iiber (1) den humoralen, (2) den neuronalen und (3) den zelluliren Kommunikationsweg die
zentral gesteuerte sickness response. (1) Die Freisetzung peripherer Zytokine wie Interleukin
(IL) -1B, IL-6 oder Tumornekrosefaktor (TNF) -o aktiviert Zellen der Blut-Hirn-Schranke
(BHS) oder Zellen der sensorischen circumventrikuliren Organe (CVOs). Diese aktivieren
wiederum direkt oder indirekt iiber sekundire Mediatoren hypothalamische Zielregionen. Uber
die Induktion von Transkriptionsfaktoren kommt es zur Expression von sickness response
regulierenden Zielgenen. Zu diesen ziihlen die mikrosomale Prostaglandin E Synthase (mPGES)
sowie die Cyclooxygenase (COX) 2. Hypothalamische Kerngebiete konnen jedoch auch direkt
neuronal iiber den Nervus vagus (2) angesteuert und aktiviert werden. Aullerdem konnen
periphere inflammatorische Zytokine Leukozyten aktivieren, die mit der BHS interagieren (3).
Die folgende dadurch induzierte Zytokinproduktion fithrt zu lokalen Effekten. Siehe hierzu
auch 1.2.2.

Eine in dieser Arbeit untersuchte anti-inflammatorische Strategie ist die Wirkung von
Lipidmediatoren, denen hemmende Wirkungen auf Zellmigration und Zytokinproduktion
zugeschrieben werden. Auch die Verwendung von Cyclohexyl-[2-(3,5-dimethyl-pyrazol-1-yl)-6-
methyl-pyrimidin-4-yl]-amine (CyPPA) fand in dieser Arbeit Anwendung. CyPPA zeigte in

-4 -



Einleitung

Zellkulturversuchen eine Reduktion der LPS-induzierten Zytokinfreisetzung von
Mikrogliazellen. In dieser Arbeit untersuchte Angriffspunkte von Lipidmediatoren / CyPPA
sind exemplarisch hervorgehoben.

1.2.1 Der humorale Signalweg

Zytokine nehmen eine entscheidende Rolle bei der Signalweiterleitung in das Gehirn ein.
Zellen des angeborenen Immunsystems wie neutrophile Granulozyten, Makrophagen und
Monozyten kdnnen eingedrungene PAMPs iiber pattern-recognition-receptors (im Fall von
LPS der Toll-Like-Rezeptor (TLR) 4) binden [3, 38]. Diese Bindung eines PAMPs an seinen
entsprechenden Rezeptor induziert die Synthese und Freisetzung pro-inflammatorischer
Zytokine. Als erstes ist der Tumornekrosefaktor (TNF) -a, gefolgt von geringen Mengen
Interleukin (IL) -1B, im Blut nachweisbar [184]. Vorgenannte Zytokine konnen sich teilweise
gegenseitig induzieren [137, 226] sowie die Expression weiterer Zytokine wie beispielsweise
IL-6 bewirken [149, 578]. Diese sogenannten endogenen Pyrogene gelangen iiber den
Blutstrom in die praoptische Region des Hypothalamus. Dort 19sen sie iiber die Induktion
einer lokalen Bildung von Prostaglandin E, (PGE;) und dessen Wirkung auf
temperatursensitive Neurone letztlich die Fieberentstehung aus [351, 451].

Da das Gehirn effektiv durch die Blut-Hirn-Schranke (BHS) von der peripheren
Blutzirkulation abgegrenzt wird und zirkulierende Zytokine nicht oder nur begrenzt hindurch
diffundieren konnen, stellt sich die Frage wie pyrogene Signale in hypothalamische Regionen
weitergeleitet werden konnen. Diesbeziiglich werden verschiedene Mechanismen
beschrieben:

e Es wurde ein sittigbares, transendotheliales Transportsystem fiir IL-1p, IL-6 sowie
TNF-a beschrieben [26, 27], dessen Kapazititen jedoch gering sind. Minimal
fieberauslosende Konzentrationen werden nicht erreicht, was deren Relevanz fraglich
erscheinen lésst [26].

e Zellen der BHS, beispielsweise Endothelzellen, perivaskuldre Makrophagen und
Gliazellen tragen auf ihrer luminalen Seite Rezeptoren, die mit Zytokinen
interagieren. Nach Aktivierung konnen diese Zellen dann sekundire Mediatoren in
das Gehirnparenchym sezernieren [321, 539].

e Zytokine treten iiber sensorische circumventrikuldre Organe (CVO), Regionen denen
eine dichte BHS fehlt, in den Hypothalamus ein und agieren dort direkt [432].

Sensorische CVOs umfassen das Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), das
Organum subfornicale (SFO), beide in der Lamina terminalis des dritten Ventrikels
lokalisiert, sowie die AP im Dach des vierten Ventrikels [325]. Eine starke Vaskularisierung
mit fenestriertem Endothel ist typisch, ebenso wie das Vorhandensein von Neuronen, deren
Axone eine Signalweiterleitung in die praoptische hypothalamische Region, und hier v.a. den
Nucleus praeopticus medianus (MnPO) erlauben [325, 489]. Speziell dem OVLT wird, auch
aufgrund seiner rdumlichen Nihe zur prioptischen Region des Hypothalamus und dem MnPO
sowie seiner funktionellen Verbindung zur AP, eine Hauptrolle in der Entstehung einer
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Fieberantwort beigemessen [429, 501]. Diese Annahme wurde schon frither durch
Lasionsstudien postuliert [45].

Zytokine wie auch PAMPs gelangen in CVOs, aktivieren iiber verschiedene Mechanismen
Gehirnzellen, in denen iiber pro-inflammatorische Transkriptionsfaktoren eine lokale Bildung
weiterer inflammatorischer Zytokine stattfindet [350, 405]. Neben TLR4 [84, 272] wurden
verschiedenen Zytokin-Rezeptoren, so z.B. fiir TNF-a [346], IL-1B [258] und IL-6 [532] in

sensorischen CVOs nachgewiesen.

1.2.1.1 Zytokine

Bei Zytokinen handelt es sich um relativ groe, hydrophile Proteine, Glykoproteine und
Polypeptide (15-25 kDa), die rasch induzierbar insbesondere von immunkompetenten, aber
auch einer Vielzahl anderer Korperzellen synthetisiert und freigesetzt werden. Thre Aufgabe
besteht in der auto-, para- und endokrinen Regulation und Koordination der Immunantwort.
Zytokine stehen in vielféltigen, wechselseitigen Beziehung zueinander. Thre Expression wirkt
teils selbstverstirkend und beeinflusst die Produktion und Freisetzung anderer Zytokine,
wodurch ein umfangreiches Netzwerk von Zytokin-Wirkungen entsteht. Diese Beeinflussung
und gegenseitige Induktion wird als ,,Zytokin-Kaskade* bezeichnet [429]. Die Expression von
Zytokinen und zugehorigen Rezeptoren konnte neben der Peripherie auch fiir gliale und
neuronale Zellen des ZNS bestitigt werden [107]. In gesunden Individuen sind Zytokine mit
wenigen Ausnahmen, wie z.B. IL-6, im Blut nicht nachweisbar, erreichen jedoch
detektierbare Konzentrationen wihrend verschiedener Krankheitsstadien [135]. Als die
wichtigsten pro-inflammatorischen Zytokine und Hauptmediatoren der Fieberentstehung bei
Infektionen mit gram-negativen Bakterien werden IL-1p, TNF-a sowie IL-6 betrachtet [184,
228, 429]. Neben diesen als pro-inflammatorisch beschriebenen Zytokinen treten auch anti-
inflammatorisch wirkende Mediatoren auf. Diese Stoffe dienen der Gegenregulation und
Einddmmung entziindlicher Prozesse [373] und werden im Verlauf einer solchen Reaktion in
die Zirkulation freigesetzt. Zu ihnen werden z.B. der IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1ra) und
IL-10 gezihlt [167, 320].

TNF-a

TNF-a ist ein sehr vielseitiges Zytokin, welches nach einer systemischen Verabreichung von
LPS als eines der ersten Zytokine im Serum auftritt [251, 430]. Als Ursprungszellen sind
unter anderem Makrophagen [454], Mastzellen [498], T-Lymphozyten und natiirliche
Killerzellen [101, 113] beschrieben. Die biologische Wirkung von TNF-a wird iiber zwei
ubiquitér exprimierte Rezeptoren vermittelt, nimlich TNF-R Typ I (p55) und TNF-R Typ II
(p75), die nach ihren Molekulargewichten benannt sind. Die Aktivierung des TNF-R Typ I
fiihrt zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor (NF) kB und induziert
hierdurch die Genexpression verschiedener pro-inflammatorischer Proteine [137, 542]. Die
16sliche Form des TNF-R Typ I wird insbesondere unter inflammatorischen Bedingungen
exprimiert. Dieser bindet und neutralisiert zirkulierendes TNF-a, womit er vor hohen
Konzentrationen mit schidigender Wirkung schiitzt [155]. Unter Beteiligung von NF«B
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sowie anderen Transkriptionsfaktoren bewirkt TNF-R Typ II insgesamt eher anti-
inflammatorische Effekte. Bei intravendser Applikation vermag TNF-o eine normale
Fieberreaktion, mit einem Anstieg von IL-1fB auszulosen [135, 137]. Hemmt man jedoch die
TNF-a Antwort einer LPS-induzierten Fieberreaktion, wird in Kaninchen [348] sowie in
Meerschweinchen [433] lediglich die spéte Fieberphase hiervon beeinflusst. TNF-a konnte
also an der Aufrechterhaltung, weniger jedoch an der Initiierung des Fiebers beteiligt sein
[429]. Aber auch das Mitwirken von TNF-a an hypothermen Zustinden wurde beschrieben.
So konnte eine durch eine septische LPS-Dosis ausgeloste Hypothermie bei Ratten durch die
Gabe von TNF-bindendem Protein verkiirzt werden [524]. Ebenfalls im Rattenmodell konnte
eine Verbindung zwischen chronisch-nutritiver Unterversorgung mit langkettigen, mehrfach
ungesdttigten Fettsduren (polyunsaturated fatty acids, PUFA) und der Synthese sowie
Freisetzung von sowohl IL-6 als auch TNF-a gezeigt werden. Beide Mediatoren waren im
Blut der Ratten signifikant erhoht [327]. Dieser Effekt von -3 defizienten Didten konnte in
Gehirnen adulter und dlterer Méuse so ebenfalls von anderen Arbeitsgruppen nachgewiesen
werden [131, 334, 336]. Insgesamt ist es wichtig festzuhalten, dass TNF-a nicht nur rein pro-
inflammatorische Wirkungen vermittelt, sondern ebenso anti-inflammatorische Funktionen
besitzt [228, 557]. Die Form seiner Wirkung ist dabei noch nicht eindeutig geklart, jedoch
mal3geblich von der Phase der Entziindungsreaktion sowie dem zugrundeliegenden Stimulus
abhingig [211].

IL-1p

IL-1 ist ein sehr wichtiges pro-inflammatorisches Zytokin. In der vorliegenden Arbeit wurde
es nicht ndher untersucht und wird deswegen hier lediglich kurz beschrieben. Dieses Zytokin
kommt in zwei verschiedenen Varianten, nimlich in einer o und  Form vor. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass die periphere Injektion sowohl von IL-1a als auch von IL-1f in
unterschiedlichen Spezies fieberauslosend wirkt [134, 136, 251]. IL-1p erscheint nach LPS-
Stimulation nur in geringen Mengen im Blut [184]. Tatsdchlich kann LPS auch bei
Abwesenheit von IL-1B fieberauslosend wirken [80, 251]. Die Verwendung eines IL-1-
Antiserums oder von IL-1ra vor der Verabreichung von LPS fiihrt in verschiedenen
Tiermodellen zu einer Abschwichung der spéten Fieberphase, vergleichbar mit der Wirkung
einer TNF-a Blockade [305, 306, 431, 490]. IL-1P wird insgesamt eine wichtige Rolle in der
Zytokin-Kaskade zugeschrieben, da es sowohl die Freisetzung der pro-inflammatorischen
Zytokine TNF-o und IL-6 als auch der anti-inflammatorischen Mediatoren IL-10 und IL-1ra
induziert [167, 257, 320].

IL-6

Als Reaktion auf entziindliche oder infektiose Stimuli wird IL-6 unter anderem von Neuronen
und Gliazellen [170] sowie von natiirliche Killerzellen [22], Monozyten [356], Endothelzellen
[366] und Fibroblasten [533] synthetisiert. Neben einer basalen Expression [396] taucht IL-6
in der Zirkulation nach einer LPS-Stimulation in guter Korrelation mit dem Anstieg der
Korpertemperatur in hohen Konzentrationen auf [291, 430]. In diesem Sinne bewirkt die
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Neutralisation von IL-6 mittels Antikorperapplikation eine Fieberreduktion [81, 202, 442].
Auch IL-6 defiziente Mause entwickelten auf eine LPS-Behandlung kein Fieber [83, 262].
Die alleinige periphere Gabe von IL-6 zeigt jedoch nur einen miBigen pyrogenen Effekt [46,
207, 441, 442]. Im Sinne einer negativen Riickkopplung inhibiert IL-6 die Expression von IL-
1 und TNF-a [458]. Bemerkenswert ist, dass bei m-3 defizient gezogenen Mauswelpen am 21.
Tag postnatal, nicht jedoch am Tag der Geburt, sowohl die IL-6-Expression, als auch die IL-
1B-Expression im Hippocampus signifikant erhoht ist [315]. Dieser pro-inflammatorische
Status ist bei adulten Tieren nicht mehr nachweisbar [334]. Ein mit den juvenilen Méusen
vergleichbarer pro-inflammatorischer Zustand konnte bei einer Gruppe éltere Patienten, mit
einem erhdhten ®-6 / ®-3 FS Verhiltnis festgestellt werden. In Blutproben dieser Patienten
waren erhohte Konzentrationen von IL-6 und TNF-a nachweisbar [244].

Anti-inflammatorische Mediatoren

Als klassisches antipyretisch und anti-inflammatorisch wirkendes Zytokin ist an erster Stelle
IL-10 zu nennen. Sowohl in vivo [204, 292] als auch in vitro [127, 205] Experimente konnten
einen hemmenden Einfluss von IL-10 auf die Fieberdauer sowie / bzw. TNF-a-, IL-1p- und
IL-6-Expression bestdtigen. Die Synthese pro-inflammatorischer Zytokine wird dabei durch
die Hemmung der inhibitorischen kB Kinase sowie der Bindung von NFxB an die
Desoxyribonukleinsdure (DNA) gehemmt [463]. Die Ganzkorperbestrahlung von Ratten
fiihrte in einer Studie zu einem hippocampalen Anstieg von IL-1 und damit einhergehend zu
einer vermehrten Apoptoserate. Interessanerweise konnten diese strahlungsbedingten
Verdnderungen durch eine orale Substitution mit EPA (250 oder 500 mg iiber 4 Wochen)
vollstindig aufgehoben werden. Ferner fiihrte die EPA-Supplementation zu einem
hippocampalen Anstieg der IL-10 Konzentration [308]. Weitere regulativ auf das Ausmal
und die Dauer der Fieberantwort hemmend wirkende Mediatoren sind der 16sliche Rezeptor
fiir TNF-a [162] sowie der oben genannte IL-1ra. So fiihrte beispielsweise eine zentrale
Applikation von IL-lra zur Hemmung des fieberinduzierenden Effektes einer ebenfalls
zentralen IL-1P Injektion [374].

Neben den hier aufgefiihrten anti-inflammatorischen Mediatoren werden auch viele
lipidbasierte Mediatoren in der Literatur beschrieben. Auf diese wird aus Griinden der
Ubersicht erst an spiterer Stelle genauer eingegangen (1.2.2).

1.2.1.2 Transkriptionsfaktoren

Inflammatorische Mediatoren binden an membranstindige Rezeptoren ihrer Zielzellen im
ZNS und loésen so eine intrazelluldre Signalkaskade aus. Dies hat eine genomische
Zellaktivierung hypothalamischer und anderer Gehirnstrukturen durch die Translokation und
Bindung eines aktivierten Transkriptionsfaktors an regulatorische DNA-Elemente zur Folge.
So wird die Transkription von Zielgenen eingeleitet. Auf Ebene der Transkriptionsfaktoren
kommt es zu zahlreichen Protein-Wechselwirkungen, welche sowohl verstirkende als auch
hemmende Wirkungen zeigen. Dieser, fiir alle regulatorischen Faktoren auf

Transkriptionsebene bekannte Vorgang, wird auch als cross-talk bezeichnet [333].
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Im Kontext systemischer Entziindungsreaktionen und Fieber gibt es drei wesentliche
Transkriptionsfaktoren, welche die Expression inflammatorischer Mediatoren regulieren.
Hierzu zdhlen NF«B, der signal transducer and activator of transcription (STAT) 3 und der
nuclear factor (NF) -IL6, auf die im Weiteren kurz eingegangen wird.

NFxB

Diverse TLR Agonisten, wie LPS aber auch Zytokine wie IL-1p und TNF-a, konnen NF«xB
iiber unterschiedliche Rezeptoren aktivieren [437]. Etwa 15-30 Minuten nach Gabe dieser
Stimuli kommt es zu einer nukledren Translokation, welche drei bis vier Stunden andauert
[347, 382]. Dabei ist NFkB essentiell fiir die LPS-induzierte Fieberantwort, was in Knock-out
Maiusen bestitigt werden konnte [264].

Bindet LPS an den TLR4 bzw. IL-1B an den IL-1-Rezeptor kommt es unter Mitwirken
verschiedener Proteine und Enzyme letztlich zur Phosphorylierung und damit Aktivierung des
IkB—Kinase-Komplexes (IKK) [180]. Im Zytoplasma der ruhenden Zelle vorliegende NFxB-
Heterodimere, bestehend aus einer p50 und einer p65 Untereinheit, bilden zusammen mit dem
inhibitorischen Faktor kB (IkB) einen inaktiven Komplex [24]. Durch die nun aktive IKK
wird IxkB phosphoryliert, ubiquitinyliert und in der Folge im Proteasom abgebaut [132]. Das
jetzt frei vorliegende p50 / p65-Heterodimer transloziert in den Nukleus um dort an das xB
enhancer element zu binden und die Transkription von Zielgenen zu regulieren [347]. Die
Bindung von TNF-a an seinen Rezeptor TNF-R Typ I fiihrt ebenfalls zur Aktivierung des
IKK. Die Aktivierung wird hier jedoch nicht wie bei IL-1p und LPS iiber das Adapterprotein
MyD88 (myeloid differentiation primary response protein), sondern iiber das Adaptermolekiil
TRADD (TNF-receptor 1-associated death domain protein) vermittelt [ 180].

Durch NF«B regulierte Zielgene sind unter anderem diverse Entziindungsmediatoren (TNF-a,
IL-1pB, IL-6), die im Sinne eines positiven Feedback-Mechanismus wirken. Es sind hier aber
auch anti-inflammatorische Mediatoren [280, 568] wie [kBa zu nennen (Autoregulation durch
negativen Feedback-Mechanismus) [284]. Die Aktivierungsmuster von NFkB iiberschneiden
sich dabei weitgehend mit denen seines regulatorischen Inhibitors [271]. Auerdem gehdren
Adhidsionsmolekiile, wie beispielsweise CD (cluster of differentiation) 11b ebenso wie
Enzyme (z.B. Cyclooxygenase 2) zu den durch NFxB regulierten Genen [280, 287].
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass -3 PUFA wiederum die NFxB-induzierte

Genexpression in Neuronen hemmen kdnnen [319].

STAT3

Die STAT3-Aktivierung ist iiberwiegend durch Mitglieder der gp (Glykoprotein) 130
Zytokinfamilie, die IL-6 beinhaltet, vermittelt [248]. Zeitlich iiberlappend mit NFkB kommt
es nach Applikation von LPS oder IL-1B nach etwa 60-90 Minuten zu einer massiven,
nukledren Translokation von STAT3, welche etwa sechs Stunden anhilt [179, 443]. In dieser
Zeit lasst sich STAT3 in BlutgefdBBen des gesamten Gehirns nachweisen [440, 443].
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Die fiir die STAT3-Aktivierung hauptsdchlich relevante IL-6-induzierte Signaltransduktion
[285, 442] wird liber eine rezeptorassoziierte Tyrosinkinase der Janus-Kinase (JAK) -Familie
vermittelt. Es kommt zur Phosphorylierung von im Zytoplasma vorhandenen STAT3-
Monomeren, welche in dieser aktivierten Form Dimere bilden und in den Nukleus
translozieren. Dort binden sie an responsive Elemente der DNA und induzieren so die
Expression von Zielgenen [214, 246]. Neben IL-6 ist unter anderem auch eine STAT3-
Induktion iiber IL-10 beschrieben [165].

Enzyme der Prostaglandinsynthese, wie die mikrosomale Prostaglandin E Synthase (mPGES)
[441] und die Cyclooxygenase (COX) 2, vermutlich unter Beteiligung weiterer
Transkriptionsfaktoren [442, 461, 544] , scheinen als Zielgene von STAT3 von Bedeutung zu

sein.

Wie NFkB reguliert auch STAT3 die Expression seines endogenen Regulators, dem
suppressor of cytokine signaling (SOCS) 3. Im Rahmen eines negativen Feedback-
Mechanismus hemmt SOCS3 JAK [452] und findet iiberdies als Indikator fiir die Aktivitit
des JAK-STAT3-Signalweges Verwendung [440, 442].

NF-IL6

NF-IL6 ist urspriinglich nach seiner Beteiligung an der IL-6-Expression benannt [5]. Das
primdr nukledr lokalisierte [401] NF-IL6 erscheint in seiner aktiven Form vier bis zehn
Stunden nach einer systemischen Verabreichung von LPS [117]. Neben seiner Bedeutung fiir
die Zellproliferation und -differenzierung [409] spielt es eine Rolle in der Bildung des

Langzeitgedichtnisses [516] ebenso wie bei inflammatorischen Prozessen [148].

Der Signaltransduktionsweg nach Bindung von IL-6 an seinen Rezeptor beinhaltet die
Aktivierung von JAK und darauthin die Initiierung der mitogen-activated protein (MAP)
Kinase-Kaskade. Die MAP Kinase-Kaskade miindet in der Aktivierung von extracellular-
signal regulated kinase (ERK) und letztlich in der fiir die Dimerisierung essentiellen
Phosphorylierung der NF-IL6-Monomere [349]. Vielfdltige modulierende Effekte von
Proteinkinasen auf die DNA-Bindungsfahigkeit von NF-IL6 sowie auf die zur
Phosphorylierung fithrenden Signalwege wurden beschrieben [98, 104, 317, 468]. Neben der
Induktion durch IL-6, sind auch LPS, IL-1p und TNF-a zur Aktivierung von NF-IL6 befdhigt
[75, 518].

In seiner Funktion als inflammatorischer Transkriptionsfaktor ist NF-IL6 an der Induktion der
Prostaglandinsynthese iiber COX2 und mPGES [503] beteiligt. Weitere Zielgene sind IL-1
[579], IL-6 [5], TNF-a [398], die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase [138] sowie IL-10
[302]. AuBerdem wurde eine Beteiligung von NF-IL6 an der Regulation von Genen und
Enzymen des Energiestoffwechsels in Astrozyten beschrieben [76]. Auch STAT3 und NF«B
unterliegen regulatorischen Einfliissen durch NF-IL6, so ist ein hemmender Einfluss auf [kBa
[74] sowie eine induzierende Wirkung auf SOCS3 bekannt [74, 571].
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1.2.1.3 Zielgene

Die genomische Aktivierung von Gehirnzellen geht mit der Bildung und Aktivierung
verschiedener, oben beschriebener Transkriptionsfaktoren einher. Essentielle Zielgene der
Entstehung von Fieber und anderen Symptomen der sickness response werden hierdurch in
ihrer Expression beeinflusst. Zu den fiir diese Arbeit relevanten Genen zdhlen die
Schliisselenzyme der PGE,- Synthese COX2 sowie mPGES [530]. Die mRNA (messenger
Ribonukleinsdure) -Expression beider Enzyme wurde untersucht. COX2 wurde des Weiteren

mit Hilfe einer Immunfluoreszenz nachgewiesen.

PGE, gehort zu einer groBen Gruppe bioaktiver Arachidonsdurederivate, gilt als
entscheidender terminaler Mediator der Fieberantwort und wird von einer Reihe
unterschiedlicher Zellen gebildet. Im Gehirn zéhlen hierzu Neurone [28], Mikroglia [503],
Astrozyten [565], Endothelzellen [152] sowie perivaskuldre Zellen [477]. PGE, erfiillt zentral
und peripher zahlreiche physiologische Funktionen. Im Rahmen einer peripheren
Entziindungsreaktion ist es fiir die Schmerzentstehung [239] ebenso wie fiir eine
Vasodilatation [556] und Erhéhung der Gefilpermeabilitit [372] verantwortlich. Seine
intrazerebroventrikuldre Gabe [332] sowie Applikation in die préoptische Region [456]
wirken Fieber erzeugend. Dabei ist sicher, dass PGE, iiber EP3-Rezeptoren wirkt und iiber
die Aktivierung von absteigenden vegetativen Bahnen Effektororgane, wie das braune
Fettgewebe und Gefille, zur Thermogenese bzw. Kéilteabwehr ansteuert [283]. Wihrend eines
Fiebers korrelieren endogene PGE,-Spiegel sowohl im Gehirn als auch im Blut gut mit der
Hohe der Korpertemperatur [469]. Auch eine Beteiligung von PGE, an LPS-induzierter
Anorexie wurde beschrieben [259]. Die PGE;-Synthese ist dabei auch durch die
Nahrungszusammensetzung beeinflussbar. So fiihrte die Supplementation von Fischdlen in
verschiedenen Studien zu einer Reduktion der PGE,-Synthese [82, 527]. Aulerdem wurde
postuliert, dass PGE; nach seiner initial pro-inflammatorischen Wirkung die LPS-induzierte
Bildung von Zytokinen iiber einen negativen Feedbackmechanismus hemmt und somit

womoglich auch an der Beendigung von Neuroinflammationen beteiligt sein kann [62].

Die Synthese von PGE, erfolgt iiber die Freisetzung von Arachidonsdure (AA) aus
Membranlipiden, jedoch nicht wie lange félschlicherweise angenommen ausschlielich liber
die Aktivitdt der Phospholipase A, (PLA;). Jiingst konnte gezeigt werden, dass im Gehirn vor
allem die Monoacylglycerol Lipase (MGL) fiir die Freisetzung von AA aus dem
Endocannabinoid 2-Arachidonylglycerol eine Rolle spielt [2-AG konnte in der vorliegenden
Arbeit mit Hilfe von MALDI (matrix assisted laser desorption / ionisation ) -Experimenten
nicht eindeutig nachgewiesen werden; siehe hierzu auch VIL3]. Als Pool fiir die Bildung von
2-AG stehen AA-tragende Diacylglycerole, die wiederrum aus verschiedenen
Glycerophospholipidspezies freigesetzt werden, zur Verfiigung [249, 363]. COX2 setzt freie
AA zu Prostaglandin H, (PGH;) um, welches anschlieBend von der mPGES zu PGE,
umgewandelt wird [150] (siehe auch Abbildung 2). Ob neben diesen beiden auch die MGL
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ein geschwindigkeitsbestimmendes Enzym fiir die PGE,-Synthese darstellt bleibt zu kliaren
[249].

Der therapeutische Einsatz von COX2-Inhibitoren ist weit verbreitet. Dabei wird unter

anderem Fieber gesenkt [71] und die krankheitsbedingte Anorexie gemildert [509].
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Abbildung 2

Schematische Darstellung der Synthese von PGE2.

X = Phosphat- und Kopfgruppe, 2-AG = 2-Arachidonylglycerol, MGL = Monoacylglycerol
Lipase, AA = Arachidonsiure, COX2 = Cyclooxygenase 2, PGH; = Prostaglandin H,, mPGES =

mikrosomale Prostaglandin E Synthase, PGE, = Prostaglandin E,; frei nach Kita 2015 und
Nomura 2011 [249, 363].
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1.2.2 Der zelluliire Signalweg / die zelluléiire Immunantwort

Damit eine zelluldre Immunantwort im Gehirn stattfinden kann, miissen Leukozyten zunéchst
im Rahmen der Extravasation Blutgefidllumina verlassen und in das Gehirnparenchym
migrieren. Hierzu bedarf es einer Aktivierung peripherer Immunzellen ebenso wie von
Endothelzellen der Gehirngefdfie [190]. Dies kann einerseits iiber zirkulierende Zytokine (IL-
1B, IL-6, TNF-a) und andererseits unmittelbar iiber PAMPs oder DAMPs stattfinden. Eine
solche Form der Aktivierung geht mit einer erh6hten Expression von Oberflaichenmolekiilen
wie Selektinen und Integrinen einher [309, 582]. Molekiile dieser Klassen erlauben die
Bindung von Leukozyten an Endothelzellen. Diesem Prozess folgend kommt es zur para-
sowie transzelluldren Migration der Zellen durch das Gefillendothel (Diapedese) [341].

Unter physiologischen Bedingungen sind neutrophile Granulozyten im Gehirnparenchym
nicht anzutreffen, erscheinen jedoch nach Applikation eines ausreichend grofen Stimulus
(hohe Dosen LPS oder andere inflammatorische Stimuli) nach acht bis 24 Stunden im
Gewebe [50]. Sie haben einen Anteil von 90 % an den einwandernden Leukozyten und
scheinen sogar fiir einige Symptome der sickness response mitverantwortlich zu sein. So
konnte gezeigt werden, dass eine Neutralisation von neutrophilen Granulozyten mit Hilfe
eines spezifischen Antiserums bei starker LPS-induzierter Inflammation die Entstehung von
depressionsartigem Verhalten sowie einem eingeschriankten Sozialverhalten hemmt [4]. In der
vorliegenden Arbeit wurden neutrophile Granulozyten mittels immunhistochemischer
Methoden (7/4- und CD11b-Antikorper) sowie als Teilmenge von CD68-positiven Zellen in

der real-time Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachgewiesen.

1.2.2.1 Mikroglia

Als wichtigste residente Immunzellpopulation, die etwa 10 % der gesamten
Gehirnzellpopulation ausmacht, werden die mesodermalen Mikrogliazellen angesehen [36,
87]. Sie sind essentieller Bestandteil des angeborenen Immunsystems des ZNS [185]. Unter
physiologischen Bedingungen zeigen sie eine fein verzweigte Form, die auch als ruhender
Phénotyp bezeichnet wird. Entgegen fritherer Annahmen sind ihre Fortsidtze sehr beweglich,
und befihigen zur aktiven Uberwachung der Umgebung [241, 359]. Eine Vielzahl von auf der
Oberflache exprimierten Rezeptoren erlaubt verschiedenste Signale wahrzunehmen, zu denen
beispielsweise bakterielle Zellwandbestandteile, virale DNA oder RNA, aber auch
inflammatorische Zytokine zdhlen [241]. Durch solche Stimuli aktivierte Mikroglia nehmen
amoboide Formen an und sind zur Lokomotion ebenso wie zur Phagozytose,
Antigenprésentation, Chemokin- und Zytokinproduktion befdhigt [122, 282, 364]. Als
Antwort auf einen peripheren Immunstimulus, wie beispielsweise LPS, wurde gezeigt, dass
Mikroglia in vivo die Zytokine IL-1p, TNF-a und IL-6 sezernieren [120]. Mikroglia, die ein
derartiges Zytokinprofil aufweisen, werden dem M1 Typ zugeordnet. Insgesamt zeichnen sich
diese Zellen durch einen inflammationsverstarkenden, zytotoxischen Phénotyp aus. Zellen des
M2 Typs hingegen haben durch die Synthese und Freisetzung von anti-inflammatorischen
Zytokinen wie IL-10 [36] eher regenerative und immunmodulatorische Eigenschaften [123].

-13 -



Einleitung

Es wurde berichtet, dass bei der LPS-induzierten und Zytokin-vermittelten Induktion
verschiedener inflammatorischer Zielgene (z.B. 1IL-6) in Mikroglia auch der
Transkriptionsfaktor STAT3 eine Rolle zu spielen scheint [400]. Abhéngig vom Tiermodell
und der verabreichten Dosis kommt es nach etwa sechs Stunden zu einer robusten
Aktivierung von Mikroglia nach LPS-Gabe die fiir mehrere Tage nachweisbar bleibt.
Klassische und zum Teil auch in dieser Arbeit verwendete Marker zum Nachweis aktivierter
Mikroglia sind CD68 [30], CD11b und das calcium binding adaptor molecule-1 (Iba-1) [221].

Insgesamt spielen Mikroglia eine Schliisselrolle beim Schutz von Neuronen vor schéddlichen
Noxen oder Lasionen [282] und tragen zur Aufrechterhaltung der Homoostase im Gehirn bei
[364]. Ihre Beteiligung an neuroinflammatorischen und neurodegenerativen Prozessen wird in
der Literatur vielseitig beschrieben und diskutiert. Thre Aktivierung wird als wichtiger
Mechanismus der Pathogenese verschiedener Gehirnpathologien angesehen [517].

2. Die Entziindungsauflosung

Die Entziindungsreaktion des Korpers zielt generell darauf ab, Gewebe zu schiitzen und als
Ursache und Folge von Gewebeverletzungen schidliche Noxen zu beseitigen [109]. Die
Entziindungsauflosung wurde lange Zeit als rein passiver Prozess in Folge des Verschwindens
pro-inflammatorischer Mediatoren eingeschitzt [S11]. Spitestens seit der Entdeckung von
Lipidmediatoren mit anti-inflammatorischen und entziindungsauflosenden Fihigkeiten, die
sich aus ®-3 FS synthetisieren lassen, wird immer klarer, dass die Beendigung einer
selbstlimitierten, akuten Entziindung nach einem strikt programmierten Ablauf von statten
geht [473, 475]. Dabei werden auf systemischer Ebene verschiedene physiologische
Mechanismen genutzt. Eine Erh6hung zirkulierender Glucocoticoide wird ebenso beobachtet
wie die Aktivierung der Akuten-Phase-Reaktion. Auch ein cholinerger anti-inflammatorischer
Weg iiber vagale Afferenzen wurde als protektive Reaktion auf Stress und Entziindungen
beschrieben [37, 500, 526]. Versagen entziindungsauflosende Prozesse entwickeln sich
chronische Erkrankungen [548]. In den letzten Jahren wurde deutlich, dass zunéchst nicht
primér inflammatorisch eingeordneten Krankheitsbildern, wie chronischen
Entziindungsprozessen, eine bedeutende Rolle zukommt. Hierzu zdhlen zum Beispiel
kardiovaskuldre und zerebrovaskuldre Erkrankungen ebenso wie Krebs, Obesitas und vor
allem neurodegenerative Erkrankungen wie beispielsweise Alzheimer [68]. Dabei ist der
zugrundeliegende Entziindungsreiz hidufig unbekannt und / oder schwer zu beseitigen [511].

2.1 Calciumabhingige Kaliumkanile

Kleine, schwach leitende, durch Ca*"-aktivierte K'-Kanile (SK) werden unter anderem im
ZNS exprimiert [2, 445] und konnten zukiinftig eine Rolle fiir die Behandlung von
neurodegenerativen Erkrankungen spielen [266]. So konnten durch die Gabe entsprechender
Agonisten Gehirninfarkt und neuronales Absterben reduziert werden [9, 143]. Thnen wird

auBerdem eine Bedeutung bei neuroinflammatorischen Prozessen zugesprochen. Die in vitro
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Modulation solcher Kanile zeigt konzentrationsabhingige regulatorische Einfliisse auf
Mikroglia [139, 141].

2.1.1 Nomenklatur und Aufbau

Alle Ca*"-aktivierten K'-Kanile werden einer Genfamilie zugesprochen. Sie untergliedern
sich in zwei Gruppen [550], und zwar spannungsabhingige und spannungsunabhingige
Kanile. Zu den spannungsunempfindlichen Kanaltypen gehoren drei SK Subtypen, die als
SK1-3 [255] oder Synonym als Kc,2.1, K¢,2.2 und K¢,2.3 bezeichnet werden. Zusétzlich
wird dieser Gruppe ein intermedidrer Kanaltyp, der IK1 oder K¢,3.1 zugerechnet. SK1-3
werden in sich liberlappenden Bereichen des Gehirns exprimiert [502], unter anderem auch im
Hypothalamus [445]. Zur Gruppe der spannungsabhingigen Ca’’-aktivierten K'-Kanile
gehort der BK oder K¢,1.1 [550]. Fiir diese Arbeit relevante Kanaltypen sind Homomultimere
aus den selektiv durch Cyclohexyl-[2-(3,5-dimethyl-pyrazol-1-yl)-6-methyl-pyrimidin-4-yl]-
amine (CyPPA) aktivierbaren Untereinheiten SK2 und SK3 [222].

SK-Einheiten bestehen aus sechs transmembranidren Doménen, einem zytosolischen N- und
C-Terminus sowie einer P loop Region zwischen der Doméne fiinf und sechs. Dieser Teil
umfasst auch den K'-selektiven Filter [156]. Die Calciumsensitivitit der Kanile wird durch
konstitutiv am C-Terminus gebundenes Calmodulin vermittelt [465, 562]. Bei Bindung von
Ca’" an Calmodulin kommt es zu einer Konformationsinderung und Offnung des Kanals.
Dies ermdoglicht den Ausstrom von K [240, 465, 562]. Calmodulin kann ferner an
verschiedenen Positionen phosphoryliert werden, was eine direkte Modulation der
Kanalaktivitit nach sich zieht [255]. Findet beispielsweise die Phosphorylierung des
geschlossenen Kanals durch eine am Kanal gebundene Caseinkinase statt, wird die
Calciumsensitivitdt reduziert. Dahingegen bedingt die Dephosphorylierung des offenen
Kanals durch die Proteinphosphatase 2A eine Erhohung der Calciumsensitivitdt [8]. Die
Calciumsensitivtit ist auBerdem direkt abhingig von intrazelluliren Ca*"-Konzentrationen,

was SK-Aktivierung unmittelbar zeitlich an neuronale Aktivitit koppelt [2].

2.1.2 Funktion und Pharmakologie

SK haben eine Vielzahl physiologischer Funktionen. Zu diesen zdhlt unter anderem das
Mitwirken an der einem Aktionspotential folgenden Hyperpolarisation der Zelle. Dies steuert
Form und Frequenz der Aktionspotentiale vieler Zelltypen [157, 386, 444]. Ferner fiihrt die
Aktivierung von SK zu einer reduzierten Erregbarkeit von Neuronen (siehe hierzu Abbildung
3). Des Weiteren tragen sie zur Regulation der Langzeit-Potenzierung (long-term
potentiation, LTP) bei, welche als MaB3stab fiir die synaptische Plastizitit von Nervenzellen
im Rahmen von Gedéchtnisbildung und Lernen dient [2]. So konnte gezeigt werden, dass SK-
Aktivitdt die synaptische Plastizitit reduziert. CyPPA bindet in geringen micromolaren
Konzentrationen an SK2 und 3 und fiihrt zu einer Erhohung der Calciumsensitivitit der
Kanile [222]. Die Gabe dieses positiven Modulators verschlechterte dabei die Lernleistung
von Miusen [540], wohingegen die Gabe des SK Antagonisten Apamin (Bestandteil von
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Bienengift) bei Miusen mit verbessertem hippocampalen Lernen und einer vermehrten
synaptischen Plastizitdt einhergeht [497].

®  Glutamat

I I NMDA - Rezeptor

| sk

Abbildung 3

Aktivierte kleine, schwach leitende Ca**-sensitive K'-Kanile (SK) reduzieren die Erregbarkeit
von Neuronen und erhalten die Calciumhomoéostase. Postsynaptische N-methyl-D-aspartat
(NMDA) -Rezeptoren werden durch prisynaptische Glutamatfreisetzung in den synaptischen
Spalt aktiviert, (1) es kommt zu einem Ca’*-Einstrom in die Zelle, welcher SK aktiviert. (2)
Durch den SK kommt es zum Ausstrom von K*, was die Zelle repolarisiert und (3) die erneute
Aktivierung der NMDA-Rezeptoren blockiert. So wird der Ca’*-Einstrom terminiert. Nach
Dolga 2012 und Kuiper 2012 [141, 266].

Eine Beteiligung von SK an neurodegenerativen Prozessen konnte iiber zwei Mechanismen
gezeigt werden. Zum einen kommt es durch SK-Aktivierung zum Schutz von Neuronen. SK
terminieren  dabei  eine  ilibermédfBige  Aktivierung von = N-methyl-D-aspartat
(NMDA) -Rezeptoren und einen dadurch bedingten Calciumeinstrom in die Zelle (Abbildung
3), so schiitzen sie vor Excitotoxizitit [140]. An diesen Vorgédngen scheinen auch in der
mitochondrialen Membran exprimierte SK beteiligt zu sein [142, 419]. Zum anderen wird die
LPS-induzierte Entziindungsantwort von Mikroglia reduziert [141]. Fiir die Aktivierung von
Mikroglia spielt vor allem der SK3 eine bedeutende Rolle [139]. Dessen mRNA konnte in
murinen Mikrogliazellen nachgewiesen werden [141, 242]. Ferner wird nach LPS-Stimulation
von primédren mikroglialen Kulturen der Ratte die mRNA-Expression signifikant vermehrt
[459]. Es konnte gezeigt werden, dass die LPS-vermittelte inflammatorische Antwort
primérer mikroglialer Zellkulturen der Maus durch die Behandlung mit CyPPA abgeschwécht
wird. Dabei kam es zu einer reduzierten Produktion und Freisetzung von TNF-a, IL-6 sowie
Stickstoffmonoxid (NO). Zusétzlich wird morphologischen Verdnderungen von
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Mikrogliazellen vorgebeugt, welche mittels Echtzeit-Impedanzmessungen erfasst wurden
[141].

Die Aktivierung von Mikroglia tritt in vivo sowohl als Folge von LPS-Stimulation auf als
auch bei verschiedenen Gehirnpathologien [117, 179] und wird als einer der wichtigen
Mechanismen bei der Pathogenese solcher Zustinde angenommen. Daher sollten im Rahmen
dieser Arbeit die vielversprechenden bisherigen Versuchsergebnisse beziiglich der
Eigenschaften von CyPPA als anti-inflammatorische Strategie in vivo getestet werden.

2.2 Die Rolle von Lipiden und Lipidmediatoren fiir die Beendigung von Entziindungen
und Fieber

2.2.1 Die Funktion von Fettsiuren fiir das Gehirn

Ungefdhr 35 % der FS im ZNS gehoren zur Gruppe der PUFA. PUFA sind langkettige,
mehrfach ungesittigte FS wie die ®-3 FS DHA (22:6 ®-3) und EPA (20:5 ®-3) oder die ®-6
FS AA (20:4 »-6) [54, 448]. Linolsdure (LA, 18:2 ®-6) und a-Linolensdure (aLNA, 18:3 -
3) sind die Ausgangsverbindungen fiir die Synthese von ®-3 und ®-6 FS [145]. Das o-1
Kohlenstoffatom definiert sich als das am weitesten von der Carboxylgruppe entfernte
Kohlenstoffatom. Eine -3 FS trigt also ausgehend vom ,,0w-Ende” eine Doppelbindung
zwischen dem dritten und vierten Kohlenstoffatom seiner Kette; eine ®-6 FS eine
Doppelbindung zwischen dem sechsten und siebten Kohlenstoffatom. Im Gehirn machen
DHA und AA den gréften Anteil an PUFA aus [215]. DHA reichert sich aufgrund des hohen
Bedarfs im ZNS rasch an [33]. Anders als in peripheren Geweben kommt EPA im Gehirn nur

in sehr niedrigen Konzentrationen vor [33, 377] und kumuliert dort nicht [294].

Menschen und anderen Sdugern fehlt die Al5-Desaturase und die Al2-Desaturase, so dass
aLNA und LA fiir sie essentielle FS sind [389, 450] und mit der Nahrung aufgenommen
werden miissen [450, 555]. EPA, DHA und deren Vorldufersubstanzen sind in Olen von
Makroalgen [389] sowie in relativ groBen Mengen in Kaltwasserfischen [70] zu finden.
oLNA kommt in Olen von verschiedenen Samen und griinem Blattgemiise vor [70, 337, 389].

2.2.2 ®-3 Fettsiiuren und deren fieberreduzierendes Potential

Sowohl fiir DHA als auch fiir EPA sind grof3e anti-inflammatorische Potentiale beschrieben
[537]. So konnte nach 42-tdgiger oraler Substitution von 40 mg/kg EPA in Kaninchen eine
Reduktion der Fieberantwort auf die intravendse Gabe des viralen Mimetikums polyinosinic:
polyeytidylic acid (Poly I:C, 2,5 ng/kg) gezeigt werden. Diese Fieberreduktion war begleitet
von reduzierten IL-1B- und PGE,-Plasmakonzentrationen, jedoch einer Erhohung von 15-
deoxyA'*'*Prostaglandin J, (PGJy) [124]. 15-deoxyA'*'*PGJ, ist ein Abbauprodukt von
Prostaglandin D, (PGD;), dem anti-inflammatorische Eigenschaften zugesprochen werden
[216]. Auch Untersuchungen an gesunden Freiwilligen bestéitigen fieberhemmende Effekte
von Fischolen. So wird nach zweimaliger intravendser Fischdlgabe von 5 ml/kg iiber sechs
Stunden, jeweils 48 und 24 Stunden vor LPS-Applikation, eine reduzierte Fieberantwort beim
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Menschen beobachtet, die von reduzierten TNF-a-Plasmakonzentrationen begleitet wurde
[395]. Diesen Ergebnissen entsprechend zeigte sich nach oraler Substitution mit einer hohen
Dosis EPA und DHA (3600 mg/Tag, liber acht Wochen), jedoch nicht nach Verabreichung
einer geringeren Dosierung (900 mg/Tag, iiber acht Wochen), eine signifikante Reduktion
eines durch intravendse Gabe von 0,6 ng/kg LPS induzierten Fiebers. Diese Beobachtung
ging mit tendenziell reduzierten IL-6-, TNF-a-, IL-10-, IL-lra-, und C-reaktivem
Protein-Plasmakonzentrationen einher [161]. Dahingegen wurde in einer anderen Studie nach
drei- bis vierwochiger o-3 PUFA Supplementation (7,2 g/Tag) die Fieberantwort, induziert
durch eine intravendse Verabreichung von 2 ng/kg LPS, geringfiigig abgeschwicht und
Zytokin-Konzentrationen nicht beeinflusst [330]. Die Bedeutung solcher therapiebegleitender
didtetischer Ansitze bei inflammatorischen Prozessen ist demnach also sehr grof3. Dennoch
fehlen weiterfiihrende, detaillierte Informationen beziiglich der Wirkweise von PUFA und
deren Metaboliten.

2.2.2.1 Arachidonsiure und seine Metabolite

Freie AA ist Substrat zur Bildung einer groen Vielfalt verschiedener AA-Derivate. Dazu
zdhlt der in Abbildung 2 gezeigte Syntheseweg zur Bildung von PGE,. Im Folgenden soll
ohne Anspruch auf Vollstindigkeit ein kurzer Uberblick zu wichtigen Synthesewegen
gegeben werden.

Enzymatisch oder anderweitig freigesetzte AA wird entweder erneut in neuronale Membranen
eingebaut oder iiber verschiedene enzymatische bzw. nicht-enzymatische Mechanismen zu
oxidierten Metaboliten mit wichtigen neurochemischen Funktionen umgewandelt [159, 412].
COX, Lipoxygenasen (LOX) und Cytochrom P450 metabolisieren AA zu Prostaglandinen,
Leukotrienen und Epoxy-Eicosatriensduren. Durch einen Seitenast der Prostaglandinsynthese
werden aullerdem Thromboxane gebildet [261, 391]. Zusammenfassend werden diese
Substanzen auch als Eicosanoide bezeichnet [391]. Neurone, Astrozyten und cerebrale
Endothelzellen sind fahig, Eicosanoide zu bilden [368, 541, 558]. Den aus AA gebildeten
Prostaglandinen der sogenannten 2er Reihe ebenso wie Leukotrienen der 4er Reihe wird
generell ein hohes pro-inflammatorisches Potential zugesprochen (siche auch Abbildung 4)
[121]. Studien zur Rolle von Leukotrienen fiir die Fieberinduktion fanden jedoch auch
Hinweise auf fieberhemmende Wirkungen solcher durch LOX-Enzyme gebildeter
Mediatoren, die der Gruppe der sogenannten Kryogene angehdren [261]. Kryogene sind
endogene Substanz, die die Hohe von Fieber reduzieren und so im Sinne einer
Temperaturreduktion wirken [261]. Leukotriene sind kein Schwerpunkt dieser Arbeit. Eine
Hemmung von COX kann allerdings zu einer erhdhten Expression von LOX fiihren [97].
LOX ist sowohl fiir die Bildung von ®-6 als auch von -3 Lipidmediatoren relevant [496].

2.2.2.2 Docosahexaensiiure, Eicosapentaensiure und ihre Metabolite
Fir die -3 FS EPA und DHA wird schon lange eine anti-inflammatorische Wirkung

angenommen. Sie konnen mit AA um Enzymsysteme konkurrieren und dabei die
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Konzentrationen pro-inflammatorischer Eicosanoide reduzieren [472]. Des Weiteren spielt
DHA eine wichtige Rolle fiir Wachstum, Entwicklung und einige Funktionen des Gehirns von
Sdugern [528]. So wirkt es neuroprotektiv [245] und moduliert die Aktivitdt hippocampaler
Synapsen [72]. In Membranphospholipiden des Gehirns ist DHA stark angereichert [61], kann
aber im ZNS selbst nicht gebildet werden [357]. Der zugrunde liegende Mechanismus der
Anreicherung von DHA wurde lange diskutiert. Unverestertes DHA kann die BHS frei
passieren [197, 198, 413]. Ferner wurde kiirzlich der DHA-Transporter Mfsd2a entdeckt
[357]. Dieser Transporter wird ausschlielich von Endothelzellen der BHS exprimiert und
transportiert als Lysophosphocholin (LPC) verestertes DHA und andere langkettige FS. An
Mfsd2a Knock-out Méusen konnte dessen Bedeutung und Funktion bestétigt werden. Solche
Tiere zeigen deutlich reduzierte DHA-Konzentrationen im Gehirn, die von einer
Mikroencephalie, Verhaltensauffilligkeiten und einer reduzierten Zahl von Neuronen im
Hippocampus und Cerebellum begleitet werden [357]. Ebenfalls konnten in Gehirnen von
Alzheimer-Patienten reduzierte DHA-Konzentrationen nachgewiesen werden. Die Reduktion
von DHA-tragendem Phosphatidylcholin (PC (18:0/22:6)) korreliert positiv mit der Dauer der
Erkrankung [574]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Leukozyteninfiltration in
ischdmische Gebiete des Rattengehirns durch erhdhte DHA-Konzentrationen vermindert wird
[381]. Somit tragt DHA zur Modulation von Neuroinflammation bei.

Interessanterweise konnte in einem Mausmodell fiir akute Neuroinflammation durch eine
intrazerebroventrikuldre Gabe von LPS gezeigt werden, dass speziell unverestertes DHA
neuroprotektiv wirkt. Dieser Effekt war zumindest zum Teil durch die Umwandlung von
DHA in SPMs bedingt. Es wurde postuliert, dass der in Phospholipiden gebundene Anteil an
DHA keine neuroprotektive Wirkung zeigt, jedoch als wichtige Quelle zur Freisetzung von
DHA durch Deacylierung dient [375].

Prostaglandinen der 3er Reihe und Leukotrienen der Ser Reihe, deren Vorldufer EPA ist,
werden im Gegensatz zu den Metaboliten der AA reduzierte pro-inflammatorische oder sogar
anti-inflammatorische Potentiale zugesprochen. COX- und LOX-Enzymen dient neben AA
auch DHA als Substrat. Entstehende Substanzen werden zu Docosanoiden zusammengefasst.
Die Stoffgruppe beinhaltet Resolvine (Rv), Docosatriene und Neuroprotectine. Diese
antagonisieren unter anderem Effekte von Eicosanoiden [121]. PUFA bilden also
Ausgangssubstanzen sowohl flir pro- als auch fiir anti-inflammatorische Molekiile. Das
Verhiltnis von ®-3 zu -6 nimmt dabei Einfluss auf das Verhéltnis von pro-
inflammatorischen zu anti-inflammatorischen Lipidmediatoren, was in Plasmalipidomstudien
von Fat-1 Tieren (Miuse der Linie B6.129P2-Tg(CAG-fat-1)Jxk, siehe hierzu auch 11.2.2.1.1)
gezeigt werden konnte [19]. Es erscheint also duflerst wahrscheinlich, dass die Balance
zwischen diesen sich wechselseitig antagonistisch beeinflussenden Lipidspezies Einfluss auf
den Ausgang von Krankheitsgeschehen nimmt (siehe auch Abbildung 4).
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Abbildung 4

Stark vereinfachte, schematische Darstellung des Metabolismus essentieller Fettséiuren. Die iiber
die Nahrung aufgenommene essentielle Linolsiure wird iiber mehrere Zwischenschritte
enzymatisch zu Arachidonsiure (AA) umgewandelt. AA ist Ausgangssubstanz vieler pro-
inflammatorischer Prostaglandine (PGs) der 2er Reihe, Leukotriene (LT) der 4er Reihe sowie
von Thromboxan (TX) A,. Die ebenfalls essentielle a-Linolensiure ist Vorliufer von
Eicosapentaensiure (EPA), welche wiederum weiter verstoffwechselt wird zu
Docosahexaensiure (DHA). Aus diesem Ast werden die eher anti-inflammatorischen
Prostaglandine der 3er Reihe, LTs der Ser Reihe und TXA; gebildet. Auflerdem werden via
COX-, LOX- und Cytochrom P450 Enzymsysteme anti-inflammatorische und pro-
entziindungsauflosende Resolvine, Neuroprotectine, Lipoxine und Maresine auch zu kleinen
Teilen aus AA gebildet. Nach Das und Puskas 2009 [121]

Wihrend systemischer LPS-induzierter Entziindung [131] oder bei altersinduzierter
Neuroinflammation [270] fiihrt die Gabe hoher Konzentrationen an DHA zu einer Reduktion
der Expression pro-inflammatorischer Zytokine. Diese anti-inflammatorische Wirkung von
-3 Lipidmediatoren kann zum einen durch Hemmung der LPS-stimulierten NFkB-
Aktivierung erkldrt werden [39]. Zum anderen kann eine gestorte Oberflachenexpression
zugehoriger Rezeptoren wie TLR4 und CDI14 [125] und damit beispielsweise auch eine
Unterdriickung des IL-6 induzierten JAK-STAT3-Signalweges [334] daran beteiligt sein.

Es gibt also verschiedene Erkldrungsansétze fiir die in fritheren Studien beobachteten anti-
inflammatorischen und fieberauflosenden Effekte der o-3 PUFA. Diese werden in Abbildung

5 zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 5

Zellulire Mechanismen iiber die ®-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) zur Reduktion
inflammatorischer Zustinde (Phéinotypen) fithren. Eine erhohte Zufuhr langkettiger, mehrfach
ungesittigter Fettsiuren verdringt Arachidonsiure (AA) aus Phospholipiden. Eine
Anreicherung von PUFA in Zellmembranen fiihrt zu einer Erhéhung der Membranfluiditiit,
verindert die Synthesemuster von Lipidmediatoren und die Oberflichenprisentation
verschiedener Rezeptoren, was wiederum verinderte Signaltransduktionswege nach sich zieht.
Zusitzlich interagieren freie Fettsduren beispielsweise mit NFkB. Modifiziert nach Calder 2009
[68].

2.2.3 Specialized pro-resolving mediators (SPMs)

Die weit verbreitete Ansicht, dass Lipidmediatoren generell eine pro-inflammatorische
Wirkung haben, ist sicherlich auf die Tatsache zuriick zu fiihren, dass nicht steroidale anti-
inflammatorische Medikamente (NSAIDs) ihre Wirkung {iiber die Blockade der
Prostaglandinbiosynthese entfalten. Ganz im Gegenteil zu dieser Annahme ist heute jedoch
die hohe Bedeutung von Lipiden und Lipidmediatoren fiir den Prozess der
Entzlindungsauflosung bekannt, wird aber nicht vollstindig verstanden. Hier soll ndher auf
die entziindungsauflosenden Eigenschaften einer speziellen Gruppe von Lipidmediatoren

ndmlich den sogenannter specialized pro-resolving mediators eingegangen werden.

Anti-inflammatorische Prozesse sind generell nicht mit pro-entziindungsauflésenden
Prozessen gleichzusetzen. Auf zelluldrer Ebene beinhalten die Haupteffekte der
Entziindungsauflosung die Beendigung des Einstroms neutrophiler Granulozyten in
Entziindungsgebiete sowie die Phagozytose von Zelltriimmern, inklusive apoptotischer
Neutrophiler durch Makrophagen (Efferozytose) [314, 476]. Eingeleitet wird diese im
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normalen Verlauf einer Entziindung auftretende Phase durch einen sogenannten
Klassenwechsel der beteiligten Lipidmediatoren von einem Prostaglandin und Leukotrien
dominierten Milieu hin zu hohen Konzentrationen von Lipoxinen und Rv [293, 472]. Zu
diesen entziindungsauflosenden Agonisten gehdren neben Rv und Lipoxinen auch Protectine
und Maresine, die kollektiv als SPMs bezeichnet werden [471]. SPMs sind Substanzen mit
der Féhigkeit, Schliisselereignisse der Entziindungsauflosung zu vermitteln [314, 511]. Sie
wirken pro-inflammatorischen Mediatoren entgegen und reduzieren dabei das Ausmal3 und
die Dauer von Entziindungen [467].

Durch systematische Untersuchungen von Substanzen in entziindlichen Exsudaten der Maus
konnten ihre Strukturen, ihre biologischen Funktionen und Synthesewege aufgekliart werden
[475, 476]. In vitro Studien zeigten auBerdem, dass humane neutrophile Granulozyten und
Makrophagen wichtige Syntheseorte dieser Mediatoren darstellen [115].

Aus EPA werden Rv der E-Reihe gebildet, von denen bis heute RvE1 bis RvE3 bekannt sind.
DHA dient als Vorstufe zur Synthese von Rv der D-Reihe von denen bisher RvD1 bis RvD6
identifiziert wurden. Die Biosynthese von Rv wird durch LOX katalysiert. Beispielsweise
wird DHA zunichst durch die 15-LOX zu 17S-hydroxy-DHA und in einem weiteren Schritt
mit Hilfe der 5-LOX zu RvD1 umgewandelt. Fiir die Synthese von RvE1 ist zusétzlich das
Cytochrom P450 notwendig [73]. Aspirin acetyliert COX2, was zu einer derartigen
Modifikation seines katalytischen Zentrums fiihrt, dass zwar die Prostaglandinsynthese
gehemmt wird, AA, DHA und EPA jedoch weiterhin als Substrate fungieren konnen. Diese
werden zu 15R-HETE, 17R-HDHA und 18R-HEPE umgesetzt, welche wiederum iiber
Enzymsysteme, die in humanen neutrophilen Granulozyten vorhanden sind, in vitro zu
sogenannten aspirin-triggered Lipoxinen, aspirin-triggered Resolvinen [473, 475] und
aspirin-triggered Protectinen [474] transformiert werden konnen. Diese Lipidmediatoren
zeichnen sich dadurch aus, dass sie zu natiirlichen Formen vergleichbare Eigenschaften
aufweisen. Auflerdem wurde in Méusen das Aspirin-induzierte 15-epi-LXA4 nachgewiesen,
was weitere Hinweise auf in vivo existente und durch Aspirin verstirkte Starthilfen der
Entziindungsauflosung lieferte [59]. Andere Inhibitoren der Prostaglandinsynthese konnen
vielmehr eine Verzogerung der entziindungsauflosenden Prozesse induzieren, da
Prostaglandine Initiatoren des Klassenwechsels von Lipidmediatoren darstellen [86, 293,
467].

Rv entfalten ihre Wirkung unter anderem iiber die Bindung an G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (GPR). Auf neutrophile Granulozyten wirken SPMs allerdings nicht {iber
Calciummobilisation, sondern durch Phosphorylierungen [472]. Fiir RvDl1 ist bisher die
Bindung sowohl an den GPR32 als auch an den Lipoxin A4 Rezeptor / Formyl Peptid
Rezeptor 2 (ALX/fpr2) beschrieben worden [265]. Die Expression von ALX/fpr2 konnte in
Rattenneuronen nachgewiesen werden [387], wihrend dies fiir GPR32 bisher nicht gelang
[232]. RvE1 bindet ebenfalls an zwei unterschiedliche GPR, zum einen an den chemokin-like
receptor 1 (ChemR23) zum anderen an den Leukotrien B4 Rezeptor (BLT1) [15, 16, 369].
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ChemR23 wird unter anderem von Mikroglia [106], Makrophagen und Monozyten [449]
exprimiert. BLT1 konnte auf humanen neutrophilen Granulozyten und Monozyten
nachgewiesen werden [16]. Studien tiber die Expression von BLT1 auf Mikrogliazellen fehlen
bisher [232]. Nichtsdestotrotz konnte gezeigt werden, dass in vitro die Inkubation von
mikroglialen Zellkulturen mit RvEl und RvD1 einen LPS-induzierten inflammatorischen
Status abmildert und die Expression von TNF-o, IL-6 und IL-1B reduziert [418, 566].
Vergleichbare Effekte von Resolvinen konnten auch auf Makrophagen nachgewiesen werden
[380]. RvEI, RvDl sowie Maresin 1 sind aufBlerdem fahig einen Wechsel des
Makrophagenphénotypes von M1 hin zu M2 zu bewirken [116, 355, 523]. Die Ergebnisse
dieser Studie belegen eine Rolle von Resolvinen fiir die Auflésung von Entziindung und
moglicherweise auch von Neuroinflammationen und stellen potentiell vielversprechende

Therapeutika dar.

Zur Rolle von Rv im zentralen Nervensystem gibt es bis dato nur wenige Studien.
Verschiedene von DHA abstammende Metabolite konnten im Gehirnparenchym
nachgewiesen werden. Zu diesen gehdren 17S-hydroxy-DHA, Neuroprotectin D1 (NPD1),
RvDS5, 14S-hydroxy-DHA und Maresin 1. Bisher gelang kein Nachweis von RvD2 im
Gehirn, was den im Gehirn von anderen Geweben abweichenden DHA-Metabolismus
verdeutlicht bzw. damit zu erkldren sein konnte [375, 472]. In Gehirnen von Alzheimer
Patienten konnte RvD1 sowie immunhistochemisch und mittels Westernblotanalysen der
Rezeptor ALX/fpr2 in Neuronen und Gliazellen nachgewiesen werden. Die Darstellung von
ChemR23 gelang in Pyramidenzellen sowie in Gliazellen. Die RvD1 Konzentrationen in der
Zerebrospinalfliissigkeit korrelierten {iberdies positiv mit dem sogenannten mini-mental state
of examination, einem Screening-Test zur Feststellung kognitiver Defizite [548]. Eine andere
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass in einem Mausmodell fiir Schiadel-Hirn-Trauma die
intraperitoneale Gabe von RVE1 {iber mehrere Tage zu einer reduzierten mikroglialen
Aktivierung beitrdgt und das inflammatorische Profil von Mikroglia in Richtung M2
Phénotyp positiv beeinflusst [208]. Die intrazerebroventrikuldre Injektion von Maresin 1
reduziert liberdies das Infarktvolumen in einem Modell fiir Gehirnischdmie ebenso wie die
NF«B-Aktivierung [563].

2.2.4 Phospholipide und Lysophospholipide

Phospholipide sind Bausteine von Zellmembranen und Speicherort fiir FS. Im Gegensatz zu
Lipiden des Fettgewebes kommen im ZNS kaum Triglyceride und Cholesterolester, sondern
vor allem Glycerophospholipide und Sphingolipide vor [515]. Glycerophospholipide setzten
sich grundsétzlich aus einem Glycerinmolekiil, zwei FS, einem Phosphatmolekiil sowie einer
variablen Kopfgruppe zusammen (siehe hierzu auch Abbildung 6). Die Kopfgruppe kann
dabei von Serin, Ethanolamin, Cholin, Glycerin oder Inositol gebildet werden. Fehlt die
Kopfgruppe liegt ein Phosphatidylsdure-Molekiil (PA) vor, welches in Membranen nur in
geringen Mengen vorkommt, jedoch ein wichtiges Schliisselmolekiil bei der Biosynthese
andere Glycerophospholipde ist. Tauscht man Glycerin gegen ein Sphingosin erhdlt man ein
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Sphingomyelin (SM) [504]. Die Kohlenstoffatome des Glycerins in Glycerophospholipiden
werden {iber ein stereospezifisches Nummerierungssystem identifiziert (sn-1, sn-2, sn-3) [1,
219]. An der sn-1 Position ist typischerweise eine gesittigte FS, an der sn-2 Position eine
PUFA verestert [515]. In der grauen Substanz ist DHA hiufiger in Glycerophospholipiden zu
finden als AA, in der weillen Substanz ist dieses Verhéltnis umgekehrt [508].

Abbildung 6

Schematischer Aufbau eines Membranphospholipids: Das Riickgrat bildet Glycerin (blau), das
an der C-3- Hydroxylgruppe mit Phosphat verestert ist. Am Phosphat kann wiederrum eine
alkoholische Kopfgruppe gebunden sein (Phosphat + Kopfgruppe hier als X dargestellt). R; und
R, stehen jeweils fiir eine beliebige an der C-1- und C-2-Hydroxylgruppe veresterte Fettsdure
(blau und rot hinterlegt), R, ist im Gehirn hiufig eine lange, mehrfach ungesittigte Fettsiure.
Die C1 und C2 Position wird auch als sn-1 und sn-2 Position bezeichnet. Vergleiche auch mit der
Darstellung des Glycerophospholipids in Abbildung 2. Abbildung nach Stryer 2013 [S04].

Wird durch die Phospholipase A; / A; die FS an der sn-1 / sn-2 Position abgespalten, wird der
verbleibende ,,Rest“ des Phospholipids als Lysophospholipid bezeichnet [65, 158].
Lysophospholipide entstehen wihrend des Umbaus und Abbaus von Membranphospholipiden
[425].

Lysophospholipide =~ werden traditionell als second-messenger in intrazelluldren
Signalkaskaden gesehen und riickten erst kiirzlich in den Fokus wissenschaftlichen Interesses.
Heute ist ihre Beteiligung an physiologischen sowie pathologischen Prozessen bekannt. Sie
sind unter anderem an Entziindungen wie Arthritis [172], aber auch an der Angiogenese
[378], Tumorgenese [331] und regulatorischen Prozessen im ZNS [103] beteiligt und
entfalten ihre Wirkungen haufig iiber Bindung an GPRs [525].

Lysophosphatidyl (LPA) wird durch aktivierte Mikrogliazellen iiber das Enzym PLA,;
gebildet und scheint an der Entstehung von neuropathischem Schmerz beteiligt zu sein [311].
LPA ist ein bioaktives und pro-inflammatorisches Lysophospholipid, kann zusétzlich zum
Gehirngewebe auch im Blut und in Zerebrospinalfliissigkeit nachgewiesen werden und spielt
bei Neurotraumata eine Rolle [171]. In einem Modell fiir traumatische Gehirnverletzungen
konnte durch die Gabe von LPA-Antikérpern das Lidsionsvolumen, die Gewebeschiden
generell sowie auch die IL-6-Plasmakonzentration verringert werden [111]. AuBlerdem scheint
die Lysophosphocholin-Bildung (LPC 16:0, 18:0 und 18:1) durch aktivierte Neurone an der
Entstehung von Astrogliose, Neuroinflammation und anschlieBender Neurodegeneration
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beteiligt zu sein. Dies konnte in einem in vitro Experiment zur Untersuchung der Rolle des
tiberexprimierten p25 Proteins in Neuronen als Beitrag zur Pathogenese der Alzheimerschen
Krankheit gezeigt werden [507].

Lysophospholipide konnen dariiber hinaus als Indikatoren fiir die Freisetzung von FS
herangezogen werden. Beispielsweise konnte in einer Studie im Bereich einer
Riickenmarksverletzung gezeigt werden, dass ein Anstieg von AA-tragendem
Phosphatidylcholin mit einem gleichzeitigen Anstieg korrespondierenden
Lysophosphocholins einherging. Dies wurde als hinweisend auf eine erhohte AA-Freisetzung
und einer damit einhergehenden Prostaglandinsynthese gedeutet [200].

3. Versuchsmodelle

3.1 LPS-induzierte Entziindungsreaktion

In dieser Arbeit wurde zur Induktion einer systemischen Entziindung und Fieber LPS
appliziert; ein sehr gut untersuchtes und héufig verwendetes Entziindungsmodell. Als
Bestandteil der Zellwand gram-negativer Bakterien besteht LPS aus zwei Einheiten. Die erste
Einheit ist der Polysaccharidteil, der sich seinerseits aus zwei Regionen zusammensetzt,
ndmlich dem O-Antigen und der Kernregion. Letztere bildet das Verbindungsstiick zur
zweiten FEinheit, dem hoch konservierten Lipid-A-Anteil. Dieser bildet die primir
immunstimulierende Komponente, wirkt also als PAMP und dient der Verankerung von LPS
in der duleren Bakterienmembran [153].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde LPS aus Escherichia coli des Serotyps O111:B4 verwendet,
welches kommerziell und hochrein erhéltlich ist. Nach systemischer Applikation bindet LPS
an sein im Serum vorhandenes Bindungsprotein [466] und bildet einen Komplex, der an
l6sliche oder membranstindige CD14-Rezeptoren bindet [560]. Dies fiihrt zur Aktivierung
des TLR4 [100]. Die TLR4-Aktivierung miindet letztendlich in der Expression spezifischer
Gene (siche hierzu auch I1.1.2.1) und ist von einer stereotypen, reproduzierbaren,
mehrphasigen und dosisabhidngigen sowie generalisierten Inflammation und Fieberantwort
begleitet [260].

Miéuse wurden als Versuchstiere zur Untersuchung von Fieber lange Zeit als ungeeignet
angesehen, da sie auf pyrogene Stimuli hdufig mit einem Abfall der Korpertemperatur
reagieren. Heute weill man, dass die Fieberantwort stark vom Mausstamm, dem verabreichten
Pyrogen sowie von der Umgebungstemperatur abhiangt [261]. C57BL/6 Méuse beispielsweise
entwickeln im Gegensatz zu Ratten bei einer mit Stress verbundenen Applikation
(beispielsweise  einer intraperitonealen  Injektion) von LPS  bei  niedriger
Umgebungstemperatur keine frithe Hyperthermie / Fieberphase, wohingegen sich die zweite
Fieberphase auch als Hypothermie darstellen kann [436].

Versuche im Rahmen dieser Arbeit wurden bei fiir Méause thermoneutralen 30 °C
durchgefiihrt. Die verabreichte geringe LPS-Dosis (50 pg/kg) induziert dabei ein iiber etwa
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sieben Stunden lang anhaltendes Fieber [173], wohingegen die hohe Dosierung (2,5 mg/kg) in
Mausen in der Regel ein beinahe zweitdgiges Fieber induziert [260].

3.2 Fat-1 Maus als Tiermodell

Fir die Untersuchung der Wirkung von ®-3 FS und deren Metabolite im Kontext des
Gesamtorganismus sind prinzipiell zwei Ansdtze denkbar. Zum einen eine didtetische
Anreicherung der Zielsubstanzen, zum anderen die Verwendung gentechnisch verdnderter
Organsimen, die in der Lage sind endogen ®-3 FS zu synthetisieren. Beide Strategien fiihren
zu Tieren mit abgewandelten FS-Profilen in deren Geweben [25].

Bei der Verwendung von transgenen Fat-1 Méusen, die zur endogenen Synthese von -3 FS
fahig sind [235] (siehe auch I1.2.2.1.1), bestehen im Gegensatz zur Fiitterung mit
fischdlhaltigen Didten klare Vorteile. Didten bestehen aus vielen Komponenten und bedingen
damit eine groBe Variabilitit zwischen den Versuchsgruppen. So konnen FS aus
verschiedenen Quellen (w-3 aus Fischolen, w-6 aus pflanzlichen Olen) unterschiedliche
bioaktive Substanzen enthalten und Fischoldidten sich im Gehalt geséttigter FS, einfach
ungesittigter FS, Antioxidantien sowie anderer Kontaminanten, wie beispielsweise
angereicherter Schwermetalle, unterscheiden. Auflerdem kommt es auf den Reinheitsgrad und
die Frische und damit den Oxidationsgrad der Ole an. PUFA sind tatsichlich sehr
oxidationsanfillig und besitzen eine geringe Haltbarkeit [234]. Auch die Akzeptanz von

Futtermitteln kann variieren.

Die in dieser Arbeit verwendeten Fat-1 Tiere besitzen dhnliche Mengen an DHA im Gehirn
wie nach Fiitterung mit Fischolen [376], weisen jedoch dabei keine verdnderte
Gesamtfettgewebsmenge auf [234]. Nach -6 reicher Fiitterung zeigen Fat-1 Méuse im
Gehirn ein Verhiltnis von ®-6 zu ®-3 FS von 0,8, wohingegen fiir Wildtyp Maéuse bei
gleicher Fiitterung ein Verhéltnis von 3,9 nachgewiesen wurde [235]. Bei ausschlieBlicher
Betrachtung der Zusammensetzung der Phospholipidfraktion des Cortex konnten diese
Erkenntnisse bestitigt werden. DHA war in Fat-1 Tieren im Vergleich zu ®-3 defizient
erndhrten Wildtyp Tieren um 220 % erhoht, wihrend w-6 PUFA Konzentrationen auf 77 %
reduziert waren. Dabei sind Phosphatidylethanolamine und Phosphatidylserine am stédrksten
mit DHA angereichert. Eine supraphysiologische Anreicherung von -3 PUFA in Fat-1
Maiusen findet jedoch nicht statt. Damit stellen Fat-1 Maiuse ein gutes Modell fiir die
Untersuchung von Lipidmediatoren dar [52].

In einem Modell fiir Lungenentziindung konnte in vorherigen Studien bereits eine Reduktion
der LPS-induzierten Lethargie und septischen Hypothermie in Fat-1 Tieren dokumentiert
werden [322]. Ferner wurden positive Effekte bei Riickenmarksschiden [299], Hirninfarkt
[307, 483], Parkinson [56] und kiirzlich auch der Schutz vor LPS-induzierten kognitiven
Defiziten und Entziindungen im Gehirn [131] beschrieben.

-6 -



Einleitung

4. Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Infektionen und Entziindungen werden von einer inflammatorischen Reaktion im Gehirn und
im Rahmen der sickness response von zentralnervos kontrollierten Symptomen wie Fieber
begleitet [251]. Zugrundeliegende Mechanismen und Folgen fiir das Gehirn sind noch
unzureichend verstanden. Daher wurde in dieser Arbeit der Fokus auf Mechanismen der
aktiven Termination akuter Entziindungsprozesse gelegt. Es wurden in zwei Teilstudien zwei
verschiedene Strategien mit unterschiedlichen Angriffspunkten verfolgt. Zum einen der
Einsatz eines Agonisten kleiner, schwach leitender durch Ca’"-aktivierter K"-Kanile, zum
anderen die Modulation von Lipidmediatoren in Fat-1 Mausen. Beide potentiell einsetzbare
Strategien besitzen hohe therapeutische Relevanz.

4.1 CyPPA: Untersuchung der Effekte des K'-Kanal Agonisten CyPPA

Die Teilstudie ,,CyPPA* beschéftigte sich mit der Wirkung des SK Agonisten CyPPA auf
Inflammation im Gehirn und auf zentralnervés kontrollierte Krankheitssymptome wéhrend
LPS-induzierter, systemischer Entziindungsreaktion. Dabei sollten folgende Fragenstellungen
untersucht werden:

e Hat die Gabe von CyPPA einen Einfluss auf durch LPS ausgeldste
Krankheitssymptome in C57BL/6J Méusen?

o Wirkt sich die in vivo Applikation von CyPPA modulierend auf die sickness
response aus und wenn ja, in welcher Form; werden Fieberantwort,
Lethargie, Anorexie und Adipsie beeinflusst?

e Beeinflusst CyPPA Signalwege des humoralen Kommunikationsweges?

o Beeinflusst CyPPA periphere inflammatorische Mediatoren?

o Wie beeinflusst CyPPA die Expression inflammatorischer Mediatoren,
Transkriptionsfaktoren und Zielgene im Gehirn?

e Beeinflusst die CyPPA-Applikation LPS-induzierte mikrogliale Aktivierung in vivo,
wie es in in vitro Untersuchungen bereits gezeigt werden konnte?

o Finden sich auf mRNA-Ebene und Proteinebene Verdnderungen
mikroglialer Aktivitdtsmarker?

e Gibt es Nebenwirkungen des K'-Kanal Agonisten CyPPA bei intraperitonealer
Applikation in Miusen?

4.2 Fat-1: Charakterisierung des Einflusses von ®-3 FS auf Entziindungsverliufe

Die Teilstudie ,,Fat-1* beschéftigte sich mit der anti-inflammatorischen Rolle von ®-3 FS wie
DHA und deren Metaboliten auf Inflammation und zentralnervés kontrollierte
Krankheitssymptome im Verlauf systemischer LPS-induzierter Entziindungsreaktionen sowie
mit der rdumlichen Verteilung von ®-3 FS wie DHA und deren Metaboliten im Gehirn. Dabei
sollten folgende Aspekte beleuchtet werden:
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e Pilotuntersuchung zur vergleichenden Betrachtung physiologischer Parameter von
Fat-1 und C57BL/6N Méiusen.

©)

Unter basalen Bedingungen, unter normaler Didt sowie unter -3 defizienter
Fiitterung: Welchen Einfluss hat das ,,o-3 Transgen* auf basale Parameter
wie Korpertemperatur und Aktivitdtsmuster.

Gibt es eine Dosisabhdngigkeit der durch LPS-bedingten zentralnervds
kontrollierten Krankheitssymptome in Abhéngigkeit der Fiitterung und des
Genotyps der untersuchten Tiere?

Beeinflusst der Genotyp untersuchter Tiere die Reaktion auf den novel
environment stress als Model flir psychologischen Stress?

e Wie beeinflusst das ,,0-3 Transgen* die Expression peripherer inflammatorischer

Zytokine als Marker fiir den humoralen Kommunikationsweg zwischen Peripherie
und Gehirn?

e Welche

Rolle spielen FS wie DHA, EPA und AA wihrend systemischer LPS-

induzierter Entziindungsreaktionen im Gehirn?

Als Schwerpunkt dieser Arbeit beschéftigte ich mich vor allem mit folgenden Punkten:

e Gibt es spezifische, gehirnstrukturabhingige Verteilungsmuster der genannten FS

und deren Metabolite (SPMs)? Welche mdoglichen Verdnderungen gehen mit der

Verabreichung von LPS einher? Wie sehen die Verteilungsmuster 24 Stunden post

injectionem im Bereich des OVLTs und der praoptischen Region aus?

(@]

Lassen sich solche Verteilungsmuster mit hoher rdumlicher Auflosung
mittels bildgebender matrixassistierter Laserdesorptions / Ionisations
Massenspektrometrie (MALDI) nachweisen?

e QGibt es Lipidspezies, die als Marker / Indikator fiir Entziindungsprozesse im Gehirn

herangezogen werden kdnnen?

o

o

e Welche

Wie stellen sich raumliche Verteilungsmuster solcher Lipidspezies dar?
Welche Art von Lipiden erscheinen nach LPS Applikation spezifisch im
OVLT / der praoptischen Region oder welche fehlen dort?

Wie sieht das rdumliche Verteilungsmuster verschiedener Phospholipide,
Lysophospholipide und Plasmalogenen in der Kontrollsituation im
Vergleich zu LPS behandelten Tieren beider Genotypen aus?

Matrix ist fiir die geplanten Messungen geeignet? Sind Messungen im

positiven oder im negativen lonen-Modus erfolgversprechend?

@)

Im Sinne des Tierschutzes und dem 3R-Prinzip von Russell und Burch wire
es wiinschenswert die Nutzung der Organschnitte zu optimieren. Nach
Verwendung welcher Matrizes ist dafiir ein immunhistochemischer
Nachweis inflammatorischer Marker auch nach erfolgter MALDI-Messung
noch moglich? Lassen sich COX2, NF-IL6 sowie neutrophile Granulozyten
nach Matrixeinsatz und massenspektrometrischer Bildgebung nachweisen?
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II. Material und Methoden

1. Allgemeine Materialien

1.1 Technische Gerite

Bezeichnung Typ Hersteller

Aqua bidest. Anlage Milli-Q Biocel Millipore GmbH, Schwalbach

Autoklav Systec 2540 EL Systec GmbH Labor-Systemtechnik, Wettenberg

Eismaschine Icematic F120 CastleMAC, S.p.A., Castelfranco Veneto, Italien

HeiBluftsterilisator ED 115/ E2 Binder GmbH, Tuttlingen

Kiithlkammer EP200ED Viessmann, Allendorf

Lamina-Flow-Arbeitsbank ~ Herasafe Kendo Laboratory Product GmbH, Hanau

Magnetriihrer PTFE-ummantelt Roth GmbH, Karlsruhe

Microcentrifuge Force 7 Bgrxer Instrument Company, Bohemia, NY,

pH-Meter inoLab Ph 7110 WTW GmbH, Weilheim

Schiittler RotoMix Typ Thermo Fisher Scientific Inc., Walham, MA,
50800 USA

L ectyafuge Mini- C1301B-230V Labnet International Inc., Edison, NJ, USA

Centrifuge

Tischriihr- und Heizgerét RCT basic IKA Labortechnik GmbH und Co. KG, Staufen

Vortexer

Waage (Chemikalien)
Waage (Chemikalien)
Waage (Chemikalien)

Wirmeschrank

Zentrifuge

MS1 Minishaker
AE163

P1210N
PM2500

T5050 EK
Megafuge 1.0 R

IKA-Werke GmbH und Co. KG, Staufen
Mettler Waagen GmbH, Gieflen

Mettler Waagen GmbH, Gieflen

Mettler Waagen GmbH, Gieflen

Medizin- und Labortechnik H. Kretschmer,
GielB3en

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich

1.2 Software

Bezeichnung Hersteller

Adobe Photoshop 5.5 Adobe System Inc., San Jose, CA, USA
Corel Draw 9 Corel Corporation, Ottawa, Canada
EndNote X4 Adept Scientific GmbH, Frankfurt
GraphPad Prism 5 GraphPad Software, San Diego, CA, USA

Microsoft Office Excell 2007
Microsoft Office Word 2007

Micorsoft Office PowerPoint 2007

Statistica 10

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Stat Soft Europe GmbH, Hamburg

1.3 Chemikalien

Bezeichnung Katalog-Nr. Hersteller

Ethanol (reinst) 34852-1L Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ethanol (vergillt) 1611V Berke} AHK Alkoholhandel GmbH und Co. KG,
Ludwigshafen

Trockeneis Cleanas GmbH und Co. KG, Willingen

Virkon 128054 Antec International, Sudbury, UK
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1.4 Allgemeine Ge- und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Typ Hersteller

Alufolie 0954.1 Roth GmbH, Karlsruhe

Becherglas Dufan, versch. Schott AG, Mainz
GroBlen

Dualfilter T.I.P.S.

Einmalhandschuhe Latex

Einmalhandschuhe Nitril
Einmalhandschuhe
Supergrip

Glasflasche mit Deckel

Kimtech Science Delicate
Task Wipes

Kimtech Science Precision
Wipes

Messkolben

Parafilm

Pasteur-Pipette
Pipettenspitze ohne Filter
Reaktionsgefal3
Reaktionsgefal
Reaktionsstinder
Seroligische Pipette

0,1-10/0,5-20/ 2-
100/ 50-1000 pl

No. 1202
7005 PFS
900-2536

Duran, versch.
Groflen

7216

7552

1/2/51
PM-996
2600111
10/100/ 1000 pl
15/50 ml
0,5/1,5/2ml

5/10/25 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Unigloves Arzt- und Kliniksbedarf
Handelsgesellschaft mbH, Troisdorf
Showa Best Gloves S.A.S., Paris, Frankreich

Henry Schein Vet GmbH, Hamburg
Schott AG, Mainz
Kimberley-Clark Europe Limited, Surrey, UK

Kimberley-Clark Europe Limited, Surrey, UK

Brand GmbH und Co. KG, Wertheim

Bemis Flexible Packaging, Neenah, W1, USA
MAGYV GmbH, Rabenau

Sarstedt AG und Co. KG, Niimbrecht
Sarstedt AG und Co. KG, Niimbrecht
MAGYV GmbH, Rabenau

Roth GmbH, Karlsruhe

Sarstedt AG und Co. KG, Niimbrecht

2. In vivo Versuchsmodelle

2.1 Materialien

2.1.1 Technische Geriite

Bezeichnung Typ Hersteller

Blockthermostat BT100 Kleinfeld Labortechnik GmbH, Gehrden
Dataport DP-24 Mini Mitter Co. Inc., Columbus, OH, USA
Dietscan Analyzer Accuscan Instruments Inc., Columbus, OH, USA
Elektrophorese-Apparatur PowerPac 200 Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
Elektrophorese-Kammer G45/1 Biometra, Gottingen

Klimagerat (Stall) RC-E3 Mitsubishi, Minato, Japan

Klimakammer IID%US A=Al Weiss Umwelttechnik GmbH, Reiskirchen
Mikrowelle Technostar

Molecular Imager

Perfusor

Schermaschine
Telemetrie-Empfingerplatte
Telemetrie-Sender (16 x 11
mm)

Thermocycler

Waage (Futter)

Chemiedoc TM
XRS

Favorita I GT 104
RTA-500
VM-FH TR-3000

Mastercycler
gradient
EK-200i

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Aesculap, Tuttlingen
Mini Mitter Co. Inc., Bend, OR, USA

Mini Mitter Co. Inc., Bend, OR, USA

Eppendorf AG, Hamburg
AD Instruments Ltd., Abingdon, UK
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Bezeichnung Typ Hersteller

. TB31000P- . o
Waage (Tiere) 000D002 Sartorius GmbH, Géttingen
Waage (Wasser) EW-300G AD Instruments Ltd., Abingdon, UK
Wirmematte MarMed GmbH, Colbe
Wiérmematte Thfermofol'- Thermo Flachenheizungs GmbH, Rohrbach

Wirmefolie

2.1.2 Software
Bezeichnung Hersteller
Accudiet 1.20 Accuscan Instruments Inc., Columbus, OH, USA
Quantity One 4.6.9 Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
VitalView 3.1 Mini Mitter Co. Inc., Bend, OR, USA
2.1.3 Chemikalien
Bezeichnung Katalog-Nr. Hersteller
Agarose 15510-019 Life technologies, Carlsbad, CA, USA
Borsdure B-0252 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
N-cyclohexyl-N-[2-(3,5-
dimethyl-pyrazol-1-yl)-6- C5493-5MG . . . L
methyl-4-pyrimidinamine  Lot: 087K460sy > gma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
(CyPPA)
Ethidiumbromid E1510-10ML Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
B G B G E-1644 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
(EDTA)

. C5135-500G . . . C
Kolliphore EL Lot: BCBK5166V Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Korsolex AF UN3267 Bode Chemie, Hamburg
Lipopolysaccharid aus E. L2630 . . . C
coli O111:B4 (LPS) Lot: 030 M 4114 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
peqGOLD Tissue DNA Mini i i . .

Kit (S-line) 12-3396-01 PEQLAB Biotechnologies GmbH, Erlangen
?ll)lgssp;hate bufferd saline L1825 Biochrome GmbH, Berlin

Ezggz;Load 100bp DNA-—5380.012 Life technologies, Carlsbad, CA, USA

RedTaq R2648-20RXN Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Tissue Freezing Medium 020108926 Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch
Trizma-Base T-1503 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2.1.4 Ge- und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Typ Hersteller
O’% il i CIRASS i 781320 Brand GmbH und Co. KG, Wertheim
Rohrchen farblos
8er PCR-Strips Deckel 781340 Brand GmbH und Co. KG, Wertheim
farblos gewdlbt
Einmal-Spritze Iml / 60 ml BD Plastipak, Heidelberg
Einstreu H1 505 29 Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

) Ehret Labor- und Pharmatechnik GmbH,
Filtertop

Futter (n3 deficient) 12%
Rohfett

Pellets 10mm
S8909-E013

Emmendingen

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest
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Bezeichnung Typ Hersteller

Futter (n3 deficient) 7,1% Pellets 10mm . e

Rohfett $8909-F010 Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

Futter (n3 deficient) 7,1% Mehl . e

Rohfett $8909-E011 Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

Futterschale .

e Campuswerkstatt FB10, JLU GieBBen

GelgieBform Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA

Hiuschen / Réhre Ehret Labor- und Pharmatechnik GmbH,
Emmendingen

HS Einmal-

Hautklammergerit 35R 900-9734 Henry Schein Vet GmbH, Hamburg

5,9x3,9mm

Knopfzelle fiir Sender
Leukosilk

Messkéfig (Klimakammer)
Nestlets
Nicht-resorbierbares
Nahtmaterial

Normalfutter

Ohrclip
OP-Besteck
Paraffinmischung
Petrischale

Polycarbonat-Kafig

Resorbierbares
Nahtmaterial
Schale mit Gitter

319 SR527 SW
01022-00

7201519, Polyester

Extrudat / Mehl
V1126
517 684 805

Elvax Coating
83.1802

Typ 1

11201519, PGA

Renata SA, Itingen, Schweiz
BSN-medical GmbH, Hamburg
Campuswerkstatt FB10, JLU GieBBen
Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

SMI AG, St. Vith, Belgien

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

B.Y.T. Co., Bay City, MI, USA
Aesculap, Tuttlingen

DuPont, Wilmington, DE, USA

Sarstedt AG und Co. KG, Niimbrecht
Ehret Labor- und Pharmatechnik GmbH,
Emmendingen

SMI AG, St. Vith, Belgien
Campuswerkstatt FB10, JLU GieBen

Skalpellklinge Figur 21 900-8946 Henry Schein Vet GmbH, Hamburg
Sterile Einmalkaniile 26 Gx ¢ B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Tunnel fiir Futterschale Campuswerkstatt FB10, JLU Gieflen
Tupfer Schlinggazetupfer ~ Wilh. Weisweiler GmbH und Co. KG, Miinster
Wasserflasche mit Ehret Labor- und Pharmatechnik GmbH,
Trénkenippel Emmendingen
W?sserﬂ.asche {mt Ehret Labor- und Pharmatechnik GmbH,
Tréankenippel fiir .

. Emmendingen
Klimakammer
Zellstoff MAGYV GmbH, Rabenau
thnder AT Campuswerkstatt FB10, JLU Gieflen
Tiere
2.1.5 Arzneimittel
Handelsname Wirkstoff Hersteller
Braunol Povidon-lod B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Hep arin-Natrium-25000- Heparin-Natrium Ratiopharm GmbH, Ulm
ratiopharm

Isotone NaCl-Losung
0,9 %

Ketamin 10%
Xylocain 2%

Metacam oral 1,5 mg/ml

Natriumchlorid

Ketamin

Lidocainhydrochlorid

Meloxicam

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Medistar Arzneimittelvertrieb GmbH, Scheberg
Astra Zeneca GmbH, Wedel

Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim
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Handelsname Wirkstoff Hersteller
Narcoren Pentpbarbltal- Merial, Halbermoos
Natrium
Thilo-Tears Gel Carbomer Alcon Pharma GmbH, Freiburg
Xylavet Xylazin Cp-pharma, Burgdorf

2.2 Versuchstiere

2.2.1 Mausstamme

Fiir die vorliegende Arbeit wurden insgesamt vier verschiedene Mausstimme verwendet: Fat-
1 und C57BL/6N Mause fiir die erste Teilstudie (,,Fat-1), C57BL/6J Mause fiir die zweite
Teilstudie (,,CyPPA*) (zum Versuchsauftbau siehe auch 11.2.3), CD1 Maiuse dienten als
Sentinel-Tiere.

2.2.1.1 Fat-1 (B6.129P2-Tg(CAG-fat-1)Jxk)

Zur Durchfithrung der in vivo Versuche wurden ménnliche transgene Fat-1 Miuse (Fat-1)
verwendet. Diese Tiere tragen das Fat-1 Gen des Rundwurms Caenorhabditis elegans,
welches fiir eine ®-3 Desaturase codiert und die Tiere damit befdhigt endogen -6 FS zu ®-3
FS zu konvertieren [234]. Dies geschieht durch das Einfiigen einer Doppelbindung in ®-6 FS
an der ®-3 Position ihrer Kohlenwasserstoftkette. Um die n-3 Desaturase heterolog in Méusen
exprimieren zu konnen, wurde das Fat-1 Gen so modifiziert und an einen Hiihner-beta-Actin-
Promoter gekoppelt, dass die Codon-Nutzung fiir Sdugetiere optimal mdglich war. Der
adenovirale Vektor wurde in befruchtete Eier microinjiziert um die transgene Mauslinie zu
erzeugen [235]. Die institutseigene Zucht wurde mittels fiinf weiblicher und vier ménnlicher
Fat-1 Elterntiere mit einem C57BL/6 Hintergrund [322] aus der Haltung der AG Mayer,
Zentrum fiir Innere Medizin, Medizinische Klinik II, JLU GieBBen aufgebaut.

Insgesamt drei ménnliche Tiere im Alter von fiinf bis sechs Wochen, die nicht unter ®-3
defizienten Bedingungen gezogen wurden, wurden fiir den Versuch direkt tiber die AG Mayer
bezogen.

2.2.1.2 C57BL/6N

Als Kontrollgruppe zu den Fat-1 dienten médnnliche C57BL/6N Miuse (WT). Weibliche Tiere
der institutseigenen Zucht dieses Stammes, die nicht zur Remontierung benétigt wurden,
wurden als Sentinel-Tiere zur Uberwachung des Hygienestatus im Stall verwendet. Die
institutseigene Zucht wurde mit Hilfe von drei ménnlichen sowie drei weiblichen Tieren
etabliert, diese wurden im Alter von sechs bis acht Wochen von Charles River, Sulzfeld
bezogen (http://www.criver.com).

2.2.1.3 C57BL/6J
Alle C57BL/6J Tiere wurden in einem Alter von fiinf bis sieben Wochen von Charles River,
Sulzfeld bezogen. Im Versuch wurden ausschlieBlich minnliche Tiere verwendet.
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2.2.1.4 CD1

Neben dem weiblichen Zuchtiiberschuss der C57BL/6N fanden auch CD1 Maéuse als
Sentinel-Tiere Verwendung. Um den Aufbau der institutseigenen Zucht zu ermoglichen
wurden drei weibliche sowie zwei méannliche Tiere im Alter von sechs bis acht Wochen von

Charles River, Sulzfeld erworben.

2.2.2 Haltung

Die Tiere wurden in der Mausehaltung des Institutes fiir Veterindr-Physiologie
und -Biochemie der JLU Giellen bei einer konstanten Raumtemperatur (RT), einem 12
Stunden Tag / Nacht Rhythmus (Hellphase 07:00 — 19:00 Uhr) und einer relativen
Luftfeuchte von 50 + 5 % aufgezogen und gehalten. Futter und Wasser stand ad libitum zur
Verfiigung. Die Haltung fand in transparenten Polycarbonat-Kifigen Typ III mit
Filtertopabdeckung (wenn immer moglich) in Kleingruppen statt. Die Kéfige verfiigten liber
Einstreu, Beiholzer, Nestlets als Nestbau- und Beschéftigungsmaterial sowie rot-transparente
Rohren oder Héauschen. Lediglich die C57BL/6J Méuse und sechs Fat-1 Tiere wurden nach
der Anlieferung nicht in die Tierhaltung verbracht, sondern zur Eingewohnung direkt in die
Klimakammer als spéteren Versuchsort eingestallt. Es herrschten mit Ausnahme einer
Umgebungstemperatur von hier geméf Tierversuchsantrag thermoneutralen 30 °C identische
Bedingungen.

2.2.3 Zucht

Sowohl C57BL/6N, CDI1 als auch Fat-1 Méuse wurden am Institut selbst geziichtet. Hierzu
wurden jeweils, nach angemessener Eingewohnungszeit zugekaufter Tiere, zwei zuchtreife
Miuse gegensitzlichen Geschlechts und gleichen Genotyps verpaart. Weibliche Méiuse
wurden auf das Vorhandensein eines vaginalen Plugs untersucht. Der vaginale Plug besteht
aus koaguliertem Sekret der akzessorischen Geschlechtsdriisen des Mannchens und ist acht
bis 24 Stunden nach erfolgter Verpaarung der Tiere nachweisbar (https://www.jax.org/news-
and-insights/2006/april/how-to-time-mouse-pregnancy). Nach einer Trachtigkeitsdauer von
1821 Tagen wurden die Welpen geboren, nach vier Wochen von der Mutter abgesetzt und
nach Geschlechtern getrennt in neuen Kéfigen gehalten.

2.2.4 Fiitterung

Fir die erste Teilstudie ,,Fat-1*“ wurden sowohl ®-3 defizient gefiitterte Tiere beider
Genotypen (Fat-1 sowie C57BL/6N) benétigt als auch Tiere mit einer ,,normalen®
Versorgung mit FS. Letztere wurden wie unter 11.2.2.3 beschrieben geziichtet und hatten ad
libitum Zugang zu Normalfutter, mit einem ausgewogenen Verhiltnis von »-6 zu ®-3 FS
(Ssniff V1126). Zur Erzeugung »-3 defizienter Tiere hatten weibliche Tiere ab dem Zeitpunkt
des positiven Plugchecks ausschlieBlich Zugang zu -3 defizientem Futter (7 % Rohfett),
welches ihnen ad libitum zur Verfliigung stand. Diese Fiitterung wurde bis 14 Tage nach
Wurfdatum beibehalten, zu diesem Zeitpunkt begannen die Welpen selbststindig Futter
aufzunehmen. Die bis dahin gefiitterte Diét besteht aus recht harten Pellets. Um eine optimale
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Versorgung mit Néhrstoffen zu gewahrleisten, wurde den Welpen ab diesem Zeitpunkt iiber
insgesamt 14 Tage eine etwas fettreichere w-3 defiziente Didt ad libitum angeboten. Dieses
Futter mit einem Rohfettanteil von 12 % ist deutlich weicher und damit fiir die Welpen
einfacher aufzunehmen. Im Alter von vier Wochen erhielt die fiir die Versuche vorgesehene
minnliche Nachzucht weiterhin die ®-3 defiziente Didt mit 7 % Rohfett. Die weibliche
Nachzucht, (die nicht fiir die Versuche bendtigt wurde) sowie Muttertiere bekamen
Normalfutter. Weibliche Zuchttiere wurden friihestens nach 14 Tagen normaler Fiitterung fiir

einen erneuten Zuchteinsatz verwendet.

Inhaltsstoffe Normalfutter -3 defizientes Futter -3 defizientes Futter
(V1126) 12 % Fett (S8909) 7 % Fett (S8909)

Rohprotein 22,1 % 18,5 % 18,5 %

Rohfett 4,5 % 12,1 % 7,1 %

Rohfaser 3,9 % 5,0 % 5,0 %

Rohasche 6,7 % 3,6 % 3,5%

Stéarke 35,8 % 249 % 28,9 %

Zucker 5.2% 16,0 % 14,0 %

Energie 15,9 ME [MJ/kg] 16,8 ME [MJ/kg] 16,2 ME [MJ/kg]

Tabelle 1

Vergleichende Nihrstoffzusammensetzung der wihrend der Zucht, Aufzucht und im Versuch
verwendeten Futtermittel. Angaben gemifl Hersteller.

Fettsiure ®-3 defizientes Futter 7 % Normalfutter
Fett (S8909) (V1126)

C 14:0 0,80 % 0,01 %
C16:0 0,66 % 0,56 %

C 18:0 0,56 % 0,14 %

C 20:0 0,02 % 0,02 %
C18:1 0,38 % 0,96 %
C18:2 2,26 % 2,42 %
C18:3 0,02 % 0,31 %
Tabelle 2

Vergleichendes Fettsiuremuster anhand exemplarisch ausgewéhlter Fettsiuren des
verwendeten -3 defizienten Futters verglichen mit dem Normalfutter. Angaben in % des
Gesamtfuttermittels. Angaben gemif} Hersteller.
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2.2.5 Genotypisierung der Fat-1 Miuse

2.2.5.1 Probengewinnung

5=1+4
6=2+4
7=3+4
8=1+2
9=2+3

Abbildung 7
Schema zur ohrmarkenlosen Markierung der Miuse.

Die Tiere wurden nach dem Absetzen mittels Markierung am linken Ohr gekennzeichnet
(Abbildung 7), das gewonnene Gewebe (2 mm groBe Gewebeprobe) diente als
Ausgangsmaterial fiir die Genotypisierung. Die gewonnene Probe wurde unmittelbar in ein
steriles, eindeutig gekennzeichnetes 1,5 ml Reaktionsgefa3 tiberfiihrt. Nach jeder Beprobung
wurde das verwendete Besteck gereinigt und in 80%igem Ethanol desinfiziert und gewaschen
um Kreuzkontaminationen zwischen den Proben zu vermeiden. War es nicht moglich die
DNA-Extraktion noch am selben Tag durchzufiihren, wurden die Proben bei -54 °C gelagert.

2.2.5.2 DNA-Isolation

Die DNA-Isolation aus den Ohrstanzproben erfolgte mittels eines DNA-Extraktions-Kits
(PeqGOLD Tissue DNA Mini Kit) der Firma PEQLAB Biotechnologie, Erlangen. Das
Prinzip der DNA-Gewinnung mittels solcher Kits beruht auf selektiven und reversiblen
Bindungseigenschaften von Silikat-Membranen. Durch die Verwendung von Proteinase K,
Ribonuklease (RNase) und DNA Lysis Buffer werden Gewebeverbande aufgelost, RNA
zerstort und DNA aus dem Zellkern befreit. Mit Hilfe chaotroper Salze werden DNA
umgebende Hydrathiillen reversibel entfernt. Dieser Vorgang ermdglicht das Binden der
DNA an die Membran. Im Folgenden werden Kontaminationen durch Waschschritte entfernt.
Final wird die Bindung der DNA an die Membran unter Verwendung salzloser Puffer gelost,
die gereinigte DNA wird in ein Auffanggefdll ausgeschwemmt.

Arbeitsschritt Funktion Dauer
400 pl DNA Lysis Buffer T

20 ul Proteinase K Zellverband auflosen, DNA freisetzen, RNA 2 3h
15 pl RNase A zerstoren

vortexen und bei 50 °C inkubieren

Zentrifugieren: 10.000 x g

Uberstand in neues Reaktionsgefi unldslichen Debris pelletieren und entfernen 30s
iiberfithren

200 pl DNA Binding Buffer
Mischen mittels Pipette

Herstellung einer homogenen Mischung und
Ausfillen der DNA (Prézipitatbildung
moglich)
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Arbeitsschritt Funktion Dauer

Losung inkl. aller Prazipate auf die
PerfectBind DNA Column laden
Zentrifugieren: 10.000 x g

Durchfluss verwerfen

650 pl Wash Buffer auf Column geben
Zentrifugieren: 10.000 x g

Durchfluss verwefen

diesen Schritt ein weiteres Mal
durchfiihren

Zentrifugieren: 10.000 x g Trocknung der Silikat-Membran 2 min
Sdule in ein steriles 1,5 ml

Reaktionsgefall geben

200 pl Elution Buffer zugeben, zuvor auf  Losen der DNA von der Silikat-Membran 3 min
70 °C vorgewdrmt

Inkubation bei 70 °C

Zentrifugieren: 6.000 x g Uberfithren der DNA in das Reaktionsgefif 1 min
Saule in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefaf

geben

Elution Buffer inkl. bereits geloster DNA  Losen der DNA von der Silikat-Membran 3 min
erneut auf die Sdule laden

Inkubation bei 70 °C

Zentrifugieren: 6.000 x g Uberfithren der DNA in das Reaktionsgefil 1 min

DNA bindet an Silikat-Membran 2 min

Entfernen von Proteinen, zelluldrem Debris 2x1
und anderen Kontaminationen min

Tabelle 3
Arbeitsschritte zur Extraktion von DNA aus Ohrstanzproben mittels kommerziellem DNA-
Extraktions-Kit der Firma PEQLAB.

2.2.5.3 Amplifikation der gewonnen DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Urspriinglich wurde die heute weit verbreitete in vitro Technik zu Beginn der 1970er Jahre
von K. Kleppe entwickelt [250]. Nachdem die PCR in Vergessenheit geriet wurde sie nach
iiber 10 Jahren erneut von K. Mullis etabliert [342]. Die PCR dient einer exponentiellen
Amplifikation eines von zwei spezifischen Oligonukleotiden (Primer) flankierten DNA-
Abschnitts und besteht grundsitzlich aus drei Phasen:

1. Denaturierung
2. Annealing
3. Elongation

Zundchst wird im Schritt der Denaturierung bei 94 °C die doppelstringige (ds) DNA
aufgetrennt, dabei entstehende Einzelstringe dienen als Matrize fiir die weitere Multiplikation
des betreffenden DNA-Abschnitts. Folgend wird die Temperatur abgesenkt (hier 53,5 °C),
dies ermdglicht die Hybridisierung der Primer an die komplementéren Sequenzen der DNA-
Strange (Annealing). Wéhrend der Elongation bei 72 °C werden die Primer von der
thermostabilen Taqg-Polymerase komplementér zur Matrizen-DNA in 5° — 3° Richtung
verldngert. Hierzu ist die Zugabe freier Desoxyribonukleosidtriphosphat-Molekiile (dNTPs)
und Mg*"-Tonen notwendig. Am Ende eines Zyklus liegen dsDNA-Molekiile vor; der Ablauf
beginnt von neuem. Theoretisch wire somit eine unendliche exponentielle Vervielféltigung
moglich. Dies ist jedoch nicht der Fall. Nach einigen Zyklen geht die Anzahl der Kopien pro
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Zyklus in eine lineare Phase und spiter in eine Plateauphase iiber. Dies ist der Anreicherung
von Pyrophosphat, der Reduktion der zur Verfiigung stehenden Primer und dNTPs sowie der
Bindung von Amplifikaten untereinander geschuldet.

In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR nach den Vorgaben der Tabelle 4 und Tabelle 5,
unter Verwendung der Primer aus Tabelle 6 durchgefiihrt. Das Protokoll wurde modifiziert
nach Angaben der AG Mayer, Zentrum fiir Innere Medizin, Medizinische Klinik II, JLU
Giellen.

Substanzen Eingesetzte Menge je Probe

RedTaq DNA-Polymerase 7,5 ul

autoklaviertes ddH,O 3,9 ul

Primer 1 Fat-1F 0,6 ul

Primer 2 Fat-1R 0,6 ul

Finsatz in PCR je 8,7 ul Mastermix + 6,3 ul DNA-Probe

Tabelle 4

Zusammensetzung des Mastermixes fiir den PCR-Einsatz

Schritt Temperatur Dauer

1 94 °C 2 min

2 94 °C 30s

3 53,5°C 1 min

4 72 °C 1 min

5 72 °C 5 min

37fache Wiederholung der Schritte 2—4 (insgesamt 38 Zyklen)

Tabelle 5

Protokoll der fiir die Genotypisierung verwendeten PCR

Primer Sequenz Hersteller

Primer 1 Fat-1F TGTTCATGCCTTCTTCTTTITCC ~ Lurofins Genomics Gmbl,
Ebersberg

Primer 2 Fat-1R GCGACCATACCTCAAACTTGGA ~ Lurofins Genomics GmbH,
Ebersberg

Tabelle 6

Primer wurden in einer Gebrauchskonzentration von 10 pmol/pl zur Genotypisierung der
Mause verwendet

2.2.5.4 Gelelektrophoretische Auftrennung der amplifizierten DNA und Auswertung der
Gele
Die PCR-Endprodukte wurden mittels gelelektrophoretischer Auftrennung qualitativ
detektiert und optisch dargestellt [114]. Das dazu verwendete 2%ige Agarose-Gel wurde aus
der Gielform in die Elektrophoresekammer iberfithrt, mit TRIS-Borat-EDTA
(TBE) -Gebrauchslosung bedeckt (siehe Tabelle 7), der Kamm entfernt und die Taschen mit
jeweils 9 pl des PCR-Reaktionsgemisches beladen. Zu Kontrollzwecken wurde stets eine
Tasche mit 3 pl einer 100 bp DNA-Leiter beladen und die letzte Tasche mit einem Blank
befiillt. Das Blank ist eine Probe, die wie alle weiteren Proben durch die PCR lief, jedoch statt
eines DNA-Zusatzes lediglich steriles Wasser enthielt. Dies dient dem Ausschluss einer
DNA-Verunreinigung verwendeter Chemikalien. Die Auftrennung der DNA-Fragmente
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mittels einer angelegten Spannung erfolgt vom negativen zum positiven Pol entsprechend
threr GroBe. Die hier durchgefiihrte Auftrennung geschah bei 100 V und 1 A {iber eine
Laufzeit von 35-40 Minuten. Durch die Ethidiumbromidzugabe in das Gel war es nun im
letzten Schritt moglich, die DNA-Banden durch UV-Licht einer Anregungswellenldnge von
254 nm im Molecular Imager sichtbar zu machen und fotografisch zu dokumentieren. Fat-1
Mause zeichneten sich durch eine etwa 120 bp schwere DNA-Bande aus, die bei Tieren die
das entsprechende Gen nicht tragen, fehlte.

EDTA-Stammlésung 0,5 M

EDTA 95,05 ¢
NaOH einstellen des pH auf 8,0
ddH,0O auffiillen auf 500 ml

durch sterilen Filter geben und autoklavieren

TBE-Stammlésung

Trizma-Base S4¢g

Borsédure 27,5¢g

EDTA-Stammlésung 20 ml

NaOH einstellen des pH auf 8,26-8,3
ddH,O auffillen auf 11
TBE-Gebrauchslosung

TBE-Stammldsung 100 ml

ddH,O 900 ml

2%iges Agarose-Gel

Agarose lg

TBE-Gebrauchslsung 50 ml in der Mikrowelle aufkochen, unter Riihren

abkiihlen
Ethidiumbromid 2,5 pl in handwarmes Gemisch geben
blasenfrei in Gel-Gielform geben, Kamm einstecken und ca. 30 min aushérten lassen

Tabelle 7
Anfertigung der TBE-Gebrauchslosung und Herstellung des Elektrophoresegels

2.2.6 Sentineltiere

Neben einer vierwochig stattfindenden adspektorischen Untersuchung der Tiere in der
Versuchstierhaltung wurde alle drei Monate eine Untersuchung eines mindestens 12 Wochen
alten Tieres entsprechend der Richtlinien der FELASA-Working Group durchgefiihrt [316].
Dies sicherte einen einheitlichen Gesundheitsstatus der im Versuch verwendeten Tiere.
Hierzu fanden je nach Verfiigbarkeit nicht zur Remontierung benétigte weibliche C57BL/6N
Maiuse oder wahlweise CD1 Maiuse beider Geschlechter Verwendung. Um eine
gegebenenfalls auftretende Durchseuchung der Haltung nachweisen zu konnen und einen
einheitlichen Gesundheitsstatus aller Tiere zu gewéhrleisten, wurde regelmédfig (mindestens
einmal monatlich) Einstreu zwischen den Kifigen ausgetauscht. Die Euthanasie des zu
untersuchenden Tiers wurde mit einer liberdosierten, intraperitonealen (i.p.) Injektion von
Pentobarbital durchgefiihrt. Tabelle 8 fasst die durchgefiihrten Untersuchungen zusammen.
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Erreger Methode Probenmaterial Untersuchungs-
Frequenz
Untersucht durch mfd Diagnostics GmbH, Wendelsheim
Ectomelia Virus ELISA Serum jéhrlich
%Z[s)hocytzc Choriomeningitis ELISA Serum Fihetaln
Mammalian Orthoreovirus Type 3 ELISA Serum jéhrlich
Mouse Norovirus ELISA Serum vierteljédhrlich
Murine Adenovirus Type A and B ELISA Serum jahrlich
Murm? .Cor_onavzrus eie ELISA Serum vierteljahrlich
Hepatitis Virus)
Murine Pneumonia Virus et
(Pneumonia Virus of Mice) ELISA Serum jahrlich
Mouse Parvovirus ELISA Serum vierteljdhrlich
Minute Virus of Mice ELISA Serum vierteljédhrlich
Rotavirus A (Mouse Rotavirus) ELISA Serum vierteljahrlich
Sendai Virus ELISA Serum jéhrlich
Theilovirus (Theiler’s Murine . far o
e ELISA Serum vierteljdhrlich
Clostridium piliforme ELISA Serum jéhrlich
Helicobacter spp. PCR Kotprobe oder Darm  jéhrlich
Mycoplasma pulmonis ELISA Serum jahrlich
Untersucht durch das Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der JLU Giellen
Tupferprobe von
[-hemolytic Streptococcus spp. kulturell "\f]raa;}rllza/, glie;i?;’m vierteljdhrlich
(TP)
Bordetella bronchiseptica kulturell TP vierteljdhrlich
Bordetella hinzii kulturell TP vierteljédhrlich
Citrobacter rodentium kulturell TP vierteljahrlich
Corynebacterium kutscheri kulturell TP vierteljahrlich
Klebsiella oxytoca kulturell TP vierteljahrlich
Klebsiella pneumoniae kulturell TP vierteljahrlich
Pasteurella pneumotropica kulturell TP vierteljdhrlich
Pseudomonas aeruginosa kulturell TP vierteljahrlich
Salmonella spp. kulturell TP vierteljahrlich
Staphylococcus aureus kulturell TP vierteljahrlich
Streptococcus pneumoniae kulturell TP vierteljdhrlich
Untersucht durch das Institut fiir Parasitologie der JLU Giellen
mikroskopisch nach
Endoparasiten Sedimentation bzw. it vierteljahrlich
: Caecum
Flotation
Ektoparasiten E?kk;:s-klzgiisch Fell inkl. Haut vierteljahrlich
Untersucht durch das Institut fiir Veterinir-Physiologie und —Biochemie der JLU Gieflen
Ektoparasiten makroskopisch vierteljahrlich
. . Tesafilm-Abklatsch
Endoparasiten iSRG der Anogenital- vierteljahrlich
region
Untersucht durch das Institut fiir Veterinir-Pathologie der JLU Gielien
Al!gemem@ Auffaulgkelte'n, v.a. roskeehe T Tlerk.orper (frisch
Zeichen fiir Infektionen mit . . oder in 4 % . far o
s o histopathologische vierteljahrlich
Clostridium piliforme und Paraformaldehyd
Untersuchung

Streptobacillus moniliformis.

(PFA) fixiert)
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%?)l;:lliil?t iiber durchgefiihrte Untersuchungen, Probenmaterial, untersuchende Institute und
Untersuchungsfrequenz zum Nachweis potentieller Erkrankungen bei Versuchstieren.

Sowohl serologische als auch parasitologische Untersuchungen waren stets negativ auch eine
Infektion mit Helicobacter spp. wurde nicht nachgewiesen. Die pathologische Untersuchung
fand regelméBig euthanasie- oder altersbedinge Verdnderungen, aber nie Hinweise auf
infektiose Geschehen. Ebenfalls wurden keine pathogenen Keime in der mikrobiologischen
Untersuchung gefunden. Physiologische Haut-, Schleimhaut- und Darmkommensalen fanden
sich stets.

2.3 Versuchsaufbau

In beiden Teilstudien (,,Fat-1“ und , CyPPA*) wurde einem weitgehend gleichen
Versuchsaufbau gefolgt. Zunichst wurden Tiere in die Klimakammer verbracht, anschlie3end
erfolgte der operative Eingriff zur intraabdominalen Senderimplantation (I1.2.4.1) und nach
einer Rekonvaleszenzphase wurden die Tiere einem novel environment stress (Kifigwechsel
in die Messkéfige) ausgesetzt (11.2.4.2). Nach Eingewdhnung an die neue Umgebung und den
verdnderten Zugang zu Futter und Wasser wurden Injektionen zur Stimulation durchgefiihrt
(I1.2.4.3). Die in vivo Versuche endeten mit der transkardialen Perfusion und der Entnahme
von Organen und Blut zur weiteren Analyse (I1.2.4.5). Wiahrend des gesamten
Versuchsablaufs wurden physiologische Daten aufgezeichnet (11.2.4.4).

Die Tierversuche wurden vor Studienbeginn beantragt und durch das Regierungsprisidium
Hessen genehmigt (Projektnummer GI 18/2 Nr. 28/2013; JLU-Nummer: 675 GP)

2.3.1 Teilstudie ,,Fat-1¢

Einsetzen in Klimakammer
Perfusion und Organentnahme

Sender-Implantation

Kafigwechsel
Injektion

\ 4

| I
Tag 1 2 3

rr 1 1T 1
6 7 8§ 9 10 11 12 13 14

=
h
—_
h

Abbildung 8

Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs der Teilstudie ,,Fat-1“. Nach der
Implantation des Senders wurden die Versuchstiere einmal tiglich an die menschliche Hand
gewohnt, sowie deren Gesundheitszustand kontrolliert. Etwa an Tag 10 wurde die Baseline
aufgezeichnet.
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Fiir den in vivo Anteil der ,,Fat-1“-Studie wurden Fat-1 M&duse und WT Maéuse verwendet.
Alle Tiere hatten zum Zeitpunkt der Operation im Alter von etwa sieben Wochen ein Gewicht
von durchschnittlich 22,4 g. Es wurden sowohl ausgewogen erndhrte Tiere (Normalfutter) als
auch -3 defizient erndhrte Tiere fiir den Versuch benoétigt (I11.2.2.4). Drei Tage vor der
geplanten Operation wurden die Tiere in die Klimakammer verbracht. Hierbei wurden sie von
der zuvor stattfindenden Gruppenhaltung in Einzelkdfige (Polycarbonat, Typ III) gesetzt.
Somit hatten die Tiere ausreichend Zeit sich an die neue Umgebung mit einer
Raumtemperatur von 30 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 50 % zu gewohnen. Die erhohte
Umgebungstemperatur im Vergleich zur Zucht und Haltung war zum einen der Einzelhaltung
geschuldet, denn den Tieren war es nicht mehr mdglich durch Gruppenbildung
Thermoregulation zu betreiben. Daher die notwendige Korrektur der Umgebungstemperatur
gemal Tierversuchsantrag auf die Thermoneutraltemperatur von Mausen [189]. Zum anderen
beeinflusst die Umgebungstemperatur malgeblich die durch LPS ausgeloste
Fieberentstehung. So wurde gezeigt, dass eine unter thermoneutralen Bedingungen
(dosisabhingig) zu erwartende Fieberreaktion sich in subneutraler Umgebungstemperatur als
Hypothermie darstellt [436].

Im Anschluss an den operativen Eingriff zur Senderimplantation wurden die Tiere téglich zur
selben Uhrzeit an die menschliche Hand gewdhnt, gewogen sowie einer Einschitzung ihres
Gesundheitszustandes mit Hilfe eines score sheets unterzogen. Nach einer angemessenen
Rekonvaleszenz wurden die Miuse mit entweder einer hohen (2,5 mg/kg) oder einer geringen
(50 ng/kg) LPS-Dosis injiziert Kontrollen erhielten phosphate buffered saline (PBS).

2.3.2 Teilstudie ,,CyPPA*

— n

Z moe
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Abbildung 9

Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs der Teilstudie ,,CyPPA*“: Analog zur
Teilstudie ,,Fat-1“ wurden die Versuchstiere nach der Implantation gehandelt. Etwa an Tag 10
wurde die Baseline aufgezeichnet.
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Fir die in vivo Versuche der Teilstudie ,,CyPPA* wurden minnliche C57BL/6J Maiuse
verwendet. Die Tiere wurden nach der Anlieferung zwischen drei und zehn Tage zur
Eingew6hnung in der Klimakammer gehalten und anschlieBend im Alter von ca. sieben
Wochen und mit einem durchschnittlichen Gewicht von 24 g operiert. Die Tiere erhielten
iiber die gesamte Versuchsdauer Normalfutter (Mausezuchtfutter) ad libitum. Das weitere
Vorgehen war identisch zu dem des ,Fat-1“-Projekts. Es wurden drei intraperitoneale
Injektionen durchgefiihrt. Die erste enthielt entweder CyPPA in einer Konzentration von 15
mg/kg Korpergewicht oder dessen Losungsmittel (Solvent). Die zweite und dritte Injektion
erfolgten 24 Stunden spéter und enthielt erneut CyPPA oder dessen Losungsmittel und 2,5
mg/kg LPS oder PBS.

2.3.3 Das score sheet

Wiéhrend der Dauer des Tierversuches wurden die rechtlich verpflichtenden Aufzeichnungen
tiber tierexperimentelle Tatigkeiten mit Wirbeltieren nach § 9a Tierschutzgesetz gefiihrt.
Diese Aufzeichnungen enthielten unter anderem eine Kontrolle des Gesundheitsstatuts der
sich im Versuch befindenden Tiere anhand von score sheets. Die zu beurteilenden Kriterien

waren ab dem Tag der Senderimplantation:

1. das Korpergewicht

2. der Allgemeinzustand

3. das Spontanverhalten

4. versuchsspezifische Kriterien, in diesem Fall die Wundheilung

Jeder dieser Punkte wurde ein- bis zweimal tdglich anhand eines Punktesystems beurteilt. Die
Addition aller Punkte der einzelnen Kriterien ergab einen Gesamtscore der zur
Belastungsbeurteilung diente und gegebenenfalls der Einleitung weitere MalBnahmen (Tabelle
9).

Gesamtscore Belastungsgrad MafBinahmen

0-4 keine Belastung keine spezifischen MaBBnahmen erforderlich
1 x téglich zusitzliche Kontrolle der Futter-
und Wasseraufnahme

2 x tdglich Kontrolle aller physiologischen
11-15 mittelgradige Belastung Parameter; Gabe des Analgetikums
Meloxicam

3—4 x tiglich zusitzliche Kontrolle aller
physiologischen Parameter; Gabe des
Analgetikums Meloxicam; 5 %ige
Glucoselosung oral anbieten, Informieren
des Versuchsleiters

(PD Dr. C. Rummel)

Euthanasie mit Pentobarbital

(200-500 mg/kg i.p.)

weitere Abbruchkriterien die eine Euthanasie des Tieres zur Folge hatten waren:

abdominale Temperatur unter 34 °C, trotz Behandlung mit Analgetikum und Glucose keine Besserung
des Allgemeinzustandes nach zwei Tagen, Gewichtsverlust von mehr als 20 %, keine Wasser- und
Futteraufnahme iiber drei Tage, Nahtdehiszenz

5-10 geringgradige Belastung

16-19 hochgradige Belastung

20 oder hoher Abbruchkriterium
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Tabelle 9

Bewertung und Mafinahmen bei der Belastungsbeurteilung operierter Miuse.

Mit dem Tag der Injektion entfiel das versuchsspezifische Kriterium der Wundheilung, da
diese bis dahin abgeschlossen war. Es wurden nur noch das Korpergewicht, der
Allgemeinzustand sowie das Spontanverhalten beurteilt, da diese Kriterien bei einer LPS

Stimulation bereits als versuchsspezifisch angesehen werden konnen.
2.4 Versuchsablauf

2.4.1 Implantation der Radiotransmitter

Praoperativ wurden die Tiere oral mit ein bis zwei Tropfen des nicht steroidalen anti-
inflammatorischen Analgetikums Meloxicam behandelt, anschlieBend mittels i.p. Injektion
einer Mischspritze aus Ketamin 10 % : Xylacin 2 % : NaCl 0,9 % im Verhiltnis 1 : 0,25 : 5
ithrem Gewicht entsprechend in Narkose gelegt (0,20—0,25 ml pro Tier). Die weitere OP-
Vorbereitung bestand aus Rasur und Desinfektion des OP-Felds, Verabreichung einer
Augensalbe und dem Vorlagern der Zunge zur besseren Narkoseiiberwachung. Alle Schritte
inkl. des operativen Eingriffs fanden auf einer mit Zellstoff gepolsterten Warmematte statt,
um ein Auskiihlen der Tiere zu vermeiden. Bei ausreichender Narkosetiefe wurde die Haut in
der Medianen auf einer Lénge von ca. 1 cm beginnend am Nabel in caudaler Richtung mit
einem Skalpell eréffnet und die Haut stumpf von der Bauchdecke getrennt, um dann unter
groBter Vorsicht und Schonung abdominaler Organe das Abdomen in der /inea alba zunéchst
durch eine Inzision zu erdffnen und den Telemetriesender (cranial der linken Kniefalte)
einzubringen. Die Bauchwunde wurde zweischichtig jeweils mit Einzelheften verndht. Die
dullere Naht wurde zusdtzlich mit Hautklammern verstérkt. Die Aufwachphase wurde durch
weitere Wiarmezufuhr (Rotlichtlampe, Warmematte) unterstiitzt. Postoperativ wurde fiir zwei

weitere Tage Meloxicam oral verabreicht.

2.4.2 NES (novel environment stress)

Es ist bekannt, dass das Einbringen von Madusen in eine neue Umgebung eine deutliche
Stress-Reaktion hervorruft, welche mit einem intensiven Explorationsverhalten, einem
Anstieg der abdominalen Temperatur [252, 576] sowie einer Erhohung der IL-6
Plasmaspiegel [290] einhergeht. Diese Reaktion wurde durch das Umsetzen der Tiere in die
fiir sie neuen Messkifige (diese Kifige wurden fiir die spétere Erfassung von Futter- und
Wasseraufnahme benoétigt) induziert und iiber vier Stunden analysiert. Wahrend dieser Zeit
wurden die Korpertemperatur und die motorische Aktivitéit kontinuierlich aufgezeichnet.

2.4.3 Stimulation

2.4.3.1 ,,Fat-1¢
Zur Induktion einer systemischen Entziindungsreaktion wurde LPS aus E. coli O111:B4

verwendet. Eine ausreichende Menge fiir den Gesamtversuch wurde einmalig unter sterilen
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Bedingungen in PBS (500 pug/ml bzw. 10 pg/ml) gelost. Aliquots von PBS und der LPS-
Losung wurden tiefgefroren, bei -20 °C gelagert und nach Bedarf aufgetaut.

Am Morgen des Versuchstags wurden die Tiere zwischen 08:45 und spétestens 10:40 Uhr in
der Hellphase des Beleuchtungszyklus gewogen und entsprechend ihrem Gewicht mit einer
geringen oder hohen LPS-Dosis i.p. injiziert. Kontrolltiere erhielten ein &dquivalentes
Volumen PBS.

geringe Dosis LPS 50 pg LPS pro kg Korpergewicht in 5 pl pro g Kérpergewicht

hohe Dosis LPS 2,5 mg LPS pro kg Korpergewicht in 5 pl pro g Kérpergewicht

2.4.3.2 ,,CyPPA“

LPS-induzierte mikrogliale Aktivierung kann durch den positiven SK-Modulator CyPPA in
vitro inhibiert werden. Begleitet durch die Reduktion von TNF-a und IL-6 reduziert dies die
Entziindungsantwort auf einen LPS-Stimulus [141]. Um diesen positiven Effekt auf ein
Tiermodel zu iibertragen, wurden Tiere zweimalig im Abstand von 24 Stunden mit CyPPA
(15 mg/kg in 5 pl/g) oder einem dquivalenten Volumen von dessen Solvent i.p. behandelt.
Zeitgleich mit der Zweiten, fand eine dritte Injektion statt. Diese enthielt wahlweise eine hohe
Dosis LPS (2,5 mg/kg) oder ein gleiches Volumen PBS. CyPPA und dessen Solvent wurde zu
diesem Zweck jeweils maximal eine Stunde vor der Applikation frisch angesetzt. Hierzu
wurden 5 mg CyPPA in 175 pl Ethanol (99,9 %) gelost und anschlieBend mit 5 % Kolliphor
EL in physiologischer Kochsalzlosung auf ein Endvolumen von 1,67 ml aufgefiillt. Fiir das
Solvent entfiel die Zugabe von CyPPA. Mit LPS und PBS wurde identisch wie in Teilstudie
»Fat-1“ umgegangen. Alle Tiere wurden am Morgen zwischen 9:00 und 10:40 Uhr in der
Hellphase des Beleuchtungsregimes ihrem Gewicht entsprechend behandelt. Perfusionen
fanden zwei und 24 Stunden nach der letzten Injektion statt.

1. Injektionszeitpunkt 2. Injektionszeitpunkt Zeitpunkt der Perfusion Tierzahl
CyPPA + LPS 24 h 5
CyPPA CyPPA + PBS 2und 24 h 6
Solvent Solvent + LPS 24 h 5
Solvent + PBS 2und 24 h 6
Tabelle 10

Behandlungsregime und Perfusionszeitpunkte der experimentellen Gruppen der Teilstudie
CyPPA*«
2

2.4.4 Erfassung physiologischer Parameter

2.4.4.1 Telemetrie

Die telemetrische Datenerfassung ermdglicht die stressfreie und kontinuierliche
Aufzeichnung physiologischer Daten in einer fiir das Tier gewohnten Umgebung und fand in
der Klimakammer bei einer Raumtemperatur von 30 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von
50 % und einem 12 Stunden Tag / Nacht Rhythmus (Hellphase 07:00 — 19:00 Uhr) statt. Die
einzeln gehaltenen Tiere befanden sich fiir die Dauer des Versuchs in Plexiglasmesskéfigen
(30x22,5x24 cm), die auf einer Empfangerplatte positioniert waren. Zugang zu pulverisiertem
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Futter entsprechend der Fiitterungsgruppe bestand dauerhaft iiber einen Tunnel, der zu einer
Futterschale fiihrte, welche auf einer Waage platziert war. Ebenso auf einer Waage stand eine
Wasserflasche, die liber einen Schlauch mit einem Trinknippel verbunden war. Beide Waagen
wurden iiber den Dietscan Analyzer mit dem PC verbunden. Dieser Versuchsaufbau erlaubte
in Echtzeit die Aufzeichnung der Futter- und Wasseraufnahme in fiinf mintitigen Intervallen
mit der AccuDiet Software (Abbildung 10)

Wassertflasche
luftdurchlassiger Deckel

Trankenippel -

-

.
Tunnel
Futterschale
Waagen
Empfangerplatte

Abbildung 10
Aufbau des telemetrischen Systems zur Aufzeichnung der abdominalen Korpertemperatur, der
motorischen Aktivitit sowie der Futter- und Wasseraufnahmen.

Die Messelektronik des intraoperativ eingebrachten Senders wurde durch zwei ineinander
gesteckte Polyethylenhalbschalen geschiitzt, welche zusétzlich mit einem Paraffin-Gemisch
versiegelt wurden. Dieses Vorgehen fiihrte zu einem effektiven Schutz vor eindringender
Feuchtigkeit und verhindert intraperitoneale Fremdkorperreaktionen. Die Energieversorgung
wurde durch eine jeweils vor der Implantation gewechselte Knopfzelle gesichert. Der Sender
beinhaltet einen wiarmeabhingigen Widerstand mit negativem Temperaturkoeffizienten und
emittiert ein Radiosignal dessen Frequenz proportional zur Temperatur ist. Eine steigende
Temperatur fiihrt also zu einer erhohten Impulsrate, welche von der Empfangerplatte erfasst
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und tiber einen Dataport an das Computersystem weitergeleitet wird. Eine Eichung der Sender
auf 37 + 0,1 °C und 41 £+ 0,1 °C ermdglicht eine genaue Erfassung der abdominalen
Temperatur, die mit Hilfe der Software VitalView in fiinf miniitigen Intervallen aufgezeichnet
wurde. Die motorische Aktivitit der Miuse wurde ebenfalls unter Verwendung der Sender,
die zusitzlich ein Trégheitselement beinhalten, erfasst. Die Stirke des emittierten Signals
variiert in Abhédngigkeit von der Entfernung und Ausrichtung des Senders zur
Empfingerplatte. Die Anderung der Signalstirke korreliert also direkt mit der
lokomotorischen Aktivitdt der Versuchstiere. Die Aufzeichnung erfolgte jeweils innerhalb
festgelegter fiinf miniitiger Intervalle in activity counts ebenfalls mit Hilfe der Software
VitalView [206].

2.4.4.2 Entwicklung des Korpergewichts

Die Entwicklung des Korpergewichts wurde im Rahmen des tdglichen Handlings morgens
zwischen 8:30 und 9:00 erfasst. Die Tiere wurden so an die menschliche Hand gewohnt,
aullerdem konnte dabei gleichzeitig in der postoperativen Phase die Genesung der Tiere
iiberwacht werden (siehe hierzu auch score sheet 11.2.3.3). Das Gewicht diente weiterhin als

einer der Indikatoren, um Reaktionen auf applizierte Substanzen zu charakterisieren.

2.4.5 Transkardiale Perfusion und Probengewinnung

Die Perfusion der Versuchstiere fand zu verschiedenen Zeitpunkten nach der letzten Injektion
statt. Fiir die Teilstudie ,,CyPPA‘“ waren dies zwei und 24 Stunden, fiir die Teilstudie ,,Fat-1*
zwei, vier, acht und 24 Stunden. Tiere wurden mit 60-100 mg/kg Korpergewicht
Pentobarbital i.p. in eine sehr tiefe Narkose gelegt und der Bauch- und Brustraum vom Nabel
beginnend erdffnet um einen Zugang zum Herzen zu schaffen. Nach Entnahme einer
Blutprobe mit einer heparinisierten Spritze aus dem rechten Ventrikel wurde mit der
Perfusionskaniile in den linken Ventrikel eingestochen und mit eiskalter physiologischer
Kochsalzlosung kontinuierlich, langsam tropfend perfundiert. Zum Abfluss des Blutes und
iiberschiissiger Perfusionslosung wurde das rechte Herzohr eréffnet. Die Perfusion wurde so
lange durchgefiihrt, bis nur noch klare Fliissigkeit aus dem Herzohr austrat. Als weiterer
Indikator fiir eine erfolgreiche Perfusion diente die Blédsse aller Organe, insbesondere der
Leber. Das fiir diesen Vorgang benétigte Gesamtvolumen an Kochsalzlosung lag in der Regel
zwischen vier und sechs ml pro Tier. Nach erfolgter Entblutung der Tiere wurden das Gehirn,
die Hypophyse, der gesamte linke Leberlappen, die Milz, zwei Stiicke subkutanes Fettgewebe
aus korrespondierenden Regionen der seitlichen Bauchwand sowie ein Stiick Haut
entnommen. Alle Organe wurden auf pulverisiertem Trockeneis schockgefroren und danach
luft- und lichtdicht verpackt. Das Gehirn wurde zuvor in GroBhirn und Kleinhirn entlang der
fissura transversa cranii zerteilt und der Hypothalamus sowie die Hypohyse zum Schutz mit
Tissue Freezing Medium iiberschichtet. Auf dieses Protektivum wurde bei Organen der ,,Fat-
1“-Studie verzichtet, da das Tissue Freezing Medium die spiter geplanten MALDI-Analysen
negativ beeinflusst hitte. Alle Organproben wurden bei —54 °C bis zur weiteren Analyse
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verwahrt. Die Blutproben wurden bei 7.000 Umdrehungen die Minute (rpm) 7-8 Minuten lang

zentrifugiert, das gewonnene Plasma abpipettiert und bis zur Analyse bei —20 °C tiefgefroren.

3. MALDI-MSI

Die MALDI-Messungen wurden in Kooperation mit der AG Spengler des Instituts fiir

Anorganische und Analytische Chemie der JLU GieBlen unter Mitarbeit von Sabine Schulz

und Dhaka Ram Bhandari durchgefiihrt.
3.1 Materialien

3.1.1 Technische Geriite

Bezeichnung

Hersteller

AP-SMALDI10-Ionenquelle
Exactive™-Fourier-Transform-Orbitalfallen-
Massenspektrometer (Q Exactive)

Olympus BX-40 Mikroskop

SMALDIPrep, Matrix-Preparationssysem
Stickstoff-Laser, LTB MNL-106

TransMIT GmbH, Gieflen
Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen

Olympus Europa GmbH, Hamburg
TransMIT GmbH, Giel3en
LTB Lasertechnik, Berlin

3.1.2 Software

Bezeichnung

Hersteller

Exactive Tune Software

imzML converter

MCP Software
Microsoft Image Composite Editor
MIRION Software Packet

MSi Reader Release 0 05 standalone 64 bit

Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen
Open Source, MALDI-MSI Interest Group,
Entwickelt von Mitarbeitern des Instituts fiir
Anorganische und Analytische Chemie, JLU
Giellen

Entwickelt von Mitarbeitern des Instituts fiir
Anorganische und Analytische Chemie, JLU
Giellen

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Entwickelt von Mitarbeitern des Instituts fiir
Anorganische und Analytische Chemie, JLU
Giellen

Open Source, The MathWorks, Inc., USA

3.1.3 Chemikalien

Bezeichnung Katalog-Nr. Hersteller
?]351_{]%1)}1 zg:%tg::;nzoesaure 39319 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
3-Nitrobenzylalkohol GNBA) - ;5 40 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
(C;H;NO3)
s Synthetisiert durch Mitarbeiter des Instituts fiir
4-Chloro-a-Cyanozimtséure . . .
Anorganische und Analytische Chemie, JLU
(CLCCA) :
GieBen
Aceton 1000141000 Merck, Darmstadt
Ethanol 34852 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
?gi;g\ﬁg;mhn (PNA) 185310 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Bezeichnung Katalog-Nr. Hersteller

Walblvossizonis (AL 302031 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
(C,HF;0,)

Wasser (HPLC Reinheit) 14263 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

3.1.4 Ge- und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Typ Hersteller

Aluminium Hergestellt von Mitarbeitern des Instituts fiir
Anorganische und Analytische Chemie, JLU

Probenteller .
Giellen

Haft-Aufkleber G304 Plano GmbH, Wetzlar

Exsikkator handelsiiblich

Glasschneider handelsiiblich

Seitenschneider handelsiiblich

3.2 Grundlagen der Methode

Die Matrixassistierte Laserdesorption / lonisation (matrix assisted laser desorption /
ionisation; MALDI) ist ein Verfahren zur Ablation' und Ionisation von Biomolekiilen und
wurde erstmalig von Karas und Hillenkamp vorgestellt [236]. Spiter wurde diese Methode
zur sogenannten bildgebenden MALDI-Massenspektrometrie (scanning microprobe matrix
assisted laser desorption / ionisation mass spectrometry, SMALDI-MS oder matrix assisted
laser desorption / ionisation mass spectrometry imaging; MALDI-MSI) erweitert [495].
Diese Anwendung ermdglicht die semiquantitative Darstellung der rdumlichen Verteilung
von Zielsubstanzen aus Probenmaterial, dhnlich der Kombination von spezifischen
Farbetechniken und anschlieBender mikroskopischer Auswertung, wie sie bei klassischen
histologischen Techniken verwendet wird [423]. Gegeniiber histologischer Techniken, bei
denen nur eine begrenzte Zahl vorher bekannter Zielsubstanzen im Gewebe markiert werden
konnen, besitzt MALDI-MSI jedoch den groBBen Vorteil, eine nahezu unbegrenzte Zahl von
Zielverbindungen ohne Vorauswahl in nur einer Messung erfassen zu konnen [423]. Wie bei
der herkdmmlichen Massenspektrometrie (MS) werden Molekiile oder Atome als Ionen in
Gasphase gebracht, in einem elektrischen Feld beschleunigt und dabei nach ihrem Masse-zu-
Ladung-Verhiltnis (m/z) aufgetrennt. Dies geschieht allerdings punktweise, und erhobene
MS-Daten werden anschlieend positionsbezogen gespeichert. Auf diese Weise wird die
gesamte Probe (hier Gewebeschnitte) rasterformig gescannt (siehe hierzu auch Abbildung
11). Die so erfassten massenspektrometrischen Daten konnen anschlieend dazu genutzt
werden, Graustufenbilder der Verteilung einzelner Substanzen zu erstellen. Dabei ist die
Helligkeit eines Bildpunktes definiert durch seine relative Signalintensitit [494].

' Ablation beschreibt in der Massenspektrometrie das Uberfithren von Molekiilen / Partikeln aus einem
Festkorper in die Gasphase. Nach [554] J  Wichmann, 2011: Matrix-gestiitzte Laser-Desorption und
lonisation (MALDI) mit ultrakurzen Laserpulsen.
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Gewebeschnitt

Abbildung 11

Schematische Darstellung bildgebender Massenspektrometrie: (A) Mit einem hochfokussierten
Laser wird Material aus dem Gewebeverband gelost (Ablation) und ionisiert. Ionen von jeweils
einem Rasterpunkt werden massenspektrometrisch  analysiert. Das entstehende
Massenspektrum (B) wird positionsbezogen generiert und gespeichert. Nach der Erfassung eines
Rasterpunktes wird die Probe zum nichsten Rasterpunkt bewegt, so wird nach und nach die
gesamte Probe erfasst. Die gespeicherten Daten werden anschlieBend verwendet, um Bilder
bestimmter Ionensignale zu erzeugen (C). Dabei werden die positionsspezifischen
Signalintensititen in Bildpunktwerte eines Graustufenbildes umgewandelt. Abbildung
modifiziert nach Spengler 2012 [494].

Das MALDI-Verfahren ist ein sanftes lonisationsverfahren, bei dem vorwiegend einfach
geladene, unfragmentierte Ionen entstehen (siehe auch Abbildung 12). Dies ist moglich, da
zugefiihrte Energie zunichst von der Matrix aufgenommen wird, und in einem zweiten
Reaktionsschritt Protonen durch eine Siure-Base-Reaktion auf die Biomolekiile iibertragen
werden. Hierbei erfolgt sowohl eine Radikalbildung als auch eine Fragmentation der
Matrixmolekiile, nicht jedoch der Analyte. Analog der Ubertragung von Protonen kénnen
auch andere Kationen (z.B. Natrium, Kalium) {ibertragen werden. Es ist sowohl moglich
positiv geladene Teilchen als auch negativ geladenen Teilchen (durch Deprotonierung) zu
erzeugen. Entsprechend unterscheidet man einen positiven Ionen-Modus von einem negativen
Ionen-Modus. Zur Durchfiihrung dieser Methode ist es entscheidend, dass die Matrixkristalle
mit dem Analyt eine Kokristallisation eingehen (siehe auch I1.3.3). Um eine moglichst hohe
rdumliche Auflosung zu erzielen, sind die GroBe dieser Matrixkristalle [55, 194, 494], die
vollstindig homogene Bedeckung des Analyts, sowie der Durchmesser des
Laserbrennpunktes [193] mallgebend. Zudem ist eine niedrige Nachweisgrenze des
Massenspektrometers unabdingbar, da die Menge des pro Rasterpunkt verfiigbaren
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Probenmaterials quadratisch mit dem Durchmesser des Laserbrennpunktes abnimmt [90, 254,
495].

Laser ®

Analyt

Mamx\.’ ® 00 o/

Abbildung 12

Stark vereinfachte Darstellung des Ionisationsmechanismus beim MALDI-Verfahren. Dabei
dient die Matrix der Aufnahme und Ubertragung der Laserenergie auf den Desorptions- und
Ionisationsprozess [538]. Die fiir die Protonierung der Biomolekiile benitigten Protonen werden
aus der Matrix zur Verfiigung gestellt. Analog kann die Anlagerung anderer Kationen
stattfinden (z.B. Kalium und Natrium). Neben der Bildung positiv geladener Teilchen (positiver
Ionen-Modus) konnen auch deprotonierte Analytmolekiile erzeugt werden (negativer Ionen-
Modus) [S54].

Die fiir eine hohe rdumliche Aufldsung bendtigten Voraussetzungen wurden in Kombination
mit einer hohen Massengenauigkeit erstmals von der Arbeitsgruppe Spengler beschriebenen
[254, 423] und durch den in dieser Arbeit verwendeten Autbau (Abbildung 13) aus einer AP-
SMALDI-Ionenquelle (Atmosphéarendruck—Raster—Mikrosonden—-MALDI-
Massenspektrometrie-Systems) mit Kopplung an ein Fourier-Transform-Orbitalfallen-
Massenspektrometer (Q Exactive) gut erfiillt.
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Abbildung 13

Aufbau der AP-SMALDI-Ionenquelle, gekoppelt an ein Fourier-Transform-Orbitalfallen-
Massenspektrometer (Q Exactive). Abbildung modifiziert nach Koestler 2008 [254].

3.3 Probenvorbereitung / Aufbringen der Matrix

Fiir die MALDI-Analysen wurden Gefrierschnitte der Gehirne von Tieren der Teilstudie ,,Fat-
1“ angefertigt. Dies erfolgte nach den Vorgaben aus Kapitel 11.4.3. Die 20 um dicken,
coronalen Schnitte auf Hohe der Region des OVLTs wurden bei -54 °C gelagert. Unmittelbar
vor der Messung wurde der Gewebeschnitt jeweils innerhalb von 30 min auf Raumtemperatur
gebracht und getrocknet. Dies erfolgte in einem Exsikkator, um die Kondensation von
Feuchtigkeit zu verhindern. Im Folgenden wurden mit einer am Mikroskop angeschlossenen
Kamera einzelne Farbaufnahmen des fiinffach vergroBBerten Gewebeschnittes angefertigt. Alle
Teilaufnahmen wurden mit dem Microsoft Image Composite Editor zu einer
Gesamtaufnahme zusammengefiigt. Als nidchstes mussten die Schnitte mit der Matrixlosung
bespriiht werden. Hierzu wurde die Probenposition zundchst mit einem Permanentmarker auf
dem Objekttragerglas markiert und iiberstehende Teile des Objekttrdgers mittel Glasschneider
und Seitenschneider entfernt. Der so auf die Grofle des Probentellers gebrachte Glaskorper
wurde unter Verwendung doppelseitiger Klebepunkte (Haft-Autkleber), mit nach oben
gerichteter Probe, auf dem Probenteller befestigt. Eventuell vorhandene Glassplitter wurden
unter groffter Vorsicht mit Druckluft vom Schnitt geblasen. Nun konnte die Matrix

aufgebracht werden. Dies geschah mit einem pneumatischen Spriihsystem, das dhnlich einem
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Perfusor, kontinuierlich die Matrixldsung durch eine Spitze abgibt. Uber ein Kapillarsystem
wird diese Losung in ein konisch zulaufendes Glasrdhrchen geleitet, an dessen Offnung ein
Austreten der Losung iiber eine Auslassspitze erfolgt. Die Auslassspitze hat dabei einen
Durchmesser von etwa der Hilfte der Offnung des Glasréhrchens. Uber eine zweite Offnung
des Rohrchens besteht die Moglichkeit ein Treibgas (hier Stickstoff) zuzuleiten. Durch den
hohen, an der Spitze auftretenden Gasfluss, ergibt sich ein sehr feines Zerstduben der
Matrixlosung. Die GroBe der aufgespriihten Tropfchen und die der daraus resultierenden
Kristalle sind dabei entscheidend fiir die zu erzielende rdumliche Auflosung. Ein Aufbringen
der Matrix in einem fliissigen Zustand ist flir die Kokristallisation von Matrix und Analyt
vorteilhaft, kann jedoch auch zum Verlassen der nativen Position eines Molekiils im Analyt
(,,aufschwimmen®) fiihren. Dieser Effekt kann durch Aufbringen moglichst kleiner Tropfchen
minimiert werden [55, 494]. Der probentragende Teller wurde unterhalb und senkrecht zur
Spriiheinheit, auf ein Halterungssystem aufgesteckt und wihrend des Sprithprozesses bei
einer Spannung von ca. 450 V zum rotieren gebracht (zum schematischen Aufbau des Matrix-
Preparationssystems siche auch Abbildung 14, sowie [55]). Das Aufspriihen der Matrix wurde
unter dem Abzug durchgefiihrt und der Aufbau durch einen Kunststoffcontainer abgedeckt.
Dieser verhindert zum einen eine Umgebungskontamination mit Matrixlosung, zum anderen
wird durch den Gasfluss ein Uberdruck im Container erzeugt. Dieser sorgt fiir ein
verlangsamtes Absinken der Matrixtropfchen und eine dadurch bedingte homogene
Verteilung auf der Probe.

Zufluss der Matrixl6sung

1barN, — —

ca.7 cm
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Abbildung 14

Schematischer Aufbau des Matrix-Priparationssystems: Eine Kapillare verliuft durch ein
Glasrohrchen, dessen untere (")ffnung als Auslass dient. Durch den zweiten, seitlichen Zulass des
Glasrohrchens wird Stickstoff mit einem Druck von einem bar eingeleitet. Der am Auslass
entstehende Gasfluss bedingt ein feines Zerstiuben der Matrixlosung, was zur homogenen
Bedeckung der Probe fiihrt. Der Abstand von Probe zu Auslass betrigt etwa 7 cm, der
Probenteller rotiert kontinuierlich.

Die Zusammensetzung der verwendeten Matrixlosungen ist Tabelle 11 zu entnehmen. Zwei,
typischerweise als Matrix verwendete Substanzen stellten sich in Vorversuchen als am
geeignetsten fiir das Versuchsvorhaben heraus (Als Kriterium dienten die Intensitit der
gemessenen Signale, die direkt von der lonisationseffizienz abhingt). Letztlich wurde para-
Nitroanilin (pNA) fiir Messungen im negativen lonen-Modus und 2,5-Dihydroxybenzoeséure
(DHB) fiir Messungen im positiven lonen-Modus verwendet. DHB ist fiir seine gute Effizienz
in der Ablation und Ionisation von Lipiden im positiven Ionen-Modus bereits in der Literatur
bekannt [89, 519]. Es wurden jeweils insgesamt 100 pl Matrixldsung mit einer
Geschwindigkeit von 10 pl pro Minute auf die Probe aufgebracht. Nach dem Auftragen
wurden die Homogenitidt des Matrixfilms und die KristallgroBe mikroskopisch beurteilt
(Abbildung 15). AuBerdem musste die vorgenommene Markierung noch einmal
nachgezeichnet werden, da der Gewebeschnitt unter der Matrixabdeckung kaum noch und die
Markierung nur noch schwer erkennbar war.

para-Nitroanilin (pNA) -Losung

pNA 20 mg
H,O 1000 pl
Aceton 1000 pl
2,5-Dihydroxybenzoesiure (DHB) -Losung

DHB 60 mg
H,O 1000 pl
Aceton 1000 pl
Trifluoressigsdure (TFA) 2 ul
Tabelle 11

Zusammensetzung der fiir die MALDI-Messungen verwendeten Matrixlosungen.
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Abbildung 15

(A) Lichtbild einer Matrixpreparation (DHB). Die Kristallbildung ist deutlich zu sehen. Das
unterliegende Gewebe (hier die Hypophyse einer Maus) ist nicht mehr erkennbar. (B) Lichtbild
des Brand-/Ablationsmusters nach MALDI-Messung mit einer Schrittweite von 10 pm. Die
Probe ist dieselbe wie in A. (C) Brand-/Ablationsmuster, wie es sich nach einer
Immunfluoreszenz im Gehirngewebe einer Maus, ebenfalls nach einer MALDI-Messung mit
einer Schrittweite von 10 pm, darstellt. Abbildung A stammt aus Rompp 2010 [423], B aus
Giinther 2011 [194].

Im Rahmen von Vorversuchen zur Identifizierung geeigneter Matrixsubstanzen wurden
auBerdem 4-Chloro-a-Cyanozimtsdure (CLCCA; 10 mg in je 500 ul Aceton und Wasser)
[229] und die fliissige Substanz 3-Nitrobenzylalkohol (3NBA; 3 3NBA : 2 Ethanol : 1
Wasser) [144] getestet. Hiermit behandelte Schnitte wurden ebenfalls fiir

Immunfluoreszenzmarkierungen nach Angaben in 11.4.4.1 verwendet.

3.4 MALDI-MSI

Die Erzeugung der Massenspektren erfolgte durch Verwendung eines Atmospharendruck-
Raster-Mikrosonden-M ALDI-Massenspektrometrie-Systems [254], welches an ein Fourier-
Transform-Orbitalfallen-Massenspektrometer  gekoppelt war. Unmittelbar nach der
Probenvorbereitung wurde mit der Messung begonnen. Der probentragende Teller wurde auf
den beweglichen Probentisch aufgebracht, die Ionenquelle anschlieBend verschlossen. Der
Probentisch ist hochprizise sowohl in x- als auch in y- und z-Richtung beweglich (Abbildung
13), was es ermdglichte, den Laser auf die zu messende Probenregion auszurichten. Diese
Ausrichtung erfolgte mit Hilfe des Echtzeitbildes der im System integrierten Kamera und der
farblichen Markierung auf dem Objekttrigerglas. Zur Ionisation und Ablation der Analyte
wurde ein hochfokussierter Stickstofflaser mit einer Wellenldnge von 337 nm und einer
Wiederholrate von 60 Hz verwendet. Die Spannung am Probenteller wurde fiir Messungen im
positiven Ionen-Modus auf 4,3 kV, im negativen lonen-Modus auf —4,3 kV eingestellt. Die
Dauer der Aufnahme eines Messpunktes / Massenspektrums betrug 1,3 Sekunden. Dies
schliet bereits die Bewegung des Probentisches mit ein. Die SchrittgroBe gibt an, mit
welcher Weglidnge sich der Probentisch nach jedem Messpunkt verschiebt. Diese lag bei
ausschlieBlicher Betrachtung des OVLTs bei 10 pum, bei Messungen des gesamten
Gewebeschnittes bei 35 um oder 38 um. Eine Uberlappung der Messbereiche wurde so und
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durch die Fokussierung des Lasers vermieden. Jeder Messpunkt lieferte Daten zur Erstellung
eines Pixels im Endbild. Die Gesamtanzahl gemessener Pixel unterschied sich meist in den
einzelnen Messungen voneinander, die Gesamtdauer der Messungen belief sich in der Regel
auf 14 bis 20 Stunden. Der erfasste Massenbereich lag bei m/z 250-1000. Nach erfolgter
Messung wurden die Schnitte zunichst bei Raumtemperatur und spitestens nach 48 Stunden

bei —20 °C bis zur weiteren immunhistologischen Verwendung gelagert.

4. Immunfluoreszenz und Immunhistochemie

4.1 Materialien

4.1.1 Technische Geriite

Bezeichnung

Typ

Hersteller

Fluoreszenz-Mikroskop
Kamera

BX50

Camedia C-3030

Olympus Corporation, Tokio, Japan
Olympus Corporation, Tokio, Japan

(Durchlichtmikroskopie) Zoom
Kamera . - .
Spot Insight B/'W Visitron Systems GmbH, Puchheim
(Immunfluoreszenz)
Kryostat (Gefriermikrotom) 2800 Grigocut E Reichert-Jung, NuBloch
Kryostat (Gefriermikrotom) HM 500 O Microm International GmbH, Walldorf
Mikroskop Dialux 22 EB Leitz GmbH und Co. KG, Stuttgart
4.1.2 Software
Bezeichnung Hersteller
MetaMorph 7.7.5.0 Molecular Devices Inc., Downingtown, PA, USA
ST Open Source basierend auf Image J, modifiziert
Fiji Mai 2014 nach Biovoxxel, Mutterstadt
4.1.3 Chemikalien
Bezeichnung Katalog-Nr. Hertseller
4°,6-Diamidin-2- . s
phenylindol (DAPI) D3571 MoBiTec, Gottingen
Ilzﬁldm / Biotin Blocking Sp — 2001 Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA
Citifluor AF1 Citifluor Ltd., London, UK
D3,3°-Diaminobenzidin D5637 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Tetrahydrochlorid (DAB)
Di-
Natriumhydrogenphosphat

1.063.461.000

Merck, Darmstadt

Monohydrat (Na,HPO,)

Entellan 1.079.610.100 Merck, Darmstadt

Histoclear HS-200 National diagnostics, Atlanta, GA, USA
Kresylviolett 61120 Fluka AG, Buchs, Schweizer
Natriumhydrogenphosphat

dibasisches Dihydrat 30435-500G Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
(NaH2P04)

normal donkey serum
(NDS)
Paraformaldehyd (PFA)

GTX3245-500
P6148-1KG

Biozol, Eching
Merck, Darmstadt
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Hertseller

Bezeichnung Katalog-Nr.
Poly-L-Lysin L7240
Triton X-100 T9284-500ML
Vectastain ABC-Elite
Standard: HRP PK-6100
Wasserstoffperoxid 30%

822287
(H0,)
Xylol 1.08685.2500
Aceton 00585-2.5L

Biochrom GmbH, Berlin
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Linaris Biologische Produkte GmbH, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

4.1.4 Losungen und Puffer

Losung

Zusammensetzung

Stocklosung A (0,2 M Na,HPO,-Ldsung)
Stocklosung B (0,2 M NaH,PO4-L6sung)

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

20 % PFA (Stocklosung, Lagerung im
Kiihlschrank)

2 % PFA (Gebrauchslosung)
Blockungslésung

DAPI-Losung
DAB-Losung

Alkoholreihe

ABC-Losung

Kresylviolett-Losung

10 % H,0,

Avidin-Blockung
Biotin-Blockung

27,6 g Na,HPO, in 1 1 Aqua bidest.

35,6 g NaH,PO,in 1 | Aqua bidest.

14 % Stocklosung A + 36 % Stocklosung B +
50 % Aqua bidest.

Ansetzen von PFA (Pulverform) in Aqua bidest.
unter stdndigem Riihren bei 60-65 °C; Zugabe
weniger Tropfen 1 N NaOH zur Klarung,
anschlieend Filtration mit Faltenfilter

Ansatz aus PFA Stocklosung in PBS (1 : 10)

10 % NDS + 0,3 bzw. 0,1 % Triton X-100 in
PBS

DAPI 1 : 8000 in PBS

1 % DAB in PBS

50 %, 70 %, 90 % und 100 % Ethanol in Aqua
bidest.

Losung A und Losung B aus dem Vectastain-Kit
je 1:100 in PBS

0,2 g Kresylviolett in 200 ml Aqua bidest. unter
Rithren und Erwdrmen 16sen, nach dem
Abkiihlen 0,5 ml Eisessig zugeben und durch
Faltenfilter filtrieren

Verdiinnung aus 30 % H,0, mit Aqua bidest.
(1:3)

50 ul Avidin + 1 ml Blockungslésung

50 ul Biotin + 1 ml Blockungslésung

4.1.5 Ge- und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Typ Hersteller

Deckglaschen ZH%;(;O i, WG Roth GmbH, Karlsruhe

Faltenfilter 604 Schleicher und Schuell GmbH, Dassel
Frischhaltefolie handelsiibliche diverse

Immersionsol Type F Olympus Corporation, Tokio, Japan

Lens Tissue 101 020 Dorr GmbH, Neu-Ulm

Nagellack handelsiiblich Diverse

Objekttrager 76 x 26 mm Menzel GmbH und Co. KG, Braunschweig
Objekttragermappe fiir 20 Objekttrager Iél:r}rosléibor_ und Analysen-Technik GmbH,
Pap-Pen Z377821-1EA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
pH-Indikatorpapier 9533 Merck, Darmstadt

Pinsel Rotmarderhaar Renensis, Flensburg
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Bezeichnung Typ Hersteller
Rasierklinge Wilkinson Sword, Solingen
Schnittbox MAGYV GmbH, Rabenau
8 Well Nunc Rectangular 267062 Thermo Fisher Scientific Inc., Walham, MA,
Multidish USA
4.1.6 Primére Antikorper
Antigen Spezies, Typ Verdiinnung )T;;t(;)(;l Nr. Hersteller
7/4 i 1:500 03%  MCA771GA ABD Serotec, Puchheim
monoclonal IgG
rat, ) N BioLegend, San Diego,
CDl11b polyclonal TgG 1:500 0,1 % 101201 CA. USA
Santa Cruz
?1\51))1%) ggi‘t’c fonal 1o 1 : 2000 03%  sc-1747 Biotechnology Inc.,
; poly g Dallas, USA
. Santa Cruz
rabbit sc-150 .
NF-IL6 ’ 1:5000 * 0,3 % i Biotechnology Inc.,
polyclonal IgG Lot: D0808 Dallas, USA
. Santa Cruz
(Sg_’;gf riliblctfonal oG 1+ 4000 03%  sc-482 s ey e
poly & Callas, USA
sheep, ) o Affinity Biologicals,
VWE polyclonal IgG 13000 0,3 % SARTW-1G Ancaster; Kanada
rabbit, i o DAKO Deutschland
VWE polyclonal IgG FHELY h o i GmbH, Hamburg

* Die Anwendung des NF-IL6 Antikorpers auf bereits in der MALDI-Messung verwendeten
Schnitten wurde mit einer Verdiinnung von 1:2000 durchgefiihrt.

4.1.7 Sekundire Antikorper

Flu(?roc.hrom/ . Aus . Antl-. Verdiinnung Nr. Hersteller
Exzitationsmaximum Spezies  Spezies
. ) Life Technologies,
Alexa Flour 488 donkey [ BRIES coihedl @A, SA
(495nm) 1gG sheep  1:500 A11015 Eﬁ;ﬁ“&"x%‘e&
705- Jackson Immuno
goat 1:500 165-147 Research Europe Ltd.,
Newmarket, UK
™ Jackson Immuno
?5}; Or?m) ? o(r;key rabbit 1:500 Zg:l 57 Research Europe Ltd.,
£ Newmarket, UK
712- Jackson Immuno
rat 1:500 165-150 Research Europe Ltd.,
Newmarket, UK
BA- Vector Laboratories
rabbit 1:200 Inc., Burlingame, CA,
1000
biotinyliert horse USA .
IgG BA- Vector Laboratories
rat 1:200 4000 Inc., Burlingame, CA,

USA
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4.1.8 Detektionssystem

Bezeichnung Verdiinnung  Nr. Hersteller
Cy"3-conjugated 1 - 600 800-367- Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.,
Streptavidin ’ 5296 West Grove, PS, USA

Cy3 bindet mit Hilfe des konjugierten Streptavidins an das Vitamin Biotin. Durch den Einsatz
der Streptavidin-Biotin-Methode kommt es zur Amplifizierung der Fluoreszenz.

4.2 Grundlagen der Methode

Es kamen in dieser Arbeit zwei Techniken zum Einsatz, um spezifische Antigene mit hoher
Sensitivitdt in Gewebeschnitten nachzuweisen: Immunhistochemie und Immunfluoreszenz.
Hierbei werden bestimmte Antigene mit spezifisch gegen diese gerichteten primédren
Antikorpern (AK) detektiert und der sich bildende Antigen-Antikérper-Komplex sekundér
iiber einen weiteren AK visualisiert.

In der hier vorliegenden Arbeit kamen als primdre AK {berwiegend polyklonale
Immunglobuline (Ig) des Typs G zum Einsatz (I1.4.1.6). Dies sind AK aus dem Serum
immunisierter Tiere, deren Ursprung also verschiedene B-Zellen sind. Der sekundire AK ist
gegen das Fc-Fragment der Wirtsspezies des primdren AKs gerichtet. Diese kénnen zum
einen an Fluorochrome gekoppelt sein und so fiir die indirekte Immunfluoreszenz verwendet
werden oder, zum anderen an Biotin gekoppelt fiir die Immunhistochemie eingesetzt werden.
Durch die Anregung des fluoreszierenden Farbstoffs mit Licht einer bestimmten Wellenlidnge
emittiert dieser ein langwelligeres Fluoreszenzlicht (Tabelle 15), welches mit einem
Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung entsprechender Sperrfilter detektiert werden kann
[108]. Biotinylierte AK werden an eine Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt, welche
unter Nutzung von Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel eine Redox-Reaktion katalysiert,
die zur Bildung eines braunen Niederschlags fiihrt (D3,3‘-Diaminobenzidin
Tetrahydrochlorid (DAB) -Reaktion). Dieser braune Niederschlag kann letztlich
lichtmikroskopisch erfasst werden [352]. Zur verbesserten neuroanatomischen Ubersicht
wurden bei beiden Methoden unspezifische Zellkernmarker verwendet. 4°,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) bindet DNA und hat fluoreszierende Eigenschaften (Tabelle 15)
Kresylviolett farbt Zellkerne an und ist fiir den lichtmikroskopischen Nachweis verwendbar.

Der Vorteil der Fluoreszenzmarkierung ist eine besonders hohe Sensitivitit und eine grofle
Flexibilitdt, Doppelmarkierungen (Detektion zweier unterschiedlicher Antigene in einem
Schnitt) durchzufiihren. Allerdings verblasst das Fluorochromesignal trotz dunkler und
gekiihlter Lagerung rasch. Dieser Nachteil besteht bei DAB-markierten Antigenen nicht,
jedoch sind Doppelmarkierungen aufwendiger in der Durchfiihrung.

4.2.1 Spezifitiat der primiren AK

Es wurden verschiedene primédre AK verwendet, die bereits in fritheren Studien Verwendung
fanden und dort fiir entsprechende Zielgewebe auf ihre Spezifitit getestet wurden [117, 174,
223,439, 442].
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Die Spezifitit der Markierung des Oberflichenproteins CDI11b wurde durch eine
Negativkontrolle bestétigt. Schnitte wurden dabei anstelle des ersten AKs mit
speziesspezifischen Seren nicht immunisierter Kaninchen prozessiert. Zu detektierende

Signale waren so nicht mehr nachweisbar.

4.3 Herstellung der Gefrierschnitte

Die Herstellung der Gehirnschnitte, die fiir immunhistologische Methoden Verwendung
fanden, erfolgte an einem Gefriermikrotom mit einer Innentemperatur von —18 bis —22 °C und
einer Objekttemperatur von —10 bis —12 °C. Das zuvor bei der Perfusion gewonnene und
schockgefrorene Gehirn (I11.2.4.5) wurde mit Tissue Freezing Medium auf den Objekthalter
aufgeklebt. Bei Proben der Teilstudie ,,Fat-1° wurde darauf verzichtet und das Gehirn
(weniger gewebeschonend) alternativ mit Wasser auf den Objekthalter festgefroren. Nach
senkrechter Ausrichtung der Léngsachse des Gehirns zum Messer wurden von rostral
beginnend 20 um dicke coronale Gewebeschnitte angefertigt. Diese wurden mit vorgekiihlten
Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrigern vom Messer abgenommen. Die Beschichtung
fordert durch ihre zum Gewebe gegensitzliche Ladung (Gewebe ist eher negativ geladen und
die Beschichtung eher positiv) die Adhédsion des Schnittes am Glas [323]. Die Schnitte der
verschiedenen Zielregionen wurden entsprechend eines stereotaktischen Gehirnatlas der Maus
[385] angefertigt. Fiir beide Teilstudien wurden jeweils pro Gehirn mindestens zwdlf Schnitte
aus der Region des OVLTs gesammelt. Fiir die Teilstudie ,,CyPPA* wurden auflerdem ebenso
viele Schnitte des SFOs und der fimbria hippocampi angefertigt. Zwischen den erwéhnten
hypothalamischen Gehirnregionen anfallendes Gewebe wurde gesammelt und getrennt nach
hypothalamischen und corticalen Anteilen jeweils zur Hélfte (linke oder rechte Hemisphéire)
in ein steriles, vorgekiihltes Reaktionsgefd3 gegeben und fiir spatere Westernblot- (I1.6) und
PCR- (I.7) Analysen verwendet. Die Menge des Probenmaterials belief sich auf jeweils 10—
25 mg. Alle so gewonnenen Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei —54 °C
gelagert.

4.4 Versuchsprotokolle

4.4.1 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz wurde in Teilen der ,Fat-1“-Studie nach der Durchfithrung von
MALDI-Messungen als zweites Analyseverfahren eingesetzt; alle weiteren Proben wurden in
der Zwischenzeit bei —54 °C gelagert. Zum Nachweis von STAT3-Signalen wurde sich einer
Signalverstirkung mittels der Streptavidin-Biotin-Methode bedient. Hierbei wird die hohe
Affinitdt von Streptavidin zu Biotin ausgenutzt. Streptavidin besitzt vier Bindungsstellen fiir
Biotin. Nach Inkubation mit dem primdren AK wurde ein biotinylierter sekundidrer AK
gebunden und Cy3-konjugiertes Streptavidin hinzugegeben. An den sekundidren AK
gekoppeltes Biotin interagiert nun mit mehreren Cy3-konjugierten Streptavidin Molekiilen.
Dies fiihrt letztlich zu einer Amplifizierung der Fluoreszenz.
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Schritt Arbeitsschritt Dauer
1) Aufwirmen der Schnitte bei —20 °C 15 min
2) Schnitte mit Fettstift MALDI-Schnitte von Probenteller
umranden losen
3) Trocknen 5—7 min
4) Fixation in 2 % PFA 10 min
5) Waschen in PBS 3 X 5 min
6) Blocken in Blockungslésung lh
Inkubation, primérer Antikdrper in Blockungslosung bei 4 °C in feuchter 20l .
7) Kammer 44-48 h bei
STAT3
Tabelle 12

Erster Teil des Arbeitsprotokolls fiir die Immunfluoreszenz; bis hier unterscheidet sich das
Vorgehen zwischen dem herkémmlichen Protokoll und der Streptavidin-Biotin-Methode nicht.
Alle Arbeitsschritte wurden, wenn nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Schritt Arbeitsschritt herkommliches Dauer Arbeitsschritt Streptavidin-Biotin- Dauer
""" Pprotokoll " Methode "
8) Waschen in PBS : X 2 Waschen in PBS 3 X >
min min
Inkubation, sekundéarer
9) Antikorper in Blockungslosung  1h Blocken in Avidin-Blockungslosung 15 min
in feuchter Kammer
10) Waschen in PBS . x > Waschen in PBS . x >
min min
11) Inkubation in DAPI-L6sung 10 min | Blocken in Biotin-Blockungslésung 15 min
12) Waschen in PBS . x > Waschen in PBS . x >
) . o min min
Ubersclﬂnchten mit C1t1ﬂuor, abdecken mit Inkubation, sekundérer Antikorper )
13) Deckgldschen und versiegeln mit (biotinyliert) in Blockungslésun 15 min
Nagellack Y & &
14) Waschen in PBS 3X3
min
Inkubation mit dem
15) Detektionssystem (Cy3-konjugiertes 1,5 h
Streptavidin) in feuchter Kammer
16) Waschen in PBS > X 3
min
17) Inkubation in DAPI-L6sung 10 min
18) Waschen in PBS > X 3
min
19) Uberschichten mit Citifluor, abdecken mit
Deckgliaschen und versiegeln mit Nagellack
20) Lagerung dunkel und bei 4 °C Lagerung dunkel und bei 4 °C
Tabelle 13

Zweiter Teil des Arbeitsprotokolls fiir die Immunfluoreszenz, links das herkommliche, rechts
das fluoreszensverstiirkte Protokoll. Alle Arbeitsschritte wurden, wenn nicht anders angegeben,
bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Die vorgenommene Fixation in 2 % Paraformaldehyd (PFA) diente der Vernetzung reaktiver
Gruppen im Gewebe vorhandener Polypeptide und fiihrt im Idealfall zu einer Antigen-
Stabilisierung. Der Serumanteil (NDS, normal donkey serum) in der Blockungslosung dient,
ebenso wie die Anwendung von Avidin- und Biotin-Blockung, der Absittigung
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unspezifischer Bindungsstellen. Das enthaltene Detergens Triton X-100 erhoht die
Zellpermeabilitit und gewéhrleistet damit ein Eindringen der Antikorper ins Gewebe bzw. in
die Zellen.

4.4.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde nach der erfolgten MALDI-Messung und anschlieBender
Immunfluoreszenzmarkierung der Schnitte als drittes Analyseverfahren durchgefiihrt. Hierbei
wurde ein 7/4-AK als Marker fiir neutrophile Granulozyten als primédrer AK verwendet. Bis
zur Durchfithrung wurden entsprechend der Angaben in Tabelle 14 die Schnitte bei 4 °C

gelagert.
Schritt Arbeitsschritt Dauer
1) Entfernen der Nagellackversiegelung mit Aceton
2) Herunterschieben des Deckglidschens vom PBS-bedeckten Schnitt
3) Fixation in 2 % PFA 5 min
4) Waschen in PBS 3 X 5 min
5) Blocken in Blockungslosung lh
6) Inkubation, primérer Antikdrper in Blockungslosung 44-48 h
7) Waschen in PBS 3 x 5 min
8) Inkubation, sekundérer Antikdrper in Blockungslosung l1h
9) Waschen in PBS 3 X 5 min
10) Inkubation, ABC-L6sung l1h
11) Waschen in PBS 3 X 5 min
12) Inkubation, DAB-L6sung 15 min
13) Zugabe von 10 ul 10 % H,0, zum Start der Reaktion 4 — 6 min
14) Waschen in PBS 3 x 5 min
15) Waschen in Histoclear 2h
16) Rehydratation in absteigender Alkoholreihe je 2 min
(2 x 100 %, dann je 1 x 90, 70, 50 %)
17) Abspiilen in Aqua bidest. 2 -3 sec
18) Gegenfarben der Zellkerne in Kresylviolett 30 sec
19) Dehydratation in aufsteigender Alkoholreihe oo ges
(je 1 x 50, 70, 90, 100 %)
20) Dehydratation in 100 % Ethanol 2 min
21) Waschen in Histoclear 5 min
bis zum aufbringen
22) Xylol des Deckgldschens
23) Uberschichten mit Entellan und abdecken mit Deckgléschen
Tabelle 14

Arbeitsprotokoll zur Immunhistochemie. Alle Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur
durchgefiihrt, mit Ausnahme der Inkubation des priméren Antikorpers bei 4 °C.

Bei diesem Verfahren kam ein Biotin-konjugierter sekundidrer AK zum Einsatz, an den
wihrend der Inkubation mit ABC-Losung eine Peroxidase gebunden wurde. Die Substrate fiir
eine Redox-Reaktion wurden mit DAB und Wasserstoffperoxid zur Verfiigung gestellt. Beim
Ablauf dieser Reaktion bildete sich ein brauner Niederschlag, der lichtmikroskopisch
nachgewiesen werden konnte. Die Waschschritte in Histoclear entfernten iiberschiissige
Niederschldge und erhohten damit letztlich den Kontrast zwischen Signalen und dem
Hintergrund.
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4.5 Mikroskopie

4.5.1 Immunfluoreszenz

Nach der Immunfluoreszenz erfolgte die Auswertung der verwendeten Gehirnschnitte mit
einem Fluoreszenzmikroskop. Objektive fiir eine 10-, 20-, 40- und 100-fache Vergroferung
waren verfliigbar. Als Lichtquelle diente eine Quecksilberdampflampe (BH2-RFL-T3).
Andere Wellenldngen als die zur Anregung der Fluorochrome benétigte Wellenldnge (Tabelle
15) wurde mit verschiedenen Filtern herausgefiltert. Das Mikroskop war mit einer digitalen
schwarz-weill Kamera verbunden. Angefertigte Aufnahmen der Prdparate wurden mit der
Software Metamorph zu Mehrkanal-RGB-Bildern zusammengefiigt. Zur rein qualitativen
Darstellung wurden diese Aufnahmen noch in Helligkeit und Kontrast angepasst, hierfiir
wurde das Programm Adobe Photoshop verwendet. Zu vergleichende Aufnahmen wurden
hierbei stets identisch behandelt, um eine Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten.

Fluorochrom Anregungswellenliinge %IVI; lltlng;nge Farbe
Alexa488

(Fluoreszeinisothiocyanat 460 — 490 nm 510-530 griin
Konjugat)

Cy3 530 — 550 nm 630—660  rot
(Carboxymethylindocyanin)

DAPI

(4°,6-Diamidin-2- 330 -385 461 blau
phenylindol)

Tabelle 15

Fiir die Immunfluoreszenz verwendete an sekundire Antikorper gekoppelte Fluorochrome,
deren Anregungs- und Emissionswellenléingen.

4.5.2 Immunhistochemie

Gewebe aus der Immunhistochemie wurden mit einem Lichtmikroskop betrachtet und die
Ergebnisse als Farbaufnahmen mit einer am Mikroskop angeschlossenen Kamera
dokumentiert. Hierbei standen gleiche VergroBerungen wie bei der Immunfluoreszenz zur
Verfiigung.

5. Zytokin Bioassays
5.1 Materialien

5.1.1 Technische Gerite

Bezeichnung Typ Hersteller

Nuaire-US- .
Brutschrank Autoflow Nuaire, Plymouth, MN, USA
ELISA-Reader Digiscan Asys Hitech, Eugendorf, Osterreich
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5.1.2 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl] 2,5-Diphenyl-
Tetrazoliumbromid (MTT)

Actinomycin D

Fetales Kélberserum (FKS)

Gentamicin

Glutamin
Heparin-Natrium-25000-ratiopharm

IL-6 Standard

Isopropanol

Mercaptoethanol

PBS (1x)

Penicillin-Streptomycin (5000 IU/ml)
Rothwell Park Memorial Institute Medium
(RPMI-Medium)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund
Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund
Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund
Ratiopharm GmbH, Ulm

National Institute for Biological Standards and
Control, Potters Bar, UK

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund
Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund
Rothwell Park Memorial Institute Medium1640
Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund

Merck, Darmstadt

National Institute for Biological Standards and
Control, Potters Bar, UK

Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund

Salzséure (HCI)
TNF-Standard
Trypsin (25 %)

5.1.3 Ge- und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Typ Hersteller

steril mit Filter, 50

Gewebekulturflasche 175 /250 / 550 ml Sarstedt AG und Co. KG, Niimbrecht

steril, mit .
Gewebekulturplatte Abdeckplatte, 96K Sarstedt AG und Co. KG, Niimbrecht
Zahlkammer nach Neubauer Biochrom, Berlin

5.2 Grundlagen der Methode

Zytokine konnen sowohl mittels ELISA als auch zellkulturbasiert und quantitativ anhand von
hoch sensitiven Bioassays nachgewiesen werden. Zuletzt genanntes Detektionsverfahren
ermoglicht im Gegensatz zum ELISA die Detektion von biologisch aktiven Zytokinen. Die
Bioassays zu TNF-o und IL-6 sind am Institut fiir Veterindr-Physiologie und —Biochemie seit
langem etabliert und sollen deswegen nur kurz beschrieben werden [117, 174, 207, 552]. Die
Detektionsgrenzen lagen hierbei bei 3 I.U. IL-6/ml und 6 pg TNF-o/ml [426].

Bestimmte Zellen reagieren auf bestimmte Zytokine sehr spezifisch; diese biologischen
Reaktionen bilden die Grundlage der hier verwendeten Zytokinbestimmungen. B9-
Hybridoma-Zellen werden hochspezifisch und dosisabhédngig von IL-6 in der Proliferation
stimuliert [276, 535]. TNF-a hingegen wirkt auf murine Fibrosarkoma-Zellen (WEHI 164
Subklon 13) zytotoxisch. Daher werden diese Zellen zur Bestimmung von TNF-a-
Konzentrationen in biologischen Proben herangezogen [154]. Die Zytokinmenge beeinflusst
in beiden Assays die Anzahl vitaler Zellen und damit direkt deren biologische Aktivitit, die
anhand einer Farbreaktion (MTT-Test) nachgewiesen wird [338]. Die Durchfiihrung der
Zytokin-Bioassays fand durch Jolanta Murgott statt. Exemplarisch zeigte mir Frau Murgott

die praktische Durchfithrung der Methode.
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5.3 Probengewinnung

Die auf ihren Gehalt an TNF-o und IL-6 zu untersuchenden Plasmaproben der Mause wurden
im Rahmen der transkardialen Perfusion gewonnen. Den in tiefer Narkose liegenden Tieren
wurde mit Hilfe einer Heparin-gespiilten 1 ml Spritze aus dem rechten, noch schlagenden
Ventrikel zwischen 0,5 und 1 ml Blut entnommen. Dieses wurde in ein Reaktionsgefal3
iiberfiihrt und bei 7.000 rpm 7—-8 min zentrifugiert, der Plasmaiiberstand in ein sauberes Gefaf3
iiberfiihrt und die Probe bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C aufbewabhrt.

5.4 Versuchsprotokoll

Losung Zusammensetzung
45 ml RPMI Medium
4 ml FKS
Assay-Medium (IL-6) 0,5 ml Glutamin (200 nM)

125 ul Mercaptoethanol (200 nM)
65 pl Gentamicin (10 ng/ml)

500 ml RPMI Medium

55 ml FKS

5 ml Penicillin-Streptomycin

5 ml Glutamin

Assay-Medium

50 L.U. IL-6 Standard / ml

Assay-und Wachstumsmedium (TNF-a)

Wachstumsmedium (IL-6)

Isopropanol-HCL-L&sung ?;ﬁﬁggopam
) 0,1 gMTT

MTT-Losung 20 ml PBS

Tabelle 16

Fiir das IL-6- und TNF-a-Bioassay verwendete Losungen

5.4.1 IL-6-Bestimmung

Die B9-Hybridoma-Zellen mussten zunéchst kultiviert und dafiir alle drei Tage passagiert
werden. Dies fand im Wachstumsmedium (Zusammensetzung sicheTabelle 16) bei 37 °C,
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % und einer 5%igen CO,-Atmosphire statt.

Die Durchfiihrung des eigentlichen Assays erfolgte auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte. In die
Wells B1 bis K1 wurde eine Verdiinnungsreihe des rekombinanten IL-6 Standards angelegt.
Al blieb als Blank frei, L2 wurde mit reinem Assay-Medium befiillt (Tabelle 16). In der
zweiten und dritten Zeile wurden Qualititskontrollen im Doppelansatz pipettiert. Diese
Bestanden aus je einer bekannten Konzentration des IL-6 Standards (10 und 30 I.U./ml) und
deren Verdiinnungsreihen (1:2). Ab Zeile vier wurden die Proben, ebenfalls im Doppelansatz,
und deren Verdiinnungen (1:2) aufgetragen. Jedes Well enthielt ein Volumen von 100 pl.
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A B C D E F G H I J K L

1 blank | S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 39 S10 M

2 QK1 QK1 | 1:2 1.2 1:4 1:4 1:8 1:8 I:16 | 1:16 | 1:32 | 1:32

3 QK2 [QK2 | 1:2 1.2 1:4 1:4 1:8 1:8 I:16 | 1:16 | 1:32 | 1:32

4 P1 P1 1:2 1:2 1:4 1:4 1:8 1:8 I:16 | 1:16 | 1:32 | 1:32

171
o
-2
o
[S8]
—_
2
—_
2

1:4 1:4 1:8 1:8 1:16 1:16 1:32 1:32

6 P3 P3 1:2 1:2 1:4 1:4 1:8 1:8 1:16 | 1:16 | 1:32 | 1:32

7 P4 P4 1:2 1:2 1:4 1:4 1:8 1:8 I:16 | 1:16 | 1:32 | 1:32

8 P5 P5 1:2 1:2 1:4 1:4 1:8 1:8 I:16 | 1:16 | 1:32 | 1:32

Abbildung 16

Pipettierschema einer 96-Well-Mikrotiterplatte fiir den IL-6-Bioassay:

Reihe 1: A1 = Blank, B1-K1 = Verdiinnungsreihe der Standards, L1 = Medium (M) als
Kontrolle

Reihe 2-3: Verdiinnungsreihen der Qualititskontrollen (QK1 und QK?2)

Reihe 4-8: Verdiinnungsreihen der Proben (P1-P5)

Vor dem Einbringen der B9-Hybridoma-Zellen in das Assay wurden diese dreimalig durch
zehnminiitiges Zentrifugieren bei 2300 rpm und anschlieendes resuspendieren in Assay-
Medium gewaschen und mit Hilfe einer Zdhlkammer nach Thoma auf eine Zellzahl von 5000
Zellen pro 100 pl eingestellt. Von dieser Suspension wurden je 100 pl zu jedem Well gegeben
und die gesamte 96-Well-Mikrotiterplatte fiir 72 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach
Ablauf dieser Zeit erfolgte eine Zugabe von 25 ul 3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl] 2,5-Diphenyl-
Tetrazoliumbromid (MTT) zu jedem Well. Wihrend der folgenden vierstiindigen Inkubation
setzte das in den Zellen mitochondrial lokalisierte Enzym Succinat-Dehydrogenase das gelbe
MTT zu blauen MTT-Formazan-Kristallen um [338]. AnschlieBend wurden dem
Reaktionsgemisch 125 pl entnommen und der verbleibende Ansatz zum Stoppen der Reaktion
mit 100 pl HCl-Isopropanol-Losung versetzt. Wihrend der sich anschliefenden
zwolfstiindigen, lichtgeschiitzten Inkubation bei Raumtemperatur fithrte dies zur Lyse der
Zellen sowie dem Ldsen der MTT-Formazan-Kristalle. Letztlich wurde die optische Dichte
(OD) mittels eines ELISA-Readers bei einer Wellenldnge von 550 nm bestimmt.
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5.4.2 TNF-o-Bestimmung
Die Bestimmung der in den Plasmaproben vorhandenen TNF-a-Konzentrationen erfolgte in
den wesentlichen Schritten analog zum IL-6-Bioassay (11.5.4.1).

Auch die Zellen der murinen Fibrosarkomazelllinie wurden zunéchst kultiviert. Da diese ein
adhérentes Wachstum zeigen, musste zusitzlich zum Losen der Zellen aus den Kulturflaschen
mit dem proteolytischen Enzym Trypsin gearbeitet werden. Zum Einsatz im Assay wurde
eine Zellsuspension der Konzentration 50.000 Zellen pro 100 pl verwendet. Ein Zusatz von 4
ug Actinomycin D pro ml diente der Hemmung des Zellwachstums und der Sensibilisierung
der Zellen gegeniiber TNF-a. Die Verdiinnungsreihe des TNF-a Standards wurde beginnend
mit einer Konzentration von 1000 pg/ml absteigend angelegt. Die Zellen wurden 24 Stunden
in den Proben inkubiert. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgt wie oben beschrieben.

6. Westernblot

In Kooperation mit Dr. Amalia Dolga wurden am Institut fiir Pharmakologie und klinische
Pharmakologie der Philipps-Universitit Marburg von Birgit Honrath und Maren Richter
Westernblotanalysen durchgefiihrt, bei denen ich im Rahmen einer Laborrotation

exemplarisch assistierte.
6.1 Materialien

6.1.1 Technische Gerite

Bezeichnung Hersteller

Chemidoc-XRS Imaging System Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
FluoStar OPTIMA BMG Labtech, Offenbach

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
SG Ultra Clear UV plus pure Wasser System VWR, Darmstadt

Systec V-40 Autoklav Systec GmbH, Wettenberg
Westernblot-System Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA

6.1.2 Software

Bezeichnung Hersteller
Optima Data Analysis BMG Labtech, Offenbach
Quantity One Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA

6.1.3 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

bovines Serumalbumin Perbio Science, Bonn

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Roche, Penzberg

HRP-Juice PJK GmbH, Kleinblittersdorf

PhosSTOP Roche, Penzberg

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific Inc., Walham, MA,
Katalog-Nr. 23228 USA
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6.1.4 Ge- und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller

PageRulerTM Plus geférbte Proteinleiter Fermentas, St. Leon-Rot,

Polyvmyhdenﬂuorld (PVDF)-Membran, Millipore GmbH, Schwalbach
Immobilon P

6.1.5 Primére Antikorper

Antigen Spezies, Typ Verdiinnung Nr. Hersteller

w-Tubulin mouse, 1 - 10000 T6074 Slg_rna-Aldnch Chemie GmbH,
monoclonal IgG Steinheim
rabbit, ) Santa Cruz Biotechnology Inc.,

P63 polyclonal IgG 11000 sc-372 Dallas, USA

phospho p65  rabbit, ) i Santa Cruz Biotechnology Inc.,

Ser535 polyclonal IgG 11000 SRRl Dallas, USA

kBl mouse, 11000 4314 Ce'll Signaling Technology,
monoclonal IgG Leiden

6.1.6 Sekundire Antikorper

Detektionssystem Anti-Spezies Verdiinnung Hersteller

HRP-gekoppelt mouse [gG 1:2500 Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA
HRP-gekoppelt rabbit [gG 1:2500 Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA
Tabelle 17

Zusammenstellung der fiir die Westernblotanalysen verwendeten sekundéren Antikorper. Alle
Antikérper wurden in 5 % Blocklosung verdiinnt (siehe hierzu Tabelle 21).

6.2 Grundlagen der Methode

Um Proteine nachzuweisen, rein nach ihrer Grof3e aufzutrennen und zu Quantifizieren bietet
sich die Durchfiihrung eines Westernblots an [417]. Hierbei wird zunichst eine
Gelelektrophorese durchgefiihrt, gefolgt von der elektrophoretischen Ubertragung der im Gel
befindlichen Proteine auf eine Tragermembran und anschlieBender Markierung mit
spezifischen Antikorpern.

Heute wird in der Regel eine sogenannte SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid
Gelelektrophorese) durchgefiihrt. Die Zugabe des Detergens SDS und des Reduktionsmittels
B-Mercaptoethanol in den Versuchsansatz fithren zu einer Denaturierung und Auflésung von
Tertidrstrukturen der Proteine und verhindern damit Protein-Protein-Interaktionen.
Proteineigene Ladungen werden damit vernachlissigbar. Dies ermdglicht eine Auftrennung in
einer pordsen Acrylamidmatrix von SDS-Protein-Komplexen anhand des Molekulargewichts
[457, 481, 549]. In einem nidchsten Schritt werden die Proteine elektrophoretisch auf eine
Tragermembran (hier eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran) {ibertragen (,,Blot®).
Diese Ubertragung ist aufgrund von ionischen Wechselwirkungen zwischen Membran und
Proteinen mdglich [415]. Um bestimmte Proteine zu detektieren, werden diese mit
spezifischen primédren Antikdrpern auf der Membran markiert. Nach einer Markierung dieser
Primérantikrper mit HRP-gekoppelten, sekunddren Antikorpern wird das zur
Chemiluminiszenz fdahige Luminol zugegeben. HRP katalysiert die Oxidation von Luminol,
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welches daraufhin detektierbares Licht emittiert und mittels einer Kamera oder eines
lichtempfindlichen Films nachgewiesen und quantifiziert werden kann [6, 415].

6.3 Probenmaterial
Probenmaterial war Cortexgewebe der Tiere des Teilversuchs ,,CyPPA“ mit dem
Endzeitpunkt zwei Stunden, welche wihrend der Anfertigung von Gefrierschnitten fiir die

immunhistologische Verwendung gewonnen wurden (siche 11.4.3).

6.4 Proteinextraktion

Stocklosung Lysispuffer, pH 7,8

D-Mannitol 4,56 g

TrisBase 0,788 g

EDTA 0,038 g
Ethylenglykoltetraessigsaure (EGTA) 0,038

Aqua bidest. auf 100 ml auffiillen
Aliquots wurden bei —20 °C gelagert.

Tabelle 18

Zusammensetzung der Stammlosung des Lysispuffers fiir die Proteinextraktion. Wenn nicht
anders angegeben wurden alle Chemikalien von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim oder
Roth GmbH, Karlsruhe bezogen.

Gebrauchsléosung Lysispuffer

Stocklosung Lysispuffer 10 ml

100 mM DTT 100 pl

Triton X-100 100 pl

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail 1 Tablette

PhosSTOP 1 Tablette

Gebrauchslosung wurde bei 4 °C aufbewahrt und maximal eine Woche verwendet.
Tabelle 19

Zusammensetzung der Gebrauchslosung zur Proteinextraktion. Wenn nicht anders angegeben
wurden alle Chemikalien von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim oder Roth GmbH,
Karlsruhe bezogen.

Proben mit einem Gewicht von 10-25 mg wurden mit ca. 1000 pl Gebrauchslosung des
Lysispuffers (Tabelle 19) versetzt und mit Hilfe einer sauberen Spritze und aufgesetzter
Kaniile, durch mehrmaliges Aufziehen und Entlassen mechanisch zerkleinert. Bei grofleren
Proben wurde das Volumen entsprechend angepasst. AnschlieBend wurden unldsliche
Fragmente mit 10000 x g fiir 15 min bei 4 °C abzentrifugiert, und der gewonnene Uberstand
in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Alle Arbeitsschritte wurden, wenn nicht anders
angegeben, auf Eis durchgefiihrt.

Zur Quantifizierung des Proteingehalts der Proben wurde ein Bicinchoninsédure (BCA) -Assay
verwendet. Dieses Verfahren basiert auf einer kolorimetrischen Reaktion. In einem ersten
Schritt wird Cu®" durch die Peptidbindungen der zu analysierenden Proteine zu Cu” reduziert.
Dieser Vorgang ist direkt proportional zur Menge des zur Verfiligung stehenden Proteins und
temperaturabhdngig, weshalb das Assay bei 60 °C durchgefiihrt wird. Im zweiten Schritt
erfolgt die Bildung eines violetten Chelat-Komplexes aus je einem Cu'-lon und zwei
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Bicinchoninsdure-Molekiilen. Eine Quantifizierung des entstandenen Komplexes ist mittels
Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge von 562 nm mdglich. Eine Protein-Standardkurve
mit Konzentrationen von 0, 25, 50, 100, 125 und 200 pg / 10 pl bovinem Serumalbumin
wurde erstellt und mit Hilfe der Software Optima Analysis eine Regressionsgerade ermittelt.
Anhand dieser konnten die Proteinkonzentrationen der gemessenen Proben errechnet werden.
Die Durchfithrung des BCA-Assays ist Tabelle 20 zu entnehmen.

Arbeitsschritt Dauer
2,5 pl Probe bzw. Standardldsung

+ 100 pl Assay-Losung (Losung A : B im Verhéltnis 50 : 1)

Inkubation bei 60 °C und schiitteln bei 650 rpm 30 min

Zentrifugation, bei maximaler Geschwindigkeit 20s
je 100 pl des Reaktionsgemisches in 96-Well Platte iiberfiihren und photometrisch die Absorption bei
562 nm bestimmen.

Tabelle 20
Durchfiihrung des BCA-Assays zur Bestimmugn der Proteinkonzentration.

6.5 Gelelektrophorese und Westernblotanalyse

1,5 M Tris pH 8,8

Tris-HCL 23,6 g

HCl pH auf 8,8 einstellen
Aqua bidest. auf 100 ml auffiillen
Autbewahrung bei 5 °C

0,5 M Tris pH 6,8

Tris-HCI 7,88 g

HCI pH auf 6,8 einstellen
Aqua bidest. auf 100 ml auffiillen

Aufbewahrung bei 5 °C

10 % Sodiumdodecylsulfat (SDS)

SDS lg

Aqua bidest. auf 10 ml auffiillen
Aufbewahrung bei RT

10 % Ammoniumpersulfat (APS)

APS lg

Aqua bidest. auf 10 ml auffiillen

bis zu einer Woche Aufbewahrung bei 5 °C moglich

3,5 % Sammelgel

0,5 M Tris pH 6,8 2,5 ml
10 % SDS 0,1 ml
30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid Losung

1,2 ml
37.5:1
10 % APS 0,05 ml
Tetramethylethylenediamine (TEMED) 0,02 ml

Aqua bidest.

auf 10 ml auffiillen

12,5 % Separationsgel

1,5 M Tris pH 8,8

10 % SDS

30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid Losung
37.5:1

10 % APS

TEMED

2,5 ml
0,1 ml

4 ml

0,05 ml
0,01 ml
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Aqua bidest. auf 10 ml auffiillen
10 x Elektrophoresepuffer (Laufpuffer)

TrisBase 30g

SDS 10g

Glycin 144 ¢

Aqua bidest. auf 1 1 auffiillen

Fiir die SDS-PAGE wurde der 10 x Elektrophoresepuffer 1 : 10 mit Aqua bidest. verdiinnt
Aufbewahrung bei RT

5 x SDS Probenpuffer

1,5 M Tris-HCL pH 6,8 4 ml
Glycerol 10 ml
SDS 2g
B-Mercaptoethanol S5ml
1 % Bromphenolblau 1 ml

Aufbewahrung bei 5 °C

10 x Transferpuffer pH 8,3

TrisBase 30g

Glycin 144 g

HCl pH auf 8,3 einstellen
Aqua bidest. auf 1 | auffiillen

1 x Transferpuffer

10 x Transferpuffer pH 8,3 100 ml

Methanol 100 ml

Aqua bidest. auf 1 | auffiillen

10 x TBS (tris-buffered saline) pH 7,5

NaCl 292 ¢

TrisBase 242 ¢

HCl pH auf 7,5 einstellen
Aqua bidest. auf 1 | auffiillen
Aufbewahrung bei RT

1 x TBST (tris-buffered saline + Tween 20)

10 x TBST 100 ml

Tween 20 0,5 ml

Aqua bidest. auf 1 | auffiillen
Aufbewahrung bei RT

5 % Blocklosung

Magermilchpulver 25¢g

1 x TBST auf 500 ml auffiillen
Aufbewahrung bei 4 °C

Strippingpuffer pH 2,2

Glycin 15¢g

SDS lg

Tween 20 10 ml

HCI pH auf 2,2 einstellen
Aqua bidest. auf 1 | auffiillen
PBS pH 7,4

NaCl 9¢

NazHPO4 0,527 g

KH,PO, 0,144 g

HCI pH auf 7,4 einstellen
Aqua bidest. auf 1 | auffiillen
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Tabelle 21
Zusammensetzung der fiir den Westernblot verwendeten Losungen: Alle Chemikalien wurden
von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim oder Roth GmbH, Karlsruhe bezogen.

Der Westernblot wurde nach dem Protokoll in Tabelle 22 durchgefiihrt. Pro Tasche wurden
20 pg Protein geladen.

Arbeitsschritt Funktion Dauer
Gele giel3en _
Separationsgel gief3en, Polymerisation, Uberschichtung verhindert 25-30
mit Isopropanol iiberschichten Blasenbildung min
Isopropanol abgieen

. Polymerisation, Kamm fiir Taschenbildung 25-30
Sammelgel gielen . .

einstecken min

Elektrophorese

Einbringen von 25 pg Protein, Beschweren der

Proben mit 5 x SDS Probenpuffer Proben mit SDS (erleichtert befiillen der

verdiinnen Geltaschen)

Erhitzen auf 96 °C Denaturierung 10 min

Gel in Kammer einsetzen, mit .

Laufpuffer iibergicBen Vorbereitung der Gelkammer

Taschen mit Laufpuffer spiilen Luftblasen ausspiilen

Proben bZ}V. 5 pl Proteinleiter in Beladen des Gels

Taschen fiillen

Elektrophorese bei 60 V Sammeln der Proben vor dem Separationsgel

Elektrophorese bei 125 V glelchze;ltlger Eintritt der Proben in das 45.—60
Separationsgel min

Blot

Inkubation der PVDF-Membran in Aktivieren der Membran 1 min

Methanol

Inkubation der PVDF-Membran in 1 Einweichen der Membran 10 min

x Transferpuffer

Inkubation von SDS-Gel und L .
Einweichen 10 min

Filterpapier in 1 x Transferpuffer

Schichtung von:

Filterpapier, PVDF-Membran, SDS-  Aufbau der Schichtung fiir das Blotten

Gel, Filterpapier

20mA, 4 °C Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran 21h

Tabelle 22
Arbeitsprotokoll des Westernblots, sofern nicht anderes angegeben wurde bei Raumtemperatur
gearbeitet.

6.6 Proteindetektion mittels Antikorpermarkierung
Die Detektion der auf die PVDF-Membran iibertragenen Zielproteine erfolgte nach Angaben
der Tabelle 23.

Arbeitsschritt Funktion Dauer
Inkubation der Membran in 1 x TBS waschen 5 min
Inkubation in 5 % Blockldsung Absittigen unspezifischer Bindungen 1h
Inkubation in 1 x TBST waschen 3 X 5 min
Inkubation mit primdrem Antikorper, 4 °C Binden des gesuchten Antigens ;‘t;ecrh t
Inkubation mit primidrem Antikorper Binden des gesuchten Antigens 1h
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Arbeitsschritt Funktion Dauer

Inkubation mit 1 x TBST waschen 3 x 5 min

Inkubation mit sekunddrem Antikorper Bindung an den priméren Antikérper 1 h
waschen um Hintergrundsignale zu

Inkubation mit 1 x TBST 3 X 5 min

reduzieren
Inkubation in Chemiluminescent Substrat
Losung (HRP-Juice)
Signale wurden im Anschluss mit dem Chemidoc-XRS Imaging System detektiert und mit der
Software Quantity One quantifiziert.

Signaldetektion durch Lichtemission 1 —2 min

Tabelle 23
Protokoll der Immunfirbung der PVDF-Membran und anschliefender Detektion der Signale.
Wenn nicht anders vermerkt, fanden alle Arbeitsschritte bei Raumtemperatur statt.

Eine Wiederverwendung der Membranen mit Detektion weiterer Proteine ist moglich. Dazu
wurden vorhandene Antikorper mittels zehnminiitiger Inkubation in Strippingpuffer von der
Membran entfernt und die Membran einmalig in PBS und zweimalig in 1 x TBST fiir je 5 min
gewaschen. AnschlieBend konnte erneut nach Angaben der Tabelle 23 verfahren werden.

7. Quantitative real-time PCR
7.1 Materialien

7.1.1 Technische Geriite

Bezeichnung Typ Hersteller

Bandelin Sonoplus HD2070 Bandelin electronic GmbH und Co. KG, Berlin
Beckmann UV-DUS50 Beckmann Coulter GmbH, Krefeld
Spectrohotometer

Photometer Biophotometer Plus Eppendorf AG, Hamburg

Schwingmiihle MM 301 Retsch GmbH, Haan

StepOne Plus 272001989 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Zentrifuge fiir 96-Well- . . .

Platten Perfect Spin P Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

7.1.2 Software

Bezeichnung Hersteller

DataAssist Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Department of Molecular Medicine, Universitét
Aarhus, Aarhus, Ddnemark

StepOne Software V2.1 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Normfinder

7.1.3 Chemikalien

Bezeichnung Katalog-Nr. Hersteller

Chloroform C2432-500ML Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Deoxynucleotide Mix . . . C
(dNTPs) D7295-5ML Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
B;gl})l}él)p ecbens D5758-25ML Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Dithiothreitol (DTT) Y00147 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Isopropanol 19516-500ML Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Bezeichnung Katalog-Nr. Hersteller

M-MLV Reverse AM2044 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Transcriptase

NucleoSpin RNA XS 740902.50 Macherey-Nagel, Diiren

Precision Master Mix with
ROX
Primer Design PerfectProbe

Precision-R

PrimerDesign Ltd., Southhampton, UK

. Ge-DD-12-mo PrimerDesign Ltd., Southhampton, UK
geNorm 12 gene kit mouse
Random Hexamer R02964 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
RNaseZap R2020-250ML Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
RT-Puffer Y02321 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Ao Gene Expression 4369016 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Trizol Reagent 15596-018 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

7.1.4 Ge- und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Typ Hersteller

Gehorschutz 1440 3M, Saint Paul, MN, USA

Micro Amp 8-Cap Strip N8010535 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Micro Amp 8-Tube Strip N8010580 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Micro Amp 96-Well N4379590 Life Technologics, Carlsbad, CA, USA
Support Base

Micro Amp Fast Optical 96- . .

Well Reaction Plate N4346907 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Micro Amp Optical N4311971 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Adhesive Film

Micro Amp Optical . .

Adliesive el Agalission N4333183 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Prézisionskiivette aus 105.202-QS Hellma GmbH und Co. KG, Miillheim
Quarzglas Suprasil

Schutzbrille Infield Safety GmbH, Solingen
UVetten (Einmal-Kiivetten) 220-1600 nm Eppendorf AG, Hamburg

7.1.5 Verwendete Primer

Es wurden Tagman Gene Expression Assays der Firma Life Technologies verwendet.

Assay-ID Gen
MmO03047340_ml CD68
Mm00478374 ml COX2
4352339E-1009032 GAPDH
MmO00446190 _ml IL-6
MmO00452105 _ml mPGES
Mm00843434 ml NF-IL6
MmO00477798 ml IxBa
Mm00545913 sl SOCS3

7.2 Grundlagen der Methode

Im Gegensatz zur konventionellen PCR, bei der eine Endpunktbetrachtung der Amplifikation
der Zielsequenz zu Grunde liegt (siehe hierzu auch 11.2.2.5.3), beschreibt eine quantitative
real-time PCR gleichzeitig die Amplifikation und Detektion von DNA-Sequenzen. Die
Anwendung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie Transfers (FRET) dient dabei heutzutage der
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Ermittlung der Reaktionskinetik in Echtzeit [77]. Hierfiir werden Fluoreszenzfarbstoff
markierte Oligonukleotide als Sonden eingesetzt. Die géngige Tagman-Sonde [212] besteht
aus einer kurzen, zur gesuchten DNA-Sequenz komplementiren Sequenz, trigt an ihrem 5°
Ende das Fluorochrome FAM (6-Carboxyfluorescin) und am 3¢ Ende einen Quencher. FAM
hat eine Anregungswellenlinge von 495 nm. Die aufgenommene Energie wird als Licht einer
Wellenldnge von 517 nm emittiert (Emissionswellenlédnge). Der Quencher hat die Eigenschaft
Licht der Emissionswellenlédnge (517 nm) zu absorbieren, sofern sich Quencher und FAM als
Reporter in ausreichend dichter raumlicher Ndhe befinden. Dies ist bei einer intakten Sonde
gegeben. Im Verlauf der PCR-Reaktion ist die Sonde zunidchst im Bereich hinter dem Primer
an die DNA hybridisiert, wahrend der Elongation erfolgt ein Ablésen von FAM durch die
Taq-Polymerase und eine Hydrolyse der restlichen Sonde. Dieser Vorgang fiihrt zur Trennung
des Reporters vom Quencher und emittiertes Licht wird in Folge nicht mehr absorbiert und
kann detektiert werden. Die Menge des Emissionslichts ist hierbei proportional zur Anzahl

synthetisierter Amplifikate und wird am Ende jeder Elongation erfasst.

Um eine Beurteilung der Expression bestimmter Zielgene auf mRNA-Ebene zu ermdglichen,
wurde zundchst mRNA mittels reverser Transkription in komplementire DNA (cDNA)
umgeschrieben [78, 147].

7.3 Probenmaterial
Als Untersuchungsmaterial fanden die Proben des Hypothalamus und des Cortex der Tiere
aus dem Teilversuch ,,CyPPA* Verwendung; diese wurden wihrend der Anfertigung von

Gefrierschnitten gewonnen (siche 11.4.3).

7.4 RNA-Extraktion

Fir die RNA-Extraktion wurde die sogenannte Trizol-Methode, eine single-step RNA-
Extraktionsmethode, verwendet [99]. Diese Methode bietet eine ideale Ausbeute von 1-1,5 pg
RNA pro g des sehr fett- und polysaccharidreichen Gehirngewebes. Trizol ist eine
monophasische Losung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat (GTC). Ersteres senkt den pH
und 16st DNA-Fragmente. GTC denaturiert Proteine, sodass neben der Zerstérung der
Zellintegritdt auch endogene RNasen inaktiviert und Nukleoproteine aufgebrochen werden.
Dabei bleibt RNA unbeschadigt [340].

Vorbereitend wurden siamtliche Arbeitsflichen und verwendete Gerédte mit 70 % Ethanol und
RNase ZAP gereinigt um RNase-Kontaminationen sicher zu verhindern. Die
Probenaufarbeitung fand nach dem Protokoll in Tabelle 24 statt. Falls nicht anders
beschrieben wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt.

Arbeitsschritt Funktion Dauer
Zugabe von 500 pl eiskalter Trizol- Homogenisieren (16sen des Gewebeverbands) 15
Losung zur Probe mittels Ultraschallhomogenisator

Ultraschallkopf nach jeder Probe

einmal in 100 % Ethanol, dann in Reinigung des Ultraschallkopfs jeSs

DEPC-Wasser eintauchen
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Arbeitsschritt Funktion Dauer
. . Bildung eines Pellets nicht-relevanter
Zentrifugation . N .
12000 x o. 4 °C Bestandteile (zelluldire Membranfragmente, 10 min
& Polysaccharide, DNA)
Uberstand in neues Reaktionsgefif
iiberfiithren
Inkubation bei RT Dissoziation der Nucleo-Protein-Komplexe 5 min
100 pl Chloroform zugeben, kraftig herausldsen von denaturierten Proteinen und 15 s
schiitteln DNA-Fragmenten
Inkubation bei RT Separation 3 min
Zentrifugation .
12000 x g, 4 °C Phasentrennung 20 min
klare, wissrige Phase in 250 pl RNA haltige Phase gewinnen, organische Phase
Isopropanol iiberfiihren, vortexen verwerfen (Protein-und DNA-haltig)
Inkubation bei —20 °C Ausfalle? der RNA, durch verdréngen der 20h
Hydrathiille
Zentrifugation . . . .
15000 x g, 4 °C gelartiges, RNA-haltiges Pellet gewinnen 15 min
Uberstand abgieBen, Pellet kurz Pellet sichern
antrocknen lassen
Entfernen von Isopropanol und anderen
1 ml 70 % Ethanol zugeben, vortexen .
Riickstdnden
Zentrifugation . .
15000 x g, 4 °C Pellet gewinnen 10 min
Uberstand abgief3en, Pellet kurz Pellet sichern
antrocknen lassen
Entfernen von Isopropanol und anderen
1 ml 100 % Ethanol zugeben, vortexen .1
Riickstdnden
Zentrifugation . .
15000 x g, 4 °C Pellet gewinnen 10 min
Uberstand abgieBen, Pellet trocknen . 20-25
Pellet sichern .
lassen min

20 pul DEPC-Wasser zugeben, vortexen

Pellet 16sen

Tabelle 24

Arbeitsschritte der RNA-Extraktion aus Gehirnproben mit einem Ausgangsgewicht von weniger
als 40-50 mg.

Zur Herstellung von DEPC-Wasser wurde 1 ml Diethylpyrocarbonat (DEPC) in 1 | Aqua
bidest. unter stindigem Riihren 24 Stunden inkubiert. Wahrend dieser Zeit bilden sich
kovalente Bindungen zwischen DEPC sowie primédren und sekunddren Aminen, und
inaktiviert damit RNasen. AnschlieBendes Autoklavieren fiihrt zum Zerfall von DEPC in
Kohlenstoffdioxid und Ethanol [233].

7.4.1 Quantifizierung des RNA-Gehalts

Der RNA-Gehalt der gewonnen Losung wurde photometrisch bestimmt. Ziel war es eine
Endkonzentration von 250 ng/ul einzustellen. Hierfiir wurde die OD bei einer Wellenlénge
von 260 nm (OD»¢, Absorptionsmaximum von Nukleinsduren) einer 1 : 20 Verdiinnung mit
Aqua bidest. bestimmt. Eine OD,g von eins entspricht dabei einer Konzentration von

40 pg/ml. Die Berechnung der RNA-Konzentration und des zur Verdiinnung bendtigten
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Volumens an DEPC-Wasser erfolgte mittels der Gleichungen in Tabelle 25. Die RNA wurde
bis zur sich anschlieBenden reversen Transkription bei —54 °C gelagert.

Messgrofie Gleichung

RNA-Konzentration der 1 : 20 Verdiinnung c¢(RNAvy) = ODyg x 40 pg/ml
RNA-Konzentration der RNA-Lsung c(RNAL) = c(RNAy) x 20
zuzugebendes Volumen DEPC-Wasser Vperc= Vp X ¢c(RNA) /250 - Vp
Tabelle 25

Berechnungsgrundlage zum Einstellen der RNA-Konzentration auf 250 ng/pl. Vp entspricht
hierbei dem Probenvolumen der RNA-Losung.

Zusatzlich wurde die RNA durch Bestimmung der OD bei 280 nm Wellenldnge (OD>so,
Absorptionsmaximum von Proteinen) qualitativ beurteilt. Bei reiner RNA liegt der Quotient
aus ODyep und OD,gp zwischen 1,9 und 2,1, Verunreinigungen der Probe mit genomischer
DNA oder Proteinen reduziert diesen Quotienten auf kleiner 1,6.

7.5 Reverse Transkription
Mittels reverser Transkription wurde die gewonnene mRNA nach den Protokollen der Tabelle

26 in cDNA umgeschrieben.

Mix 1

5 ul DEPC-Wasser
1 ul Random Hexamer
1 pl ANTPs

7 ul des Mix 1 +je 4 ul RNA-LGsung
(250 ng/ul)

Blank 1: 7 pl Mix 1 + 4 pl DEPC-
Wasser

65 °C fiir 10 min, anschliefend auf 4 °C abkiihlen

Mix 2

4 pl RT-Puffer

2 pl steriles Wasser

2ul0,1 M DTT

1 pl RT-Enzym (M-MLV RT)

9 ul des Mix 2 zu jeder Probe geben
Blank 2: 9 nl Mix 2 + 11 ul DEPC-
Wasser

37 °C fiir 60 min, anschliefend 90 °C fiir 5 min, gefolgt von
Abkiihlung auf 4 °C

Tabelle 26

Protokoll der reversen Transkription

Die Erhitzung auf 65 °C diente der Auflosung sekundérer Strukturen der RNA, dieser Prozess
wurde durch die Zugabe des Reduktionsmittels Dithiothreitol (DTT) unterstiitzt. Als
Startpunkt der RNA-abhingigen DNA-Polymerase (hier aus dem Moloney murine leukemia
virus, M-MLV) wurden Random Hexamer-Primer zugegeben. Ein finales Erhitzen auf 90 °C
inaktivierte die Polymerase.

Als Negativkontrollen fiir die spitere quantitative real-time PCR dienten das Blank 1 und 2.

7.6 Durchfiihrung der quantitativen real-time PCR
Die real-time PCR erfolgte fiir alle Proben im Doppelansatz. Zur Kontrolle wurden beide

Blanks aus der reversen Transkription, sowie ein dritter Ansatz, in dem die cDNA durch
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Zugabe von autoklaviertem Wasser ersetzt wurde, verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte
nach Angaben der Tabelle 27.

PCR-Mix

3,5 pl autoklaviertes Wasser
5 ul Gene Expression Master Mix
0,5 ul Primer

9 ul des PCR-Mix + je 1 pul cDNA-LSsung
Blank 3: 9 ul PCR-Mix + 1 ul autoklaviertes Wasser

Thermocycler-Protokoll:

Schritt Temperatur Funktion Dauer
1) 50°C Aktivierung der Polymerase 2 min
2) 95 °C Denaturierung 10 min
3) 95 °C Denaturierung 15s
4) 60 °C Annealing, Elongation 60 s
39fache Wiederholung der Schritte 3 + 4 (insgesamt 40 Zyklen)

Tabelle 27

Protokoll der quantitativen real-time PCR

7.7 Ermittlung eines geeigneten endogenen Referenzgens

Als endogene Kontrolle zur Beurteilung von PCR-Ergebnissen wird herkommlich ein
ubiquitdr und homogen exprimiertes Gen verwendet, welches keiner Beeinflussung durch
durchgefiihrte Behandlungen oder verschiedener Genotypen unterliegt. Es dient der
Normalisierung eventuell unterschiedlicher Mengen in die PCR eingebrachter cDNA [49].
Hier wurden zwdlf haufig als Kontrollgene verwendete Gene der Maus auf ihre Expression
hin untersucht (Primer Design ,,Reference Gene Kit”; B2M, EIF4A2, UBC, 18S, CYCI,
ACTB, CANX, YWHAZ, RPL13A, SDHA, ATP5B, GAPDH). AnschlieBend wurden die
Ergebnisse mit Hilfe der Software NormFinder und DataAssist ausgewertet. Als das Gen mit
der stabilsten Expression stellte sich GAPDH heraus und wurde daher als endogene Kontrolle
fiir die real-time PCR verwendet.

8. HPLC

Die HPLC-Messungen der von mir aufgearbeiteten Proben fanden in Kollaboration mit der
AG Mazurek des Instituts fiir Veterindr-Physiologie und —Biochemie durch Sybille Wache
und Alexander Eva statt.

8.1 Materialien

8.1.1 Technische Gerite

Bezeichnung Typ Hersteller

Bandelin Sonoplus HD2070 Bandelin electronic GmbH und Co. KG, Berlin
HPLC-UV/Vis Detektor LC 1210 Gamma Analysentechnik GmbH, Bremerhaven
Epoch Mikroplatten

Soslilgheiamsicr Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, USA

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode am Harz
HPLC-Organiser LC 1431 Gamma Analysentechnik GmbH, Bremerhaven

Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2 LDplus
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Bezeichnung Typ Hersteller

HPLC-Pumpe L-6200 Merck Hitachi, Berlin

Kryostat (Gefriermikrotom) Leica CM3050S Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

pH-Meter WTW GmbH, Weilheim

i KNAUER wissenschaftliche Gerdte GmbH,

Sédulenofen .
Berlin

Schwingmiihle MM301 Retsch GmbH, Haan

Ultraschallbad BANDELIN electronic GmbH und Co. KG,
Berlin

Vakuumpumpe RZ6 Vacuubrand GmbH und Co. KG, Wertheim

Vortexer REAXIDR Heidolph Instruments GmbH und Co. KG,
Schwabach

Zentrifuge Sorvall RC6 Plus Thermo Fisher Scientific Inc., Walham, MA,
USA

8.1.2 Software

Bezeichnung Hersteller

Clarity 5.0.2.612 Data Apex, Prag, Tschechien

Gen5 Software Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, USA

8.1.3 Chemikalien

Bezeichnung Katalog-Nr. Hersteller

Acetronitril Rotislov HPLC HN44.2 Roth GmbH, Karlsruhe

Bradford Reagenz B6916 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Complete Protease Inhibitor, 04693159001  Roche Holding GmbH, Grenzach-Whylen

Cocktail Tablets

Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,) A3620 AppliChem GmbH, Darmstadt

Kaliumhydroxid (KOH) 1.05033.1000  Merck, Darmstadt

Methanol Rotisolv HPLC 7342.1 Roth GmbH, Karlsruhe

Perchlorsdure (HCIO,) 244252 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 P5726-1ML Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Tetra-butyl-ammonium- . . ) .

hydrogensulfat (TBA-HS) 155837 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

8.1.4 Standardsubstanzen

Substanz Katalog-Nr. Hersteller

Adenosin 6122.1 Roth GmbH, Karlsruhe

ADP A0948 AppliChem GmbH, Darmstadt

AMP A1622 AppliChem GmbH, Darmstadt

ATP A26209 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

GDP G7127 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

GTP K056.1 Roth GmbH, Karlsruhe

8.1.5 Losungen und Puffer

Ausgangspuffer

KH,PO, 227 ¢g

TBA-HS 34¢g

5N KOH pH auf 6 einstellen

Aqua bidest. auf 2 1 auffiillen

Puffer A

Ausgangspuffer 50 %

Aqua bidest. 50 %
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Puffer B

Ausgangspuffer 70 %

Methanol 30 %

Puffer C

Acetonitril 30 %

Aqua bidest. 70 %

0,6 N KOH-Losung

KOH 337¢g

Aqua bidest. auf 100 ml auffiillen
0,6 N HC10Q,-Losung

HCIO, 8,6 ml

Aqua bidest. auf 100 ml auffiillen

8.1.6 Ge- und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Typ Hersteller

rl\l/llihlkugeln, R handelsiiblich Retsch GmbH, Haan

EC 100/3 Nucleodur C18

Gravitiy, 3 um, HPLC 761902.30 Macherey-Nagel GmbH und Co KG, Diiren
Sdule

Spritzenvorsatzfilter AO-20/3 Macherey-Nagel GmbH und Co KG, Diiren
Membranen Dull Side up CX09.1 Merck, Darmstadt

Hamilton-Spritze Microfilter handelsiiblich

Bottle-Top Filterhalter KA90.1 Roth GmbH, Karlsruhe

8.2 Grundlagen der Methode

Zur Bestimmung der intrazelluldren Nukleotidkonzentrationen wurde eine lonenpaar-
Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie ~ (high  performance  liquid
chromatography, HPLC) durchgefiihrt. Hierbei liegen die Zielsubstanzen (hier Nukleotide)
ionisiert vor und werden jeweils an ein zweites organisches Ion gebunden (hier Tetra-butyl-
ammonium-hydrogensulfat, TBA-HS). Diese nach auflen neutralen Ionenpaare lagern sich an
die stationdre (hydrophobe) Phase. Die hydrophile, mobile Phase (Laufphase) verdndert
wihrend des HPLC-Laufes kontinuierlich ihre Zusammensetzung (Laufmittelgradient), was
zu einer Konkurrenzsituation um Bindungsstellen an der stationdren Phase fiihrt. So trennen
sich im zeitlichen Verlauf die Zielsubstanzen von der stationdren Phase und kdnnen detektiert
werden [328].

8.3 Probenmaterial

Ausgangsmaterial der Untersuchung waren jeweils etwa 300 mg Lebergewebe der Tiere aus
der Teilstudie ,,CyPPA*“. Es wurden Proben der Miuse verwendet, deren Perfusion zwei
Stunden nach der letzten Injektion erfolgte. Bis zur Aufarbeitung mittels
Perchlorsidureextraktion wurden die Proben bei —54 °C gelagert.

8.4 Perchlorsiureextraktion
Die Perchlorsdureextraktion erfolgte in Anlehnung an das von Reckels 1991 [414]
beschriebene Protokoll. Modifikationen erfolgten entsprechend der Ergebnisse von

durchgefiihrten Vorversuchen.
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Die bendtigte Menge Gewebe (etwa 300 mg) wurde von dem tiefgefrorenen Leberlappen
abgetrennt und in ein vorgekiihltes Reaktionsgefal iiberfiihrt, anschlieBend wurde das genaue
Probengewicht erhoben. Das Gewebe taute wihrenddessen niemals an.

Die weiteren Arbeitsschritte der Nukleotidextraktion wurden nach Angaben der Tabelle 28
durchgefiihrt.

Arbeitsschritt Funktion Dauer

Zugabe von 3 ml 0,6 N eisgekiihlter HC1IO4-Losung pro 1 g .

Lebergewebe in das Reaktionsgefal3 LSRRI > min

Zugeben einer vorgekiihlten Mahlkugel, ;::ﬁ:?iﬁgﬁ des 15 sec

bei 30 Hz in die Schwingmiihle geben, RT Gewebes &

auf Eis stellen abkiihlen der Probe 1 min
mechanische

bei 30 Hz in die Schwingmiihle geben, RT Zerkleinerung des 15 sec
Gewebes

Inkubation 1C(}):\exilc)1:\szerban d 15 min

. . . o pelletieren unldslicher .
Zentrifugation bei 20000 rpm (47000 x g), 4 °C Bestandteile 20 min

Uberstand abnehmen und mit eisgekiihlter 0,6 N KOH auf pH Einstellen des

5 - 6 einstellen Aquivalenzpunktes
abtrennen von

Zentrifugation bei 20000 rpm, 4 °C ausgefallenem Perchlorat 20 min
(KCIOy)

Uberstande abnehmen, Volumen bestimmen und auf zwei gleichgroBe Portionen aufteilen

. o ey . . einige

Reaktionsgefidfie in fliissigen Stickstoff geben gefrieren der Probe Minuten

Reaktionsgefifle entnehmen und mit einer Kaniile den Deckel

durchstechen, dabei Kontamination der Proben untereinander  vollstdndiger ca. 20 h

vermeiden. Proben zur Lyophilisierung in die Wasserentzug
Gefriertrocknung geben (0,37 mbar, -30 °C)

Proben aus dem Vakuum entnehmen, mit Parafilm verschlieflen
Aufbewahrung bis zur Messung bei -80 °C

Tabelle 28
Protokoll der Perchlorsiureaufarbeitung von Leberproben. Wenn nicht anders angegeben
fanden alle Arbeitsschritte auf Eis statt.

8.5 Messung der Nukleotidkonzentration

Die lyophilisierten Proben wurden in 200 pl des Puffers A (II.8.1.5) geldst und 15 Minuten
auf Eis inkubiert. Nach erfolgter pH Messung (5-6) wurde die Probe bei 13000 rpm und 4 °C
fiir fiinf Minuten zentrifugiert und anschlieBend feinfiltriert um letzte unldsliche Bestandteile
zu beseitigen. Es wurden 20 pl Probenvolumen in die HPLC eingebracht. Fiir alle Proben
wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. AuBerdem wurde jede Probe mit
Standardlosungen aller Nukleotide (I1.8.1.4; je 0,05 mM) aufgestockt um eine spiterer
Identifizierung der Peaks zu gewéhrleisten.
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8.6 Quantifizierung der eingesetzten Proteinmenge

Aus der Perchlorsdureextraktion (I1.8.4) angefallene Pellets aus unloslichen Bestandteilen
wurden bei —55 °C gelagert und fiir eine spétere Proteinbestimmung mittels Bradford-Assay
herangezogen.

Im Bradford-Reagenz enthaltenes Coomassie Brilliant-Blau bildet Proteinkomplexe. Diese
Reaktion fiihrt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm (reiner
Farbstoff) auf 595 nm. Die bei 595 nm gemessene OD einer Protein-Bradford-Mischung dient
also als MabB fiir eine enthaltene Proteinkonzentration [58].

Auf Eis gelagerte Pellets wurden unter Verwendung von 1,5 ml PBS-Ldsung (bestehend aus
100 ml PBS und 100 pl einer 10 ml Losung aus autoklaviertem Wasser und je einer Tablette
Proteaseinhibitor sowie 1 ml Phosphataseinhibitor) vollstindig in 15 ml Falcontubes
iiberfiihrt. Alle Proben wurden anschlieend fiir ein bis zwei Minuten mit dem Ultraschallstab
homogenisiert. Eine 1:100 Verdiinnung dieses Homogenisats wurde in den Bradford-Assay
eingesetzt. Nach einer fiinfminiitigen Inkubation wurde die OD bei 595 nm bestimmt und
gemessene Konzentrationen anhand einer Standardreihe ermittelt.

9. Auswertung und Statistik

9.1 Physiologische Parameter

Die GruppengroBBe von n = 2 der Gruppe ,,2,5 mg LPS pro kg Korpergewicht, 24 Stunden*
der ®-3 defizient gezogenen Fat-1 Tiere des Teilversuchs ,,Fat-1* konnte im Rahmen dieser
Arbeit leider nicht erhoht werden. Bedingt durch einen Aufschub der erneuten Erteilung der
Erlaubnis zur Zucht und Haltung von Versuchstieren nach § 11 des Tierschutzgesetzes kam es
zu Verzogerung des Zuchtvorhabens. Damit war ein statistischer Vergleich schwierig und
wurde vereinfacht mit limitierter Aussage durchgefiihrt. Die statistische Betrachtung sowohl
des Temperatur- als auch des Aktivititsverlaufs wurde auf Zeitfenster zwischen einer und
vier, sowie zwischen zehn und fiinfzehn Stunden post injectionem beschrinkt. Diese
Zeitfenster zeigten sich vielversprechend beziiglich eventuell auftretender Unterschiede
zwischen Behandlungsgruppen und Genotypen.

9.1.1 Abdominale Temperatur

Die aufgezeichneten Temperaturdaten wurden aus dem Programm VitalView ausgelesen, in
eine Excel-Tabelle konvertiert und 15 miniitige Intervalle analysiert. Die graphische
Darstellung erfolgte mittels des Programms GraphPad Prism fiir jede Gruppe unter Angabe
von Mittelwert £ Standardfehler. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als
signifikant unterschiedlich angenommen. Betrachtete Zeitspannen waren dabei t = -2 Stunden
(vor Injektion oder Kifigwechsel) bis Versuchsende (Perfusion bzw. vier Stunden nach
Umsetzen in die neue Umgebung).

-82-



Material und Methoden

9.1.1.1 Teilversuch ,,CyPPA*:

Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer drei-faktoriellen Varianzanalyse (ANOVA)
mit Messwiederholung mit den Faktoren Behandlung 1, CyPPA/Solvent und Behandlung 2,
LPS/PBS sowie der abhingigen Variable ,Messwiederholungen iiber die Zeit“. Der
aufgezeichnete Temperaturverlauf wurde hierzu in Intervalle von je zwei Stunden Dauer,
beginnend eine Stunde nach Versuchsbeginn (Injektion), unterteilt. Diese Einteilung hatte
zum einen den Vorteil, dass der stressbedingte Temperaturanstieg unmittelbar nach dem
Handling und der Injektion der Tiere die Analyse nicht beeinflusste. Zum anderen fiel so die
Intervallgrenze zwischen Hell- und Dunkelphase und trennte damit sinnvoll die Phasen
erhohter Aktivitdit von den Ruhephasen der Tiere. Miuse haben physiologisch in der
Dunkelphase ihr Aktivititshoch, welches mit einer Erhéhung der Korpertemperatur
einhergeht [189]. In den Teilversuchen mit einem Endpunkt nach zwei Stunden wurden
halbstiindige Intervalle gebildet. Auf jedes Intervall wurde die drei-faktoriclle ANOVA
angewendet. Diese Betrachtung des Datensatzes in Intervallen bedingte ein mehrfaches
statistisches Auswerten des Datensatzes und damit auch ein erhdhtes Fehlerpotential. Um
diesem Rechnung zu tragen, wurden aus der ANOVA erhaltene p-Werte einer p-
Wertadjustierung nach Bonferroni unterzogen. Hierbei wurde jeweils der aus der ANOVA
erhaltene p-Wert mit der Gesamtzahl der eingeteilten Intervalle (12 bei 24 h Zeitspannen)
multipliziert. Nur p-Werte, die noch nach dieser Anpassung kleiner als 0,05 waren, wurden
als statistisch signifikant erachtet. Bei signifikanter Interaktion von Behandlung 1 mit
Behandlung 2 wurde auflerdem ein post-hoc Test nach Tukey angeschlossen.

Zur anschaulichen Darstellung der Fieberstirke wurde an einigen Stellen der Fieberindex
verwendet. Dieser ermittelte sich aus der Integration der Fldche zwischen der Fieberkurve und
einem zuvor ermittelten Basiswerte (Mittelwert jedes Einzeltiers fiir den Zeitraum zwei
Stunden vor Versuchsbeginn). Fiir jede Versuchsgruppe wurde der Mittelwert mit
Standardfehler errechnet und die so gewonnenen Daten als Balkendiagramme dargestellt.
Eine statistische Auswertung erfolgte mittels gepaartem Student’s t-Test bzw. einer zwei-
faktoriellen ANOVA. Bei Auftreten einer signifikanten Interaktion der Hauptparameter wurde
ein Bonferroni post-hoc Test angeschlossen.

9.1.1.2 Teilversuch ,,Fat-1¢

Die statistische Auswertung der liber den Versuchszeitraum aufgezeichneten Daten der
Korpertemperatur wurde auf die Zeitrdume ein bis vier und zehn bis fiinfzehn Stunden nach
dem Injektionszeitpunkt beschriankt. Hierzu wurde jeweils separat fiir die
Betrachtungszeitraume eine zwei- oder drei-faktorielle ANOVA mit Messwiederholung
durchgefiihrt. Ein post-hoc Test nach Scheffé wurde bei positiver Interaktion angeschlossen.

Die Darstellung der wihrend des Kéfigwechsels (NES) erhobenen Temperaturdaten erfolgte
als Delta-T Werte (AT abd.). Diese Art der Darstellung beinhaltet den Vergleich der
Temperatur wihrend des Versuchs mit einem zuvor ermittelten Basiswert. Dieser Basiswert

ergibt sich aus den Mittelwerten der Temperaturdaten der Versuchstiere aller Gruppen im
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Zeitraum zwei Stunden vor Versuchsbeginn. Die Auswertung der so dargestellten Daten
erfolgte analog zu den Temperaturdaten des Teilversuchs ,,CyPPA* mit einem Endpunkt nach
zwei Stunden. Um die wihrend des Kéfigwechsels auftretende Erhohung der abdominalen
Temperatur besonders deutlich herauszuarbeiten, wurde identisch zum Fieberindex
(Teilversuch ,,CyPPA*, 11.9.1.1.1) weiterhin ein ,,Temperaturindex* ermittelt. Ein statistischer
Vergleich erfolgte mit einer zwei-faktoriellen ANOVA.

9.1.2 Aktivitiit

9.1.2.1 Teilversuch ,,CyPPA*

Die Auswertung der Aktivitidtsaufzeichnungen erfolgte &dquivalent zur Betrachtung der
Temperaturdaten. Es wurde jedoch lediglich die Zeitspanne t = 0 (Injektionszeitpunkt) bis
Versuchsende einbezogen. Zusitzlich zur Verlaufsbetrachtung wurden die Aktivitdtsdaten
auch kumulativ, also als Summe der activity counts iiber einen bestimmten Zeitraum,
betrachtet. Diese Daten wurden mit dem Programm GraphPad Prism einem gepaarten
Student’s t-Test oder einer zwei-faktoriellen ANOVA (Faktoren: Behandlung 1,
CyPPA/Solvent und Behandlung 2, LPS/PBS) unterzogen. Beim Vorliegen einer positiven

Interaktion (p < 0,05) wurde ein post-hoc Test nach Bonferroni angeschlossen.

Messwerte, die um mehr als das 1,5-fache interquartile-range (IQR) unter dem 25%-Perzentil
oder iiber dem 75%-Perzentil lagen, wurden als Ausreiller betrachtet und aus der statistischen
Betrachtung ausgeschlossen.

9.1.2.2 Teilversuch ,,Fat-1¢

Die Auswertung der Aktivititsaufzeichnungen erfolgte analog zur Auswertung der
Temperaturdaten des Teilversuchs. Fiir den Aktivititsverlauf wihrend des Kéafigwechsels
(NES) wurde zusétzlich die kumulative Aktivitét ermittelt (verlgeiche 11.9.1.2.1).

9.1.3 Futter- und Wasseraufnahme

Es erfolgte die kumulative Betrachtung der mit der Software AccuDiet erfassten Daten zur
Futter- und Wasseraufnahme. Die aufgenommenen Mengen in Gramm wurden dabei
prozentual auf das Korpergewicht des Tieres bezogen (Futter- bzw. Wasseraufnahme in
Prozent des Korpergewichts). Die graphische Darstellung erfolgte durch GraphPad Prism
unter Angabe von Mittelwert + Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
ein- oder zwei-faktorieller ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach Bonferroni.
Ausreifler wurden nach dem Verfahren aus 11.9.1.2.1 ausgeschlossen.

9.1.4 Korpergewicht

Das Gewicht der Tiere wurde als Anderung pro Tag in Prozent des Ké&rpergewichts
ausgedriickt und ebenfalls als Mittelwert = Standardfehler mit GraphPad Prism dargestellt.
Die statistische Auswertung erfolgte analog zu der Betrachtung der Futter- und
Wasseraufnahme.
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9.2 Biochemische Parameter

9.2.1 MALDI-MSI

Es ist moglich sowohl gezielt nach Substanzen mit bekannter Masse zu suchen als auch
ungezielt Bilder von lonensignalen zu generieren und diesen Massen spiter Substanzen
zuzuordnen. Beide Verfahren fanden in dieser Arbeit Anwendung.

Grundsétzlich lassen sich die Schritte der Datenerhebung, -analyse und Bilderstellung wie
folgt zusammenfassen:
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Gewebeschnitt

|

Probenvorbereitung Laser

|

MALDI-MSI Messung

A J

Erarbeiten einer Liste der Zielsubstanzen

v

Bilderstellung z.B. mittels MIRION oder MSiReader —

1 mz 2

Abgleichen der Verteilungsmuster verschiedener
lonenaddukte der selben Ausgangssubstanz
und Berechnung von RMSE und Massengenauigkeit

PC 38:6 [M+K"*]
m/z 844.52531 £ 0.004
<lppm

Abbildung 17
Flussdiagramm der Arbeitsschritte einer bildgebenden Massenspektrometrie.
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9.2.1.1 Analyse der Rohdaten

Die Exactive Tune Software steuert das verwendete Massenspektrometer und speichert
wihrend des Messvorgangs die erhobenen Daten als ,,raw*-Datei. Metadaten werden erfasst
und von der MCP Software als UDP-Datei gespeichert. Die Metadaten enthalten Angaben
wie Anzahl der gemessenen Zeilen und Spalten sowie die Pixelanzahl, die ,,raw*-Datei die
erfassten Massenspektren. Das Softwarepacket MIRION wurde verwendet um gewonnene
Daten in ausgewihlte Ionenbilder zu ,,iibersetzen*. Aullerdem wurde mit der Open Source
Software MSiReader gearbeitet. Eine Massenfensterbreite von Am/z 0,01 wurde zur
Erzeugung aller Bilder verwendet. Diese ist sehr gering und damit stark diskriminierend und
ermoglicht dadurch Substanzen zu unterscheiden, die ein sehr &hnliches Masse-zu-Ladung-
Verhiltnis zeigen [423]. Alle Bilder wurden auf die hochste Signalintensitét pro Bild skaliert.
AuBerdem wurden im Ergebnisteil (III.5) gezeigte Bilder invertiert, was eine bessere
Beurteilbarkeit gewahrleistet (Abbildung 18).

Abbildung 18
In A die Originaldarstellung eines mit dem Softwarepacket MIRION erstellten MALDI-Bildes;
in B die invertierte, in dieser Arbeit verwendete Version.

9.2.1.2 Erstellen von Listen der zu suchenden Zielsubstanzen

Um gezielt nach Substanzen zu suchen, muss deren exakte oder theoretische Masse ([M], my)
bekannt sein. Diese wird anhand der Summenformel, bis auf sieben Nachkommastellen
genau, berechnet (z.B. mit Hilfe folgender Webseite:
http://www.sisweb.com/referenc/tools/exactmass.htm). AnschlieBend muss fiir jede Substanz
die exakte Masse ihrer potentiellen Ionenaddukte ([M+X]) unter Beriicksichtigung der
Addition bzw. Subtraktion der Masse eines Elektrons bestimmt werden. Hierzu wurden
folgende Massen verwendet:

Addukt Berechnung der Masse des Addukts
[M-HT [M] - 1,00837361

[M+H]" [M] +1,007276

[M+K]" [M] + 38,963158

[M+Na]" [M] +22,989221

[M+NH,]" [M] + 18,033826

[M+H-H,O]" [M] + 17,00328823
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Tabelle 29

Zugrunde gelegte Massen zur Berechnung der exakten Masse [M] von Ionenaddukten.

Jeder theoretischen Masse (m; = ,,mid-value*) wird ein Wert zugeordnet, der 5 ppm oberhalb
und 5 ppm unterhalb dieser Masse liegt (unterer Wert =, from-value® = - 5 x 10® x m, + my;
oberer Wert = ,,to-value*“ =+ 5 x 10° x m, + my). Die errechneten Werte wurden entsprechend
Abbildung 19 in tabellarischer Form angegeben. Eine solche Liste (txt-Format) kann spéter in
Programme wie MIRION oder MSiReader eingelesen werden.

From to mid
496.3372843 4906. 3422477 496. 329766
518.3191187 518. 3243019 518.3217103
478. 3268097 478.331593 478.3292013
534.2929762 534.2983192 534.2956477
494, 3216443 494, 3265876 494, 324116
532.2773362 532.282659 532.2799976
516.3034787 516. 3086417 516. 3060602
524.3684443 524.373688 524.3710662
546.3502786 546.3557422 546.3530104
562.3241362 562.3297594 562.3269478
522.3528043 522.3580279 522.3554161
544. 3346387 544. 340082 544, 3373603
504.3423297 504.3473731 504. 3448514

Abbildung 19
Tabelle exemplarisch ausgewiihlter theoretischer Massenwerte (,,mid*) je £ 5 ppm (,,from* —
,,tO“).

9.2.1.3 Verwendung von MIRION

MIRION ist ein Softwarepacket, das fiir die Verarbeitung massenspektrometrischer Bilder
entwickelt wurde [383]. Fiir dessen Verwendung muss sowohl die ,,raw*“-Datei einer Messung
als auch die zugehorige UDP-Datei in das Programm geladen werden. Bei der gezielten Suche
nach Substanzen wird anschlieBend die erstellte Liste mit Massen der Zielsubstanzen
(Abbildung 19) eingelesen und das Programm erstellt Bilder mit einer gewiinschten
Massenfensterbreite (hier von Am/z = 0,01). Generierte Bilder kdnnen anschlieend, inkl. der
zugehorigen Messdaten (z.B. akkurate bzw. gemessene Masse, mg), gespeichert werden. Fiir
die ungezielte Suche nach gemessenen lonensignalen und deren Verteilungsmustern werden
Parameter wie zu betrachtender Massenbereich, minimale Bildabdeckung, maximale
Bildabdeckung, maximal zu generierende Bildanzahl und gewiinschte Massenfensterbreite
ausgewdhlt. MIRION generiert nun Bilder vorhandener Ionensignale entsprechend der
angegebenen Kriterien. Diese Bilder konnen wiederum inkl. zugehoriger Messdaten
gespeichert werden.

9.2.1.4 Verwendung von MSiReader

Fiir die Verwendung des MSiReaders muss die gespeicherte ,raw‘-Datei zunéchst in ein
imzML-Format iiberfiihrt werden [424]; dies geschieht mit dem ,,imzML converter* (frei
erhéltlich unter http://www.imzML.org). AnschlieBend kann analog zu MIRION, sowohl
gezielt als auch ungezielt, nach Ionensignalen gesucht werden. Auflerdem bietet dieses
Programm die Option Bilder von Ionensignalen einer Zielregion (ROI, region of interest) zu
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filtern. Dazu wird frei Hand ein ROI bestimmt und anschlieBend ein Signalgrenzwert, der
Hintergrundrauschen von echten Signalen diskriminiert, festgelegt. Generierte Daten und
zugehorige Bilder werden exportiert.

9.2.1.5 Zuordnung von Ionensignalen

Zur eindeutigen Identifizierung einer Substanz miissten sehr arbeitsaufwendige MS/MS-
Analysen (Fragmentierung von Vorlduferionen) durchgefiihrt werden. Alternativ kann eine
weitgehend zuverldssige Massenzuordnung iiber die Betrachtung der Verteilungsmuster
verschiedener Ionenaddukte einer Substanz als Screeningmethode zum Nachweis vieler
verschiedener Substanzen erfolgen. Die rdumlichen Verteilungsmuster der Addukte einer
Ausgangssubstanz sollen hierbei identisch sein (Beispiel in Abbildung 20). Ist dies nicht der
Fall, spricht das fiir das Vorliegen eines lonensignals einer anderen Substanz oder fiir eine
Uberlagerung mehrerer Substanzen im betrachteten Peak. Die Datenbanksuche ist dabei nur
erfolgversprechend, wenn ein schmales Suchfenster verwendet werden kann. Die
Suchfensterbreite kann dabei umso enger gefasst werden, je hoher die Massengenauigkeit der
Messung ist. Die Massengenauigkeit kann anhand der Betrachtung von bekannten
Matrixpeaks beurteilt werden. AulBlerdem ist ein ausreichend hohes
Massenauflosungsvermogen des verwendeten Massenspektrometers notwendig, um eine
Substanz anhand der akkuraten Masse (m,) bestimmen zu koénnen. Die Massenauflosung (R)

beschreibt dabei den minimalen Massenunterschied, den zwei Ionen haben miissen, um noch
my

als getrennt wahrgenommen zu werden. Hierbei gilt: R = ————
(my —my)

Das  hier verwendete Gerdt verfiigte nach  Herstellerangaben  {iber ein
Massenauflosungsvermogen von 140000 bei m/z von 200.

Beispielsweise wird ein Ionensignal m/z 535,30064 im positiven lonen-Modus gefunden. Die
Suche nach moglichen zugehdrigen Substanzen mit Hilfe einer Datenbank (hier
https://metlin.scripps.edu/metabo_batch.php?&return=yes) ergibt den Verdacht, dass es sich
um das Na-Addukt eines Lysophospholipids der Summenformel C4H49O9P (C4H49O9P
[M+Na]"; LPG (18:0)) handeln konnte. Die korrespondierenden m/z Werte anderer LPG
(18:0)-Addukte wie:

Ca4H4900P [M+K]", m/z 551,27458
Ca4H4900P [M+H]", m/z 513,31870
Ca4H4900P [M+NH,]", m/z 530,34525

ergeben bei der Suche im gemessenen Spektrum allerdings keinerlei Treffer. Die
entsprechenden Ionensignale wurden also nicht detektiert. Dies spricht in diesem Fall fiir das
Vorliegen des Tonensignals eines [M+H] -Addukts einer Aminosiuresequenz (MetArgLysThr
[M+H]", m/z 535,30208), deren [M+K]- sowie [M+Na]'-Addukt in der Messung
nachweisbar sind. Das m/z-Verhiltnis von Cy4H49OoP [MJrNa]+ und MetArgLysThr [MJrH]+
ist zuféllig nahezu identisch (siehe hierzu auch Abbildung 21).
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LPC(16:0) C,,Hs,0,P
[M+H]* [M+Na]*
m/z 496.33977 m/z518.32171

iz : 496,33877 £0.00248 Da (% § pprm) o miz : 518,32171 £0.00259 Da % 5 ppm)

w »

[M+K]* [M+H-H,0]*
m/z 534.29565 m/z 478.32920

vz : 534,20565 £ 0,00267 Da (%5 ppm) iz : 478,32920  0,00239 Da (% 5 pprm)

Abbildung 20

Beispiel der Zuordnung von Ionensignalen mit Hilfe von online verfiigharen Datenbanken und
dem Vorhandensein von Ionensignalen verschiedener Addukte. Dieses Beispiel zeigt die
Verteilung verschiedener Addukte einer Ausgangssubstanz (LPC (16:0)). Verteilungsmuster
sind hierbei vergleichbar, Signalintensititen sind bei verschiedenen Addukten unterschiedlich
ausgeprigt. Erlduterungen siehe auch Text 11.9.2.1.5
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LPG(18:0) C,4H,504P
[M+NH,]* [M+Na]*
m/z 530.34525 m/z 535.30064
[M+H]* [M+K]*
m/z 513.31870 m/z 551.27458

miz : §51.27458 £ 0.00276 Da (£5 ppm)

200
"

{150
B

100

5 1 15 20 25 30 35 40 45 50

miz : 513.31870 £ 0.00257 Da (£ 5 ppm)

0
- iz”

1

1

0 15 20 25 30 35 40 45 50

Abbildung 21

Beispiel der Zuordnung von Ionensignalen mit Hilfe von online verfiigharen Datenbanken und
dem Vorhandensein von Ionensignalen verschiedener Addukte. Das Signal mit einem m/7 Wert
von 53530064 konnte sowohl zum Na'-Addukt von LPG (18:0) als auch zu einer
Aminosiuresequenz (MetArgLysThr) gehoren. Das Fehlen von korrespondierenden LPG (18:0)-
Addukten spricht gegen das Vorliegen von LPG (18:0) und fiir das Vorliegen einer
Aminosiuresequenz. Weitere Erliuterungen siehe Text 11.9.2.1.5

9.2.1.6 Berechnung der Massengenauigkeit und der mittleren quadratischen
Abweichung (root mean square error, RMSE)

Um eine abgebildete Substanz auf der Grundlage der akkuraten Masse identifizieren zu

konnen und ein lonensignal zweifelsfrei einem Verteilungsmuster zuzuordnen, muss eine

Massengenauigkeit im unteren ppm-Bereich gegeben sein [423]. Um diese Voraussetzungen

fiir jedes angesprochene lonensignal garantieren zu kdnnen, wurde die Massengenauigkeit

sowie die mittlere quadratische Abweichung (RMSE) bestimmt. Dabei gilt:

mg = akkurate / gemessene Masse
m; = exakte / theoretische Masse

(mg=ms) 106

= Massengenauigkeit in ppm = -
t

Z?zl(ma)z

n

RMSE in ppm =
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RMSE beschreibt im Grunde die Massengenauigkeit eines Ionensignals {iiber alle
Einzelspektren einer Gesamtmessung und kann graphisch dargestellt werden. Hierbei wird die
Abweichung in ppm von der zugrundegelegten theoretischen Massen gegen die gemessene
Signalintensitit aufgetragen. Im Idealfall ergibt sich eine GauBverteilung mit sehr geringer
Streuung wie in Abbildung 22 A zu sehen ist, wodurch dieser Peak eindeutig als Ionensignal
einer einzelnen Substanz angesprochen werden kann. In Abbildung 22 B hingegen sind
eindeutig zwei GauBverteilungen voneinander zu unterscheiden. Hier wiirde es in einem
erstellten Bild also zur Uberlagerung von Signalen zweier Massen und damit verschiedener

Substanzen kommen. In einem solchen Fall misste die Massenfensterbreite manuell

angepasst werden.
B
({s}
=
o
Q.
B
(eTs]
| .
= ‘.
L %
Q
‘o
2
I3
©
=
3
©
E Yo}
0 Intensitat 1400 0 Intensitat 4500
Masse: 478.3292013; RMSE: 0.2689 Masse: 874.5722635; RMSE: 1.9066

Abbildung 22
Exemplarische Darstellung von RMSE-Verteilungsmustern. Erliuterungen siehe Text 11.9.2.1.6.

Die Massengenauigkeit lag fiir nahezu alle zugeordneten Signale aus Messungen im positiven
Ionen-Modus bei kleiner 2 ppm, RMSE war stets kleiner als 3 ppm.

Bei den im negativen Ionen-Modus vorgenommenen Messungen kam es zu Problemen der
internen Kalibrierung des Massenspektrometers. Dies hatte die Verschiebung aller Messwerte
um einige ppm zur Folge. Zur Korrektur dieser Verschiebung wurde im Nachhinein eine
manuelle Kalibrierung vorgenommen. Zu diesem Zweck wurde auf eine korrekte interne
Messung zuriickgegriffen und die eigenen Messungen anhand dieser rekalibriert (siehe hierzu
auch Abbildung 23). Als Folge dieses Vorgehens sind die Massengenauigkeiten aus Messung
im negativen lonen-Modus hiufig ungenauer als 2 ppm. Zur Erstellung der gezeigten
Abbildungen wurde jeweils manuell die Massenfensterbreite dem entsprechende Peak
angepasst, was die Abbildung aller gemessenen Signale einer Masse gewdhrleistet. Hieraus
ergeben sich korrekte, mit Werten aus Messung im positiven lonen-Modus vergleichbare,
RMSE-Werte.
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Abbildung 23

Darstellung der quadratischen Massenabweichung einer korrekten internen Messung (A) und
einer eigenen Messung (B) im negativen Ionen-Modus fiir ein ubiquitir in Zellmembranen
vorkommendes Sphingolipid (m/7 888,62; C,;sHo;NO;;S). In B wird eine Abweichung von mehr
als 3 ppm von der zu erwartenden theoretischen Masse deutlich.

Nach Validierung, Massenzuordnung gefundener Signale und Fertigstellung aller Bilder

wurden diese qualitativ beurteilt und vergleichend betrachtet.
9.2.2 Immunfluoreszenz

9.2.2.1 Semiquantitativ

Die Intensitidt und Anzahl von STAT3 Signalen wurde in der Teilstudie ,,CyPPA* fiir jeweils
alle sechs Tiere einer Gruppe beurteilt. Jeder Beurteilung wurde ein Zahlenwert zugeordnet.
Dies geschah entsprechend dem Schema in Tabelle 30. Es wurden fiir jedes Tier jeweils zwei
Schnitte des OVLTs beurteilt und anschliefend arithmetisch gemittelt. Aus diesen Werten
wurde der Mittelwert sowie der Standardfehler fiir beide Versuchsgruppen zum
Perfusionszeitpunkt zwei Stunden nach Behandlung berechnet. Mit der Software GraphPad
Prism erfolgte der statistische Vergleich der erhobenen Daten beider Gruppen mittels
gepaartem Student’s t-Test. AusreiBer wurden nach dem Verfahren aus 11.9.1.2.1

ausgeschlossen.
Beurteilung Zahlenwert Symbol
viele, starke Signale 5 +++
einige, stirkere Signale 4 ++
wenige Signale 3 +
einzelne, schwache Signale 2 —+
keine Signale 1 -

Tabelle 30

Semiquantitativer Bewertungsmafistab fiir die Beurteilung der Immunfluoreszenz.
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9.2.2.2 Quantitativ

Zur Bestimmung der CD11 positiven Fliche wurde das Programm ImageJ-win64 verwendet.
Mindestens vier Fotos der 20 fach vergroBerten Region der fimbria hippocampi wurden pro
Tier (fiinf Tiere pro Gruppe) ausgewertet. Hierzu wurde zunéchst identisch fiir alle Fotos der
Kontrast mittels der rolling ball Methode mit einem Radius von 30 Pixel angepasst und
anschlieend ein reprédsentatives Areal der Grofle 500 x 500 Pixel ausgewertet. Damit erhielt
man den prozentualen Anteil der von Mikroglia bedeckten Flache. Diese Werte wurden pro
Tier arithmetisch gemittelt. Ausreiler wurden nach dem Verfahren aus I11.9.1.2.1
ausgeschlossen. Alle Werte wurden als Mittelwert + Standardfehler mit GraphPad Prism
dargestellt. Der Vergleich aller vier Behandlungsgruppen erfolgte mittels zwei-faktorieller
ANOVA.

9.2.3 Bioassays

Die Menge des in der Probe vorhandenen biologisch aktiven Zytokins ist proportional (IL-6;
Wachstumsrate) bzw. antiproportional (TNF-o; Uberlebensrate) zur Zahl vitaler Zellen und
damit zur Menge gebildeter MTT-Formazan-Kristalle, deren Konzentration anhand der OD
direkt bestimmt wurde. Mit Hilfe der gemessenen Werte fiir die Verdiinnungsreihen der
Standards konnte eine Eichkurve ermittelt werden. Diese zeigt typischerweise bei Abtragung
der Zytokinkonzentration nach logarithmischer Skalierung gegen die gemessene OD in einem
begrenzten Bereich einen linearen Verlauf. Anhand der Regressionsgleichung der Eichkurve
sowie des Verdiinnungsfaktors der Probe konnten die vorhandenen Zytokinmengen bestimmt
werden. Es wurden nur Proben ausgewertet, deren OD im linearen Bereich der Eichkurve
lagen. War dies nicht der Fall wurde die Bestimmung der entsprechenden Probe mit einer
angepassten Verdiinnung wiederholt.

Die statistische Auswertung erfolgte bei lediglich zwei zu vergleichenden Gruppen mit einem
gepaarten Student’s t-Test. Ansonsten wurde eine ein- oder zwei-faktorielle ANOVA nach
Vorgaben aus 11.9.1 angewendet.

9.2.4 Westernblot

Die Banden wurden mit dem ChemiDoc XRS Imaging System detektiert. Eine
Quantifizierung der optischen Dichte der Banden wurde in Relation zu a-Tubulin als
Kontrolle mittels der Quantity One Software durchgefiihrt. Molekulargewichte der
detektierten Proteine waren 65 kDa fiir p65 und phospho-p65, 55 kDa fiir a-Tubulin und 35
kDa fiir [kBa.

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert & Standardfehler mit GraphPad Prism dargestellt. Die
statistische Auswertung erfolgte bei zwei zu vergleichenden Gruppen mit einem Student’s t-
Test; bei vier zu vergleichenden Gruppen wurde eine zwei-faktorielle ANOVA angewendet.
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9.2.5 Quantitative real-time PCR

Die erhobenen PCR-Daten wurden mittels relativer Quantifizierung auf Grundlage der 244<"-
Methode ausgewertet. Diese Methode beschreibt die relative Expression eines Zielgens in
Relation zu einer Referenzgruppe [303]. Der Cr-Wert beschreibt dabei den Zyklus der PCR
an dem die Signalstérke erstmals die Hintergrundfluoreszenz iiberschreitet. Dieser Punkt liegt
in der exponentiellen Phase der Amplifikation (II.2.2.5.3). Da die PCR im Doppelansatz
erfolgte, wurden die Cr-Werte beider Bestimmungen einer Probe arithmetisch gemittelt. ACt
ergab sich jeweils aus der Differenz des gemittelten Cr-Werts der Probe und dem Cp-Wert
des Gens der endogenen Kontrolle. Um letztlich den AACr-Wert bestimmen zu konnen,
musste noch eine Referenzprobe festgelegt werden. Als Referenzprobe diente eine Probe der
Kontrollgruppe mit einer basalen Expression des untersuchten Gens. Idealerweise war dies
die Probe mit dem kleinste Ct-Wert. Die Differenz aus ACrder Probe und ACt der Referenz
ergab den gesuchten AACt-Wert. Mit der Formel 2*4“T konnte die relative Expression jeder
Probe gegeniiber der Referenzprobe ermittelt werden. Voraussetzung fiir eine derartige
Betrachtung ist dabei immer eine 100%ige Effizienz der PCR, also eine Verdopplung der
Genkopien in jedem Zyklus. Dies wird vom Hersteller Life Technologies unter Verwendung

der Originalprodukte und entsprechender Primer garantiert.

Variable Rechnung
ACt Cr-Zielgen - Cr-endogene Kontrolle
AACt ACr-Zielgen - ACr-Zielgen der Referenzprobe

0 o -AACT
relative Expression 2AAC

Fiir jede Tiergruppe wurden Mittelwert = Standardfehler der relativen Expression berechnet.
Die Daten wurden zum zwei Stunden Perfusionszeitpunkt mittels gepaartem Student’s t-Test
betrachtet (zwei Gruppen). Zum 24 Stunden Perfusionszeitpunkt wurde eine zwei-faktorielle
ANOVA (vier Gruppen) mit sich anschlieBendem Bonferroni post-hoc Test durchgefiihrt.
Signifikante Unterschiede wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05
festgelegt. Ausreifler wurden, wie in 11.9.1.2.1 beschrieben, nicht beriicksichtigt.

9.2.6 HPLC

Uber die Integration der Peak-Flichen (area under the curve) von Standardliufen und
Probenmessungen wurden die Konzentration der Nukleotide der Proben (n = 6, nmol/mg
Feuchtgewicht) bestimmt. Hierzu wurden die Verdiinnungen der Proben und die Einwaagen
(Feuchtgewicht der Probe) beriicksichtigt. Die Werte der Doppelbestimmung je einer Probe
wurden arithmetisch gemittelt. Fiir jede der beiden Gruppen wurden diese Daten als
Mittelwert = Standardfehler dargestellt und mittels gepaartem Student’s t-Test verglichen.
AusreiBler wurde nach Vorgaben aus 11.9.1.2.1 erfasst und nicht in die Analyse einbezogen.
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III. Ergebnisse

1. Beeinflussung LPS-induzierter systemischer
Entziindungsreaktionen durch den K'-Kanal Agonisten CyPPA

1.1 Beeinflussung physiologischer Parameter iiber einen Zeitraum von 24 Stunden
durch periphere Injektion von CyPPA
Als Basis fiir die Uberpriifung der anti-inflammatorischen Wirkung von CyPPA auf
Entziindungsgeschehen wurde das etablierte Modell der LPS-induzierten, systemischen
Entziindung verwendet. Es wurde allen als ,,LPS*“ gekennzeichneten Tiergruppen einmalig
2,5 mg/kg KGW LPS i.p. verabreicht; Kontrollen erhielten PBS. Eine zweimalige Medikation
im Abstand von 24 Stunden mit 15 mg/kg KGW CyPPA i.p. wurde bei allen als ,,CyPPA*
gekennzeichneten Tieren durchgefiihrt. Kontrollen zu CyPPA erhielten das Losungsmittel und
sind als ,,Solvent™ kenntlich gemacht. Die jeweils zweite Injektion mit Solvent bzw. CyPPA
fand zeitgleich mit der LPS- bzw. PBS-Behandlung statt. Die Versuchsgruppen sind zur

Ubersicht in Tabelle 10 zusammengefasst.

1.1.1 Abdominale Temperatur

Alle Méuse wurden zum Zeitpunkt t = 0 entsprechend der Legende in Abbildung 24 A
injiziert. Jedes Tier wurde 24 Stunden zuvor, entsprechend des Injektionsregimes,
vorbehandelt. Die telemetrische Erfassung der Korperkerntemperatur (T abd. [°C]) erfolgte ab
dem Zeitpunkt t = -2 Stunden bis zum Zeitpunkt t = 24 Stunden. Die gewonnenen Daten
wurden graphisch aufgetragen. Als Reaktion auf das Handling und die Injektion zeigten alle
Tiere einen initialen Temperaturanstieg (Stresspeak). In Kontrolltieren (Solvent + PBS)
wurde abgesehen vom Stresspeak ein normaler zirkadianer Temperaturverlauf mit erhdhter
Korpertemperatur wihrend der Dunkelphase / Aktivititsphase aufgezeichnet. Dieser
zirkadiane Rhythmus ging in Tieren nach LPS-Behandlung (Solvent + LPS sowie CyPPA +
LPS) verloren. LPS induzierte eine erste Fieberphase im Zeitraum von ein bis drei Stunden
(Haupteffekt Behandlung 2, LPS vs. PBS) nach der Behandlung. Dieser Phase schloss sich
eine ausgepragte Hypothermie an (Haupteffekt Behandlung 2, LPS vs. PBS Zeitraum 7 bis
20,75 Stunden). Neben diesem LPS-vermittelten Effekt konnte eine weitere interessante
Beobachtung gemacht werden. Mit CyPPA behandelte Tiere (CyPPA + PBS / LPS) zeigten
im Vergleich zu entsprechenden Kontrolltieren (Solvent + PBS / LPS) im Zeitraum bis drei
Stunden nach der Injektion eine signifikant hohere Korpertemperatur (Haupteffekt
Behandlung 1, CyPPA vs. Solvent). Dieser Effekt erschien bei ndherer Betrachtung additiv
zum LPS-induzierten Temperaturanstieg. Lediglich mit CyPPA behandelte Tiere zeigten
einen vergleichbaren Temperaturanstieg wie Tiere, die nur mit LPS behandelt wurden. Der
Temperaturanstieg der Gruppe ,,CyPPA + LPS* wies tendenziell die stirkste
Temperaturerh6hung auf. Der Fieberindex bestitigte diese Beobachtung genau wie die
signifikante Erhohung der Korpertemperatur nach LPS-Behandlung im Vergleich zu PBS-
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behandelten Tieren (Haupteffekt Behandlung 2, sowie im post-hoc Test zwischen den
Gruppen ,,Solvent + PBS* und ,,Solvent + LPS*; p < 0,01) und die signifikante Erh6hung der
Korpertemperatur von mit CyPPA + PBS im Vergleich zu mit Solvent + PBS behandelten
Tieren (p < 0,05) iiber einen Zeitraum bis vier Stunden nach Injektion (Abbildung 24 B).
Durch CyPPA bedingte Unterschiede im Fieberindex sind statistisch {iber einen Zeitraum von
24 Stunden (Abbildung 24 C) nicht mehr nachweisbar. Hingegen war eine massive LPS-
bedingte Reduktion der Korpertemperatur iiber 24 Stunden nachweisbar (Haupteffekt
Behandlung 2).

A

40- -~ Solvent + PBS - Solvent + LPS + CyPPA + PBS —+ CyPPA + LPS

39 % %% *kk

T abd. [°C]

Zeit [h]
B *e C | Solvent

— 1.5 = 1.0q *kok
= i = B CyPPA
=, N 0.5
2 © 0.0
c 0.51 ©
S £ .05
8 0.0+ % -1.0-
- s L .15

Abbildung 24

Darstellung der abdominal gemessenen Korpertemperatur (T abd.) und des Fieberindexes (B
und C) der i.p. mit CyPPA oder Solvent und PBS oder LPS behandelten Tiere der Teilstudie
»CYPPA, In A ist der Temperaturverlauf dargestellt. Die Dunkelphase ist mit einem grauen
Kasten hinterlegt und mit ,,Nacht*“ gekennzeichnet. Alle Tiere zeigten in der ersten Stunden post
injectionem einen stressbedingten Anstieg der Korpertemperatur. LPS-behandelte Tiere zeigten
im Zeitraum ein bis drei Stunden nach der Injektion eine Erhohung der Korpertemperatur,
gefolgt von einer signifikanten Reduktion der Korpertemperatur im Zeitraum 7-20,75 Stunden
im Vergleich zu mit PBS behandelten Tieren. Mit CyPPA behandelte Tiere wiesen eine
signifikante Erhohung der Koérpertemperatur im Zeitraum von 1-2,75 Stunden auf. Zeitpunkt
der Injektion t = 0; % Haupteffekt Behandlung 1 = CyPPA vs. Solvent; * Haupteffekt
Behandlung 2 = LPS vs. PBS; # Solvent + PBS vs. Solvent + LPS; & Solvent + PBS vs. CyPPA +
PBS; Tierzahlen: n =5 pro Gruppe

p-Werte: A: % p=0,*p=20,012,0; B: * p=0,0079; # p < 0,01, & p <0,05; C: * p <0,0001
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1.1.2 Motorische Aktivitit

Auch die motorische Aktivitit der Méuse wurde nach der Injektion fiir alle Gruppen
telemetrisch im Zeitraum t = 0 (Injektion) bis t = 24 Stunden erfasst und sowohl im Verlauf
als auch kumulativ betrachtet (Abbildung 25 und Abbildung 26). Das deutlich erhdhte
Aktivitatsprofil der PBS-behandelten Gruppen in der Dunkelphase spiegelt den natiirlichen
zirkardianen Rhythmus wider (Abbildung 25). LPS reduzierte insbesondere die ndchtliche
Aktivitdt der Tiere (Abbildung 25, Haupteffekt Behandlung 2, LPS vs. PBS im Zeitraum 1-
6,75 und 9-21,75 Stunden). Ahnlich den Temperaturdaten fiel jedoch eine Besonderheit in
der Behandlungsgruppe ,,CyPPA + PBS“ auf. Tiere dieser Gruppe zeigten in der
Verlaufsdarstellung tendenziell eine gegeniiber Tieren der Kontrollgruppe (Solvent + PBS)
erhohte Aktivitdt in den ersten vier Stunden post injectionem. Dieser aktivititsinduzierende
Effekt stellte sich in der kumulativen Betrachtung der Aktivitéitsprofile deutlicher dar
(Abbildung 26).
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— 200, cyPPA + PBS | IR
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Abbildung 25

Verlauf der Aktivitit der i.p. mit CyPPA oder Solvent und PBS oder LPS behandelten Tiere der
Teilstudie ,,CyPPA*“ iiber einen Zeitraum von 24 Stunden. Die Dunkelphase ist mit einem
grauen Kasten hinterlegt und mit ,,Nacht“ gekennzeichnet. Alle Tiere zeigten in der ersten
Stunden post injectionem einen stressbedingten Anstieg der motorischen Aktivitit. LPS
reduzierte die motorische Aktivitit im Zeitraum 1-6,75 Stunden, sowie 9-21,75 Stunden. Tiere
der Gruppe ,,CyPPA + PBS* zeigten im Vergleich zu Tieren der Gruppe ,,Solvent + PBS initial
eine Tendenz zu erhohter motorischer Aktivitit. Zeitpunkt der Injektion t = 0; * Haupteffekt
Behandlung 2, LPS vs. PBS; Tierzahlen: n =5 pro Gruppe, Solvent + LPS: n =4

p-Werte: * p=0,012und p=0

Kumulative Aktivititscounts waren nach LPS-Behandlung signifikant in allen betrachteten
Zeitrdumen verringert (2, 4, 8, 12 und 24 Stunden, Haupteffekt Behandlung 2, LPS vs. PBS).
Die Aktivitit ,,CyPPA + PBS“-behandelter Tiere iiber zwei, vier sowie iiber acht Stunden
zeigte eine statistisch signifikante Erh6hung verglichen mit Tieren der Gruppe ,,CyPPA +
LPS*“ und ,, Solvent + PBS*.
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Abbildung 26

Kumulative Aktivitiit iiber verschiedene Zeitriume (A-E, 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden) nach Gabe
von Solvent oder CyPPA und PBS oder LPS. LPS reduziert die motorische Aktivitiit verglichen
mit den Kontrollen. Die Gabe von CyPPA + PBS hingegen erhohte die Aktivitit der Miuse iiber
zwei, vier und acht Stunden signifikant. * Haupteffekt Behandlung 2, LPS vs. PBS; & Solvent +
PBS vs. CyPPA + PBS; § CyPPA + PBS vs. CyPPA + LPS. Tierzahlen: n = 5 pro Gruppe;
Tierzahlen: n = 4 fiir Solvent + LPS

p-Werte: A: * p=10,0323,$ p <0,01, & p <0,05; B: * p=0,0013,$ p <0,001, & p<0,05;C: *p <
0,0001, $ p < 0,001, & p <0,01; D: * p=0,0004; E: * p <0,0001

1.1.3 Futter- und Wasseraufnahme
Abbildung 27 stellt die Futter- und Wasseraufnahme iiber 24 Stunden, prozentual gemessen
zum Korpergewicht der Tiere, dar. Es war eine deutliche LPS-abhédngige Anorexie sowie

Adipsie nachweisbar (Haupteffekt Behandlung 2, LPS vs. PBS). CyPPA hatte keinen Einfluss
auf die Futter- und Wasseraufnahme der Tiere.
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Abbildung 27

Darstellung der Futter- (A) und Wasseraufnahme (B) der Tiere prozentual zu ihrem
Korpergewicht (KGW) iiber 24 Stunden nach Behandlung mit Solvent oder CyPPA und PBS
oder LPS. * Haupteffekt Behandlung 2, LPS vs. PBS; Tierzahl: n=5 pro Gruppe

p-Werte: A: * p <0,0001; B: * p <0,0001

1.1.4 Korpergewicht

Das Korpergewicht der Tiere wurde unmittelbar vor sowie 24 Stunden nach der Behandlung
erhoben und dokumentiert. Die LPS-Gabe fiihrte in beiden Gruppen zu einer signifikanten
Gewichtsabnahme. Dahingegen hatte CyPPA keinen Einfluss auf die Gewichtsentwicklung.
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Abbildung 28

Anderung des Korpergewichts (KGW) der Tiere in % 24 Stunden nach Injektion von Solvent
oder CyPPA und PBS oder LPS. * Haupteffekt Behandlung 2, LPS vs. PBS; Tierzahl: n =5 pro
Gruppe

p-Wert: * p <0,0001

1.2 Beeinflussung peripherer Zytokine nach i.p. Injektion von CyPPA

Um einen eventuellen Einfluss von CyPPA auf die Konzentration im Blut zirkulierender
bioaktiver und inflammatorischer Mediatoren zu erfassen wurden IL-6- und TNF-a-
Plasmaproben mittels Bioassays 24 Stunden nach Stimulation analysiert.
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1.2.1 IL-6

Kontrollgruppen zeigten basale zirkulierende IL-6-Werte. LPS-Stimulation erhohte die IL-6-
Plasmakonzentration (Haupteffekt Behandlung 2, LPS vs. PBS). IL-6-Werte im Plasma
,»CyPPA + LPS“-behandelter Tiere erschienen verglichen mit Tieren der Gruppe ,,Solvent +
LPS* tendenziell erhoht. Ein statistisch signifikantes Niveau wurde aber nicht erreicht.
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Abbildung 29

Plasmakonzentrationen von IL-6 zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Behandlung mit CyPPA oder
Solvent und LPS oder PBS. * Haupteffekt Behandlung 2, LPS vs. PBS; Tierzahl: n = 5 pro
Gruppe

p-Wert: * p=0,0108

1.2.2 TNF-a
Bioaktives TNF-o wurde im Rahmen der Untersuchungen in keiner Plasmaprobe detektiert.

1.3 Einfluss von CyPPA auf die zentrale mRNA-Expression inflammatorischer Marker
Die hypothalamische mRNA-Expression wichtiger inflammatorischer Marker wurde mittels
PCR untersucht. Dabei wurden IL-6, SOCS3 (als negativer Regulator von STAT3 und
Aktivitdtsmarker einer JAK-STAT3 Aktivierung), COX2, mPGES, CD 68 (als Marker
aktivierter Mikroglia und Makrophagen), NF-IL6 sowie IkBa (als Inhibitor und
Aktivitdtsmarker von NFkB) betrachtet.

24 Stunden nach Behandlung mit CyPPA oder Solvent und LPS oder PBS (Abbildung 30)
konnte kein Effekt von CyPPA auf die zentrale Expression inflammatorischer Marker
festgestellt werden. Zu diesem Zeitpunkt dominierte der statistisch signifikante, LPS-
induzierte Anstieg von SOCS3 (B), COX2 (C), mPGES (D) sowie IkBa (G) (Haupteffekt
Behandlung 2, LPS vs. PBS).
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Abbildung 30

Hypothalamische Expression verschiedener inflammatorischer Marker 24 Stunden nach
Stimulation mit CyPPA oder Solvent und LPS oder PBS. * Haupteffekt Behandlung 2, LPS vs.
PBS; Tierzahl: n =5 pro Gruppe

p-Werte: B: * p <0,0001; C: * p <0,0001; D: * p <0,0001; G: * p=10,0011
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1.4 Immunreaktivitiat

1.4.1 Qualitative und quantitative Betrachtung von CD11b als Marker der mikroglialen
Aktivierung

Da kiirzlich in vitro gezeigt werden konnte, dass CyPPA die LPS-induzierte Aktivierung von

Mikrogliazellen —konzentrationsabhdngig antagonisiert [141], wurde zur néheren

Charakterisierung des Einflusses von CyPPA auf mikrogliale Aktivierung in vivo eine

Immunfluoreszenz zum Nachweis von CD11b 24 Stunden nach der Stimulation durchgefiihrt.

Die CD11b-Expression mikroglialer Zellen wurde als Maf3stab fiir deren Reaktivitdt genutzt.

In der Immunfluoreszenz stellten sich die CD11b-Signale im Bereich der fimbria hippocampi
in den Kontrollgruppen als wenig bis feinverzweigte, zum Teil punktférmige, feinmaschige
Fortsétze dar. In LPS-behandelten Tieren nahm die Intensitdt des Fluoreszenzsignals zu. Die
Zellfortsitze waren in ihrer Anzahl reduziert, deutlich vielverzweigter, groBBer und flachiger
ausgebildet (Abbildung 31, IV). Im Rahmen der quantitativen Betrachtung wurden keine
Unterschiede in der durch Mikroglia bedeckten Fliche zwischen den Gruppen nachgewiesen
(Abbildung 31, III).
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Abbildung 31

Erfassung der mikroglialen Aktivierung anhand einer CD11b Immunfluoreszenz aus
Gewebeschnitten der fimbria hippocampi (I) 24 Stunden nach Verabreichung von CyPPA oder
Solvent und LPS oder PBS. Eine Kernfirbung (DAPI-Signal) ist fiir die untersuchte Region zur
besseren Strukturerkennung exemplarisch in II dargestellt. CD11b-Signale (IV) sind weil} auf
schwarzem Grund abgebildet. Mit LPS behandelte Tiere (IV C, D, ¢ und d) zeigten generell
»grobere“ und hellere CD11b-Signale als Losungsmittelkontrollen (IV A, B, a und b). Die
quantitative Betrachtung der mikroglial bedeckten Fliche lief keinerlei Unterschiede zwischen
den Behandlungsgruppen erkennen (III). Alle Schnitte wurden gleichzeitig prozessiert und
CD11b Immunfluoreszenz zwischen den Versuchsgruppen mit gleicher Belichtung
dokumentiert. Groflenmarker in D = 100 pm, gilt fiir A-D; Groflenmarker in d = 10 pm, gilt fiir
a-d; Tierzahl: n =5 pro Gruppe

104 -



Ergebnisse

2. Weiterfiihrende Untersuchungen der durch den K'-Kanal

Agonisten CyPPA verursachten Wirkungen

CyPPA-Behandlung in PBS-behandelten Kontrolltieren fiihrte zu einem Anstieg sowohl der
abdominal gemessenen Korpertemperatur als auch der motorischen Aktivitit in den ersten
drei bis vier Stunden nach CyPPA-Gabe. Um zu untersuchen, ob es sich hierbei um eine
spezifische Wirkung von CyPPA handelt und welche Mechanismen hierbei eine Rolle spielen
wurden weitere Untersuchungen angeschlossen. Hierzu wurden jeweils weitere Tiere zwei
Stunden nach Behandlung mit ,,CyPPA + PBS* oder mit ,,Solvent + PBS* perfundiert und
Organe und Blutproben gewonnen (je Gruppe n = 6).

2.1 Physiologische Parameter zwei Stunden nach peripherer Injektion von CyPPA
Abbildung 32 fasst die erhobenen Daten der untersuchten physiologischen Parameter
zusammen. Die telemetrische Erfassung der Korperkerntemperatur (T abd. [°C]) erfolgte ab
dem Zeitpunkt t = -2 Stunden bis zum Zeitpunkt t = 2 Stunden. Die motorische Aktivitét ist ab
dem Zeitpunkt der Injektion dargestellt (t = 0). CyPPA erhohte die Korpertemperatur; dies
erreichte 1,75 Stunden nach Stimulation ein signifikantes Niveau (Abbildung 32 A). Der
Fieberindex zeigte iiber die gesamten zwei Stunden die gleiche Tendenz, erreichte aber keine
statistische Signifikanz (Abbildung 32 B).

Die aktivititssteigernde Wirkung von CyPPA erreichte in diesem Experiment kein
signifikantes Niveau (Abbildung 32 C und D), korrelierte also zeitlich nicht direkt mit der

Temperaturerh6hung.

- 105 -



Ergebnisse

>

w
@

T abd. [°C]

w
I

150+
— -~ Solvent + PBS
:g -+ CyPPA + PBS
c
g 100+
O
ﬁ
E 50_:
<
<

T2
Zeit [h]
Abbildung 32

Fieberindex [2h]

kumulative Aktivitat

S &6 6 o o o
o » i o

PBS
1500- [ ] Solvent
H CyPPA
1000+
-
5004
0
PBS

Korpertemperatur (T abd., A), Fieberindex (B) sowie motorische Aktivitit (C) und kumulative
Aktivitit iiber zwei Stunden (D) von Miusen nach Injektion mit ,,CyPPA + PBS“ oder ,,Solvent
+ PBS“. Mit CyPPA behandelte Tiere zeigten einen signifikanten Anstieg der abdominal
erfassten Temperatur am Ende (letzten 15 Minuten) des Beobachtungszeitraums. % Solvent +

PBS vs. CyPPA + PBS; Tierzahl: n = 6 pro Gruppe
p-Wert: A: * p=0,016
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2.2 Erfassung peripherer Zytokine nach einer Behandlung mit CyPPA

2.2.1 IL-6
IL-6-Plasmakonzentrationen zum Zeitpunkt zwei Stunden post injectionem entsprachen
basalen Werten und unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen.
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Abbildung 33

Plasmakonzentrationen von IL-6 zum Zeitpunkt zwei Stunden nach Injektion mit CyPPA bzw.
Solvent und PBS. Tierzahl: n = 6 pro Gruppe

p-Wert: p = 0,7058

2.2.2 TNF-a

Bioaktives TNF-a wurde im Rahmen der Untersuchungen in keiner Plasmaprobe detektiert.

2.3 Zentraler Einfluss auf inflammatorische Marker

Analog zu den Untersuchungen mit einem Endzeitpunkt nach 24 Stunden (II1.1.3) wurden
hypothalamische sowie corticale mRNA-Expressionen inflammatorischer Marker zwei
Stunden nach der Behandlung mit CyPPA oder dessen Losungsmittel analysiert.

2.3.1 Hypothalamische mRNA-Expression

Interessanterweise erschien auf hypothalamischer Ebene nach CyPPA-Stimulation die
Expression (Abbildung 34) von NF-IL6 (F) und IxBa (G) gegeniiber der Kontrolle erhdht; ein
ebensolcher Trend lieB sich bei der Untersuchung von CD68 erkennen (E). Die Expression
von SOCS3, in seiner Funktion als negativer Regulator von STAT3, war hingegen deutlich
reduziert (B). Sowohl IL-6, COX2 als auch mPGES zeigten sich unbeeinflusst von der
Behandlung mit CyPPA (A, C, D).
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Abbildung 34

Hypothalamische Expression verschiedener inflammatorischer Marker zwei Stunden nach
Stimulation mit CyPPA bzw. Solvent und PBS. * CyPPA vs. Solvent; Tierzahl: n = 6 pro Gruppe
p-Werte: B: * p=0,0144; F: * p=0,0494; G: * p=0,0011

2.3.2 Corticale mRNA-Expression

Die corticale Expression von IkBa war ebenso wie im Hypothalamus nach der Behandlung

signifikant erhoht (Abbildung 35 G). Dahingegen erreichte die NF-IL6-Expression kein

signifikantes Niveau wie im Hypothalamus (F). Die Reduktion der SOCS3-Expression des
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Hypothalamus war im Cortex nicht nachweisbar (B). Ebenso zeigten sich keine Unterschiede
zwischen den Behandlungsgruppen fiir mPGES, CD 68, COX2 und IL-6 (D, E, C, A).
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Abbildung 35

Corticale Expression verschiedener inflammatorischer Marker zwei Stunden nach Stimulation
mit CyPPA bzw. Solvent und PBS. * CyPPA vs. Solvent; Tierzahl: n = 6 pro Gruppe
p-Wert: G: * p =0,0045
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2.3.3 Corticale Expressionsmuster auf Proteinebene

Die erhohte mRNA-Expression von IkBa im Hypothalamus und Cortex zwei Stunden nach
CyPPA-Behandlung war ein Hinweis auf eine modulatorische Wirkung des K'-Kanal
Agonisten auf den NFxB-Signalweg. Um diese Hypothese weiter zu untersuchen wurden
Analysen verschiedener spezifischer Marker dieses Signalwegs auf Proteinebene
(Westernblot) angeschlossen (Abbildung 36). Es ist bekannt, dass die Phosphorylierung von
p65 (pp65) zeitlich mit dem Abbau von IkB zusammenfallt und schlieBlich in der Aktivierung
von p65 miindet [390]. In der vorliegenden Studie waren IxBa sowie pp65 in Cortexproben
nicht durch CyPPA-Behandlung beeinflusst (B und C). CyPPA reduzierte hingegen p65-
Protein signifikant gegeniiber der Kontrolle (A). Der Anteil von phosphoryliertem zu
unphosphoryliertem p65 differierte jedoch nicht zwischen den Behandlungsgruppen (D und
E).
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Abbildung 36

Relative Quantifizierung verschiedener inflammatorischer Marker auf Proteinebene
(Westernblot) zwei Stunden nach Stimulation mit CyPPA bzw. Solvent und PBS. Lediglich die
p65-Expression war in der behandelten Tiergruppe signifikant gegeniiber den Kontrollen
reduziert. * CyPPA vs. Solvent; Tierzahl: n = 6 pro Gruppe

p-Wert: A: * p =0,0257
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2.3.4 Semiquantitative Bewertung des Immunfluoreszenznachweises von STAT3

Da die Expression von SOCS3 zwei Stunden nach Behandlung mit CyPPA in der PCR
reduziert war (II1.2.3), wurde weiterfithrend eine Analyse der moglichen STAT3-Aktivierung
auf Proteinebene mittel Immunfluoreszenz angeschlossen. In beiden Gruppen fanden sich im
OVLT keine nukledren sondern nur wenige, schwache zytoplasmatische STAT3-Signale (rot)
(Abbildung 37). Eine Semiquantitative Betrachtung der STAT3-Signalstirke ergab keine
sichtbaren Unterschiede zwischen den zwei Behandlungsgruppen.
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Abbildung 37

Nachweis von signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3, rot) mittels
Immunfluoreszenz in Gehirnschnitten im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT). Zur besseren Orientierung wurde zusitzlich der von Willebrandt Faktor (griin) als
GefiBmarker dargestellt. Zellkerne sind blau (DAPI) markiert. A zeigt eine schematische
Ubersicht der betrachteten Region. In B ist eine Aufnahme eines mit 2,5 mg/kg LPS behandelten
Tieres zu sehen, welches zahlreiche nukleidre STAT3-Signale aufweist. Diese Signale waren in
mit Solvent (C) oder CyPPA (D) behandelten Tieren nur sehr vereinzelt und dann lediglich in
zytoplasmatischer Lokalisation nachweisbar. Groflenmarker in B = 100 pm, repriisentativ fiir B-
D; GroBlenmarker in den Detailaufnahmen = 10 pm, reprisentativ fiir alle Detailaufnahmen.
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Abbildung 38

Semiquantitative Evaluation der Immunfluoreszenz von signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3) 2 Stunden nach Injektion von Solvent oder CyPPA im Organum
vasculosum laminae terminalis. In beiden Gruppen waren lediglich vereinzelt schwache
zytoplasmatische STAT3-Signale detektierbar. Tierzahl: n = 6 pro Gruppe

2.4 Auswirkungen von CyPPA auf hepatische Nukleotidspiegel

Als denkbarer Erkldrungsansatz fiir den beobachteten Anstieg der Korpertemperatur in
CyPPA-behandelten Tieren kommt eine induzierte Erhohung der metabolischen Rate in
Betracht. Zur Abklidrung dieser mdglichen Ursache wurden mittels der Ionenpaar-
Umkehrphasen-HPLC verschiedene im Energiestoffwechsel relevante Nukleotide aus
Leberproben als Mal} des Energicumsatzes bestimmt (Abbildung 39).

Es wurden die Konzentrationen von Adenosin (A), Adenosinmonophosphat (AMP, B),
Adenosindiphosphat (ADP, C), Adensointriphosphat (ATP, D), Guanosindiphosphat (GDP,
E) und Guanosintriphosphat (GTP, F) bezogen auf das Feuchtgewicht (FG) der eingewogenen
Lebermenge bestimmt.
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Abbildung 39

Ergebnisse der Nukleotid- und Proteinbestimmung aus Leberproben von Tieren der
Versuchsgruppen ,,CyPPA + PBS“ und ,,Solvent + PBS*“ jeweils zwei Stunden nach der
Behandlung: Nukleotidkonzentrationen wurden auf das eingewogene Feuchtgewicht (FG)
bezogen. Fiir Adenosin liel sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
nachweisen. Der Quotient aus ATP und ADP (G) lisst, ebenso wie die Einzelbetrachtung vor
allem von ATP (D), eine Tendenz hin zu energiereichen Formen der Nukleotide nach der
Behandlung mit CyPPA vermuten. Des Weiteren wurde ein massiver Anstieg des
Leberproteingehalts nach einer CyPPA-Behandlung nachgewiesen (I). * CyPPA + PBS vs
Solvent + PBS; Tierzahl: n = 6 pro Gruppe

p-Werte: A: * p =0,0273; I: * p <0,0001

Eine signifikante Reduktion nach der Behandlung mit ,,CyPPA + PBS* konnte fiir Adenosin

gezeigt werden (A). Die ATP-Konzentration stieg dahingegen tendenziell im Vergleich zur
Kontrollgruppe an (D).

Um eine sichere Validierung der erhobenen Daten zu ermdglichen, wurden Quotienten (G
und H) aus jeweils energiereicher (ATP, GTP) und energiearmer Form (ADP, GDP) der
Nukleotide gebildet. Nach der Behandlung mit dem K'-Kanal Agonisten CyPPA wurde hier
vor allem fiir das Verhiltnis von ATP zu ADP ein leichter Trend in Richtung der
energiereichen Form erkennbar, erreichte aber keine statistische Signifikanz.

Nebenbefundlich wurde bei der Proteinbestimmung eine deutliche Erhéhung des

Proteingehalts der Leber im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt (I).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass sich durch die Gabe von CyPPA
energiebereitstellende Nukelotide sowie Proteine in der Leber in ihrer Zusammensetzung
andern.
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3. Basale Bedingungen und LPS-induzierte systemische Entziindung
bei C57Bl/6N und Fat-1 Miausen

Auf der Grundlage des etablierten Modells einer systemischen, LPS-induzierten Entziindung
sollte der vielfach postulierte anti-inflammatorische Effekt von ®-3 FS und deren Metaboliten
tiberpriift werden. AuBerdem sollte der Fragestellung nachgegangen werden, ob erhdhte
Konzentrationen von ®-3 FS in Fat-1 Maé&usen zu verringerten LPS-induzierten
Krankheitssymptomen fiithren. Hierzu wurden sowohl Fat-1 Tiere als auch C57BL/6N Tiere
unter Normalfutter oder unter einer -3 defizienten Didt gehalten. Stimulationen der Tiere
wurden sowohl mit einer niedrigen (50 pg/kg) als auch mit einer hohen (2,5 mg/kg) LPS-
Dosis durchgefiihrt. Kontrollen erhielten PBS. Statistische Vergleiche beschrinken sich
jeweils auf zwei ausgewéhlte Zeitrdume (1-4 Stunden und 10-15 Stunden) und decken die
erste und bei hoch dosierten LPS-Gaben die zweite Fieberphase ab.

3.1 Bei normaler Fiitterung beider Genotypen
Zunichst wurden Tiere beider Genotypen unter Normaldidt mit einer geringen LPS-Dosis (50

ng/kg) stimuliert.
3.1.1 Einfluss auf physiologische Parameter

3.1.1.1 Abdominale Temperatur

Die vergleichende Betrachtung der abdominalen Temperaturverldaufe beider Genotypen ist in
Abbildung 40 dargestellt. Tiere erhielten zum Zeitpunkt t = 0 einmalig 50 pgkg
Korpergewicht (KGW) LPS. Als Vergleichswerte wurden hier abdominale Temperaturen
unter basalen Bedingungen (Baseline) einige Tage vor Behandlung herangezogen. Tiere
zeigten als Reaktion auf Handling und Injektion einen kurzen, stressbedingten
Temperaturanstieg. Unbehandelte Tiere hatten einen reguldren zirkardianen Tag-Nacht-
Rhythmus. Nach der Stimulation entwickelten WT eine Fieberantwort, die zur Baseline im
Zeitraum von ein bis vier Stunden signifikant unterschiedlich war (A, p = 0,001). Dieser LPS-
induzierte Effekt war zwar auch tendenziell in Fat-1 erkennbar, erreichte aber kein
statistisches Signifikanzniveau (B, p = 0,121). Der direkte, statistische Vergleich beider
Genotypen ergab interessanterweise jedoch keinen Unterschied in der initialen Fieberphase
(C, p = 0,357). Trotzdem konnte die Gegeniiberstellung aller vier Versuchsgruppen einen
signifikanten Effekt auf die Temperaturentwicklung aufzeigen (D, Haupteffekt Behandlung,
p=0,003).
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Abbildung 40

Darstellung der abdominal gemessenen Korpertemperatur (T abd.) der LPS (50 pg/kg KGW)
stimulierten, normal gefiitterten Tiere der Teilstudie ,Fat-1“. Es sind jeweils
Temperaturverliufe dargestellt. Die Dunkelphase ist mit einem grauen Kasten hinterlegt und
mit ,,Nacht“ gekennzeichnet. In A ist der Fieberverlauf von Wildtyp Méusen (WT) verglichen
mit basalen Bedingungen dargestellt. Ein signifikanter Temperaturanstieg findet hier im
Zeitfenster 1-4 Stunden statt, wohingegen der zirkardiane Rhythmus bereits in der Nacht
(Zeitraum 10-15 Stunden) wieder hergestellt ist. In B ist eine analoge Darstellung der
Verhiltnisse bei normal gefiitterten Fat-1 Tieren (Fat-1) dargestellt. Hier fillt auf, dass die
Erhohung der Temperatur nach LPS-Gabe im Zeitraum 1-4 Stunden nicht signifikant
gegeniiber der Baseline fiir diesen Genotyp ist. (C) Die Reaktion beider Genotypen auf den LPS-
Stimulus wies keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auf.
(D) Der statistische Vergleich aller Versuchsgruppen aus A-C ist hier noch einmal in einem
Graphen zusammengestellt. Zeitpunkt der Injektion t = 0; * verglichen wie angegeben, in D *
Haupteffekt Behandlung = 50 pg/kg KGW LPS vs. Baseline, n.s. = nicht signifikant
unterschiedlich; Tierzahlen: n =3 pro Gruppe

p-Werte: A: p = 0,001, 0,789; B: p = 0,121, 0,748; C: p = 0,357, 0,168; D: p = 0,003, 0,785

3.1.1.2 Motorische Aktivit:it

In Abbildung 41 ist die motorische Aktivitit der normal gefiitterten (Fettsdureversorgung
ausgewogen) Mause dargestellt. Alle Tiere zeigten nach Handling und Injektion parallel zur
Erhohung der Korpertemperatur einen Anstieg der Aktivitdt, der sich rasch wieder an
Kontrollwerte anglich. In Dunkelphasen wiesen Miuse erwartungsgemal3 eine gesteigerte
Aktivitit verglichen mit Hellphasen auf. Nach der Applikation einer geringen LPS-Dosis (50
ug/kg KGW) reduzierte sich die Aktivitdt der Tiere beider Genotypen im Zeitraum ein bis
vier Stunden post injectionem, ohne jedoch ein signifikantes Niveau zu erreichen (A und B).
Der direkte Vergleich beider Genotypen (C) ergab keinen Unterschied in der motorischen
Aktivitit. Trotzdem konnte ein Haupteffekt der Behandlung nach statistischer Auswertung
aller vier Versuchsgruppen auf die motorische Aktivitdit nachgewiesen werden (D,
Haupteffekt Behandlung, p = 0,046).
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Abbildung 41

Darstellung der motorischen Aktivitiit der LPS (50 pg/kg KGW) stimulierten normal gefiitterten
Tiere der Teilstudie ,,Fat-1“. Die Dunkelphase ist mit einem grauen Kasten hinterlegt und mit
»Nacht* gekennzeichnet. LPS reduziert in der Gegeniiberstellung aller vier Gruppen im
Zeitraum 1-4 Stunden die motorische Aktivitit signifikant (D). Der Zeitpunkt der Injektion war
jeweils t = 0. * Haupteffekt Behandlung = 50 pg/kg KGW LPS vs. Baseline, n.s. = nicht
signifikant unterschiedlich; Tierzahlen: n =3 pro Gruppe

p-Werte: A: p = 0,062, 0,887; B: p =0,379, 0,749; C: p = 0,313, 0,812; D: p = 0,046, 0,724

3.2 Unter ®-3 defizienter nutritiver Versorgung beider Genotypen

Unter den in II1.3.1 verwendeten Bedingungen war kein bzw. nur ein marginaler (Fieber in
WT und Fat-1) positiver Effekt auf LPS-induzierte Krankheitssymptome (abdominale
Temperatur sowie motorische Aktivitdt) und kein Effekt auf Futter- und Wasseraufnahme
sowie Entwicklung des Korpergewichts (siehe II1.3.4) und die IL-6-Plasmakonzentration
(siche 1I1.3.5) bei Fat-1 gegeniiber WT nachzuweisen. In Riicksprache mit
Kollaborationspartnern (Frau Dr. Sophie Lay¢, Bordeaux, Frankreich) wurde die Moglichkeit
diskutiert, dass eine w-3 defiziente nutritive Versorgung bereits wihrend der Zucht notwendig
sein konnte, um positive Effekte entziindungsauflosender Mediatoren fiir das Gehirn
untersuchen und nachweisen zu konnen. Tatsdchlich sind einige der bekannten positiven
Effekte in Fat-1 Méusen unter solchen Spezialdidten nachgewiesen worden; diese Tatsache
wird in der Literatur allerdings lediglich in kurzen Nebensdtzen im ,,Material- und
Methodenteil” erwéhnt (z.B. [376]). Gesundheitliche Einschrinkungen waren durch die
Fiitterung der Tiere mit der -3 defizienten Spezialdidt (S8909-E013 / EO010, Ssniff
Spezialdiditen GmbH, Soest) nicht zu erwarten. Lediglich leicht reduzierte soziale
Interaktionen zwischen den Tieren sind bereits beschrieben worden [273, 336]. Diese
Anderungen im  Versuchsvorhaben wurden ordnungsgemd bei der mittleren
Veterindrbehdrde angezeigt (Anzeige der Anderung gemiB §8 Absatz 7 (2) des
Tierschutzgesetzes im September 2013).

3.2.1 Einfluss auf physiologische Parameter

Aufgrund der geringen Anzahl an Tieren in der Fat-1 Gruppe sind die statistischen
Auswertungen im folgenden Teil mit Vorbehalt zu betrachten. Weiterfithrende
Untersuchungen zur Erhéhung der Tierzahlen werden derzeit ausgefiihrt, wéren aber iiber den
Umfang und das Ziel dieser Arbeit hinaus gegangen. Der Fokus dieser Arbeit lag primér auf
den MALDI-Analysen. Die offensichtlichen Trends der physiologischen Parameter lassen

aber durchaus sinnvolle qualitative Bewertungen zu.

Ferner erwecken die folgenden Daten den Anschein, -3 defizient erndhrte Tiere hétten
insgesamt deutlich homogenere Temperaturkurvenverldufe mit weniger Schwankungen als
Tiere die eine Normaldiét erhielten. Durch Betrachtung der Einzeltierdaten (nicht gezeigt)
konnte dies jedoch klar widerlegt werden. In Gruppen mit héheren Tierzahlen mitteln sich
Temperatur- und Aktivititsspitzen heraus, was zu einem homogeneren Gesamteindruck
beitragt.
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3.2.1.1 Abdominale Temperatur

Mit dem Ziel die oben genannte Hypothese zu bestitigen und mogliche Unterschiede
zwischen Fat-1 und WT weiter zu untersuchen, wurden »-3 defizient gezogene Tiere mit
einer hohen LPS-Dosis (2,5 mg/kg KGW) stimuliert und deren Reaktion {iber einen Zeitraum
von 24 Stunden aufgezeichnet. WT Kontrollen erhielten PBS.

Abbildung 42 A stellt den Temperaturverlauf dieser WT Kontrollen verglichen mit basalen
Bedingungen (Baseline) dar. PBS injizierte Tiere zeigen einen sehr kleinen Anstieg der
Temperatur unmittelbar nach der Injektion (t = 0), welcher unter basalen Bedingungen fehlt.
Im Weiteren sind die Temperaturkurven jedoch identisch, weshalb die Baseline weiterhin als
Bezugssystem verwendet wurde. Die Injektion von 2,5 mg/kg KGW LPS induzierte bei
beiden Genotypen zunichst einen kurzen Temperaturanstieg, der auf Handling und Injektion
zuriickgefiihrt werden konnte. Dieser Temperaturspitze schloss sich zeitlich unmittelbar eine
erste Phase der Fieberantwort an (B und C; 1-4 Stunden). Lediglich bei den WT erreichte die
Korpertemperatur zwischen diesen beiden Ereignissen kurz basales Niveau (B). Im weiteren
Verlauf war ein starkes Absinken der Korpertemperatur zu beobachten (fiir beide Genotypen
signifikant im Zeitraum 10-15 Stunden gegeniiber der Baseline). Etwa 18 Stunden nach der
Stimulation ndherte sich die Korpertemperatur wieder an das jeweilige Basalniveau an.
Danach stieg die Korpertemperatur ca. ab Stunde 22 in einem flieBenden Prozess iiber das
Basalniveau. Bei vergleichender Betrachtung der LPS-induzierten Reaktionen beider
Genotypen (D) zeigte sich ein signifikant hherer Temperaturanstieg in Fat-1 in der Zeit 1-4
Stunden nach der Injektion als in WT. Ab Stunde zehn post injectionem wurde der Trend
einer beschleunigten Normalisierung der Korpertemperatur bei Fat-1 gegeniiber WT

erkennbar. Eine Signifikanz wurde nicht erreicht.
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Abbildung 42

Darstellung der abdominal gemessenen Korpertemperatur (T abd.) der mit einer hohen LPS-
Dosis (2,5 mg/kg KGW) stimulierten, ®-3 defizient (n3 def.) gezogenen Miiuse der Teilstudie
»Fat-1“. Die Dunkelphase ist mit einem grauen Kasten hinterlegt und mit ,,Nacht“
gekennzeichnet. In A ist die vergleichende Darstellung mit PBS-behandelter Wildtyp Miiuse
(WT, Kontrollen) und WT unter basalen Bedingungen dargestellt. Zu keinem Zeitpunkt waren
Unterschiede der Korpertemperatur feststellbar. Der zirkardiane Temperaturverlauf war
deutlich nachvollziehbar. Die Verabreichung einer hohen LPS-Dosis (2,5 mg/kg KGW) fiihrt bei
beiden Genotypen zunichst zu einem signifikanten Anstig der abdominalen Temperatur (1-4
Stunden), gefolgt von einer zweiten Phase einhergehend mit einem starken Abfall der
Korperkerntemperatur wéihrend der Dunkelphase (10-15 Stunden, B und C). Die
Gegeniiberstellung von LPS-behandelten Tieren beider Genotypen ergab einen signifikant
hoheren Temperaturanstieg in der ersten Phase (1-4 Stunden) bei Fat-1 gegeniiber WT. Im
spiteren Verlauf der hypothermen Phase der LPS-Antwort (10—15 Stunden) zeigten Fat-1
jedoch die Tendenz einer rascheren Rekonvaleszenz (D). t = 0, Zeitpunkt der Injektion; *
verglichen wie angegeben, n.s. = nicht signifikant unterschiedlich; Tierzahlen: WT Baseline: n =
26, WT PBS: n =5, WT 2,5 mg LPS: n =6, Fat-1 Baseline: n =2, Fat-1 2,5 mg LPS: n=2
p-Werte: A: p =0,503, 0,149; B: p =0; C: p = 0,006, 0,047; D: p = 0,034, 0,296

3.2.1.2 Motorische Aktivitit

Die Aufzeichnung der Aktivitdtsprofile unter ®-3 defizienten Bedingungen ergab keinerlei
Unterschiede zwischen PBS-stimulierten und unbehandelten WT (Abbildung 43 A). Jedoch
war sehr auffillig, dass Fat-1 unter basalen Bedingungen deutlich hoéhere activity counts
aufwiesen (bis zu 1000) als WT (bis maximal 200) im selben Zeitraum. Hierbei war der Tag /
Nacht-Rhythmus mit Phasen der reduzierten / erhohten Aktivitdt aber fiir beide Genotypen
klar erkennbar (B und C). Die Stimulation mit der hohen LPS-Dosis reduzierte die Aktivitat
bei beiden Genotypen liber den gesamten Versuchszeitraum dramatisch. Es kam zum vélligen
Verlust des Aktivitdtsanstiegs wihrend der Dunkelphase. Diese Verdnderungen erreichten bei
den WT ein signifikantes Niveau in den untersuchten Zeitfenstern (B). Der direkte Vergleich
der LPS-behandelten Gruppen zeigte keine genotypspezifischen Unterschiede auf (D).
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Abbildung 43

Darstellung der motorischen Aktivitit der mit einer hohen LPS-Dosis (2,5 mg/kg KGW)
stimulierten, ®-3 defizient (n3 def.) gefiitterten Tiere der Teilstudie ,,Fat-1. Die Dunkelphase ist
mit einem grauen Kasten hinterlegt und mit ,,Nacht* gekennzeichnet. In A ist die vergleichende
Untersuchung von mit PBS-behandelten Wildtyp Miuse (WT, Kontrollen) mit WT unter
basalen Bedingungen dargestellt. Zu keinem Zeitpunkt waren Unterschiede in der Aktivitit
feststellbar. Der Tag / Nacht-Verlauf war deutlich nachvollziehbar. Die Verabreichung einer
hohen LPS-Dosis (2,5 mg/kg KGW) fiihrte bei beiden Genotypen zu einem massiven
Aktivititsverlust iiber den gesamten Versuchszeitraum, der jedoch lediglich bei WT ein
signifikantes Niveau erreichte (B und C). Die Gegeniiberstellung LPS-behandelter Tiere beider
Genotypen ergab vergleichbar reduzierte motorische Aktivitit in Fat-1 und WT (D). Zeitpunkt
der Injektion t = 0; * verglichen wie angegeben, n.s. = nicht signifikant unterschiedlich;
Tierzahlen: WT Baseline: n =25, WT PBS: n =5, WT 2,5 mg LPS: n = 6, Fat-1 Baseline: n = 2,
Fat-12,5mg LPS: n=2

p-Werte: A: p=0,27, 0,239; B: p=0,003 und p =0; C: p =0,22, 0,074; D: p =0,507, 0,138

3.3 Vergleich physiologischer Parameter beider Fiitterungsgruppen

Da sowohl Tiere mit einer ausgewogenen Fiitterung als auch mit einer ®-3 defizienten
Fiitterung im Versuchsvorhaben Verwendung fanden, lag die Untersuchung potentieller,
fiitterungsbedingter Unterschiede im Hinblick auf LPS-bedingte Krankheitssymptome nahe.
Die Gruppe ,,Fat-1 o-3 defizient, 50 pg/kg KGW LPS* konnte aufgrund von Verzdgerungen

im Zuchtvorhaben im Rahmen dieser Arbeit jedoch leider noch nicht aufgefiillt werden.
3.3.1 Physiologische Parameter

3.3.1.1 Abdominale Temperatur

Der Verlauf der abdominalen Korpertemperatur beider Genotypen sowohl unter
ausgewogener als auch unter o-3 defizienter Futterversorgung ist in Abbildung 44 dargestellt.
WT beider Fiitterungsgruppen zeigten nach Verabreichung einer geringen LPS-Dosis
(50 ng’kg KGW) einen gleichformigen Anstieg der Korpertemperatur im Zeitintervall ein bis
vier Stunden nach der Injektion, ohne detektierbare fiitterungsbedingte Unterschiede.
Wihrend der Dunkelphase zeigten ausgewogen erndhrte WT groflere Schwankungen der
Korpertemperatur, was zu einem signifikanten Unterschied im Vergleich zu -3 defizient
erndhrten WT im Zeitraum 10-15 Stunden fiihrte (A). Da die Versuchsgruppe ,,Fat-1 ®-3
defizient, 50 pg/kg KGW LPS* leider nicht aufgefiillt werden konnte, entféllt der Vergleich
der Fiitterungsgruppen dieses Genotyps (B). Unter basalen Bedingungen (Baseline) und ®-3
ausgewogener Erndhrung (C) war im Gegensatz zu »-3 defizienter Erndhrung (D) kein
Unterschied zwischen den untersuchten Genotypen nachweisbar. Defizient erndhrte Fat-1
zeigten im Intervall 10—15 Stunden post-injectionem und dartiber hinaus (bis ca. 17 Stunden)
eine im Vergleich zur WT-Gruppe signifikant erhohte Korpertemperatur (D).
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Abbildung 44

®-3 defiziente (n3 def.) Erndhrung hatte keinen Einfluss auf die friihe, LPS-induzierte (50 pg/kg
KGW) Fieberphase bei Wildtyp Mausen (WT), erhohte aber die Korpertemperatur wiahrend
der Nachtphase (A, Zeitraum 10-15 Stunden). Die Stimulation von -3 defizient gefiitterten Fat-
1 Tieren (Fat-1) mit 50 pg/’kg KGW LPS konnte leider nicht durchgefiihrt werden (B). Unter
basalen und ®-3 ausgewogenen Bedingungen konnte kein Unterschied der Temperaturverliufe
zwischen beiden Genotypen gefunden werden (C). Hingegen fiel eine signifikant hohere
Korpertemperatur bei ®-3 defizienten Fat-1 gegeniiber ®-3 defizienten WT in der Zeit 10-15
Stunden post-injectionem auf (D). Die Dunkelphase ist mit einem grauen Kasten hinterlegt und
mit ,,Nacht“ gekennzeichnet. t = 0, Zeitpunkt der Injektion; * verglichen wie angegeben, n.s. =
nicht signifikant unterschiedlich; Tierzahlen: WT Baseline: n = 3, WT Baseline n3 def.: n = 26,
WT 50 pg LPS: n =3, WT 50 pg LPS n3 def.: n =14 in den ersten 2h, 11 in den folgenden 2h, 8
in den folgenden 4h und 5 im gesamten restlichen Zeitraum, Fat-1 Baseline: n = 3, Fat-1
Baseline n3 def.: n =2, Fat-1 50 ng LPS n3 def.: n =2

p-Werte: A: p = 0,588, 0,006; C: p=0,324,0,295; D: p=0,257 und p=0

Der Einfluss einer ®-3 defizienten Erndhrung auf die Korpertemperatur von C57BL/6N
Maiusen in Abhingigkeit eines geringen LPS-Stimulus (50 pg/kg KGW) iiber 24 Stunden ist
in Abbildung 45 zusammenfassend dargestellt. In beiden Fiitterungsgruppen fiihrte die
Stimulation mit LPS zu einer Fieberentwicklung in den ersten Stunden post injectionem (A
und B, signifikantes Niveau wurde im Zeitraum ein bis vier Stunden erreicht). In der
Dunkelphase war der reguldre zirkardiane Temperaturanstieg unbeeinflusst. Der direkte
statistische Vergleich der LPS-stimulierten Gruppen ist bereits in Abbildung 44 A dargestellt
und ergab keinen Unterschied in der Auspragung der frithen Fieberphase, deckte jedoch einen
Unterschied zwischen beiden Gruppen in der Dunkelphase auf. Hier zeigten ®-3 defizient
gefiitterte Tiere einen stabileren Anstieg der Korpertemperatur, der einer groferen Zahl
untersuchter Tiere geschuldet ist (C).
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Abbildung 45

Wirkung von LPS (50 pg/kg KGW) auf ®-3 defizient (n3 def.) und ausgewogen gefiitterte
Wildtyp Miuse (WT). o-3 defiziente Erniihrung hatte dabei keinen Einfluss auf die friihe, LPS-
induzierte (50 pg/kg KGW) Fieberphase, erhohte aber die Korpertemperatur wihrend der
Nachtphase (C ist identisch mit Abbildung 44 A). A ist identisch mit Abbildung 40 A und zeigt
die Reaktion ausgewogen gefiitterter WT auf LPS. Tiere beider Fiitterungsgruppen zeigten
identische Reaktionen auf den LPS-Stimulus, mit einem signifikanten Temperaturanstieg im
Zeitraum 1-4 h post injectionem und einem reguliren Temperaturanstieg wihrend der
Dunkelphase (B und C). Die Dunkelphase ist mit einem grauen Kasten hinterlegt und mit
»Nacht“ gekennzeichnet. t = 0, Zeitpunkt der Injektion; * verglichen wie angegeben, n.s. = nicht
signifikant unterschiedlich; Tierzahlen: WT Baseline: n = 3, WT Baseline n3 def.: n =26, WT 50
pg LPS: n =3, WT 50 pg LPS n3 def.: n = 14 in den ersten 2h, 11 in den folgenden 2h, 8 in den
folgenden 4h und 5 im gesamten restlichen Zeitraum

p-Werte: A: p =0,001, 0,789; B: p =0, 0,631; C: p = 0,588, 0,006
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3.3.1.2 Motorische Aktivit:it

Analog zu den Temperaturdaten wurden auch die aufgezeichneten Aktivititsdaten auf
fiitterungsbedingte Unterschiede zwischen den Gruppen analysiert. Dabei waren keine
fiitterungsbedingten Abweichungen der Reaktion auf die Verabreichung einer geringen LPS-
Dosis (50 pg/kg LPS) bei WT zu erkennen (Abbildung 46 A). Wie oben bereits erwahnt fehlt
die Gruppe ,,Fat-1 ®-3 defizient, 50 pg LPS 24h*. Somit konnte fiir diesen Genotyp kein
direkter Vergleich angestellt werden. Ahnliche Ergebnisse wie bei entsprechenden
Temperaturdaten wurden fiir die Aktivitdt beider Genotypen unter basalen Bedingungen
(Baseline) gefunden. Normal gefiitterte Fat-1 waren dabei nicht von WT zu unterscheiden
(C), wohingegen in den w-3 defizient gefiitterten Gruppen deutliche Unterschiede ausgemacht
werden konnten. Sowohl im Zeitraum ein bis vier Stunden als auch im Zeitraum 10-15
Stunden waren Fat-1 Tiere mit Aktivititen von bis iiber 1000 counts signifikant mobiler als
WT (D).
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Abbildung 46

-3 defiziente (n3 def.) Ernihrung hatte keinen Effekt auf das Aktivititsprofil nach Stimulation
mit einer geringen LPS-Dosis (50 pg/kg KGW) bei Wildtyp Miusen (WT, A). Die Stimulation
von ®-3 defizient gefiitterten Fat-1 Tieren (Fat-1) mit 50 pg/kg KGW LPS konnte leider nicht
durchgefiihrt werden (B). Unter basalen und ®-3 nutritiv ausgewogenen Bedingungen konnte
kein Unterschied des Aktivititsprofils beider Genotypen nachgewiesen werden (C). Hingegen
fiel eine signifikant hohere Aktivitit bei -3 defizienten Fat-1 gegeniiber -3 defizienten WT in
beiden betrachteten Zeitrdumen auf (D). Die Dunkelphase ist mit einem grauen Kasten
hinterlegt und mit ,,Nacht“ gekennzeichnet. t = 0, Zeitpunkt der Injektion; * verglichen wie
angegeben, n.s. = nicht signifikant unterschiedlich; Tierzahlen: WT Baseline: n = 3, WT Baseline
n3 def.: n =25, WT 50 pg LPS: n =3, WT 50 pg LPS n3 def.: n = 13 in den ersten 2h, 10 in den
folgenden 2h, 8 in den folgenden 4h und 5 im gesamten restlichen Zeitraum, Fat-1 Baseline: n =
3, Fat-1 Baseline n3 def.: n = 2, Fat-1 50 ng LPS n3 def.: n =2

p-Werte: A: p = 0,528, 0,122; C: p =0,976, 0,699; D: p = 0,015, 0

Eine zusammenfassende Darstellung des erndhrungsbedingten Einflusses auf die motorische
Aktivitdt von WT in Abhéingigkeit eines LPS-Stimulus (50 pg/kg KGW) iiber 24 Stunden ist
in Abbildung 47 zu finden. Nur bei den ®-3 defizienten WT erreichte die LPS-bedingte
Reduktion der motorischen Aktivitit im Zeitraum ein bis vier Stunden ein signifikantes

Niveau (B). Die Gegenliberstellung beider Fiitterungsvarianten unter LPS-Einfluss deckte
keinerlei Unterschiede auf (C).
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Abbildung 47

Wirkung von LPS (50 pg/kg KGW) auf die Aktivitit ®-3 defizient (n3 def.) und ®-3 ausgewogen
gefiitterter Wildtyp Miuse (WT). ®-3 defiziente Ernihrung hatte dabei im direkten Vergleich
keinen Einfluss auf das Ausmall, der LPS-bedingten (50 pg/kg KGW) friihen
Aktivitiatsverringerung. Auch zum spiiteren Zeitpunkt waren keine Einfliisse der Ernihrung auf
das Aktivititsverhalten erkennbar (C ist identisch mit Abbildung 46 A). A ist identisch mit
Abbildung 41 A und zeigt die LPS-induzierte Verringerung der Aktivitiit bis etwa vier Stunden
nach Injektion bei ausgewogen gefiitterten Tieren, wobei kein signifikanter LPS-Effekt erreicht
wurde. ®-3 defizient gezogene WT zeigten dagegen eine ausgeprigtere Reduktion der Aktivitit
bis vier Stunden post injectionem, die ein signifikantes Niveau erreichte (B). Die Dunkelphase ist
mit einem grauen Kasten hinterlegt und mit ,,Nacht“ gekennzeichnet. t = 0, Zeitpunkt der
Injektion; * verglichen wie angegeben, n.s. = nicht signifikant unterschiedlich; Tierzahlen: WT
Baseline: n = 3, WT Baseline n3 def.: n =25, WT 50 pg LPS: n =3, WT 50 pug LPS n3 def.: n =
13 in den ersten 2h, 10 in den folgenden 2h, 8 in den folgenden 4h und 5 im gesamten restlichen
Zeitraum

p-Werte: A: p = 0,062, 0,887; B: p =0,019, 0,769; C: p = 0,357, 0,168; D: p = 0,528, 0,122
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3.4 Korpergewicht, Futter- und Wasseraufnahme

Abbildung 48 stellt die Entwicklung des Korpergewichts (A) sowie die Futter (B) - und
Wasseraufnahme (C) prozentual zum Korpergewicht der Tiere dar. Daten wurden iiber einen
Zeitraum von 24 Stunden erhoben. Ein Stimulus von 50 pg/kg KGW LPS bedingte bei ®-3
ausgewogen erndhrten Tieren beider Genotypen gleichermallen eine Reduktion des
Korpergewichtes sowie eine Adipsie und Anorexie (A-C, linke Spalte). Fiir o-3 defizient
gezogene WT lieB sich ein dosisabhéngiger Effekt fiir alle drei Parameter beobachten, wobei
sich die Situation unter basalen Bedingungen (Baseline) erwartungsgemall nicht von einer
Behandlung mit PBS unterschied (A-C, mittlere Spalte). ®-3 defizient gezogene Méuse beider
Genotypen reagierten ebenfalls identisch mit einem signifikanten Gewichtsverlust, einer
dramatischen Anorexie sowie Adipsie auf die Injektion einer hohen LPS-Dosis (2,5 mg/kg
KGW; Haupteffekt Behandlung, Wasseraufnahme und Anderung des Kérpergewichts jeweils
p < 0,001, Futteraufnahme p < 0,001).
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Abbildung 48

Korpergewicht (A, KGW), Futter- (B) und Wasseraufnahme (C) der Tiere aller Gruppen iiber
einen Zeitraum von 24 Stunden unter basalen Bedingungen (Baseline) und nach Behandlung mit
PBS, 50 pg/kg KGW LPS oder 2,5 mg/kg KGW LPS. Es sind sowohl Daten von ®-3 ausgewogen
erndhrten Tieren als auch Daten ®-3 defizient (n3 def.) erniihrter Tiere dargestellt. Miuse
jeweils beider Fiitterungsgruppen und Genotypen zeigten eine LPS-bedingte, signifikante
Reduktion des Korpergewichtes (A, links und rechts) sowie eine Anorexie und Adipsie (B und C,
links und rechts). Bei ®-3 defizient (n3 def.) gefiitterten Wildtyp Tieren (WT, A — C, Mitte) war
jeweils ein dosisabhingiger Effekt nachvollziehbar. * verglichen wie angegeben (Mitte), *
Haupteffekt Behandlung (links und rechts), n.s. = nicht signifikant unterschiedlich; Tierzahlen:
WT normal gefiittert: n = 2 pro Gruppe, Fat-1 normal gefiittert: n = 3 pro Gruppe, WT n3 def.
Baseline: n = 25 fiir Futter, n = 26 fiir Wasser und KGW, WT n3 def. PBS: n =5, WT n3 def. 50
pg LPS: n =5, WT n3 def. 2,5 mg LPS: n = 6, Fat-1 n3 def. Baseline: n = 3, Fat-1 n3 def. 2,5 mg
LPS:n=3

p-Werte: A, links: Haupteffekt LPS vs. Baseline p = 0,0181; mitte: * p < 0,001, 0,01; rechts:
Haupteffekt LPS vs. Baseline p = 0,0001; B, mitte: * p < 0,001; rechts: Haupteffekt LPS vs.
Baseline p <0,001; C, mitte: * p <0,001, 0,01; rechts: Haupteffekt LPS vs. Baseline p < 0,0001

3.5 Periphere Zytokine

Es wurden Bioassays aus gewonnenen Plasmaproben zur Erfassung von IL-6 und TNF-a
durchgefiihrt, um den Einfluss von Genotyp (WT / Fat-1) und Behandlung (PBS / 50 pg LPS /
2,5 mg LPS) auf im Blut zirkulierende bioaktive und inflammatorische Mediatoren zu

untersuchen.

3.5.1 IL-6 Konzentrationen

Ausgewogen »-3 gefiitterte Tiere beider Genotypen zeigten 24 Stunden nach Stimulation mit
50 pg/lkg KGW LPS weitgehend identische IL-6-Plasmakonzentrationen (Abbildung 49,
links). ®-3 defizient erndhrte WT reagierten auf den LPS-Stimulus mit einem
dosisabhingigen Anstieg der IL-6-Plasmakonzentration. Entsprechend der beschleunigten
Normalisierung der Korpertemperatur von Fat-1 Tieren, zeigten diese Tiere 24 Stunden nach
Behandlung mit der hohen LPS-Dosis signifikant reduzierte Plasma-IL-6-Werte, die
vergleichbar mit Werten von WT nach PBS-Behandlung waren (Abbildung 49, rechts).
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Abbildung 49

Plasmakonzentrationen von Interleukin (IL)-6 24 Stunden nach Stimulation mit phosphate-
buffered saline (PBS), 50 ng/kg Korpergewicht (KGW) Lipopolysaccharid (LPS) oder 2,5 mg/kg
KGW LPS. Links sind Daten fiir Fat-1 Tiere (Fat-1) und Wildtyp Tiere (WT) unter normaler
Diit und nach 50 pg/kg LPS abgebildet. Rechts sind Ergebnisse unter -3 defizienter Diiit (n3
def.) dargestellt. * verglichen wie angegeben, n.s. = nicht signifikant unterschiedlich; Tierzahlen:
Normalfutter: n =3 pro Gruppe, WT PBS: n =4, WT 50 ug LPS: n =5, WT 2,5 mg LPS: n =6,
Fat-1 2,5 mg: n = 2; p-Werte: links: p = 0,3327; rechts: * p < 0,05
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3.5.2 TNF-o Konzentration
Bioaktives TNF-o wurde im Rahmen der Versuche mit einem Endzeitpunkt von 24 Stunden
in keiner Plasmaprobe detektiert.

4. Physiologische Parameter von C57Bl/6N und Fat-1 Méusen unter

-3 defizienter nutritiver Versorgung bei NES
Ein Kifigwechsel von Haltungskifigen in Experimentalkidfige war fiir den Versuchsablauf
ohnehin nétig. Dieser induziert eine psychologische Stresssituation bei Méusen und wird auch
als novel environment stress (NES) bezeichnet. Die Korpertemperatur und motorische
Aktivitdt wurde flr jedes Tier wihrend der ersten vier Stunden in der neuen Umgebung
aufgezeichnet.

4.1.1.1 Abdominale Temperatur

Beide Genotypen reagierten mit einem Anstieg der Korpertemperatur wihrend der ersten 2,5
Stunden nach Beginn des Kifigwechsels. Folgend fiel die Korpertemperatur auf basales
Niveau. Als Auffilligkeit ist die Tatsache zu nennen, dass die Ausprigung des
stressinduzierten =~ Temperaturanstieges  genotypspezifisch  differierte, Fat-1  waren
empfindlicher als WT und zeigten einen statistisch signifikant hoheren Anstieg der
Korperkerntemperatur (Abbildung 50).
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Abbildung 50

Verlauf der Korperkerntemperatur (A T abd.) wihrend des Kéfigwechsels (NES, OF) und unter
basalen Bedingungen (Baseline, A) sowie die Darstellung als Temperaturindex (B). Fat-1 zeigten
dabei eine hohere Stressempfindlichkeit als WT, was sich in einem signifikant hoheren
Temperaturanstieg widerspiegelte. * Haupteffekt Behandlung (NES vs. Baseline), § Haupteffekt
Genotyp (WT vs. Fat-1), & WT NES vs. Fat-1 NES, + vs. Baseline; Tierzahlen: WT je: n = 26,
Fat-1 je:n=3

p-Werte: A: * Haupteffekt Behandlung p = 0, § Haupteffekt Genotyp p = 0,027und p=0, & p =
0,000422, + p =0,000161; B: * p <0,0001, § p=0,0037

4.1.1.2 Motorische Aktivitiit

Als Reaktion auf den Kéfigwechsel erhohte sich die Aktivitét aller Méuse deutlich, was als
Erkunden der unbekannten Umgebung interpretiert werden kann. Nach 1,5 Stunden reduzierte
sich die Aktivitdt auf basale Werte. Analog zum Verlauf der abdominalen Kd&rpertemperatur
zeigten Fat-1 eine erhohte Aktivitit gegeniiber WT im Zeitraum 0,75 bis 1,25 Stunden. Ein
Haupteffekt des Genotyps bei Betrachtung der kumulativen Aktivitét lag allerdings nicht vor
(Abbildung 51).
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Abbildung 51

Aktivitatsprofil der Miiuse wihrend des Kifigwechsels (NES, OF) und unter basalen
Bedingungen (Baseline, A) sowie die kumulative Darstellung der Aktivitiit iiber den Zeitraum
von vier Stunden (B). Fat-1 zeigten eine erhohte Aktivitit im Vergleich zu WT. * Haupteffekt
Behandlung (NES vs. Baseline), § Haupteffekt Genotyp (WT vs. Fat-1), & WT NES vs. Fat-1
NES, + vs. Baseline; Tierzahlen: WT Baseline: n =2, WT NES: n =26, Fat-1 je:n=3

p-Werte: A: * Haupteffekt Behandlung p = 0, § Haupteffekt Genotyp p = 0,018, & p = 0,000197,
+p =0,000162; B: * p <0,0001
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5. Verteilungsmuster verschiedener Phospholipide,
Lysophospholipide und unveresterter Fettsduren im Bereich der
praoptischen Region und des OVLTs

Die Auswertung der durchgefiihrten MALDI-Experimente zeigte unter anderem spezifische
Verteilungsmuster verschiedener Phospholipide sowie einiger unveresterter FS auf. Hierbei
ist zunéchst die generell sehr hohe Korrelation lichtmikroskopischer Bilder und aus MALDI-
Daten generierter Bilder festzuhalten. Neben den in Zellmembranen am héaufigsten
vertretenden Phosphatidylcholinen (PC), Phosphatidylethanolaminen (PE),
Phosphatidylserinen (PS) und Sphingomyelinen (SM) konnten auch Phosphatidylinositole
(PI), Phosphatidylglycerine (PG) sowie Phosphatidylsdure (PA, phosphatidic acid)
angesprochen werden. Des Weiteren gelang der Nachweis von Lysophospholipiden, die sich
durch den Verlust der veresterten FS an der sn-2 Position auszeichnen, hier sind LysoPC
(LPC), LysoPE (LPE), LysoPA (LPA) und LysoPI (LPI) zu nennen. Weiterhin existieren
Plasmalogene, deren Nachweis ebenfalls gelang. Plasmalogene sind sogenannte Vinyl-ether,
an deren sn-1 Position statt einer FS ein langkettiger Alkohol gebunden ist und die
typischerweise an der sn-2 Position eine langkettige ungesittigte FS tragen (PUFA). Ihre
Funktion als Speicher fiir DHA und AA wird in der Literatur immer wieder diskutiert [42, 60,
168, 178]. Die Kopfgruppe ist iiblicherweise ein Cholin (PC P) oder ein Ethanolamin [64].
Analog kommen auch hier Lysoformen vor, die lediglich eine Kohlenwasserstoffkette an der
sn-1 Position tragen. Im Rahmen dieser Arbeit gelang der Nachweis eines Lysocholin
Plasmalogens (LPC P) sowie verschiedener Ethanolamin Plasmalogene (PE P).
Massenspektrometrisch lassen sich Plasmalogene aufgrund identischer Summenformeln nicht
von entsprechenden 1-O-Alkylethern (PC O, PE O) unterscheiden [66], weshalb neben der
Plasmalogenbezeichnung meist eine Alkyletherbezeichnung aufgefithrt wurde. Die
Gesamtzahl der in den beiden Seitenketten vorhandenen Kohlenstoffatome sowie die Anzahl
an enthaltenen Doppelbindungen sind nach dem Schema (C-Atome : Doppelbindungen)
angegebenen. Soll eine Differenzierung der FS an der sn-1 und sn-2 Position vorgenommen
werden, wird das Schema (sn-1 / sn-2) angewendet. Im Folgenden sind vornehmlich Bilder
von Massensignalen gezeigt, die in jeweils allen Messungen des entsprechenden Ionen-
Modus detektiert werden konnten.

5.1 Messungen im positiven Ionen-Modus

Es wurden coronale Gehirnschnitte von Mausen auf Hohe der pridoptischen Region und des
OVLTs angefertigt und gemessen. Um einen Eindruck der Gesamtverteilung verschiedener
Zielsubstanz zu gewinnen, wurde ein Gehirnschnitt eines Kontrolltiers (WT PBS) in seiner
Gesamtheit gemessen (38 um Pixelgrofle). Schnitte von mit LPS behandelten Tieren sollten
mit einer hoheren rdumlichen Auflésung betrachtet werden (10 um PixelgroBe). Dafiir wurde
die Messung auf den Bereich des OVLTs und die pridoptische Region beschrénkt.
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Nach MALDI-Messungen im positiven Ionen-Modus wurde im gewonnen Datensatz sowohl
gezielt nach Massensignalen bekannter Substanzen wie z.B. verschiedener Rv, FS und
Phospholipide als auch ungezielt nach Substanzen mit spezifischem Vorkommen im OVLT
gesucht. Rv, NPDI, Maresin-1 und Prostaglandine konnten nicht sicher angesprochen
werden. AuBlerdem gelang kein Nachweis unveresterter FS. Vollstindige Listen
angesprochener und nicht aufgefundener Massen befindet sich am Ende dieser Arbeit (siche
VID).

Im positiven Ionen-Modus nachgewiesene Lysophosphocholine (LPCs)

Im positiven Ionen-Modus konnten LPC (16:0), (16:1), (18:0), (18:1) sowie (18:2)
(Abbildung 52, Abbildung 53, Abbildung 54, Abbildung 55 und Abbildung 56) erfasst
werden. Die Betrachtung der Verteilungsmuster all dieser Verbindungen zeigte eine erhdhte
Signalintensitdt im Bereich des OVLTs und der prdoptischen Region fiir das mit LPS
behandelte Fat-1 Tier. Im Kontrolltier war hingegen eher eine homogene Verteilung der oben
genannten LPCs im Bereich der prioptischen Region und dem OVLT festzustellen. Als
Ausnahme von diesem Muster muss hierbei LPC (18:2) (Abbildung 56) genannt werden.
Diese Substanz zeigte in alle Situationen (Behandlung und Genotyp) ein scharf umrissenes,
deutlich verstirktes Signal in der entsprechenden Zielregion. Am deutlichsten war dieser
Effekte jedoch wieder bei dem mit LPS-behandelten Fat-1 Tier zu sehen.
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Abbildung 52

LPC (16:0) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Teilbild A stellt eine Lichtmikroskopische Aufnahme der
anatomischen Gegebenheiten dar. Teilbild B zeigt eine schematische Darstellung der Region
sowie die Lokalisation der Sehnervenkreuzung (ox). In D2 und E2 sind jeweils eine zweifache
Vergroflerung des gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1, in C2 eine vierfache
Vergroflerung der Darstellung in C1 zu sehen. Gemessene Pixelgrofle in C =38 pm, in D und E
=10 pm; gemessene Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 jeweils
in Zeile 3.
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LPC (16:1)

Abbildung 53

LPC (16:1) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypmiiusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergroflerung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgroflie in C = 38 um, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 jeweils
in Zeile 7.

- 140 -



Ergebnisse
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Abbildung 54

LPC (18:0) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergrofierung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofle in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 jeweils in
Zeile 10.
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LPC (18:1)

Abbildung 55

LPC (18:1) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Lésungsmittel (PBS, C) bei Wildtypmiiusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergroflerung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C = 38 um, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 13, 13 bzw. 12.
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Abbildung 56

LPC (18:2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergrofierung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofle in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 17, 17 bzw. 15.
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Ergebnisse

Im positiven Ionen-Modus nachgewiesene Lysophosphoethanolamine (LPEs)

Die Verteilungsmuster angesprochener LPEs unterschieden sich deutlich von denen der
LPCs. LPE (16:0) (Abbildung 57) und (18:0) (Abbildung 58) waren nahezu iiber den
gesamten analysierten Bereich hinweg homogen verteilt. Ein deutlicher Unterschied der
Verteilung beider Substanzen war allerdings im Bereich des OVLTs zu sehen. Im Gegensatz
zu LPE (18:0) gelang hier kein Nachweis von LPE (16:0). Dieser ausgesparte Bereich konnte
vor allem fiir das LPS-stimulierte Fat-1 Tier gezeigt werden. Leitungsstrukturen (corpus
callosum, Sehnerv und vordere Kommissuren) stellten sich in Teilen fiir LPE (16:0)
geringgradig signalintensiver als die Umgebung dar. Ein wiederrum anderes
Verteilungsmuster mit deutlichen Signalen in allen Leitungsbahnen wies LPE (18:1) auf
(Abbildung 59).
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LPE (16:0)

WT PBS

WT LPS

Fat-1 LPS

Abbildung 57

LPE (16:0) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Liosungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 zu sehen. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergrofierung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofle in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 = 240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 27, 26 bzw. 23.
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Abbildung 58

LPE (18:0) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 zu sehen. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergrofierung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofle in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 29, 28 bzw. 25.
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Abbildung 59

LPE (18:1) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergrofierung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofle in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 = 240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 23, 22 bzw. 19.
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Ergebnisse

Im positiven Ionen-Modus nachgewiesene Phosphatidylsaure (PA)

Dariiber hinaus gelang der Nachweis eines PAs, welches zu geringen Teilen mit
Arachidonséure verestert ist [23]. Hierbei handelte es sich um das in der préoptischen Region
vorwiegend homogen verteilte PA (38:5) (Abbildung 60). Leitungsbahnen zeigten reduzierte
Signale. Ebenso zeichnet sich dezent der Bereich des Nucleus praeopticus medianus (MnPO)
durch eine reduzierte Signalintensitéit ab. In der Kontrollmessung (WT PBS) fiel ein deutlich
abgeschwichtes Signal im Bereich des OVLTs auf. Ein mit dem Auftreten von PA (38:5)
vergleichbares Verteilungsmuster fand sich fiir PC (36:4) (Abbildung 61).
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PA (38:5)
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Abbildung 60

PA (38:5) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypmiiusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 zu sehen. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache VergroBlerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergroflerung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C = 38 um, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 67, 71 bzw. 69.
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Im positiven Ionen-Modus nachgewiesene Phosphatidylcholine (PCs)

Andere nachgewiesene PCs als PC (36:4) (PC (38:4), (40:6) und (40:7)) zeigten sehr
dhnliche, nahezu identische Verteilungsmuster mit fehlendem Signal im OVLT (Abbildung
62, Abbildung 63, Abbildung 64). Als Besonderheit ist PC (38:6) zu nennen. In beiden
Messungen der WT Tiere (LPS und PBS) waren Signale im OVLT reduziert, jedoch im LPS-
stimulierten Fat-1 Tier erhoht (Abbildung 65). Sowohl fiir PC (36:4) als auch fiir PC (38:4)
und PC (38:6) sind Veresterungen mit AA beschrieben. In PC (38:6) kommen diese allerdings
nur selten vor. PC (40:6) sowie PC (40:7) tragen typischerweise eher DHA an ihrer sn-2
Position [23].
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PC (36:4)

Fat-1 LPS

Abbildung 61

PC (36:4) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergroflerung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 31, 31 bzw. 28.
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Abbildung 62

PC (38:4) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Lésungsmittel (PBS, C) bei Wildtypmiiusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergroflerung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C = 38 um, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 33, 33 bzw. 31.
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Abbildung 63

PC (40:6) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergrofierung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofle in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 44, 45 bzw. 44.
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Abbildung 64

PC (40:7) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergroflerung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofle in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 46, 47 bzw. 46.
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Abbildung 65

PC (38:6) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 zu sehen. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergrofierung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergrofierung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofle in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 38, 39 bzw. 37.

- 155 -



Ergebnisse

Im positiven Ionen-Modus nachgewiesene Phosphatidylethanolamine (PEs) und
Phosphatidylserin (PS)

Entsprechend dem Auftreten der meisten PCs stellten sich gefundene PEs dar. Sowohl PE
(38:6) als auch PE (40:6) zeichneten sich durch ein abgeschwéchtes bis fehlendes Signal im
Bereich des OVLTs aus (Abbildung 66, Abbildung 67). Das Selbe galt fiir das einzige im
positiven lonen-Modus ansprechbare PS (Abbildung 68). Nachgewiesene PEs sowie PS
(40:6) tragen verschieden haufig, aber regelméfig DHA [23].
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Abbildung 66

PE (38:6) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergroflerung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofle in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 52, 55 bzw. 53.
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Abbildung 67

PE (40:6) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 zu sehen. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergrofierung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofle in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 55, 58 bzw. 56.
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Abbildung 68

PS (40:6) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméiusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergrofierung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofle in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 = 240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 71, 76 bzw. 75.
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Ergebnisse

Im positiven Ionen-Modus nachgewiesene Plasmalogene

Weniger gleichformig beziiglich ihres rdumlichen Auftretens stellte sich die Gruppe der
Plasmalogene dar. Fiir PE (P-40:4) sowie PE (P-40:6) lag ein dhnliches Verteilungsmuster
wie bei den bereits beschriebenen PEs und PCs mit abgeschwéchten Signalen in der Region
des OVLTs vor (Abbildung 69, Abbildung 70). In Bereichen von Leitungsbahnen
unterschieden sich jedoch beide voneinander. PE (P-40:4) zeigte nicht die fiir die meisten
Substanzen typische Signalabschwichung im Bereich des Corpus callosum. PE (P-38:6) war
im Bereich des OVLTs weitgehend homogen verteilt, jedoch mit einem wie bereits fiir PA
(38:5) beschrieben, dezent abgeschwéchten Signal in der Region des MnPO (Abbildung 71).
Ein weiteres Plasmalogen konnte nachgewiesen werden. Hierbei handelte es sich um PE (P-
36:4) (Abbildung 72). Dieses Plasmalogen wies ein weiteres, bisher noch nicht erwéhntes,
rdumliches Auftreten / Verteilungsmuster auf. Leitungsbahnen (Corpus callosum, Sehnerv
und vordere Kommissur) sowie Regionen des Striatums wiesen deutliche Signale auf.
AuBerdem waren Signalstirken im OVLT beider LPS-stimulierter Genotypen hoher
ausgeprigt als in der Kontrollsituation. Die Region des MnPO hingegen wies in allen

Behandlungssituationen eine Signalreduktion im Vergleich zu umgebendem Gewebe auf.
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Abbildung 69

PE (P-40:4) / PE (0-40:5) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT) und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C
und D) sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in
Teilbild A und B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache
Vergroflerung des gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache
Vergroflerung der Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C = 38 pm, in D und E = 10 pm;
gemessene Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 62, 67 bzw. 65.
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Abbildung 70

PE (P-40:6) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kh
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypmiiusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergroflerung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C = 38 um, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 65, 69 bzw. 67.
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Abbildung 71

PE (P-38:6) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C und D)
sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und
B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache Vergroflerung des
gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache Vergrofierung der
Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C = 38 pm, in D und E = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in Zeile
61, 65 bzw. 63.
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Abbildung 72

PE (P-36:4) / PE (0-36:5) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT) und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C
und D) sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in
Teilbild A und B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache
Vergroflerung des gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache
Vergroflerung der Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C =38 pm, in D und E = 10 pm;
gemessene Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 = 240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 57, 61 bzw. 59.
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Im positiven Ionen-Modus nachgewiesenes Lysocholin Plasmalogen (LPC P)

Nur ein einziges Lysocholin Plasmalogen konnte dokumentiert werden. LPC (P-18:0) zeigte
ein sporadisches, gleichmiBig diffuses Vorkommen im Gehirnschnitt (Abbildung 73). Bei der
Auswertung fielen keine Bereiche mit erhohter oder reduzierter Signalintensitdt auf.
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Abbildung 73

LPC (P-18:0) / LPC (0O-18:1) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT) und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C
und D) sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in
Teilbild A und B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache
Vergroflerung des gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache
Vergroflerung der Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C =38 pm, in D und E = 10 pm;
gemessene Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 = 240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 20, 19 bzw. 17.
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Im positiven Ionen-Modus nachgewiesene Sphingomyeline (SMs)

Sphingomyeline als Untergruppe der Sphingolipide sind vor allem fiir ihr Vorkommen in der
Mpyelinschicht bekannt, die Axone umgibt [220]. Eingang in diese Arbeit fanden zwei
Vertreter, zum einen SM (d38:1) und zum anderen SM (d38:2) (Abbildung 74, Abbildung
75). Beide zeichneten sich durch ein starkes, scharf abgegrenztes Signal vor allem in der
Region des OVLTs aus. SM (d38:1) zeigte dariiber hinaus ein weitgehend homogenes
Auftreten im gesamten Gehirnparenchym. Signale waren zusitzlich in der Peripherie und dem
Ependym des ersten und zweiten Ventrikels leicht verstirkt. Der Nachweis von SM (d38:2)
hingegen gelang fast ausschlieSlich im Bereich des OVLTs sowie mit einem sehr schwachen
Signal im Ependym des ersten und zweiten Gehirnventrikels.
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Abbildung 74

Sphingomyelin (SM) d38:1 Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT) und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C
und D) sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in
Teilbild A und B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache
Vergroflerung des gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache
Vergroflerung der Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C =38 pm, in D und E = 10 pm;
gemessene Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 74,79 bzw. 78.
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Abbildung 75

Sphingomyelin (SM) d38:2 Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT) und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C
und D) sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in
Teilbild A und B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache
Vergroflerung des gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache
Vergroflerung der Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C =38 pm, in D und E = 10 pm;
gemessene Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 = 240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 75, 80 bzw. 80.
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Andere im positiven lonen-Modus nachgewiesene Signale

Ein analoges rdumliches Auftreten zu den angesprochenen Sphingomyelinen konnte fiir eine
Substanz der Masse m/z 874,53 nachgewiesen werden. Trotz intensiver Suche in diversen
Datenbanken konnte dieser Masse keine Substanz zugeordnet werden (Abbildung 76). Um
eine eventuelle Identifizierung zu ermoglichen, miissten weitere Experimente (z.B. MS/MS)
angeschlossen werden.

N-Acetylaspartylglutamat ist ein nahezu ausschlieBlich im Nervensystem vorkommendes
Neuropeptid [195], dessen Nachweis mittels MALDI im positiven Ionen-Modus gelang
(Abbildung 77). Bei der hier zum Einsatz geckommenen rdumlichen Auflésung von 38 oder 10
um erscheint die rdumliche Verteilung diffus {iber das gesamte Parenchym verteilt, jedoch mit
einer starken Anreicherung im Sehnerv. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Peptid N-
Acetylaspartylglutamat exemplarisch und beispielhaft als ein Zielparameter dargestellt, der
nicht zur Gruppe der Lipide zdhlt.

Phosphatidylinositole konnten im positiven Ionen-Modus generell nicht angesprochen
werden.
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Abbildung 76

Signale der Masse m/z 874,53 einer unbekannten Substanz im Bereich des Organum vasculosum
laminae terminalis (OVLT) und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer
Applikation von 2,5 mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei
Wildtypmiusen (C und D) sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische
Gegebenheiten ist in Teilbild A und B der Abbildung 52 dargestellt. In D2 und E2 ist jeweils eine
zweifache Vergroflerung des gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine
vierfache Vergroflerung der Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C =38 pm, in D und E
=10 pm; gemessene Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 = 250 x 200, E1 = 240 x 230.

Weitere gefundene Massensignale denen keine Substanz zugeordnet werden konnte sind in
Tabelle 35 aufgefiihrt.
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Abbildung 77

N-Acetylaspartylglutamat Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT) und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, D und E) oder Losungsmittel (PBS, C) bei Wildtypméusen (C
und D) sowie einem Fat-1 Tier (E). Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in
Teilbild A und B der Abbildung 52 zu sehen. In D2 und E2 ist jeweils eine zweifache
Vergroflerung des gekennzeichneten Bereichs aus D1 und E1 zu sehen; in C2 eine vierfache
Vergroflerung der Darstellung in C1. Gemessene Pixelgrofie in C =38 pm, in D und E = 10 pm;
gemessene Pixelanzahl: C1 =250 x 160, D1 =250 x 200, E1 =240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34 in
Zeile 77, 83 bzw. 83.
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5.2 Messungen im negativen lonen-Modus

Auch bei Messungen im negativen lonen-Modus wurden coronale Gehirnschnitte von Mausen
auf Hohe der priaoptischen Region und des OVLTs angefertigt und gemessen. Hier wurde auf
die Messung eines Gesamtschnittes in geringer rdumlicher Auflosung verzichtet. Schnitte
aller Gruppen sollten mit einer hohen rdumlichen Auflosung vergleichend ausgewertet
werden (10 um PixelgréBe). Daflir wurden erneut der fiir die Fieberentstehung wichtige
kleine Bereich des OVLTs und die umliegende praoptische Region als Zielregion ausgewahlt.
Um eine der MALDI-Messung anschliefende Teilbetrachtung mittels
Immunfluoreszenzfarbung zu testen, wurde in einigen Versuchen eine Vertikale durch das
OVLT gelegt und lediglich eine Seite dieser Spiegelachse mit Hilfe von MALDI gemessen.

Nach MALDI-Messungen im negativen lonen-Modus wurde im gewonnen Datensatz gezielt
nach Massensignalen bekannter Substanzen wie z.B. verschiedenen Rv, FS und
Phospholipiden gesucht. Kleine Lipidmediatoren wie Prostaglandine, Rv, Leukotriene, 2-AG,
Maresine und Neuroprotectine konnten auch im negativen lonen-Modus nicht sicher
nachgewiesen werden. Ebenso gelang kein Nachweis von unveresterter EPA. Vollstindige
Listen angesprochener sowie nicht aufgefundener Massen befindet sich am Ende dieser
Arbeit (siehe VII). Auf eine ungezielte Suche von Massensignalen mit spezifischem, auf das
OVLT beschrinktem Vorkommen wurde hier verzichtet. Bei Messungen im negativen lonen-
Modus kam es zu Problemen der internen Kalibrierung des Massenspektrometers, was die
Verschiebung aller Messwerte um einige ppm zur Folge hatte. Eine Zuordnung dieser Signale
auf Grundlage der hier nicht absolut korrekt erfassten akkuraten Masse hitte zu massiven

Analyseungenauigkeiten beigetragen (siehe hierzu auch 11.9.2.1.6).

Wihrend der Messungen des mit LPS behandelten WT Tieres kam es zu einem nicht
erklarbaren Verlust der Signalintensitit (Pixeldichte nimmt von rechts nach links ab). Die
gewonnenen Daten wurden dennoch vollstindig und analog zu anderen Messungen
ausgewertet. Bedingt durch die aufgetretenen Komplikationen konnten jedoch weniger
Signale angesprochen und zugeordnet werden. Auch die Qualitdt der erstellten Bilder ist
leider sehr miBig, was die Beurteilbarkeit einschriankt. Dieser Aspekt muss bei der
Betrachtung jeweils der mittleren Bilder (B1 und B2) der folgenden Abbildungen
beriicksichtigt werden.

Im negativen Ionen-Modus nachgewiesene freie Fettsiiuren

Messungen im negativen lonen-Modus ermodglichten sowohl die Dokumentation raumlicher
Verteilungsmuster einiger gesdttigter als auch einiger ungesittigter freier FS. Die beiden
gesittigten FS Palmitinsdure (C 16:0) und Stearinsdure (C 18:0) kommen ubiquitir in
tierischen Zellen vor [504] und konnten im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden.
Stearinséure (Abbildung 78) zeigte ein gleichmiBiges Verteilungsmuster liber den gesamten
Messbereich hinweg. In der vorderen Kommissur sowie im Sehnerv waren die Signale
allerdings reduziert. Eine ebensolche Reduktion der Signalstitke in Bereichen von
Leitungsbahnen konnte fiir Palmitinsdure beobachtet werden (Abbildung 79). Auffillig war
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jedoch eine Signalanreicherung fiir Palmitinsdure im Bereich des OVLTs, des dritten
Ventrikels und den Meningen. Des Weiteren konnten die mehrfach ungesittigten FS DHA (C
22:6) und Docosatetraensdure (C 22:4) identifiziert werden (Abbildung 80). Beide zeigten in
unterschiedlicher Ausprigung reduzierte Signale in Bereichen von Leitungsbahnen.
Docosahexaensdure zeichnete sich im Gegensatz zu Docosatetraensdure durch eine
Signalabschwéchung im Bereich des OVLTs aus. Hingegen war fiir Docosatetraensidure im
Bereich des OVLTs eine diffuse Verstirkung des Massensignals erkennbar. Dieses
Verteilungsmuster erweckte gleichzeitig den Eindruck einer Signalstdarkenreduktion im
Bereich des nucleus praeopticus medianus. Diese Beobachtung gilt trotz ansonsten
weitgehend gleichméBigen Signalen auch fiir die vierfach ungesittigte Arachidonséure (C
20:4) (Abbildung 79). Docosapentaensédure (C 22:5) konnte lediglich in der Kontrollmessung
(WT PBS) nachgewiesen werden und zeigte hier verglichen mit anderen freien FS ein sehr
viel schwicheres Signal (nicht abgebildet, Messparameter finden sich in Tabelle 36, Zeile 3).
Grundsatzlich entsprach das Verteilungsmuster am ehesten dem von Arachidonséure.
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Abbildung 78

Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahmen (1) der mittels MALDI gemessenen Gehirnregion
sowie Signale der Stearinsidure (2) im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT) und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Lésungsmittel (PBS, Al und 2)
bei Wildtypméusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Bei der in B2 dargestellten Messung
kam es zu einem Verlust der Signalintensitit, weswegen eine qualitative und quantitative
Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Ein weiterer Uberblick iiber anatomische
Verhiltnisse ist in Abbildung 52 dargestellt. Gemessene Pixelgrofie je 10 pm, gemessene
Pixelanzahl: A = 215 x 270, B = 195 x 195, C = 195 x 195; Groflenmarker in A1 = 1000 pm, gilt
ebenso fiir B und C1; V3 = dritter Ventrikel, ox = Sehnervenkreuzung.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 6, 5 bzw. 5.
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Abbildung 79

Palmitinsdure (1) sowie Arachidonsiure (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum
laminae terminalis und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation
von 2,5 mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, Al
und 2) bei Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der
anatomischen Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und
B2 dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitit, weswegen eine
qualitative und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene
Pixelgrofie je 10 pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x270, B=195x 195, C =195 x 195.
Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in den
Zeilen 5, 4 und 4 bzw. Zeile 1.
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Abbildung 80

Docosahexaensdure (1) sowie Docosatetraensiure (2) Signale im Bereich des Organum
vasculosum laminae terminalis und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer
Applikation von 2,5 mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder
Losungsmittel (PBS, Al und 2) bei Wildtypméausen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein
Uberblick der anatomischen Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei
der in B1 und B2 dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitit, weswegen
eine qualitative und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene
Pixelgrofie je 10 pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C=195 x 195.
Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 2 sowie Zeile 4, 3 bzw. 3.
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Im negative Ionen-Modus nachgewiesene Lysophosphoethanolamine (LPEs)

In allen drei Messungen im negativen Ionen-Modus gelang der Nachweis verschiedener LPE-
Spezies. LPE (16:0) sowie LPE (18:0) zeigten nahezu identische, gleichmiBig diffuse
Verteilungsmuster iiber den vollstindigen Messbereich hinweg. Es waren jeweils reduzierte
Signale im Sehnerv und der vorderen Kommissur nachweisbar (Abbildung 81 und Abbildung
82). In der Gruppe der LPEs konnte fiir LPE (18:1) ein auffilliges Alleinstellungsmerkmal
beobachtet werden. Die im Messbereich befindlichen Leitungsbahnen (Sehnerv, vordere
Kommissur) zeichneten sich durch starke Massensignale aus (Abbildung 82). Dieser Befund

korreliert gut mit den Ergebnissen der Messungen im positiven Ionen-Modus (vergleiche
Abbildung 59).

Auch LPE (16:0) und (18:0) wurden jeweils in beiden Messmodalititen nachgewiesen (siche
hierzu auch Abbildung 57 und Abbildung 58). Fir LPE (18:0) und (18:1) waren die
gewonnenen FErkenntnisse beziiglicher der rdumlichen Verteilungen zwischen beiden
Messmodi sehr dhnlich. LPE (16:0) wies im positiven lonen-Modus ein reduziertes Signal im
Bereich des OVLTs, vor allem fiir das LPS-stimulierte Fat-1 Tier, auf. Dieses
Verteilungsmuster konnte im negativen lonen-Modus allerdings nicht nachvollzogen werden.
Eventuell konnte dieser Unterschied an den leicht unterschiedlichen coronalen Niveaus der
untersuchten Messausschnitte liegen.

Des Weiteren wurden Massensignale des AA-tragenden LPE (20:4), sowie des DHA-
tragenden LPE (22:6) detektiert (Abbildung 83). Beide traten kaum in Leitungsbahnen auf.
LPE (22:6) zeichnete sich durch ein weitgehend gleichférmiges Vorkommen aus. LPE (20:4)
Signale hingegen waren in den Bereichen die vordere Kommissur umgebend, beidseitig des
Sehnervs sowie in der Region des OVLTs deutlich intensiviert.
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Abbildung 81

LPE (16:0) (1) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 sowie C1) oder Losungsmittel (PBS, A1) bei Wildtypméusen (A und
B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen Verhiltnisse ist in Abbildung 52
und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der
Signalintensitit, weswegen eine qualitative und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt
stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10 pm; gemessene Pixelanzahl: A = 215 x 270, B =
195 x 195, C =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 11, 6 bzw. 10.
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Abbildung 82

LPE (18:0) (1) sowie LPE (18:1) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae
terminalis und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, A1 und 2)
bei Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitiit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 12, 7 bzw. 11 sowie Zeile 13, 8 bzw. 12.
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Abbildung 83

LPE (20:4) (1) sowie LPE (22:6) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae
terminalis und der priaoptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, Al und 2)
bei Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x270, B=195x195, C=195x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 14, 9 bzw. 13 sowie Zeile 15, 10 bzw. 14.
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Im negativen Ionen-Modus nachgewiesene Lysophosphatidylsdure-Molekiile (LPAs)

Weitere Lysophospholipide konnten in Form von LPA (16:0), (18:1), (18:0) und (22:6)
identifiziert werden. Der Nachweis von Molekiilen dieser Gruppe gelang nicht in der WT LPS
Messung. LPA (18:0) und das DHA-tragende LPA (22:6) zeichneten sich durch ein
gleichformiges, homogenes Verteilungsmuster aus (Abbildung 85). Insgesamt waren LPA
(22:6) Signale deutlich schwicher als LPA (18:0) Signale. LPA (16:0) sowie (18:1) waren vor
allem im PBS-behandelten WT Tier im Bereich um das OVLT verstiarkt detektierbar, auch

wenn die Abgrenzung etwas verwaschen und unscharf erscheint (Abbildung 84).
LPA (16:0) LPA (18:1)
R e e
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B1 LI B2

Fat-1 LPS

Abbildung 84

LPA (16:0) (1) sowie LPA (18:1) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae
terminalis und der priaoptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS) bei einer Fat-1 Maus (B1 und 2) oder Losungsmittel (PBS) bei
einer WT Maus (A1l und 2). Ein Uberblick der anatomischen Verhiltnisse ist in Abbildung 52
und Abbildung 78 dargestellt. Gemessene Pixelgrofie je 10 um; gemessene Pixelanzahl: A = 215
x 270, B=195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36 bzw. Tabelle 38 in Zeile 7 bzw. 6
sowie Zeile 9 bzw. 8.
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Abbildung 85

LPA (18:0) (1) sowie LPA (22:6) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae
terminalis und der priaoptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS) bei einer Fat-1 Maus (B1 und 2) oder Losungsmittel (PBS) bei
einer WT Maus (A1 und 2). Ein Uberblick der anatomischen Verhiltnisse ist in Abbildung 52
und Abbildung 78 dargestellt. Gemessene Pixelgrofie je 10 pm; gemessene Pixelanzahl: A = 215
x 270, B =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36 bzw. Tabelle 38 in Zeile 8 bzw. 7
sowie Zeile 10 bzw. 9.
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Im negativen Ionen-Modus nachgewiesene Phosphatidylsaure-Molekiile (PAs)

Insgesamt konnten im negativen Ionen-Modus vier verschiedene PAs angesprochen werden,
die sich im Verteilungsmuster voneinander unterschieden. (I) PA (32:0) erschien weitgehend
homogen verteilt, zeigte aber zusétzlich eine bereits mehrfach beschriebene Authellung im
Bereich des MnPO (Abbildung 86). (II) PA (34:1) und (II) (36:2) wiesen ein identisches
raumliches Auftreten auf, welches sich durch eine verwaschene Signalanreicherung im
Bereich des OVLTs und weniger deutliche Signale in den Leitungsbahnen auszeichnete
(Abbildung 86 und Abbildung 87). (III) Ein sich deutlich von der Umgebung abzeichnendes
OVLT konnte fiir das Massensignal von PA (38:5) nachgewiesen werden (Abbildung 87).
Diese Beobachtung gilt vor allem fiir das mit PBS-behandelte WT Tier. Die hohe
Signalintensitidt im OVLT, wie hier im negativen lonen-Modus gezeigt, konnte fiir das gleiche
Massensignal PA (38:5) nicht ganz so deutlich im positiven Ionen-Modus gezeigt werden
(Abbildung 60).
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Abbildung 86

PA (32:0) (1) sowie PA (34:1) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, A1 und 2) bei
Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitiit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrifie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x270, B=195x195, C=195x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 20, 11 bzw. 19 sowie Zeile 21, 12 bzw. 20.
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Abbildung 87

PA (36:2) (1) sowie PA (38:5) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, A1 und 2) bei
Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitiit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 23, 13 bzw. 22 sowie Zeile 26, 14 bzw. 25.
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Im negativen Ionen-Modus nachgewiesene Phosphatidylethanolamine (PEs)

Mit zehn angesprochenen Varianten ist die Gruppe der PEs die grofite Gruppe der im
negativen lonen-Modus identifizierten Lipide. Es fanden sich verschiedene Abstufungen
verstirkter Signalintensitit in Regionen von Leitungsbahnen. Ansonsten waren PE (36:1),
(40:7), (36:4), (38:4) und (34:1) weitgehend homogen im Messbereich verteilt und lieBen sich
hierdurch zu einer Gruppe von Massensignalen zusammenfassen (Abbildung 88, Abbildung
89 und Abbildung 90).

Die Kohlenstoff- zu Doppelbindungs-Kombination von 38:5 zeigte wie schon bei PA (38:5)
erneut ein besonderes Verteilungsmuster (Abbildung 90). Vergleichbar mit den Mustern von
PA (34:1) und PA (36:2) war PE (38:5) das einzige nachgewiesene PE mit einer tendenziellen
Verstirkung der Signalintensitét im Bereich des OVLTs.

PE (34:0), (36:2), (38:6) und (40:6), von denen PE (38:6) und (40:6) ebenso wie PE (40:7) als
potentiell DHA-tragend in Frage kommen, wiesen jeweils eine recht scharf umrissene, in
unterschiedlichen Ausprigungen auftretende, Abschwichung ihres Massensignals im Bereich
des OVLTs auf (Abbildung 91 und Abbildung 92). Dieses Phinomen war jeweils in der
Messung des PBS-behandelten WT Tieres am deutlichsten nachweisbar.

Es ist weiterhin hervorzuheben, dass PE (36:4), PE (38:4) sowie PE (38:5) mit AA verestert
auftreten konnen [23].

- 188 -



Ergebnisse

PE (36:1)

WT LPS

Fat-1 LPS

Abbildung 88

PE (36:1) Signale (1) sowie PE (40:7) Signale (2) im Bereich des Organum vasculosum laminae
terminalis und der priaoptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, A1 und 2)
bei Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in Bl und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 33, 17 bzw. 32 sowie Zeile 40, 24 bzw. 39.
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Abbildung 89

PE (36:4) Signale (1) sowie PE (38:4) Signale (2) im Bereich des Organum vasculosum laminae
terminalis und der priaoptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5
mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, A1 und 2)
bei Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in Bl und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 35, 19 bzw. 34 sowie Zeile 36, 20 bzw. 35.
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Abbildung 90

PE (34:1) (1) sowie PE (38:5) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, A1 und 2) bei
Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitiit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 32, 16 bzw. 31 sowie Zeile 37, 21 bzw. 36.
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Abbildung 91

PE (34:0) (1) sowie PE (36:2) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, Al und 2) bei
Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 31, 15 bzw. 30 sowie Zeile 34, 18 bzw. 33.
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Abbildung 92

PE (38:6) (1) sowie PE (40:6) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, Al und 2) bei
Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in Bl und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 38, 22 bzw. 37 sowie Zeile 39, 23 bzw. 38.
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Im negativen Ionen-Modus nachgewiesene Phosphatidylglycerine (PGs)

PG (34:1) zeigte ein mit PA (38:5) vergleichbares rdumliches Auftreten, wohingegen PG
(36:2) ein eher gleichmiBiges Signal {iber den gesamten Messbereich aufwies (Abbildung
93). Beide angesprochenen PGs zeigten wie die meisten anderen Substanzen ein
abgeschwichtes Signal in abgebildeten Leitungsstrukturen.
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Abbildung 93

PG (34:1) (1) sowie PG (36:2) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, A1 und 2) bei
Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitiit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x270, B=195x195, C=195x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 41, 25 bzw. 40 sowie Zeile 42, 26 bzw. 41.
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Im negativen Ionen-Modus nachgewiesene Phosphatidylinositole (PIs)

Auch der Nachweis von verschiedenen Pls gelang im negativen lonen-Modus. Hierbei fiel
auf, dass PI (38:5) ein sehr vergleichbares Verteilungsmuster zu PE (38:5) mit einem
verstiarkten Signal im OVLT umgebenden Bereich aufwies (Abbildung 95). Demgegeniiber
waren die Signalstirken fiir PI (36:4) sowie PI (38:4) im OVLT erhoht (Abbildung 94), was
vor allem in der Messung des PBS-behandelten WT Tieres zu sehen war. Im LPS-behandelten
Fat-1 Tier war dieses Phdnomen weniger deutlich zu beobachten. Alle hier angesprochenen
PlIs konnten potentiell mit AA verestert sein [23].
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Abbildung 94

PI (36:4) (1) sowie PI (38:4) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, A1 und 2) bei
Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitiit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 46, 27 bzw. 45 sowie Zeile 47, 28 bzw. 46.
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Abbildung 95

PI (38:5) (1) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis und der
prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 sowie C1) oder Losungsmittel (PBS, A1) bei Wildtypméusen (A und
B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen Verhiiltnisse ist in Abbildung 52
und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der
Signalintensitit, weswegen eine qualitative und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt
stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10 pm; gemessene Pixelanzahl: A = 215 x 270, B =
195x 195, C=195x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 48, 29 bzw. 47.
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Im negativen Ionen-Modus nachgewiesene Phosphatidylserine (PSs)

Als Letzte zu nennende Gruppe der Phospholipide wurden verschiedene PS-Spezies
detektiert. PS (36:1) und PS (38:4) zeigten eine Anreicherung im OVLT (Abbildung 96).
Letzteres ist potentiell AA-tragend [23] und zeigte im Gegensatz zu PS (36:1) kaum eine
Anreicherung in Leitungsbahnen. PS (34:1), (36:2) und (40:6) Signale waren im Bereich des
OVLTs abgeschwicht. Eine zusitzliche Signalverstirkung unmittelbar am Ubergang von
OVLT zum umgebenden Parenchym konnte ebenfalls beobachtet werden, was den Eindruck
einer Signalreduktion im Bereich des MnPO weiter verstarkte (Abbildung 97 und Abbildung
98). Interessanterweise tragt PS (40:6) regelmidflig DHA an der sn-2 Position [23]. Die
Darstellung von PS (40:7) zeigte sich ohne Auffilligkeiten des Verteilungsmusters im
Bereich des OVLTs weitgehen homogen (Abbildung 98). Rein rechnerisch konnte PS (40:7)
mit DHA verestert sein, dies ist aber nur selten der Fall [23].

Phosphatidylcholine und Plasmalogene konnten im negativen Ionen-Modus nicht

angesprochen werden.
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Abbildung 96

PS (36:1) (1) sowie PS (38:4) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, A1 und 2) bei
Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitiit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 in
Zeile 50, 31 bzw. 49 sowie Zeile 52, 33 bzw. 51
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Abbildung 97
PS (34:1) (1) sowie PS (40:6) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, A1 und 2) bei
Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitiit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C =195 x 195.
Angaben zu gemessenen Parametern finden sich Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 jeweils in
Zeile 49, 30 bzw. 48 sowie Zeile 54, 34 bzw. 53
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Abbildung 98

PS (36:2) (1) sowie PS (40:7) (2) Signale im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
und der prioptischen Region 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg
Lipopolysaccharid (LPS, B1 und 2 sowie C1 und 2) oder Losungsmittel (PBS, A1 und 2) bei
Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick der anatomischen
Verhiltnisse ist in Abbildung 52 und Abbildung 78 dargestellt. Bei der in B1 und B2
dargestellten Messung kam es zu einem Verlust der Signalintensitiit, weswegen eine qualitative
und quantitative Beurteilung nur unter Vorbehalt stattfinden kann. Gemessene Pixelgrofie je 10
pm; gemessene Pixelanzahl: A =215 x 270, B=195x 195, C =195 x 195.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36, Tabelle 37 und Tabelle 38 jeweils
in Zeile 51, 32 und 50 sowie Zeile 55, 35 und 54
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6. Darstellung inflammatorischer Marker

6.1 NF-IL6 und COX2 Immunreaktivitit vor und nach MALDI-Messungen

Um gewonnenes Gewebe von Versuchstieren moglichst optimal auszunutzen sowie
Korrelationen zwischen MALDI-Ergebnissen und Proteinnachweisen zu ermdglichen, wurde
ein Protokoll entwickelt, welches immunhistochemische Nachweise auch nach erfolgter
MALDI-Messung erlaubt. Als Kontrollen wurden sowohl COX2- als auch NF-IL6-
Nachweise von unbehandelten (keine Matrix) Gewebeschnitten durchgefiihrt. Hier wurden
erwartungsgemill perinukledre COX2-Signale sowie nukledre NF-IL6-Signale 24 Stunden
nach Stimulation mit 2,5 mg/kg KGW LPS in beiden untersuchten Genotypen (WT und Fat-
1) detektiert (Abbildung 99 und Abbildung 100, je B — D). Bei Férbungen nach MALDI-
Messung konnten deutliche Gewebeverluste (Abbildung 15 B und C), die Zerstérung von
Zellkernen sowie reichlich Zelldetritus dargestellt werden. Des Weiteren zeichnete sich die
Immunfluoreszenz  von  Schnitten nach der MALDI-Messung durch erhohte
Hintergrundfluoreszenz aus. Der spezifische Nachweis von COX2 oder NF-IL6 gelang nach
Behandlung der Schnitte mit DHB (2,5-Dihydroxybenzoesdure) als Matrix nicht mehr
(Abbildung 99 E — G und Abbildung 100 E). Auch der Nachweis des von Willebrand Faktors
(VWF) war dann nur sehr eingeschrinkt mdglich. Signale waren unklar konturiert,
verwaschen und z.T. unspezifisch. Nach Messungen im negativen lonen-Modus unter
Verwendung von pNA (Para-nitroanilin) als Matrix gelangen generell Nachweise fiir COX2,
NF-IL6 (Abbildung 101) und vWF. Trotz der laserbedingten Gewebeschdden waren auch in
MALDI-erfassten Bereichen noch schwache Immunfluoreszenzsignale detektierbar. In nicht
vom Laser erfassten Bereichen wie dem Cortex gelang allerdings der Nachweis generell

zuverldssiger.
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Abbildung 99

Immunfluoreszenznachweis von Cyclooxygenase 2 (COX2, rot) und von Willebrandt Faktor
(VWF, griin) in Gewebeschnitten im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT) und zum Teil etwas caudal davon. Zellkerne sind blau dargestellt (DAPI). A zeigt eine
schematische Ubersicht der anatomischen Strukturen. Der Fluoreszenznachweis wurde in E — G
nach erfolgter MALDI-Messung durchgefiihrt. Die Schnitte B — D dienten als Kontrollen und
wurden ohne vorhergehende MALDI-Messung und Matrixkontakt angefirbt. Ausschnitte in E —
G wurden nach Messung im positiven Ionen-Modus und Behandlung mit 2,5-
Dihydroxybenzoesiure (DHB) als Matrix angefiarbt. Die Schnitte wurden dabei vollstindig vom
Laser durchmustert. Phosphat-buffered-saline (PBS) -behandelte WT Tiere (B und E) zeigten
erwartungsgemifl keinerlei COX2-Immunreaktivitit, wohingegen perinukleire COX2-Signale
bei nicht matrixbehandelten Schnitten sowohl bei mit 2,5 mg/kg KGW LPS-stimulierten WT
Tieren (C) als auch bei LPS-behandelten Fat-1 Tieren (D) nachweisbar waren. Der Nachweis
von COX2 war bei MALDI-gemessenen Schnitten nicht mehr moglich (E — G), vWF-Signale
waren nur noch sehr verwaschen und unspezifisch detektierbar.

Groflenmarker in B = 100 pm, reprisentativ fiir B — G; Groflenmarker in b = 10 pm,
reprisentativ fiir b — g; b — g = Detailaufnahme aus B — G.
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Abbildung 100

Immunfluoreszenznachweis von nuclear factor interleukin 6 (NF-1L6, rot) und von Willebrandt
Faktor (vWF, griin) in Gewebeschnitten im Bereich des Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT) und zum Teil etwas caudal davon. Zellkerne sind blau dargestellt (DAPI). A zeigt eine
schematische Ubersicht der anatomischen Strukturen. Der Fluoreszenznachweis wurde in E
nach erfolgter MALDI-Messung durchgefiihrt. Die Bilder B — D dienten als Kontrollen und
wurden ohne vorhergehende MALDI-Messung und Matrixkontakt angefirbt. Der in E
abgebildete Gewebeschnitt wurde nach Messung im positiven Ionen-Modus und Behandlung mit
2,5-Dihydroxybenzoesiure (DHB) als Matrix angefirbt. Der Schnitt wurde dabei vollstindig
vom Laser durchmustert. Phosphat-buffered-saline (PBS) -behandelte WT Tiere (B) zeigten
erwartungsgemif keinerlei NF-IL6-Immunreaktivitiit, wohingegen nukleire NF-IL6-Signale bei
nicht matrixbehandelten Schnitten sowohl bei mit 2,5 mg/kg KGW LPS-behandelten WT Tieren
(C) als auch bei LPS-stimulierten Fat-1 Tieren (D) nachweisbar waren. Der Nachweis von NF-
IL6 war bei MALDI-gemessenen Schnitten nicht mehr moglich (E); vWF-Signale waren nur
noch sehr verwaschen und unspezifisch detektierbar.

Groflenmarker in B = 100 pm, reprisentativ fir B — E; Groflenmarker in b = 10 pm,
reprisentativ fiir b — e; b — g = Detailaufnahme aus B — E.
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Abbildung 101

Immunfluoreszenznachweis von nuclear factor interleukin 6 (NF-IL6, griin) und Cyclooxygenase
2 (COX2, rot) in Gewebeschnitten im Bereich des Cortex (B — D) und in der Region des
Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) sowie leicht caudal des OVLTs (Bereich des
dritten Ventrikels (V3))(E — G). Zellkerne sind blau dargestellt (DAPI). A zeigt eine
schematische Ubersicht der anatomischen Strukturen. Der Fluoreszenznachweis erfolgte nach
durchgefiihrter MALDI-Messung im negativen lonen-Modus und Behandlung mit Para-
nitroanilin (pNA) als Matrix. Die Bilder B — D zeigen einen Bereich aus dem Cortex und wurden
selbst nicht mit dem Laser durchmustert. Ausschnitte E — G zeigen Bereiche des OVLTs, die
Bildausschnitte E und F wurden dabei vollstindig mit dem Laser durchmustert; der
Bildausschnitt G lediglich im Bereich links von der grauen Markierungslinie. Phosphat-buffered-
saline (PBS) -behandelte WT Tiere (B und E) zeigten erwartungsgemill weder COX2- noch NF-
IL6-Immunreaktivitit, wohingegen nukleire NF-IL6-Signale und perinukleire COX2-Signale in
Schnitten beider LPS-behandelter Gruppen (WT und Fat-1, je 2,5 mg/kg KGW LPS (C, D, F
und G)) nachweisbar waren. Die Signalintensitit war in nicht mit dem Laser durchmusterten
Regionen deutlich besser (C, D und G), jedoch konnte generell in allen Bereichen ein COX2-
Nachweis und in vielen Bereichen auch ein NF-IL6-Nachweis erfolgen.
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Groflenmarker in B = 100 pm, reprisentativ fiir B — G; Groflenmarker in b = 10 pm,
reprisentativ fiir b — g; b — g = Detailaufnahme aus B — E.

6.2 Darstellung neutrophiler Granulozyten im Anschluss an MALDI-Messung und
Immunfluoreszenzmarkierung inflammatorischer Marker

Der Immunfluoreszenz nachfolgend wurde eine immunhistochemische Untersuchung auf in
das Gehirn migrierte neutrophile Granulozyten durchgefiihrt. Dabei gelang ein Nachweis in
zuvor mit pNA bespriihten und im negativen lonen-Modus gemessenen Schnitten, jedoch
misslang eine Anfirbung in zuvor mit DHB bespriihten und im positiven Ionen-Modus
gemessenen Schnitten. In DHB bespriihten Schnitten waren lediglich Zellkerne durch eine
Kresylviolett-Gegenfarbung darstellbar (Abbildung 102).

DHB

Abbildung 102
7/4 Immunhistochemie zur Detektion von neutrophilen Granulozyten (weifle Pfeilspitze) im
Bereich des dritten Ventrikels, caudal des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) 24
Stunden nach Stimulation mit 2,5 mg/kg KGW LPS. Zellkerne sind violett gefirbt. A zeigt eine
schematische Ubersicht der anatomischen Strukturen. Braunes Prizipitat zeigt das Vorliegen
von 7/4-Antigen an. Sowohl B als auch C wurden zuvor mittels MALDI-Messung und
Immunfluoreszenz untersucht. Der Gewebeschnitt aus Abbildung B wurde im positiven Ionen-
Modus mit 2,5-Dihydroxybenzoesiure (DHB) als Matrix, der aus Abbildung C im negativen
Ionen-Modus mit Para-nitroanilin (pNA) als Matrix behandelt. D ist eine Detailaufnahme des in
C abgebildeten Schnittes. Der Antigennachweis gelang in pNA-bespriihten Gewebeschnitten;
nicht jedoch in DHB-bespriihten.
Groflenmarker in B =100 pm, gilt auch fiir C; in D =10 pm
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6.3 Verwendung anderer Matrizes (3NBA, CLCCA)

Neben den letztlich verwendeten Matrizes DHB und pNA wurden zwei weitere Matrizes auf
ihre Tauglichkeit zur Detektion von Lipiden in Gehirnschnitten getestet. 3-Nitrobenzylalkohol
(3NBA) ist eine Fliissigkeit und zeigte nach dem Aufspriihen auf das Gewebe ein
unerwiinschtes konfluierendes Verhalten (Abbildung 103 F). 4-Chloro-a-Cyanozimtsiure
(CLCCA) bildete auf dem Schnitt relativ grof3e, unregelméBig verteilte Kristalle (Abbildung
103 E), was ebenfalls unerwiinscht war. Nach der Verwendung beider Matrizes war ein
sicherer Immunfluoreszenznachweis von COX2 und VvWF nicht mehr mdglich,

Hintergrundfluoreszenz und unspezifische Ablagerungen von Antikérpern dominierten das
Bild (Abbildung 103 B und C).

A
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Abbildung 103

Verwendung von 3-Nitrobenzylalkohol (3NBA) und 4-Chloro-a-Cyanozimtsiure (CLCCA) als
Matrixsubstanzen auf Gewebeschnitten der Region rostral des Organum vasculosum laminae
terminalis (OVLT). A zeigt eine schematische Ubersicht der anatomischen Strukturen. B und C
zeigen eine Immunfluoreszenz zum Nachweis von Cyclooxygeanse 2 (COX2, rot) und von
Willebrandt Faktor (vWF, griin) im Gewebeschnitt einer mit 2,5 mg/kg KGW LPS behandelten
WT Maus (24 Stunden nach Injektion). Zellkerne wurden blau (DAPI) markiert. Der gezeigte
Gewebeschnitt in B wurde zuvor mit CLCCA, der in C mit 3NBA bespriiht und mittels MALDI
gemessen. Es waren keinerlei spezifischen COX2-Signale nachweisbar. vWF-Signale waren
lediglich in C im Bereich grofler Gefifle erkennbar. In beiden Ausschnitten sind deutlich die
Einschusslocher des Lasers erkennbar, in denen sich unspezifisch Antikorper angereichert
haben. D zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme eines unbehandelten Gewebeschnittes. E
zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von auf einen Schnitt aufgebrachtem CLCCA; F von
3NBA mit ungleichmiBliger Verteilung.

Groflenmarker in B = 100 pm, reprisentativ fiir B und C; Groflenmarker in D = 200 pm,
reprisentativ fiir D - F.
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IV. Diskussion

1. Das anti-inflammatorische Potential des K'-Kanal Agonisten
CyPPA

Mit LPS behandelte Miuse zeigten erwartungsgemil eine Adipsie, Anorexie sowie Fieber
gefolgt von einer Hypothermie. Diese Verdnderungen gingen 24 Stunden nach Stimulation
mit erhohten mRNA-Konzentrationen diverser inflammatorischer Marker einher. FEin
statistisch signifikanter Einfluss des K'-Kanal Agonisten auf die LPS-induzierten
inflammatorischen Marker und Krankheitssymptome wie Fieber, Lethargie, Anorexie,
Adipsie und Gewichtsverlust konnte jedoch unter den gewéhlten Bedingungen nicht
beobachtet werden. Vielmehr war ein Eigeneffekt von CyPPA auf physiologische Parameter
erkennbar. Die Tiere der mit CyPPA behandelten Gruppen zeigten in den ersten zwei bis acht
Stunden nach Behandlung eine erhdhte motorische Aktivitit sowie bis etwa vier Stunden nach
der Applikation eine erhohte Korpertemperatur. Diese Eigenwirkungen von CyPPA waren
vollkommen unerwartet und machten die Ableitung weiterer Ziele und Fragestellungen

erforderlich:

e Welche zentralen oder peripheren, zelluliren Mechanismen liegen den gemachten
Beobachtungen zugrunde? Und welche Signalwege spielen eine Rolle um
beobachtete Effekte zu vermitteln?

e In welchen Hirnregionen (Cortex oder Hypothalamus) manifestieren sich
Veranderungen?

Um diesen Fragen nachzugehen wurden zusitzlich zum initialen Versuchsplan zwei weitere
Versuchsgruppen in die Studie aufgenommen; Tiere wurden wie gehabt zweimalig im
Abstand von 24 Stunden mit CyPPA oder dessen Solvent behandelt. Die zweite Behandlung
fand zusammen mit der Applikation von PBS statt. Zwei Stunden nach der letzten Injektion

wurden die Tiere perfundiert und Proben entnommen.
1.1 Auswirkungen von CyPPA auf Mediatoren des humoralen Signalweges

1.1.1 CyPPA kann die SOCS3-Expression im Hypothalamus reduzieren

Die Wirkung der Aktivierung von SK2 und SK3 auf den JAK-STAT-Signalweg war bisher
noch nicht untersucht worden. In der vorliegenden Studie konnte erstmals ein Einfluss von
CyPPA auf die Expression des STAT3-Aktivitdtsmarkers SOCS3 nachgewiesen werden. Als
endogener Regulator inhibiert SOCS3 JAK [452] und reguliert damit die Wirkung von
STAT3. Ein Einfluss von CyPPA auf die LPS-bedingte Expressionszunahme von SOCS3 im
Hypothalamus konnte allerdings nicht dokumentiert werden. Lediglich in Tieren ohne LPS-
Behandlung reduzierte CyPPA die SOCS3-mRNA-Expression im Hypothalamus zwei
Stunden nach Applikation. Im Cortex hingegen war keine Einfluss nachweisbar. Die STAT3-
Expression unterschied sich in beiden Gruppen nicht voneinander.
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CyPPA scheint also die SOCS3-Expression nicht liber eine Hemmung der STAT3-
Aktivierung zu beeinflussen. Neben STAT3 [213] kann aber auch NF-IL6 die SOCS3
regulieren. So konnte fiir verschiedene Zellen eine Bindung von NF-IL6 an den SOCS3-
Promoter gezeigt werden [571]. Im hier vorliegenden Fall lag zwei Stunden nach Behandlung
mit CyPPA eine erhohte NF-IL6-Expression bei gleichzeitig reduzierter SOCS3-Expression
im Hypothalamus vor, was prinzipiell gegen solch eine Regulation spricht. Dies konnte
jedoch auch mit einer Modulation der Aktivitit des Transkriptionsfaktors NF-IL6 zusammen
hingen. Im Rahmen der endogenen Calciumhomdostase konnte CyPPA solche Prozesse
beeinflussen bzw. hemmen. Die Stimulation von cAMP (zyklisches AMP) oder Ca®" als
second messenger Signale in hippocampalen Neuronen erhoht beispielsweise die mRNA-
Expression und DNA-Bindungsfahigkeit von NF-IL6 [573]. Im Umkehrschluss konnte also
ein durch CyPPA begrenztes intrazellulidres Ca”*'-Angebot die DNA-Bindungsfihigkeit von
NF-IL6 am SOCS3-Promotor reduziert haben und damit zur reduzierten Expression von
SOCS3 beigetragen haben. Solche Zusammenhidnge konnten allerdings zukiinftig nur in

Versuchen mit in vitro Modellen bestétigt werden.

Insgesamt konnte hier erstmals aufgezeigt werden, dass CyPPA die STAT3 / SOCS3-
Signalkaskade moduliert. Tatsdchlich ist fiir STAT3 / SOCS3 eine wichtige Funktion bei
Neuroinflammation bekannt [403]. Die hier beobachtete Modulation konnte an der
beschriebenen neuroprotektiven Wirkung von CyPPA [140, 142] beteiligt sein. Fiir dessen

zukiinftigen therapeutischen Einsatz sind aber wie gesagt weiterfiihrende Studien notwendig.

1.1.2 CyPPA erhohte die hypothalamische und corticale IkBa-mRNA-Expression und
reduzierte die corticale p65-Proteinkonzentration
Im Rahmen der hier vorliegenden Studie erhobene Daten zeigen auch eine deutliche Wirkung
von CyPPA auf den NFkB-Signalweg. Zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Behandlung war kein
modulierender Einfluss von CyPPA auf die LPS-bedingte genomische Aktivierung von IkBa
im Hypothalamus nachweisbar. Im Gegensatz dazu waren zwei Stunden nach Applikation
von CyPPA ohne vorherige LPS-Stimulation sowohl die corticale als auch die
hypothalamische mRNA-Expression von IkBa erh6ht. Im Cortex wurde auf Proteinebene eine
reduzierte Aktivierung von NFkB in Form einer reduzierten Expression von p65 festgestellt,
die mit einer verstirkten Wirkung von IkBa zusammenhéngen konnte. Entgegen der eigenen
Beobachtungen konnte in einer anderen Studie durch die Blockade von SK3 mittels Apamin
in vitro kein Einfluss auf die NFxB-Aktivierung festgestellt werden. Hier war IkBo in
mikroglialen Zellkulturen nach LPS-Stimulation nicht signifikant, sondern lediglich
tendenziell reduziert [459]. Daraus ldsst sich schlieBen, dass im hier untersuchten Modell vor
allem der SK2, nicht aber der SK3 und / oder andere Zelltypen als Mikroglia eine Rolle zu

spielen scheinen.

Umgekehrt ist bekannt, dass die Promotorregion des SK2-Gens zwei responsive Elemente fiir

NF«kB besitzt. NFkB kann also die Expression von SK2 regulieren [269]. Dabei ist nicht

abschlielend geklirt, ob die NFkB-Aktivitdit auch die SK2-Transkription in Mikroglia
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beeinflusst [139]. Fiir Neurone konnte dies allerdings bereits gezeigt werden [140]. TNF-a
induziert (abhéngig von seinem Rezeptor TNF-R Typ II) tiber NFkB die SK2-Expression in
corticalen Neuronen, nicht jedoch die SK3-Expression. Die Inhibition von NF«B fiihrt zu
einer Unterdriickung dieses Effekts [140].

In der vorliegenden Studie wurde ein Einfluss von CyPPA bei nicht-inflammatorischen
Bedingungen auf den NFkB-Signalweg im in vivo Modell auf Protein- und mRNA-Ebene
erstmalig nachgewiesen. Als potenter Modulator des NFkB-Signalweges ist der
therapeutische Nutzen von CyPPA zur Behandlung von neuroinflammatorischen Zustinden
von grof3em Interesse.

1.1.3 Periphere Zytokinkonzentrationen und geschwindigkeitsbestimmende Enzyme der
Prostaglandinsynthese wurden in vivo durch CyPPA nicht beeinflusst

Inflammation  kann  mit  erhohten = TNF-a-Konzentrationen im  ZNS,  der
Zerebrospinalfliissigkeit und dem Plasma einhergehen. Dabei gib es Untersuchungen die
zeigen, dass TNF-a wie bereits erwdhnt die Expression von SK2-Kanilen in corticalen
Neuronen erhoht [140, 344]. Es wird angenommen, dass eine solch vermehrte Expression
neuroprotektiv wirkt [192, 274] ebenso wie TNF-a selbst, in Abhéngigkeit angesprochener
Rezeptoren, neuroprotektiv wirken kann (Vergleiche auch mit dem Abschnitt TNF-a in
[.1.2.1.1). So konnte in vitro ein durch TNF-a vermittelter schiitzender Effekt gegen den
Glutamat-induzierten Zelltod nachgewiesen werden, welcher durch die pharmakologische
Blockade des SK2-Kanals mit Apamin aufgehoben werden konnte [140]. Eine SK-Kanal-
Aktivierung konnte demnach ebenfalls protektive Wirkungen zusammen mit TNF-a
induzieren. Ein Einfluss der Applikation des SK-Kanal Agonisten CyPPA auf die Expression
von TNF-o und die Auspriagung der sickness response und Inflammation konnte hier
allerdings 24 Stunden nach LPS-Gabe nicht nachgewiesen werden. CyPPA hat hingegen in
vitro die Freisetzung von TNF-o aus Mikrogliazellen reduziert. Dies erfolgte auch in
Anwesenheit von SK-Kanal inhibierenden Peptiden. Die Reduktion der TNF-o Freisetzung
muss also Ca’ -unabhingig stattgefunden haben [141]. Die zugrunde liegenden Mechanismen
waren kein Fokus der hier vorliegenden Arbeit. Hier wurden aber auch weder unter
inflammatorischen noch unter nicht-inflammatorischen Bedingungen ein signifikanter Effekt
auf die TNF-o-Expression nachgewiesen, was gegen eine entscheidene Rolle von TNF-a in
der CyPPA-Wirkung in vivo spricht. Fiir ein weitergehendes Verstdndnis der
Zusammenhdnge miissten weitere in vitro wie in vivo Untersuchungen folgen.

LPS-induzierte oder basale Expression der Enzyme COX2 und mPGES wurden ebenfalls
nicht durch Behandlung mit CyPPA beeinflusst. Frithere Studien haben bisher lediglich
zeigen konnen, dass umgekehrt die Aktivitdit von SK durch PGE, beeinflusst wird [186].
Eigene Daten liefern keine Hinweise auf eine gegenseitige Beeinflussung.

Im Zusammenhang mit Fieber und der sickness response gilt 1L-6 als eines der wichtigsten

zirkulierenden Zytokine [81]. Seine Plasmakonzentration korreliert dabei direkt mit der
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Fieberantwort [291]. In mikroglialer Zellkultur konnte CyPPA erfolgreich den LPS-bedingten
Anstieg von IL-6 reduzieren [141]. Dieses Phidnomen lieB3 sich in vivo nicht reproduzieren.
Weder unter nicht-inflammatorischen Bedingungen noch nach simultaner Gabe von LPS und
CyPPA waren die hypothalamische Expression oder die Plasmakonzentration von IL-6 zur
jeweiligen Kontrolle reduziert. Im Gegenteil waren 24 Stunden nach der Behandlung mit
CyPPA und LPS die IL-6-Plasmakonzentrationen der Tiere tendenziell sogar erhoht; dies
erreichte aber keine statistische Signifikanz. Die fehlende systemische Wirkung koénnte daher
rithren, dass peripher zirkulierendes IL-6 natiirlich nicht primér von mikroglialen Zellen
synthetisiert und freigesetzt wird. Es ist denkbar, dass hierfiir verantwortliche Zellen, wie
periphere Immunzellen und Endothelzellen, durch CyPPA nicht oder zumindest nicht auf
dieselbe Art und Weise wie Mikroglia beeinflusst werden. Ebenso ergibt sich die Expression
im Hypothalamus aus der Summe verschiedener Zelltypen mit eventuell abweichender
Ansprechbarkeit auf CyPPA.

1.2 CyPPA hat keinen Einfluss auf die Expression mikroglialer Marker (CD68 und
CD11b)

Die Expression aller SKs (SK1-3) durch mikrogliale Zellen ist belegt worden [139, 210, 238,
459]. Die wichtigste Rolle fiir die Aktivierung von Mikroglia kommt, wie bereits erwéhnt,
SK3 zu [139]. Dessen pharmakologische Inhibition reduzierte neurotoxische Effekte
aktivierter mikroglialer Zellen in priméren Zellkulturen der Ratte [139, 459]. Ebenfalls
reichlich in Mikroglia exprimiert wird der KCa3.1 / IK1 [238], dessen Aktivitdt wird von
CyPPA jedoch nicht moduliert [222].

CyPPA hat nicht nur einen inhibitorischen Einfluss auf die Sekretion von Zytokinen durch
Neurone und Mikroglia, sondern beeinflusst auch die durch LPS-induzierten
morphologischen Verdanderungen von Mikroglia. Die simultane Applikation von LPS und
CyPPA Dbegiinstigt konzentrationsabhdngig die Reduktion der durch LPS-induzierten
Erhohung der elektrischen Impedanz von murinen Mikrogliazellen [141]. Die Impedanz ist
dabei ein MaB fiir die GroBe der durch die Zelle bedeckten Fliche. Eine VergroBerung tritt
beim Ubergang vom ruhenden zum aktivierten Zustand (M1/M2) ein. CyPPA reduziert den
Anstieg der Impedanz, also die Aktivierung von Mikroglia nach etwa acht Stunden fiir eine
Dauer von mindestens 48 Stunden [141]. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde fiir die
Ubertragung ins in vivo Experiment 24 Stunden als Endzeitpunkt gewihlt. Zu diesem
Zeitpunkt hatte eine robuste Aktivierung von Mikroglia in den Fimbria des Hippocampus
stattgefunden. Dies zeigte sich in der CD11b-Immunfluoreszenz deutlich in Form reduzierter,
jedoch stirker verzweigter Zellfortsdtze. Insgesamt erschienen Signale flachiger und grober
als bei LPS-freien Kontrollen. Es konnte jedoch weder qualitativ noch quantitativ eine
Wirkung von CyPPA auf die LPS-induzierte mikrogliale Aktivierung detektiert werden.
Dabei besteht natiirlich auch die Moglichkeit, dass hier verwendete Methoden nicht sensitiv
genug waren um Unterschiede auszumachen. Die qualitative Auswertung fand visuell statt
und wurde durch eine semiquantitative Einschitzung anhand eines flinf Punkte Schemas
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erginzt. Die quantitative Erfassung erfolgte in Anlehnung an publizierte Vorgehensweisen
[279, 388]. Zur Absicherung eigener Ergebnisse wére eine sogenannte quantifizierbare,
morphometrische, stereologische Analyse unter Verwendung von konfokaler Mikroskopie,
wie sie von einer anderen Arbeitsgruppe beschrieben wurde, denkbar [394]. Ob mit dieser
aufwendigen Analyse statistisch signifikante Verédnderungen nachweisbar wéren bleibt jedoch
fraglich und wurde daher im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit nicht zusitzlich
durchgefiihrt.

24 Stunden nach Stimulation mit CyPPA und LPS konnten aulerdem keine Unterschiede in
der CD68-Expression im Hypothalamus zwischen den verschiedenen Gruppen festgestellt
werden. Zusitzlich waren zum Zeitpunkt zwei Stunden nach Behandlung mit CyPPA weder
im Hypothalamus noch im Cortex Eigeneffekte von CyPPA auf die CD68-Expression
nachweisbar. Eine in vivo Wirkung von CyPPA auf die LPS-induzierte mikrogliale
Aktivierung, vergleichbar mit den in vitro gemachten Beobachtungen anderer Studien, konnte
hier nicht gezeigt werden. Unterschiede zwischen beiden Behandlungsgruppen in weiteren als
den untersuchten Parametern der Mikrogliaaktivierung kdnnen natiirlich nicht ausgeschlossen
werden. Ebenso ist ein Einfluss von CyPPA auf Mikroglia zu einem anderen Zeitpunkt als
dem untersuchten, auch unabhéngig von Parametern der sickness response, denkbar. Fiir eine
Darstellung solcher eventuellen Unterschiede wére die Anwendung weiterer Methoden
notwendig und bleibt experimentell zu priifen. AuBBerdem kdnnte auch eine nicht ausreichende
Verteilung von CyPPA in das Gehirn zu den beobachteten Unterschieden beigetragen haben.
Eine gute Penetration von CyPPA in das Gehirn wurde allerdings durch die Herstellerfirma
bestitigt. Insgesamt scheint sich demnach die Wirkung von CyPPA in vitro von der Situation

in vivo deutlich zu unterscheiden.

1.3 Durch CyPPA Dbedingte Verinderungen unter nicht-inflammatorischen
Bedingungen (ohne LPS-Stimulation)

1.3.1 CyPPA erhoht die Korpertemperatur und die motorische Aktivitit

Die Gabe von CyPPA ohne zuséitzlichen inflammatorischen Stimulus zeigte einen deutlichen
Eigeneffekt gegeniiber der Kontrollgruppe. Die Korpertemperatur der mit CyPPA
behandelten Tiere stieg nach etwa einer Stunde an und erreichte mit dem Ende der zweiten
Stunde ein signifikantes Niveau (Abbildung 32 A). Der iiber zwei Stunden gebildete
Fieberindex unterschied sich zwischen CyPPA und Solvent nicht signifikant (Abbildung 32
B); dies war jedoch iiber einen Zeitraum von vier Stunden der Fall (Abbildung 24 B). Ein
zweistiindiges Aufzeichnungsfenster war allerdings zu kurz um diesen Effekt signifikant
abzubilden. Ebenso erreichte der CyPPA-bedingte Anstieg der Aktivitdt in der Kohorte an
Tieren, die nach zwei Stunden perfundiert wurden kein signifikantes Niveau (Abbildung 32 C
und D). In Tieren, bei denen die Aktivitit {iber 24 Stunden aufgezeichnet wurde, erreichte die
motorische Aktivitit jedoch einen statistisch signifikanten Anstieg sowohl nach zwei, vier als
auch acht Stunden (Abbildung 26 A, B und C). Die Unterschiede zwischen den
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Versuchsteilen sind wahrscheinlich vor allem durch die geringere Tierzahl in der zwei
Stunden Kohorte bedingt.

CyPPA und andere positive SK-Kanal Modulatoren sind daflir bekannt, motorische
Féhigkeiten im Mausmodell zu verbessern. So zeigten SK Agonisten wie 1-EBIO, SKA-31
und NS13001 positive Wirkungen in Modellen der episodischen Ataxie und der
spinocerebralen Ataxie [11, 177, 237, 479, 543]. Dabei beugte die SK-Aktivierung unter
anderem der Degeneration von Purkinjezellen vor [237]. Ferner wurde gezeigt, dass nach
Verabreichung von 15 mg/kg CyPPA Maiuse im open-field eine signifikant reduzierte
Wegstrecke zuriicklegten [540] sowie konzentrationsabhdngig (3-30 mg/kg) die
Methylphenidat-induzierte Hyperaktivitit und stereotypes Verhalten bei Méusen reduziert
wird [217]. Gleichzeitig gibt es auch das Bestreben, mit der Verabreichung von SK Agonisten
Symptome der Parkinsonschen Krankheit zu therapieren [274]. In diesem Zusammenhang
konnte gezeigt werden, dass CyPPA die Aktivitit von dopaminergen Neuronen reduziert und
dabei auch konzentrationsabhingig die Freisetzung von Dopamin herab reguliert [217].
Potentiell konnte der telemetrisch erfasste Anstieg der motorischen Aktivitit der Tiere also
Folge von reduzierten Dopaminkonzentrationen im ZNS und daraus resultierendem Tremor,
wie man es von Parkinsonpatienten kennt, sein. Tatsdchlich wurde in frilheren Studien ein
Krampfen bei Uberdosierung von SK-Kanal Inhibitoren beschrieben [274]. Anzeichen fiir
Krampfe oder Tremor wurden in der eigenen Studie nach der Behandlung der Tiere allerdings
nicht beobachtet. Eine Uberdosierung des SK Agonisten CyPPA und eine daraus resultierende

paradoxe Reaktion ist damit auszuschlieBen.

Spezifische Interaktionen von CyPPA mit seinem Losungsmittel, die zu hoheren effektiv im
Tier ankommenden Dosierungen fiihren konnten, sind in der vorliegenden Studie theoretisch
denkbar. Von einer durch das 6lige Cremophor verbesserten Aufnahme von beispielsweise
LPS wurde bei Forschungsarbeiten aus dem Institut fiir Veterinidr-Physiologie und —
Biochemie bereits berichtet [253]. Cremophor als Lésungsmittel von CyPPA fand jedoch
auch in anderen Studien Verwendung [217, 540]. Im Unterschied zur eigenen Anwendung
wurde in diesen Studien jedoch auf den Zusatz von Ethanol verzichtet. Ein Eigeneffekt des
Losungsmittels aus Ethanol und Cremophor kann insgesamt aber als &duBerst
unwahrscheinlich eingeordnet werden, da auch Kontrolltiere dieses erhielten und bei diesen
keine Eigenwirkungen beobachtet wurden.

Zur Abklarung der Ursache fiir die erhohte Aktivitit und Korpertemperatur wurden
weiterfiihrende Untersuchungen angeschlossen. Sowohl IL-6-Plasmakonzentrationen als auch
die hypothalamische IL-6-mRNA-Expression (sowohl zum zwei als auch zum 24 Stunden
Zeitpunkt) waren nicht signifikant durch CyPPA erhoht. Entsprechend war auch keine
STAT3-Aktivierung nachweisbar, die vor allem durch zirkulierendes IL-6 vermittelt wird. IL-
6 ist einer der wichtigsten endogenen humoralen Mediatoren zur Fieberentstehung [441, 442].
Diese Ergebnisse sprachen also gegen ein klassisches Fieber, das typischerweise mit einer
Vasokonstriktion von SchwanzgefaB3en, einer Aktivierung des braunen Fettgewebes sowie
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Kiltezittern als Mechanismen der Thermogenese einhergeht [429]. Zudem war die Expression
von SOCS3-mRNA zwei Stunden nach CyPPA-Behandlung gegeniiber der Kontrolle sogar
noch reduziert. Es handelt sich hier also eher um eine nicht Pyrogen-induzierte Hyperthermie
als um ein Fieber. Die erhohte motorische Aktivitdt konnte theoretisch zu einer Hyperthermie
gefiihrt haben. Interessanterweise stieg aber die Korperkerntemperatur schon bereits vor
Erhohung der Aktivitdt signifikant an. Folglich muss es weitere Mechanismen geben, die die
Erhohung der Korpertemperatur erklaren.

1.3.2 CyPPA hat einen Einfluss auf hepatische Energielevel

Als Erklarung fiir das Vorliegen eines hyperthermen Zustandes ist ein erhohter metabolischer
Umsatz denkbar. Dies konnte ebenfalls die vermehrte Aktivitdt erkldaren, welche sekundar
zum weiteren Temperaturanstieg beigetragen haben konnte. Durch den Nachweis
energiebereitstellender Nukleotide sollte diese These untersucht werden. Als wichtigstes
metabolisches Organ wurde die Leber analysiert, welche die durch CyPPA ansprechbaren
SK-Kanile (SK2 und SK3) exprimiert [96]. Der hierbei erfasste Abfall von Adenosin als
energiearmes Molekiil und der tendenzielle Anstieg von ATP als energiereiche Formen im
Lebergewebe passen zu den gemachten Beobachtungen. Sie spiegeln eine Verschiebung des
Metabolismus hin zu einer erhdhten Energiebereitstellung und einem damit gekoppelten
erhohten Energieverbrauch wieder. Kiirzlich wurde eine Arbeit veroffentlicht, die einen
ebensolchen Einfluss von CyPPA auf den energetischen Zustand beschreibt. In einer
immortalisierten hippocampalen Zelllinie (HT-22) konnte gezeigt werden, dass die Zugabe
von CyPPA ins Zellkulturmedium zu einer vermehrten Glykolyse fiithrt, was iiber die
extrazellulire Ansduerung erfasst wurde. Dieser glykolytische Boost war zwei bis sechs
Stunden nach der Zugabe von CyPPA nachweisbar [420], also in den ersten Stunden nach
Exposition. Die initial durch CyPPA induzierte Glykolyse ging zu spéteren Zeitpunkten (48
Stunden) mit einer reduzierten mitochondrialen Atmung (oxidative Vorginge wie
Atmungskette und Zitratzyklus) und ATP-Synthese einher [419, 420]. Wie die Offnung von
SK dabei den mitochondrialen Metabolismus im Detail moduliert bleibt unklar.
Nichtsdestotrotz konnen die bisherigen Erkenntnisse die nach zwei Stunden erhohten ATP-
Konzentrationen der Leber sowie die durch CyPPA induzierte erhohte Proteinsynthese gut
erkldren. Der Wirkungsgrad biologischer Oxidationen, also der ATP-Synthese, liegt bei nur
etwa 50%, daher wird bei diesem Prozess immer auch viel Wirme frei [428]. Dieser
Wirmeverlust zeigt sich im in vivo Experiment als erhohte Korpertemperatur. Bei
Betrachtung der endogenen Verhiltnisse zum Zeitpunkt 24 Stunden nach CyPPA-Applikation
wéren, bei gleichen Verhéltnissen wie im Zellkulturmodell, reduzierte ATP-Konzentrationen
durch Hemmung der mitochondrialen Atmung zu erwarten. Dies war anhand der gewonnenen
in vivo Daten zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht anzunehmen. Auf die Untersuchung
entsprechender Leberproben wurde daher verzichtet.

Ein weiterer zur erh6hten motorischen Aktivitét beitragender Faktor konnte NF-IL6 sein. Die
NF-IL6-Expression im Hypothalamus stieg zwei Stunden nach CyPPA-Gabe signifikant an.
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Im Cortex war ein vergleichbarer Trend erkennbar. Daten aus der eigenen Arbeitsgruppe
haben gezeigt, dass ein Knock-out von NF-IL6 die motorische Aktivitit bei Miusen basal
reduziert, was beispielsweise durch die Beeinflussung endogener Corticosteron- und
Proopiomelanocortin (POMC) -Spiegel bedingt sein konnte [461]. Ob CyPPA durch die
Induktion von NF-IL6 das vorgenannte System beeinflusst und somit zum Anstieg der
Aktivitit beitrigt, bleibt zu kliren. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wire es von Interesse
NF-IL6 Knock-out Tiere mit CyPPA oder dessen Solvent zu behandeln und deren motorische
Aktivitdt sowie Corticosteron- und POMC-Spiegel zu analysieren.

Abschliefend ist festzuhalten, dass CyPPA unter nicht-inflammatorischen Bedingungen
nachweisbare Wirkungen sowohl auf den JAK-STAT- als auch auf den NFxB-Signalweg
besitzt. /n vivo konnte nach Verabreichung eines starken LPS-Stimulus keine Wirkung auf die
LPS-induzierte mikrogliale Aktivierung und auf Parameter der sickness response
nachgewiesen werden. Bei einer denkbaren therapeutischen Anwendung von CyPPA gilt es
Eigeneffekte wie die induzierte Hyperthermie, gesteigerte Aktivitdt und den erhohte

Metabolismus in der Leber zu beachten.

2. Die Wirkung von ®-3 Fettsiuren und deren Metabolite auf LPS-
induzierte Verinderungen im in vivo Modell

2.1 Auswirkungen des Genotyps und der nutritiven ®-3 Versorgung auf Fieber und

andere Parameter der sickness response

2.1.1 Fat-1 Miuse erholen sich schneller von einer LPS-induzierten Hypothermie als
WT

In der vorliegenden Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass ®-3 defizient erndhrte Fat-1
Miéuse nach intraperitonealer Applikation einer hohen LPS-Dosis (2,5 mg/kg) zwar ein
kurzfristig hoheres LPS-induziertes Fieber bekommen, die Tiere sich jedoch auch schneller
von der darauf folgenden Hypothermie erholen als WT. Dahingegen waren unter ®-3
ausgewogener Erndhrung weder basal noch nach geringer LPS-Dosis (50 pg/kg)
genotypspezifische Unterschiede erkennbar.

-3 defizient erndhrte Fat-1 zeigten basal eine signifikant erhohte Korpertemperatur in der
Dunkelphase sowie eine generell signifikant erhdhte lokomotorische Aktivitdt gegeniiber
Kontrollen. Es ist wahrscheinlich, dass dieser Effekt kein ,.echter genotypspezifischer
Unterschied ist. Auch WT zeigten abhidngig von der Erndhrung zum Teil signifikante
Unterschiede in der Korpertemperatur und im Aktivitdtsprofil. Bei Betrachtung der
Einzeltierdaten wurde jedoch deutlich, dass Tiere beider Gruppen sich nicht grundsétzlich
unterschieden. Die Zusammenfassung groflerer Tiergruppen fiihrt lediglich dazu, dass im
Mittel weniger Schwankungen im Temperatur- bzw. Aktivitits-Verlauf auftraten. So kommt
es bei statistischem Vergleich unterschiedlich groBer Tiergruppen zu signifikanten
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Unterschieden, die jedoch unter Vorbehalt zu betrachten sind. Insgesamt lassen die hier
erfassten Daten keinen sicheren Einfluss des nutritven ®-3 Status auf Parameter wie
Korpertemperatur und motorische Aktivitit innerhalb eines Genotyps nach geringer LPS-
Dosis (50 pg/kg) erkennen.

Die neuronale Informationsweiterleitung von der Peripherie zum ZNS ist vor allem bei
geringen LPS-Dosen (50 pg/kg KGW) von Bedeutung, wohingegen bei zunehmender Dosis
(2,5 mg/kg LGW) der humorale Signalweg an Bedeutung gewinnt und neuronale Effekte
verdeckt [422]. Dies konnte erkldren, warum in der vorliegenden Studie weder ein klarer
genotypabhingiger noch ein fiitterungsbedingter Effekt auf die Fieberentwicklung nach
geringem LPS-Stimulus nachgewiesen werden konnte. Wéhrend die Versorgung mit -3 FS
direkten Einfluss auf die Zusammensetzung von Mediatoren des humoralen Wegs nimmt,
scheint der Einfluss auf den neuronalen Weg fiir das hier untersuchte Modell nicht von

Belang zu sein.

Generell wird ®-3 FS in Tiermodellen eine neuroprotektive Wirkung zugeschrieben [377].
Bislang sind jedoch nur wenige Studien verfiigbar, die sich mit dem Einfluss von ®-3 FS auf
die sickness response beschiftigten. Parameter wie Fieberverlauf, Lethargie, Anorexie und
Kachexie als readout finden im Gegensatz zu anderen inflammatorischen Markern kaum
Beachtung. Neben den vor allem am Menschen durchgefiihrten Studien zur
fieberreduzierenden Wirkung einer meist kurzfristigen, aber hochdosierten Substitution von
-3 FS, die bereits in 1.2.2.2 angesprochen wurden, wurde kiirzlich auch eine Untersuchung
an Ferkeln publiziert. Sauen erhielten bereits wihrend der Trachtigkeit eine -3 angereicherte
Fiitterung. Bei diesem Vorgehen konnte keine fiitterungsbedingte Reduktion der LPS-
bedingten Fieberentwicklung bei den Ferkeln nachgewiesen werden. Ebenso waren TNF-a
und Interferon y im Plasma unbeeinflusst von der im Gehirn erhohten DHA-Konzentration
[105]. Interessanterweise unterschied sich in weiteren Studien die Reaktion von
Meerschweinchen auf einen IL-1-Stimulus in Abhéngigkeit von der Dauer der Verabreichung
einer mit Fischol angereicherten Didt. Eine sechswochige Fiitterung schiitzte vor IL-1-
induziertem Fieber, wohingegen dies nach lediglich fiinfwochiger Fiitterung nicht der Fall
war. IL-1-Applikation nach sechswochiger didtetischer Intervention reduzierte die
Korpertemperatur sogar bis hin zu einem negativen Fieberindex in den ersten vier Stunden
post injectionem [397]. Wie in eigenen Versuchen nach Verabreichung einer hohen LPS-
Dosis kann dies als Folge einer hypothermen Reaktion gewertet werden. Plasmazytokinlevel
wurden von Pomposelli et al. allerdings nicht bestimmt.

Es gibt nur sehr wenige Untersuchungen zur Fieberreaktion / sickness response von Méusen
im Zusammenhang mit deren -3 Versorgung. Eine Studie von Mayer et al. zeigte, dass Fat-1
Maiuse eine deutlich reduzierte Lethargie gegeniiber Kontrolltieren im Zeitraum 24 Stunden
nach LPS-Instillation in die Lunge aufwiesen. Dies war begleitet von einer reduzierten
septischen Hypothermie am zweiten Tag nach der Behandlung [322]. Solch deutliche Effekte
waren in eigenen Untersuchungen nach systemischer LPS-Stimulation nicht zu beobachten.
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Dies ldasst vermuten, dass die Applikationsform von LPS einen wichtigen Einfluss auf die
Entwicklung des hier untersuchten Krankheitsbildes hat. Eine andere Arbeitsgruppe hat
bereits 1997 Versuche verdffentlicht, die deutlich zeigten, dass eine orale Fischdlgabe iiber
einen Zeitraum von sechs Wochen die sickness response von Swiss Webster Miusen
moduliert. Tiere die Kontrolldidten (Kokosnussél oder normales Nagerfutter) erhielten,
entwickelt auf die i.p. Gabe von 2,5 mg/kg LPS, trotz einer Umgebungstemperatur von 30 °C,
zunichst eine Hypothermie gefolgt von einem Fieber, dessen Hohepunkt nach 24 Stunden
erreicht war. Tiere die zuvor eine mit Fischdl angereicherte Diét erhielten, entwickelten eine
drastische Hypothermie, welche ldnger als 72 Stunden anhielt. Die Mortalitidt der Fischol-
Gruppe war in diesen Versuchen mit 50 % sehr hoch. In den Kontrollgruppen lag sie bei 0 %.
Die ausgepragte Hypothermie wurde zum Zeitpunkt 90 Minuten von dreifach erhhten TNF-
a-Plasmakonzentrationen begleitet [263]. Fiir Ratten konnte eine Beteiligung von TNF-a an
der Entstehung der septischen Hypothermie gezeigt werden. Die gleichzeitige Verabreichung
einer septischen Dosis LPS (5 mg/kg) und einem TNF-bindendem Protein fiihrte zu einer
verkiirzten hypothermen Reaktion und einem fritheren Einsetzen von Fieber [524]. Reduzierte
PGE;-Level der Tiere der Fischolgruppe lassen Riickschliisse auf Storungen des negativen
Feedbacks von PGE, auf TNF-a zu [268]. Ein solcher negativer Feedback konnte kiirzlich in
vitro an primiren neuronalen Zellkulturen des MnPO belegt werden [486]. Die iiberhohten
TNF-o-Plasmawerte konnten also auch im Mausmodell durch reduzierte PGE,-
Konzentrationen bedingt gewesen sein und damit ursdchlich fiir die beobachtete
Hypothermie. Fiir einen solchen Zusammenhang spricht auBerdem die Tatsache, dass Tiere
der Fischolgruppe im Modell einer lokalen Entziindungsreaktion ohne systemische
Beteiligung von TNF-a vor der Entwicklung von Fieber bzw. Hypothermie geschiitzt waren
[263]. Eine generelle Erhohung von TNF-a als Reaktion auf eine ®-3 Supplementation in
Maiusen konnte in &lteren Studien sowohl in vivo [88, 513] als auch in vitro [48, 304]
nachgewiesen werden. Andererseits wurde jedoch auch gezeigt, dass eine chronische ®-3
Defizienz bei Ratten ebenfalls zu erhohten basalen TNF-a-Konzentrationen fiihrte [327].
Zudem konnte unter -3 defizienter Fiitterung fiir das geschwindigkeitsbestimmende Enzym
der PGE;-Synthese, die mPGES, eine reduzierte mRNA-Expression in Fat-1 Tieren im
Vergleich zu WT nach LPS-Stimulus gezeigt werden [375]. Eine dadurch reduzierte PGE,-
Synthese, unterstiitzt durch erhdhte DHA-Konzentrationen und ein reduziertes AA-Angebot,
konnte in einem Fieberzustand zu verminderten Temperaturanstiegen beitragen. Wiahrend
einer hypothermen Phase findet keine vermehrte PGE,-Synthese im Gehirn statt, was eine
direkte Beteiligung von PGE; an hypothermen Reaktionen auf LPS unwahrscheinlich macht
[499]. Diese Unabhdngigkeit von PGE, konnte die nur geringen Unterschiede der
hypothermen Reaktion von Fat-1 und WT im eigenen Experiment erkldren. Eine potentielle
Beteiligung von PGD; ist ebenfalls denkbar. PGD, ist neben PGE, ein weiterer Metabolit von
AA, welcher der COX2 nachgeschaltet durch die PGD-Synthase produziert wird. Dieses
Prostaglandin ist das hdufigste im Gehirn und spielt vor allem eine Rolle bei der
Schlafregulation [404]. Die Rolle von PGD; bei Fieber ist unklar und konnte hemmend oder
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aktivierend sein. Wihrend reduzierte PGD-Synthese Fieber unterdriickt [176] oder sogar zu
einer Hypothermie beitragen konnte [85], hemmt in einer anderen Untersuchung ein
natiirliches weiteres Abbauprodukt von PGD, (PGJ;) sogar Fieber [339]. Abgewandelte
Synthesewege von PGD, oder PGJ, konnten in Fat-1 Tieren vorliegen und zur hier
beobachteten Modulation der hypothermen Reaktion beitragen. Jedoch bleibt die Beteiligung
von TNF-a wahrscheinlich. Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte Endzeitpunkt von 24
Stunden erlaubte keinen Nachweis von bioaktivem TNF-o im Plasma. Untersuchungen mit
frilheren Endzeitpunkten (1,5 bis 3 Stunden) und folgender TNF-a und PGE,- / D;y- / J»-
Bestimmung sind notig, um die hier zugrunde liegenden Mechanismen der Entstehung einer
septischen Hypothermie sowie die genotypspezifischen Differenzen aufzukldren. Ebenso
wiren systematische immunhistochemische Untersuchungen zur Aktivierung von NFkB, NF-
IL6, STAT3 sowie COX2 und mPGES als inflammatorische Marker von gro3tem Interesse.

Ein weiterer ursdchlicher Punkt, der die teilweise widerspriichlichen Ergebnisse von Studien
zur Wirkung von ®-3 FS an Mensch und Tier erkldren konnte, ist eine hohe interindividuelle
Variabilitit verschiedener Aspekte des Fettstoffwechsels, wie sie mit Hilfe von
Phinotypisierungen anhand von Lipidomanalysen belegt werden konnten [365]. Diesem
bisher meist unbeachteten Aspekt kommt sicher eine bedeutende Rolle zu und sollte in der
vorliegenden Arbeit zum ersten Mal spezifisch fiir an Fieber beteiligte Gehirnregionen, wie
dem OVLT, mittels MALDI-MSI untersucht werden.

2.1.2 Die motorische Aktivitiit ist vom ®-3 Status wahrscheinlich unbeeinflusst

-3 defizient gezogene Fat-1 Tiere zeigten interessanterweise eine basal drastisch erhohte
Aktivitdit im Vergleich zu den WT (Abbildung 46 D), die mit einer erhdhten basalen
Temperatur wihrend der Dunkelphase einherging (Abbildung 44 D). Diese erhohte
Korpertemperatur ist wohl am ehesten durch die erhohte motorische Aktivitdt bedingt.
Unterschiede der Aktivitdt zwischen -3 defizient und ausgewogen ernidhrten WT waren nicht
zu beobachten, was einen primdren Einfluss der Fiitterung unwahrscheinlich macht. Entgegen
dieser Annahme, konnte jedoch ein dhnlicher Zusammenhang bei Schweinen gezeigt werden.
Tiere deren Miitter bereits eine fischdlhaltige Didt erhielten zeigten ein ausgeprigteres Spiel-
und Sozialverhalten als Kontrolltiere [105]. In Einklang mit diesen Beobachtungen zeigen -
3 defizient gezogene Méuse verminderte soziale Interaktion [273, 336]. Dies kann jedoch
nicht mit einer absoluten motorischen Aktivitdt gleichgesetzt werden. Aussagen iiber die
absolute Aktivitdt der Tiere fehlten in allen Studien. Ein weiterer unsicherer Aspekt ist die
statistische Auswertung einer Gruppengrofle von zwei Fat-1 gegeniiber 25 WT. Die
Aktivitdtsdaten der Fat-1 Tiere zeigten eine hohe Standardabweichung. Diese Tatsache muss
bei der Beurteilung der vorliegenden Daten beriicksichtigt werden. Nach Erhoéhung der
GruppengroBBe von Fat-1 Tieren konnen Erkenntnisse abgesichert werden. Weitere Aspekte
werden im Abschnitt IV.3 beschrieben.

-219 -



Diskussion

2.1.3 LPS-induzierte Anorexie und Adipsie sind vom ®-3 Status unabhingig

Die von Ma und Kollegen (2016) gemachte Beobachtung eines reduzierten Verhéltnisses von
Korpergewicht zu Korperldnge bei Fat-1 Tieren verglichen zu WT [313] konnte anhand der
erhobenen Kdorpergewichte im Rahmen dieser Studie nicht nachvollzogen werden. Insgesamt
wurde neben einer LPS-dosisabhingigen Anorexie, Adipsie und einer damit einhergehenden
Reduktion des Korpergewichtes kein genotyp- oder flitterungsspezifischer Einfluss gefunden.
Dies entspricht Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. -3 defizient erndhrte CD1 Méuse [334]
ebenso wie C57BL6/J Mause [130] zeigten eine LPS-induzierte (30 pg/kg oder 125 pg/kg)
Reduktion der Futteraufnahme und des Korpergewichts. Diese Reduktion unterschied sich
jedoch nicht von der ®-3 ausgewogen erndhrter LPS-behandelter Tiere entsprechender
Mauslinien [130, 334]. Ebensowenig war ein Unterschied der LPS-induzierten (125 png/kg)
Verringerung der Futteraufnahme und des Korpergewichts bei Fat-1 Tieren im Verlgleich zu
WT nachweisbar [131]. Im Gegensatz hierzu konnte eine Fischoldiit in einer anderen Studie
zwar eine LPS-induzierte Anorexie nicht verhindern, jedoch die dadurch bedingte Abnahme
des Korpergewichtes [263]. Die zu diesem Studienzweck verwendeten Didten hatten jedoch
leicht unterschiedliche metabolische Energiedichten, was den Verdacht nahe legt, dass vor
allem die Kalorienaufnahme der Tiere fiir diesen Effekt verantwortlich war, und weniger die
FS-Zusammensetzungen der unterschiedlichen Futtermittel.

2.2 Plasma-IL-6-Konzentrationen sind in Fat-1 nach LPS-Stimulation gegeniiber WT
reduziert
In der vorliegenden Arbeit konnte eine Beteiligung von ®-3 FS an zirkulierenden LPS-
induzierten IL-6-Konzentrationen nachgewiesen werden. Fiir -3 defizient gezogene WT war
erwartungsgemal ein dosisabhéngiger Anstieg der IL-6-Werte nachvollziehbar. Plasma-IL-6
war 24 Stunden nach Verabreichung der hohen LPS-Dosis bei Fat-1 Tieren nur in geringen
Konzentrationen nachweisbar, die denen von WT unter Kontrollbedingungen entsprachen. Zu
diesem Zeitpunkt war die Korperkerntemperatur beider LPS-behandelter Genotypen
vergleichbar und lag im Mittel bei etwa 38 °C. Genotypspezifische Unterschiede waren nach
Behandlung mit 50 pg/kg nicht detektierbar (Abbildung 49). Diese Beobachtung untermauert
die Annahme, dass eine -3 Defizienz vor allem Auswirkungen auf den humoralen
Kommunikationsweg  hat, nicht jedoch auf Mechanismen des neuronalen
Kommunikationsweges zwischen Peripherie und ZNS. Im Einklang mit eigenen Ergebnissen
wird ein reduzierter -3 Status hédufig mit einer vermehrten Aktivierung pro-
inflammatorischer Signalkaskaden in Verbindung gebracht. In klinischen Studien [164, 329],
ebenso wie im Rattenmodell [327] konnte dabei eine inverse Korrelation von -3-
Plasmakonzentrationen und pro-inflammatorischen Markern gezeigt werden. Als Folge einer
langfristigen nutritiven ®-3 Unterversorgung werden via A-6-Desaturase der Leber vermehrt
-6 FS in AA umgesetzt [225]. Hohe AA-Konzentrationen sind wiederrum positiv mit der
Synthese von PGE, korreliert [69, 491], welches NFkB-abhingig die IL-6-Biosynthese
stimulieren kann [399, 547] (Abbildung 104). Diese Annahme wird dadurch gestiitzt, dass
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Enzyme der PGE,-Synthese im Cortex ®-3 defizienter Ratten vermehrt exprimiert werden
[411], sowie basale IL-6-Plasmakonzentrationen erhéht sind [327]. Untersuchungen von
Mingam et al. (2008) legen nahe, dass vergleichbare Verhéltnisse nach i.p. Gabe von 30
ng/kg LPS bestehen. Eine ®-3 Deprivation fithrte in Miusen zu einem frithen Zeitpunkt zu
signifikant hoheren IL-6-Anstiegen als in ausgewogen erndhrten Tieren, wobei basal erhohte
Plasma-IL-6-Konzentrationen hier ebenso wenig nachgewiesen werden konnten wie
Unterschiede in der hippocampalen IL-6-Expression [334]. In Ubereinstimmung hiermit
konnte nach Verabreichung von 125 pg/kg LPS weder nach zwei Stunden, noch nach 24
Stunden ein unterschiedlicher Anstieg von IL-6 im Hippocampus von ausgewogen erndhrten
Fat-1 zu WT gezeigt werden [131]. Dieser Zusammenhang unterstiitzt die von Mingam et al.
gemachte Beobachtung, dass es unter ®-3 Defizienz zu einer Entkopplung der IL-6-
Expression vom STAT3-Signalweg kommt [130, 334]. Ob in dem hier verwendeten
Mausmodell ebenfalls ein genereller Anstieg der basalen Plasma-IL-6-Werte bei den -3
defizient gezogenen WT gegeniiber den Fat-1 vorlag, bleibt zu kldren. Fiir ©-3 ausgewogen
erndhrte Tiere dieser Genotypen konnte ein solcher Zusammenhang bereits nachgewiesen
werden [408]. Das wiederum legt die Vermutung nahe, noch verschérfte Verhiltnisse in ®-3
defizient gefiitterten Tieren vorzufinden obwohl der rein fiitterungsbedingte Einfluss auf die
IL-6-Konzentrationen als gering einzuschédtzen ist. Die eigene Untersuchung ebenso wie die
Untersuchungen von Delpech et al. (2015) zeigten tatsdchlich keine signifikanten Plasma-IL-
6-Unterschiede zwischen mit LPS (eigene Studie 50 pg/kg, Delpech 125 ng/kg) stimulierten
-3 defizient oder ®-3 ausgewogen ernidhrten C57BL/6 Tieren [130].
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Abbildung 104

Durch das ®-6 / ®-3 Verhiltnis vermittelte Mechanismen der Beeinflussung von IL-6-
Plasmakonzentrationen als Reaktion auf einen LPS-Stimulus. Ein hohes ®-6 / ®-3 FS
Verhiltnis, wie es in -3 defizient gezogenen WT vorliegt, fiihrt zu einer erhohten Aktivitiit der
delta-6-Desaturase der Leber und damit zu einer hohen Verfiigharkeit von Arachidonséiure
(AA). Diese kann iiber die Cyclooxygenase (COX) 2 vermehrt zu Prostaglandin E, (PGE,)
umgesetzt werden. PGE, bedingt wiederum NFkB-abhingig hohe Interleukin (IL) -6
Plasmakonzentrationen (rote Pfeile). Umgekehrte Verhiltnisse liegen in Fat-1 Tieren vor (griine
Pfeile).

3. Fat-1 zeigen vermehrte physiologische Stressreaktionen im NES

Ein Teil der fiir diese Studie verwendeten Tiere (-3 defizient erndhrte Fat-1 und WT) wurde
neben einem immunologischen Stress durch Applikation von LPS auch einem
psychologischen Stress ausgesetzt. Dieser wurde durch einen Kifigwechsel induziert.
Wiéhrend der Dauer von vier Stunden wurden der Verlauf der Korpertemperatur und die
Aktivitdt der Tiere aufgezeichnet. Ein Anstieg der Korpertemperatur als Reaktion auf
psychologischen Stress ist dabei sowohl im Tiermodell [43, 63] als auch beim Menschen
[218, 371] ein bekanntes Phdnomen. Ob es sich dabei um ein echtes Fieber oder eher eine
Hyperthermie handelt wird bis heute kontrovers diskutiert. Verschiedene Studien belegen eine
Prostaglandinabhéngigkeit des Temperaturanstiegs [488] sowie einen korrelierenden IL-6-
Anstieg im Plasma [290]. Andere Studien hingegen konnten weder einen peripheren IL-6-
Anstieg [174] noch eine Prostaglandinabhingigkeit [577] nachvollziehen, was fiir eine
Hyperthermie spricht.

Die endokrine Stressantwort basiert auf der Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse). Neben der Stressantwort reguliert die HPA-Achse
weitere physiologische Prozesse wie Wachstum, Reproduktion und Stoffwechselvorginge. Im
Rahmen der Stressantwort gelangen afferente Informationen tiber das limbischen System und
den prifrontalen Cortex an den Hypothalamus [470]. Hierbei spielt der Nucleus
paraventricularis (PVN) eine entscheidende Rolle. Afferenzen verschiedener Hirngebiete
miinden hier, aulerdem bestehen efferente Verbindungen zur Eminentia mediana (ME) und
dem Hypophysenvoderlappen (HVL). Auf entsprechende Stimuli hin wird im PVN
corticotropin releasing hormone (CRH) gebildet, welches liber neuronale Projektionen in die
ME gelangt und anschlieBend tiber das hypophysdre Pfortadersystem in den HVL. Das im
HVL vorliegende Prohormon POMC wird hierauf zum adrenocorticotropen Hormon (ACTH)
gespalten, welches letztlich die Freisetzung von immunsuppressiven Glucocorticoiden aus der
Nebennierenrinde bedingt. Bei der Maus ist dies vor allem Corticosteron [407]. Die
Aktivierung der HPA-Achse kann auch durch inflammatorische Stimuli (LPS oder Zytokine)
erfolgen [174], vor allem induziert IL-1B eine CRH-Freisetzung [196]. Auch das Zytokin IL-6
kann die HPA-Achse beeinflussen [529].

Tiere beider Genotypen entwickelten als Reaktion auf den NES eine erhdhte
Korpertemperatur, die etwa zwei Stunden nach dem Kifigwechsel auf das Ausgangsniveau
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zuriickkehrte. Dabei war auffdllig, dass Fat-1 Tiere eine signifikant ausgeprégtere
Stressreaktion zeigten als WT. Vergleichbare Ergebnisse lieBen sich fiir die Aktivitét
festhalten. Auch hier zeigten Fat-1 einen im Vergleich zur eigenen Baseline signifikant
hoheren Anstieg der lokomotorischen Aktivitdt als WT (Abbildung 50 und Abbildung 51).
Diese Feststellung korreliert gut mit der bereits basal erhohten Korpertemperatur und
Aktivitdt der ®-3 defizient gezogenen Fat-1 vor allem wéhrend der Dunkelphase. Sowohl
basale als auch stressinduzierte physiologische Parameter scheinen also durch das -3

Transgen und / oder die Fiitterung beeinflusst zu sein.

Dieser Befund war vollig unerwartet. Einige Untersuchungen konnten ndmlich zeigen, dass
die endokrine Stressantwort auf einen LPS-Stimulus und der damit verbundene Anstieg der
Korpertemperatur nach Verabreichung von DHA und EPA reduziert ist [161, 330]. Als
Konsequenz einer dreiwdchigen Fiitterung einer mit Fischol supplementierten Diét zeigten
Ferkel eine mildere Aktivierung der HPA-Achse auf einen LPS-Stimulus als Kontrolltiere.
Diese Tiere zeigten eine DHA- und EPA-Anreicherung im Hypothalamus sowie in der
Hypophyse. Dies war begleitet von reduzierten ACTH- und Cortisol-Plasmakonzentrationen,
verminderten hypothalamischen CRH-Konzentrationen und reduzierter hypophysérer POMC-
mRNA-Expression. Die Fischolfiitterung reduzierte iiberdies die Expression von TNF-a- und
COX2-mRNA im Hypothalamus [301]. Eine widhrend der Gehirnentwicklung von Ratten
nutritiv herbeigefiihrte DHA-Defizienz fiihrte im spéteren Leben zu einem verlédngerten und
um {iiber ein Grad hoheren Anstieg der Kolontemperatur als Reaktion auf eine Fixierung als
psychologischen Stressor. Dieser Temperaturanstieg fiel bei Tieren, die erst ab der dritten
Lebenswoche eine defiziente Didt erhielten bedeutend milder aus [95].
Plasmacorticosteronkonzentrationen verhielten sich entsprechend. Die DHA-defiziente
Fiitterung wihrend der Gehirnentwicklung erhdhte den stressinduzierten Corticosteronanstieg
signifikant gegentiber Tieren, die erst ab der der dritten Lebenswoche ®-3 defizient ernéhrt
wurden [95]. Dies legt den Verdacht nahe, dass bereits wéahrend der fetalen Entwicklung eine
»Programmierung® der HPA-Achse stattfindet [95]. Ferner konnte gezeigt werden, dass eine
nutritive ®-3 Defizienz wihrend der frithen postnatalen Periode eine nachhaltige DHA-
Depletion in der Phospholipidfraktion des Hypothalamus verursacht [295]. Die didtetische
DHA-Supplementation von Mausen bedingte zudem ein verbessertes Abschneiden im forced
swimming test, ebenso wie im tail suspension test, einem Test zur Einschitzung der
antidepressiven Wirkung von Substanzen. Diese Form des Stresses ging ebenfalls mit
signifikant reduzierten hypothalamischen CRH-Konzentrationen und hypophysdren ACTH-
Konzentrationen einher [231]. Eine Vielzahl von Studien legt also einen positiven,
didmpfenden Einfluss von ®-3 PUFA auf physiologische Stressreaktionen nahe. In diesem
Sinne fiihrte eine m-3 Deprivation in C57BL/6J Méusen zu einem Phénotyp, der dhnlich einer
chronischen Stressreaktion mit basal erhohten Plasmacorticosteronkonzentrationen zu
bewerten sein miisste. Dieser Phandtyp entsteht als Folge einer chronischen Aktivierung der
Nebenniere und ging mit einer neuronalen Atrophie in Regionen des prifrontalen Cortex und

einer inaktivierten Glucocorticoidrezeptor-Signalkaskade einher. Solche Tiere zeigten zudem
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ein gestortes Sozialverhalten sowie gesteigertes Angstverhalten im open-field test [277, 278].
Die Hypophyse ist iiberdies eine der Gehirnregionen, die bei einer -3 defizienten Zucht
besonders von einem DHA-Verlust betroffen ist [79]. Die -3 Defizienz trigt also sowohl zur
anatomischen als auch zur funktionellen Dysregulation der HPA-Achse bei. Eigene Daten
sind hierzu jedoch teilweise widerspriichlich. Tiere mit mindestens physiologischen bzw.
hoheren -3-Konzentrationen (Fat-1) schnitten schlechter ab als -3 defiziente Tiere (WT).
Eine mdgliche Ursache hierfiir konnte beispielsweise eine Beeinflussung von NF-IL6 durch
den -3 Status der Tiere sein. Kiirzlich wurde eine gegeniiber Wildtyp Mausen verlédngerte
Aktivitdtserhohung im NES von NF-IL6 Knock-out Mausen beschrieben [461]. Auch Fat-1
zeigten tendenziell eine verldngerte Aktivitdtserhdhung, die parallel mit dem
Temperaturanstieg verlief. Bisher wurde die Rolle von ®-3 PUFA auf NF-IL6 noch kaum
untersucht. So konnten unterschiedliche Effekte von w-6 oder ®-3 PUFA auf die Aktivierung
glatter Muskelzellen durch IL-1p beschrieben werden. Die Inkorporation von DHA und EPA
in Zellmembranen unterdriickte die IL-1B-induzierte Expression der sezernierten PLA, sowie
von COX2 und damit auch von PGE,. Diese Wirkung soll iiber eine modulierte
Bindungsfdhigkeit der beteiligten Transkriptionsfaktoren NF-IL6 und NFxB vermittelt
werden. Eine AA-Supplementation fiihrte zu einer erhdhten, wohingegen DHA und EPA zu
einer reduzierten Bindungsfahigkeit beitrugen [57]. Es besteht also die Mdglichkeit einer m-3-
abhingigen Suppression der NF-IL6-Aktivitidt, die womdglich die Stressantwort im NES
dhnlich wie bei NF-IL6 Knock-out Tieren beeinflusst.

Des Weiteren konnte ein veridnderter Energiestoffwechsel ursédchlich sein. Einerseits stehen
Fat-1 Tieren andere FS-Muster fiir die Energiegewinnung durch -Oxidation zur Verfligung,
andererseits gibt es auch Hinweise auf eine erhohte Glukosetoleranzen bei méannlichen Fat-1
Tieren [230]. Beide Faktoren konnten dazu fiihren, dass Fat-1 Tiere iiber mehr Energie fiir
motorische Aktivitdt verfligen und es damit einhergehenden zu einem Temperaturanstieg

kommit.

Um eine kausale Erkldrung der vorliegenden Verhéltnisse zu gewihrleisten wire es neben der
Erfassung physiologischer Daten von grotem Interesse weitere Untersuchung anzuschlieBen.
Zielparameter konnten hierbei beispielsweise Corticosteron-, ACTH-, TNF-a- sowie IL-6-
Plasmakonzentrationen, hypophysidre CRH- und POMC-Spiegel sowie Expressionsmuster
verschiedener inflammatorischer ~Marker in  unterschiedlichen  hypothalamischen
Gehirnregionen und der Hypophyse zu unterschiedlichen Zeitpunkten des NES sein. Auch
eine Betrachtung energiebereitstellender Nukleotide (beispielsweise ATP, ADP und
Adenosin) verspricht interessante Ergebnisse. Ziel hierbei wére es auf molekularer Ebene die
erhohte Stressanfilligkeit der Fat-1 Tiere zu untersuchen, die sich neben den Befunden im
NES auch durch reduzierte Reproduktionsraten sowie durch einen hoheren Temperaturanstieg
wiahrend der ersten Phase des LPS-induzierten Fiebers (2,5 mg/kg LPS, Stresspeak)
bemerkbar machte. Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag allerdings auf der Untersuchung
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der Lipid-Verteilungsmuster in Gehirnen von Fat-1 und WT sowie deren Beeinflussung
wihrend systemischer Entziindungsreaktionen.

4. Unterscheidbare Verteilungsmuster und die potentielle Rolle
verschiedener Lipidspezies im Bereich der praoptischen Region
und des OVLTSs wihrend LPS-induzierter systemischer

Inflammation
Das Gehirn ist stark angereichert mit PUFA wie AA und DHA. Sie regulieren sowohl die

Struktur als auch die Funktion von Neuronen [34]. Daher ist es nicht iiberraschend, dass eine
Modifikation des PUFA-Gehalts im Gehirn an der Entstehung von Neuropsychopathologien
sowie neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt zu sein scheint. Zur Beantwortung
biologischer Fragestellungen beziiglich der Pathogenese solcher Erkrankungen bediente man
sich in den letzten Jahren immer hiufiger der Nutzung von Lipidomanalysen. Das Lipidom
beschreibt dabei das gesamte Spektrum von Lipiden in einem biologischen System. Deren
Kartierung wird im angloamerikanischen Sprachgebrauch in Anlehnung an genomics und
proteomics als lipidomics bezeichnet [493]. Im ZNS findet diese Technik vor allem
Anwendung zur Untersuchung von traumatisch bedingten Gehirn- [434] und
Riickenmarkserkrankungen [200], aber auch Verinderungen des Lipidstoffwechsels bei
Krebserkrankungen, infektiosen Geschehen [581] sowie im Verlauf der Alzheimer-Krankheit
[220] werden so erfasst. In vielen Studien wird bei der Analyse der FS-Zusammensetzungen
nicht zwischen verschiedenen Gehirnregionen differenziert. Andere Untersuchungen konnten
jedoch bereits regionale Unterschiede in verschiendenen Gehirnstrukturen nachweisen, denen
mit hoher Wahrscheinlichkeit eine funktionelle Bedeutung zukommt. So zeigen oLNA
defizient erndhrte Ratten nur im Bereich des frontalen Cortex Verdnderungen des
dopaminergen und serotonergen Systems [129]. Die erhohte Sensitivitit dieser Region
gegentiber einer w-3 PUFA Defizienz bestitigte sich in weiteren Studien [79, 275]. Carrié et
al. (2000) erfassten Phospholipidzusammensetzungen in elf verschiedenen Gehirnregionen
bei aLNA defizient erndhrten Méusen. Dabei zeigte sich bei Kontrolltieren eine signifikant
erhohte DHA-Konzentration des frontalen Cortex gegeniiber allen weiteren untersuchten
Gehirnregionen [79]. Auch Maduse die lediglich einer fiinfwdchigen Anreicherung ihrer
Umgebung (environmental enrichment) ausgesetzt wurden, zeigten gegeniiber Kontrolltieren
ein vermehrtes Vorkommen von DHA-tragenden Phospholipiden im cerebralen Cortex [453].
Bei ®-3 defizient erndhrten Tieren zeigte sich vor allem im Cortex, im Striatum sowie in der
Hypophyse eine kompensatorische Anreicherung mit Docosapentaensidure (DPA; 22:5, ®-6)
anstelle von DHA [79]. Ahnliche Verhiltnisse lieBen sich bei Ratten aufzeigen. In adulten
Tieren war ebenfalls der Cortex die Region mit dem grofSten DHA-Anteil; bei Neonaten war
es das Striatum. Die geringsten DHA-Konzentrationen bei Neonaten zeigten der
Hippocampus und der Hypothalamus [564]. Die Anreicherung mit DHA ist also stark vom
Alter der Tiere, der betrachteten Gehirnregion aber auch der Futterzusammensetzung
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abhéngig und wurde bisher kaum systematisch untersucht. Plasmalipidomanalysen zeigten
eine generelle Anreicherung von EPA und DHA im Plasma von Fat-1 Tieren gegeniiber WT
[19]. Die Dynamik der genauen rdumlichen Verteilung und Zusammensetzung von
Phospholipiden und freien FS im Gehirn und vor allem in der praoptischen Region wihrend
einer systemischen Entziindungsreaktion war jedoch bisher nicht untersucht und ist somit
vOllig unklar. Hochauflosende in sifu Analysen z.B. flir die CVOs sind nur mit bildgebender
MALDI-MS moglich und wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit im Bereich der
praoptischen Region und des OVLTs erstmalig durchgefiihrt. Dabei gelang es eine Vielzahl
verschiedener Lipidspezies mit ihrem Verteilungsmuster nachzuweisen. In einer kiirzlich
verdffentlichten Studie wurde gezeigt, dass Ceramide, Diacyglycerol sowie Cholesterolester
im zeitlichen Verlauf als Biomarker fiir traumatisch herbeigefiihrte Gehirnverletzungen
genutzt werden konnen. Interessanterweise konnte im Zuge eines Anstiegs von
Diacylglycerol ein Verlust von AA- und DHA-tragenden PEs im Bereich der verletzten
Cortexregion beobachtet werden [434]. Vergleichbar zu diesen Untersuchungen wurde in der
vorliegenden Studie nach Markern / Indikatoren fiir LPS-bedingte Verdnderungen gesucht,
jedoch mit einer weit hoheren raumlichen Auflosung als in allen vorgenannten Arbeiten.
Dabei wurden repetitiv auftretende Verteilungsmuster nachgewiesen und in Gruppen
eingeteilt. Folgende Einteilung wurde vorgenommen: (I) Lipidspezies mit weitgehend
homogener Verteilung im Bereich der pridoptischen Region und umgebendem Gewebe, (II)
Spezies mit einem verstirkten, keilformigen aber verwaschenen Signal in der Zielregion (III)
Spezies mit einem klaren auf das OVLT beschrinktem Signal und (IV) Spezies die kein
Signal im OVLT, aber dafiir im umgebenden Gewebe zeigten. PC (38:6), PC (38:7) und PG
(38:5) sowie viele detektierte LPCs wiesen eine gemeinsame Besonderheit auf. Alle zeigten
ein (V) verstirktes Signal in der prdoptischen Region des LPS-behandelten Fat-1 Tieres, in
den Kontrolltieren jedoch fehlte ein Signal oder lag eine homogene Verteilung vor. Diese
Lipidspezies wurden zu einer flinften Gruppe zusammengefasst. Insgesamt konnten also
bereits innerhalb der Genotypen von Méusen (Fat-1 im Vergleich zu WT) nach PBS- oder
LPS-Behandlung mehrere verschiedene Verteilungsmuster auf der Ebene des OVLTs und des
umgebenden Gewebes filir verschiedene Lipide beobachtet werden. Eine weitere
Sonderstellung, und in dieser Arbeit nur exemplarisch aufgefithrt, nimmt N-
Acetylaspartylglutamat ein. Dieses Molekiil ist kein Lipid und zeigte ein deutlich vermehrtes
Signal im Sehnerv. Eine Ubersicht der zusammengestellten Verteilungsgruppen ist in Tabelle
31 dargestellt. Fett- und kursivgedruckte Substanzen wurden sowohl im positiven als auch im
negativen lonen-Modus detektiert. Dabei zeigten fettgedruckte Substanzen in beiden Modi ein
iibereinstimmendes Verteilungsmuster. Die kursivgedruckten Substanzen zeigten kein
iibereinstimmendes Verteilungsmuster in Aufnahmen beider Messmodalititen. Dies kdnnte an
den leicht variierendenen coronalen Schnittebenen der gemessenen Schnitte liegen. Im

Folgenden sollen ausgewéhlte Lipide / Lipidgruppen niher betrachtet werden.
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positiver Ionen-Modus

negativer lonen-Modus

homogene Verteilung

LysoPE (18:0)
LysoPE (18:1)
PA (40:6) (nicht abgebildet)

LysoPE (18:0)
LysoPE (18:1)
PA (40:6) (nicht abgebildet)

PA (38:5)
PE (38:5) (nicht abgebildet)

LysoPE (16:0)

LysoPC (P-18:0) / LysoPC (O-18:1)
PC (36:4)

PC (38:5) (nicht abgebildet)

PC (40:8) (nicht abgebildet)

PE (P-38:4) (nicht abgebildet)

PE (P-38:6)

m/z 427.99 (nicht abgebildet)

m/z 564.01 (nicht abgebildet)

Arachidonsdure
Docosapentaensiure (nicht abgebildet)
Stearinsdure

LysoPA (18:0)

LysoPA (22:6)

LysoPE (22:6)

PA (32:0)

PA (36:1) (nicht abgebildet)
PA (38:6) (nicht abgebildet)
PA (40:7) (nicht abgebildet)
PE (34:1)

PE (36:1)

PE (36:4)

PE (38:4)

PE (40:7)

PG (36:2)

PI(36:1) (nicht abgebildet)
PS (40:7)

(I) verwaschenes Signal im Bereich der prioptischen Region

PE (38:5)

m/z 760.08 (nicht abgebildet)

Docosatetraensiure

LysoPA (16:0)

LysoPA (18:1)

LysoPI (16:0) (nicht abgebildet)
LysoPI (18:0) (nicht abgebildet)
LysoPI (18:1) (nicht abgebildet)
LysoPI (20:4) (nicht abgebildet)
PA (34:1)

PA (36:2)

PG (38:4) (nicht abgebildet)

PI (38:5)

PS (38:5) (nicht abgebildet)

(IIT) scharf umrissenes Signal im Bereich der prioptischen Region

P4 (38:5)
LysoPC (18:2) Palmitinsdure
PE (P-36:4) / PE (0-36:5) LysoPE (20:4)

SM (d38:1)
SM (d38:2)
m/z 874.53

PA (36:4) (nicht abgebildet)
PA (38:4) (nicht abgebildet)
PE (32:0) (nicht abgebildet)
PG (34:1)

PI (36:4)
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positiver Ionen-Modus negativer Ionen-Modus
PI(38:4)
PS (36:1)
PS (38:4)
(IV) Kkein Signal im Bereich der prioptischen Region (,,ausgespartes* OVLT)
PE (38:6) PE (38:6)
PE (40:6) PE (40:6)
PS (40:6) PS (40:6)
LysoPE (16:0)
PC (38:4) Docosahexaensdure
PC (40:5) (nicht abgebildet) PE (34:0)
PC (40:6) PE (36:2)
PC (40:7) PI (34:1) (nicht abgebildet)
PE (P-40:4) / PE (0O-40:5) PS (34:1)
PE (P-40:6) PS (36:2)

m/z 956.59 (nicht abgebildet)

(V) Signal im Bereich der praoptischen Region fehlt oder ist homogen verteilt, tritt jedoch
verstirkt im LPS behandelten Fat-1 Tier auf

LysoPC (16:0)

LysoPC (16:1)

LysoPC (18:0)

LysoPC (18:1)

PC (38:6)

PC (38:7) (nicht abgebildet)
PG (38:5) (nicht abgebildet)

(VI) starke Signale im Sehnerv

N-Acetylaspartylglutamat

Tabelle 31

Zusammenfassende Darstellung der in MALDI-Experimenten (sowohl positiver als auch
negativer lonen-Modus) detektierten Substanzen und deren Zuordnung zu verschiedenen
Verteilungsgruppen. Fett- und kursivgedruckte Substanzen wurden sowohl im positiven als
auch im negativen Ionen-Modus angesprochen.

Freie Fettsiuren

Der Nachweis freier FS gelang aufgrund ihrer lonisationseigenschaften erwartungsgemaf nur
im negativen lonen-Modus [183]. Prinzipiell ist aufgrund unterschiedlicher
Ionisationseffizienzen die Peakintensitdt nicht mit der molekularen Konzentration einer
Zielsubstanz im Gewebe gleich zu setzen. Es ist jedoch eine Standardannahme, dass die
relative Peakintensitét gleicher Molekiile in vergleichbaren Geweben in etwa die intrinsischen
Konzentrationen wiederspiegeln [133, 318, 561]. Diese Annahme gilt so auch fiir
Phospholipide, solange sie der selben Phospholipid-Familie angehoren [201]. Fiir AA sowie
fiir Palmitinsdure wurde insgesamt eine hohere Signalintensitdt im Kontrolltier (WT PBS) als
im Fat-1 Tier (LPS) beobachtet; umgekehrte Verhiltnisse waren fiir den Nachweis von
Stearinsdure erkennbar. In der Messungen des Kontrolltiers (WT PBS) waren die
Signalintensititen jedoch generell etwas hoher als die Peaks des LPS-behandelten Fat-1
Tieres. Diese Aussage gilt so auch fiir Peaks von Massen die der Matrix zugeordnet werden
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konnten. Daher ist ein direkter Vergleich der Signalintensititen hier leider nicht moglich.
Hierzu miissten Singalintensitéten verschiedener Matrix und nicht-Matrix Peaks gemittelt und
zueinenader ins Verhdltnis gesetzt werden (Normalisierung). Ein solches vorgehen wiirde
eine relative Quantifizierung ermoglichen und damit eine Vergleichbarkeit herstellen.
Generell ist es jedoch mit der verwendeten Methode moglich freie FS darzustellen und
Aussagen iiber deren raumliches Verteilungsmuster zu machen. Interessanterweise zeigte AA
in allen auswertbaren Messungen eine homogene Verteilung im Gewebe, wohingegen DHA
im Bereich des OVLTs ein abgeschwiéchtes Signal aufwies. Entgegen fritherer Annahmen
kann das ZNS freie FS durchaus zur Energiegewinnung nutzen [146]. Ein fehlendes Signal im
Bereich des OVLTs ist also ein Hinweis fiir eine potenitlell erhohte Energieumsetzung.
Dariiber hinaus ist es denkbar und wahrscheinlich, dass DHA genotypunabhingig vermehrt
zur Synthese von beispielsweise Docosanoiden eingesetzt wird. Eine weitere Ursache fiir
fehlende DHA-Signale im Bereich des OVLTs konnte eine fehlende Expression von DHA
durch im OVLT vorhandene Zellen sein. Um diese Frage abschlieBend zu kldren ist es
notwendig beispielsweise mittels radioaktiv markiertem DHA dessen Metabolisierung zu
verfolgen oder auch einen Nachweis entsprechender Docosanoide zu fithren (Methodisch
wire hier in Anlehnung an [29, 531] vorzugehen.). Ebenso ist bisher nicht bekannt, wie sich
die Expression von MGL in Fat-1 und WT basal und nach LPS-Stimulation verhalt.

Phospholipide

Die dominierende Phospholipidspezies bei massenspektrometrischen Untersuchungen von
Gehirnmaterial im positiven Ionen-Modus sind PCs und dabei vor allem PC (16:0/18:1), PC
(16:0/16:0) und PC (18:0/18:0) [23]. Alle drei zeichnen sich durch einen hohen
Séttigungsgrad und kurze Kohlenstoffketten aus und lagen daher nicht im Fokus der
vorliegenden Arbeit. Vielmehr wurden hier nur solche PCs analysiert, die mindestens vier
Doppelbindungen und einen Gesamtgehalt von 36 Kohlenstoffatomen aufweisen, also PC
(36:4) und aufsteigend. Das am hiufigsten AA-tragende PC im Gehirn ist PC (18:0/20:4), das
am hadufigsten DHA-tragende PC (18:0/22:6) [23]. Sowohl PC (38:4) als auch PC (40:6), die
mindestens anteilig den vorgenannten Kriterien entsprechen, wurden hier nachgewiesen. Eine
sichere Identifizierung der FS der sn-1 sowie der sn-2 Position hitte MS/MS Untersuchungen
notig gemacht. Auf diese Analysen wurde hier verzichtet, da die Studie zunéchst iiberpriifen
sollte, ob prinzipiell Unterschiede der Lipidmuster beider untersuchten Genotypen
detektierbar sind. Alle hier untersuchten PCs [PC (36:4), PC (38:4-7) und PC (40:5-8)]
konnen potentiell AA tragen. Als hdufig AA-tragend beschrieben sind jedoch lediglich PC
(36:4), PC (38:4) und PC (38:5) [23]. Potentiell konnen PC (38:6-7) und PC (40:6-8) DHA
tragen. Nachgewiesen wurde DHA aber vor allem in PC (38:6) sowie in PC (40:6-7) [23].

Mittels MALDI-MSI konnte bisher eine transiente Reduktion von DHA-tragenden PCs in
einem Modell fiir traumatisch herbeigefiihrte Riickenmarksverletzungen in Ratten
nachgewiesen werden (v.a. PC (38:6) und PC (40:6)). Diese Reduktion war im Zeitraum von
einem Tag bis acht Wochen nach Lésionssetzung erkennbar. PC (38:6) wurde dabei
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vorwiegend im Bereich von Motoneuronen detektiert. Etwa eine Woche nach der
traumatischen Intervention stieg die Konzentration AA-tragender PCs an [v.a. PC (36:4) und
PC (38:4)]. Der =zeitliche Verlauf wie auch das ridumliche Verteilungsmuster wiesen
darauthin, dass iiber eine geschidigte BHS einwandernde Immunzellen vermehrt PCs zu
LPCs umsetzen (Anstieg von LPCs wurde hier ebenfalls nachgewiesen) und dabei
freiwerdendes AA zur Synthese inflammatorischer Mediatoren, wie Prostaglandinen, nutzen
[200]. In einem vergleichbaren Mausmodell konnte die Reduktion des DHA-tragenden PC
(38:6) durch gleichzeitige Gabe eines gegen den IL-6-Rezeptor gerichteten Antikdrpers
signifikant reduziert werden [13]. Eine Reduktion von AA-tragenden PCs [(PC (36:4) und PC
(38:4)] wurde hierdurch jedoch nicht induziert. Nichtsdestotrotz lie} sich auch klinisch ein
neuroprotektiver Effekt durch die Unterbrechung des IL-6-Signalweges nachweisen. Ferner
korreliert das Auftreten von PC (38:6) mit dem Nachweis GFAP (saures Gliafaserprotein) -
positiver Zellen, was den Verdacht nahe legt, dass DHA auch von Astrozyten exprimiert wird
[13]. Ein Riickgang DHA-tragender PCs [PC (38:6), PC (40:6) und PC (40:7)] in betroffenen
Regionen des Riickenmarks lie sich auch in einem Mausmodell der amyotropischen
Lateralsklerose nachweisen [14]. Die Erkenntnis dieser Studien erlauben es den Verlust von
PC (38:6) als Korrelat zu einem neuronalen Verlust zu interpretieren [14, 200]. Betrachtet
man nun die Tatsache, dass das LPS-behandelte Fat-1 Tier eine Anreicherung des PC (38:6)
Signals im Bereich des OVLTs zeigte, konnte dies einem neuronalen Schutz vor LPS-
bedingten Schiaden entsprechen. Dieser Schutz / dieses Signal fehlte in beiden WT Tieren
(PBS und LPS) (vergleiche die Verteilung in Abbildung 65). Unterschiede im Vorkommen
anderer DHA-tragender PCs [PC (40:6) und PC (40:7)] konnten in der eigenen Studie nicht
nachgewiesen werden. Diese scheinen auf Ebene des OVLTs eine gegeniiber PC (38:6)
untergeordnete Rolle zu spielen.

Gerade PC (40:6) zeigt sich in anderen Zusammenhdngen als weitere interessante
Zielsubstanz. Wie bereits erwéahnt korreliert die Reduktion von PC (40:6) in Gehirnregionen
mit der Bildung amyloider Plaques von Alzheimer-Patienten und der Dauer der Erkrankung
[574]. Ferner wurde PC (40:6) in der Retina der Maus [209] sowie der Retina des Menschen
und hier vor allem im Bereich der Photorezeptoren nachgewiesen [575]. Es ist bekannt, dass
DHA fiir die gesunde Funktion der Retina bendtigt wird [31-33]. Eigene Untersuchungen
zeigten keine genotyp- oder behandlungsabhingigen Unterschiede in der Verteilung von PC
(40:6). Weshalb PC (40:6), trotz des Wissens um dessen Wichtigkeit fiir die ordnungsgeméfle
Funktion vor allem des Auges, nach eigenen Erkenntnissen im Kontext systemischer
Entziindungen im Bereich des OVLTs zundchst nicht vordergriindig als Zielsubstanz in Frage
kommt. Dahingegen ist die Anreicherung von PC (38:6) im Bereich des OVLTs des LPS-
behandelten Fat-1 Tieres im Gegensatz zu den Verhiltnissen in den Kontrollsituationen
vielversprechend. Die Verteilung von PC (38:6) sollte als potentieller Marker fiir systemische
Entziindungen weiter verfolgt werden. Fiir eine abschlieBende Evaluation auch der
Beteiligung von PC (40:6) sind weitere MALDI-Messungen noétig, nicht zuletzt um eine
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu bestitigen.
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Lysophospholipde

LPCs sind die am héufigsten im Blut und anderen Geweben vorkommenden
Lysophospholipide [247, 370] und scheinen im Allgemeinen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese von Dbeispielsweise  Artherosklerose und anderen inflammatorischen
Erkrankungen zu spielen [370]. Dabei beeinflussen sie eine Vielzahl verschiedener Zellen,
wie z.B. Endothelzellen, glatte Muskelzellen [47, 256] aber auch Immunzellen. Es sind
stimulierende Einfliisse auf Monozyten [110, 300, 353, 406], Makrophagen [126, 187, 358,
410, 446], T-Lymphozyten [17, 18, 326, 360, 361] und neutrophile Granulozyten [362, 455,
485] beschrieben. Ihr Einfluss auf die Bildung des Gefafitonus [335], die Induktion von
Apoptose [512], die Expression von Adhisionsmolekiilen und Chemokinen [345, 379, 522]
sowie die Reduktion der NO-Freisetzung [128] und die Erh6hung der Permeabilitit der BHS
[379] sind nachgewiesen. Auflerdem wirken LPCs als Mediatoren der Demyelinisierung im
ZNS [41, 169, 379], was prinzipiell regenerative Prozesse verzogern kann [546]. Bei der
Beurteilung all dieser Studien ist jedoch Vorsicht geboten. Hiufig wird der Begriff LPC als
Sammelbegriff einer nicht ndher definierten Menge von LPCs mit verschiedenen
Kohlenstoffkettenlingen verwendet. So kommt hdufig ein aus bovinem ZNS gewonnenes
Gemisch aus hauptsidchlich LPC (16:0), LPC (18:0) und LPC (18:1) zum Einsatz. Eine
Beurteilung der Wirkung von Einzelsubstanzen aus Daten der vorgenannten Studien stellt
sich also an einigen Stellen schwierig dar. Manche Studien verwendeten jedoch kein
undefiniertes Stoffgemisch und lassen folglich differenziertere Aussagen zur Wirkung von
LPCs bestimmter Kettenldngen zu. Bei eigenen MALDI-Analysen war es ebenso mdglich die
gebundene Kohlenstoffkettenldnge tiiber die akkurate Masse zu bestimmen, weshalb

differenzierte Aussagen zur Verteilung verschiedener LPCs moglich waren.

Fiir alle dargestellten LPCs [(16:0), (16:1), (18:0), (18:1) und (18:2)] zeigten eigene
Ergebnisse eine erhdhte Signalintensitidt im Bereich des OVLTs des LPS-behandelten Fat-1
Tieres. Die Signale waren in den Kontrollsituationen (WT PBS und WT LPS) schwach bis
moderat ausgebildet und haufig homogen verteilt. Diese Beobachtung steht im Einklang mit
dem Nachweis basal erhohter LPC (16:1) Konzentrationen im Blutplasma von Fat-1 Tieren
gegeniiber Kontrolltieren [19].

Interessanterweise konnte in verschiedenen Modellen der experimentell herbeigefiihrten
ischdmischen Gehirn- oder Riickenmarksschdden bei Ratten eine lokale Induktion von LPC
(16:0) [256, 480], LPC (18:0), LPC (18:1) und eventuell auch LPE (18:0) [546]
massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Ischimische Schdden bedingen dabei eine
Ca’"-abhingige Aktivierung von PLA,, welche ihrerseits die Umsetzung von PCs aus der
Zellmembranen und damit die Freisetzung von FS und LPCs katalysiert [183, 288, 343].
Ahnliche Verhiltnisse wurden in einem Mausmodell der Alzheimerschen Krankheit
beschrieben. Ein signifikanter Anstieg von LPC (16:0) im Bereich amyloider Plaques ging
mit einer erhdhten Expression von PLA; einher [220]. Ein vermehrtes Auftreten von LPC
(16:0), LPC (18:0) und LPC (18:1) wurde auch in artherosklerotischen Plaques detektiert
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[188]. Alle drei vorgenannten LPCs induzieren nach ihrer Bildung mitochondriale reaktive
Sauerstoffspezies (mtROS) in Endothelzellen verschiedener Herkunft [267, 296]. Die
Aktivierung dieser Zellen induziert ferner die Expression von intercellular adhesion molecule
1 (ICAM-1) und begiinstigt dariiber die Adhédsion von Monozyten [267]. Zusétzlich induziert
LPC (16:0) in  humanen umbilicalen Endothelzellen  pro-inflammatorische
Transkriptionsfaktoren wie NFxB [506] und aktiviert Makrophagen [297]. LPC (18:1)
stimuliert Gliazellen und trdgt somit zu neuroinflammatorischen Zustdnden bei [507]. Weiter
konnte ein Beitrag von LPC (18:1) an der phagozytotischen Infiltration bei lysosomalen
Speicherkrankheiten wie der neuronalen Ceroid-Lipofuszinose gezeigt werden [580]. Eine
Beteiligung von LPCs an entziindlichen und neurodegenerativen Verdnderungen ist somit in
verschiedenen Zusammenhingen nachgewiesen. Untersuchungen zur Rolle von LPCs bei der
Fieberentstehung und sickness response gibt es meines Wissens jedoch bisher noch nicht.

Die Induktion der PLA, ist ein bekannter Effekt einer LPS-Stimulation und tritt
gleichermalflen bei Fat-1 Tieren wie bei C57BL/6N Mausen auf [375]. Es stellt sich die Frage,
warum die Fat-1 Tiere dann in der vorliegenden Studie deutlich ausgeprigtere LPC-Signale
im Bereich des OVLTs zeigten und das ohne einen korrelierenden Anstieg freier FS. Ein
moglicher Erkldrungsansatz konnte dabei ein erhdhter Energieumsatz der Fat-1 Tiere sein.
Sollte im Gehirn der Fat-1 Tiere mehr Energie iiber freie FS gewonnen werden als in WT,
wiirde eine Metabolisierung in der -Oxidation einen fehlenden Nachweis freier FS im OVLT
erkldren konnen. Der vermehrte Nachweis von LPCs wire in diesem Fall als sekundéres
Phidnomen aufzufassen. Andererseits konnten freie FS aber auch vermehrt fiir die Synthese
von Eicosanoiden und SPMs zur Verfiigung stehen. Substanzen beider Gruppen waren in
MALDI-Experimenten allerdings nicht nachweisbar. Eigene Daten liegen hierzu also nicht
vor. Es ist jedoch bekannt, dass RvD1 nach einer global-cerebralen Ischidmie im
Hippocampus von Fat-1 Méusen stirker als in Kontrolltieren exprimiert wird [307]. Es ist
also sehr wahrscheinlich, dass auch im eigenen Modell vermehrt SPMs im ZNS von Fat-1
Tieren gebildet werden und wurden. Der Nachweis akkumulierter LPCs stellt also auch in
dem hier untersuchten LPS-Modell einen wichtigen und interessanten Zielparameter dar, um

Mechanismen naher zu untersuchen.

Das Vorhandensein von LPCs konnte ferner einen guten Erkldrungsansatz fiir die
beobachteten fehlenden Unterschiede in den Temperaturverldufen der LPS-stimulierten Tiere
liefern. Fat-1 Tiere zeigten nach der hohen LPS-Dosis eine dhnlich stark ausgeprigte
Hypothermie wie WT Tiere. Es konnten also negative / pro-inflammatorische LPC-bedingte
Effekte die positive / anti-inflammatorische Wirkung durch SPM-Wirkung {iberlagert haben.

Dariiber hinaus gibt es aber auch Berichte iiber anti-inflammatorische Wirkungen von LPCs
in Sepsismodellen. Die viermalige subkutane Gabe von LPC (18:0) reduzierte dosisabhidngig
die Letalitidt in einem cecal ligation and puncture (CLP) Modell in Méusen sowie nach
intraperitonealer Applikation von E. coli. Eine durch LPCs gesteigerte Beseitigung
eindringender Krankheitserreger durch stimulierte neutrophile Granulozyten scheint hierfiir
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verantwortlich zu sein [569]. Ferner reduziert die Gabe von LPC (18:0) nicht jedoch die Gabe
von LPC (6:0) die Freisetzung von high-mobility group box 1 (HMGB1) aus zirkulierenden
Monozyten in einem CLP-Modell und nach einer intraperitonealen LPS-Injektion (10 mg/kg)
in vivo und in vitro [94]. HMGBI1 wird bei Gewebeschddigungen von korpereigenen Zellen
freigesetzt, wirkt als DAMP [435] und ist an spiteren Phasen von Entziindung bei Sepsis
malgeblich beteiligt [545, 570]. Ferner ist DHA-tragendes LPC effizient mit protektiven
Eigenschaften experimentell fiir Modelle von Gehirninfarkten therapeutisch eingesetzt
worden [91].

Die Rolle von LPCs in Fat-1 Maéusen nach LPS-Gabe kann hier also nicht abschlieend
bewertet werden. Festzuhalten bleibt, dass sowohl pro-inflammatorische wie auch anti-
inflammatorische Effekte dieser Lipidmediatoren beschrieben sind. Weitere Erkenntnisse,
auch beziiglich der Dynamik der Expression von LPCs im Kontext einer systemischen, LPS-
bedingten Entziindung in Fat-1 Mausen, wiren von grofitem Interesse. In weiteren Studien
wire es daher interessant, hier erstmalig nachgewiesene Verteilungsmuster verschiedener
LPCs mit beispielsweise immunhistochemischen Nachweisen von PLA,, HMGBI sowie der
Aktivierung von Mikroglia und einer Quantifizierung migrierender neutrophiler Granulozyten
zu korrelieren. Die Korrelation mit Daten zur Freisetzung von FS und der Entstehung von
Lipidmediatoren (Prostaglandine, SPMs) konnte zu einem Durchbruch im weiterfithrenden
Verstindnis der Mechanismen einer systemischen, LPS-bedingten Entziindung sowie deren
Beendigung unter Beteiligung der CVOs beitragen.

Wie bereits in der Einleitung erwihnt, konnten pro-inflammatorische LPAs ebenfalls
interessante Zielsubstanzen im Kontext einer systemischen Entziindung darstellen. Neben
Berichten die LPAs mit Modellen der Neuroinflammation und Neurodegeneration in
Zusammenhang bringen [111, 171, 507] gibt es auch Untersuchungen zu neuropathischem
Schmerz. Intrathekale Injektion von LPA (1 nmol, ohne Spezifizierung der Kettenldnge)
induziert Symptome, die denen bei neuropathischem Schmerz gleichen. Hierzu zéhlen unter
anderem das Auftreten von thermischer Hyperalgesie und mechanischer Allodynie
(gesteigerte Schmerzempfindlichkeit). Dieses Phidnomen lie sich durch Blockade des
entsprechenden LPA;-Rezeptors vollstindig blockieren [310]. Intrathekal appliziertes LPC
(18:1) wird durch die Lysophospholipase Autotaxin zu LPA umgesetzt [312]. Wird dieser
enzymatische Umsatz durch die Gabe eines spezifischen Inhibitors gezielt verhindert, zeigten
Tiere nach einer experimentell herbeigefithrten Nervenverletzungen eine verbesserte
Regeneration [510].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Ergebnisse sind im Hinblick auf genannte
Studien schwer einzuordnen. LPA (16:0) und LPA (18:0) sind die in Zerebrospinalfliissigkeit
mengenmifig die am meisten nachgewiesenen LPAs [111]. Generell gelang in eigenen
MALDI-Experimenten deren Nachweis ebenso wie der Nachweis von LPA (18:1) und LPA
(22:6). Bedingt durch technische Komplikationen konnten diese Signale nicht im mit LPS-
behandelten WT detektiert werden. Die Information iiber die rdumliche Verteilung fehlt hier.
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Unter basalen Bedingungen (WT PBS) zeigten sich LPA (18:0) und LPA (22:6) homogen
verteilt. LPA (18:1) und LPA (16:0) zeigten in einem keilférmigen Bereich der préoptischen
Region ein verstirktes Signal. Diese Signalverteilung lief sich im LPS-behandelten Fat-1 Tier
nicht klar nachvollziehen. Ob hier tatsdchlich keine Anreicherung von LPAs stattgefunden hat
oder ob ein entsprechendes Signal aufgrund des Bildausschnittes nicht ansprechbar ist, bleibt
unklar. Wiederholungen der durchgefiihrten Messungen wiirden hier fiir Klarheit sorgen,
waren aber im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr mdglich. Desweiteren wére es von
groflem Interesse die Expression entsprechender LPA-Rezeptoren (bisher sind sechs Subtypen
dieser G-Protein gekoppelten Rezeptoren bekannt [160]) in Regionen mit undichter BHS,
beispielsweise durch Anwendung von PCR und immunhistochemischen Techniken,
aufzukldren. Entsprechende Antikorper sind mittlerweile kommerziell erhéltlich. Ein solches
Vorgehen konnte helfen auch eine funktionelle Einordnung von LPA (18:1) und LPA (16:0)
als potentiell vielversprechende Markersubstanzen fiir neuroinflammatorische Geschehen zu
erlauben.

Plasmalogene

Plasmalogene waren urspriinglich kein Schwerpunkt dieser Arbeit, wurden aber z.T. bei der
gezielten Suche nach PCs aufgrund vergleichbarer Massen angesprochen und in den weiteren
Analysen mitgefiihrt. Im Gegensatz zu Herzmuskulatur besitzt das ZNS vor allem
Ethanolamin Plasmalogene (PE P) und weniger Cholin Plasmalogene (PC P) [60, 64]. Daher
iberrascht es nicht in den eigenen Messungen nur PE Ps gefunden zu haben. Diese Gruppe
von Lipiden ldsst sich in nahezu allen Verteilungsgruppen wiederfinden (siche Tabelle 31). Es
ist bekannt, dass Plasmalogenkonzentrationen im Gehirn von Alzheimererkrankten schon in
einem frithen Krankheitsstadium reduziert sind [182, 199]. Mittlerweile weill man, dass dieser
Zustand eine Folge erhohter Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) ist. ROS
bedingen zum einen eine reduzierte de novo Synthese von Plasmalogenen, indem sie die
Expression beteiligter Enzyme reduzieren [191]. Andererseits sind Plasmalogene aufgrund
threr Vinyl-ether Bindung an der sn-1 Position sehr oxidationsanfillig und damit auch direkte
Ziele von ROS [151, 243]. Die intraperitoneale Applikation von 250 pg LPS pro kg KGW an
sieben aufeinander folgenden Tagen wird als Modell chronischer Entziindungen verwendet.
Dieses Vorgehen fiihrt bei Mdusen zu einem Gewichtsverlust, zur Aktivierung von Mikroglia
und Astrozyten im prifrontalen Cortex sowie im Hippocampus und einer erhéhten
genomischen Aktivierung von TNF-a und IL-1B in diesen Regionen. Ferner kommt es zur
Akkumulation von B-Amyloid und einer reduzierten Expression von Plasmalogenen im
gesamten ZNS. Die gleichzeitige Applikation von 20 mg Plasmalogenen pro kg KGW mit
jeder LPS-Injektion konnte alle diese Effekte deutlich abmildern [224]. In dieser Studie
wurde jedoch ein nicht weiter definiertes Gemisch verschiedener PE Ps und PC Ps mit
mannigfaltiger FS-Komposition verabreicht. Es ist also duflerst unklar ob peripher applizierte
Plasmalogene iiberhaupt ins ZNS gelangen um dort beschriebene Effekte zu vermitteln oder
ob beobachtete Wirkungen primér durch enthaltene ®w-3 PUFA bedingt wurden.
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Vorgenannte Studien haben ihre Daten zu PE P-Konzentrationen durchweg durch
Extraktionsanalysen gewonnen. Es wurden keine detaillierten Auskiinfte {iber die genaue
rdumliche Verteilung oder Langen der gebundenen Kohlenstoffketten der Plasmalogenspezies
angegeben. Eigene MALDI-Experimente zeigen also erstmals hochauflosend die
Plasmalogenverteilung im Bereich der préoptischen Region. Dabei erscheint besonders
interessant, dass PE P (36:4) sehr deutlich vermehrt im OVLT beider LPS-stimulierter
Genotypen nachweisbar war, eine solche Akkumulation aber in der Kontrolle fehlte. Diese
Beobachtung passt zunéchst nicht zu generell reduzierten Plasmalogenkonzentrationen unter
Bedingungen von oxidativem Stress (s.0.). Weiterfilhrende Untersuchungen unter
Beriicksichtigung des oxidativen Potentials im OVLT unter LPS-induzierter systemischer
Entziindungsreaktion und zur biologischen Funktion von PE P (36:4) wiren in diesem

Zusammenhang von sehr hohem Interesse.

Weniger vielversprechend zeigte sich die Verteilung von PE P (40:4) und PE P (40:6). Beide
fehlten im Bereich des OVLTs in allen drei Situationen. Ebenso war kein genotyp- oder
behandlungsabhéngiger Einfluss auf die homogene Verteilung von PE P (38:6) erkennbar.
Alle drei Substanzen gehdren unseren neuen Erkenntnissen nach also nicht zu potentiellen

Marken im Kontext systemischer LPS-induzierter Entziindungen.

Sphingomyeline

SM tragen in der Regel gesittigte oder einfach ungesittigte FS [505] und waren daher kein
Schwerpunkt dieser Arbeit. Aufgrund ihres &duBlerst interessanten rdumlichen
Verteilungsmusters sind SM (d38:1) und SM (d38:2) jedoch aufgefallen. Beide zeigten vor
allem eine sehr deutliche Signalanreicherung im OVLT, dem Ependym sowie dem Plexus des
ersten und zweiten Ventrikels. Des Weiteren konnten diffus tiber das gesamte Parenchym
verteilte Signale nachgewiesen werden. Ein vergleichbares rdumliches Auftreten zeigte m/z
874,53. Diese Verteilungsmuster erinnern deutlich an das Verteilungsmuster wie es LPS-
bedingt fiir die nukledre Translokation von STAT3 im Gehirn beschrieben wurde. Dabei
treten Signale im gesamten Gehirnendothel (diffus iiber das gesamte Parenchym), im OVLT
sowie in den Meningen auf [437, 440, 443]. Es ist bekannt, dass Neurone vor allem C18-
tragende  Sphingolipide synthetisieren [181], wohingegen Oligodendrozyten und
Schwannsche Zellen hauptsidchlich C24-tragende Sphingolipide synthetisieren [227]. Diese
Tatsache erklédrt das beschriebene Vorkommen von SM mit hohen Massen (> C22) in der
weillen Substanz sowie in Bereichen der Ventrikel [434]. Das Auftreten von SM (d18:1/20:0)
und SM (d18:2/20:1), welche mit hoher Wahrscheinlichkeit den hier nachgewiesenem SM
(d38:1) und SM (d38:2) entsprechen, wurde bereits im Vorderhirn sowie im Cerebellum von
Maiusen [505] und im Gehirn von Ratten [434] nachgewiesen. In diesen Publikationen wird
jedoch keine weitere Aufschliisselung der rdumlichen Verteilung speziell dieser SMs
vorgenommen. Ein mit den hier gezeigten Verteilungsmustern iibereinstimmendes Auftreten
im Gehirn von Ratten wurde jedoch fiir SM (16:0/d18:1) gezeigt, welches sich zusitzlich
noch im Bereich einer traumatisch herbeigefiihrten Gehirnverletzung im Cortex anreicherte
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[434]. Generell wird SMs eine Beteiligung an verschiedenen Signalwegen des Zellwachstums
und der Zelldifferenzierung zugesprochen [220]. Auch die Beteiligung an Signalwegen die zu
Zelltod und Apoptose fithren wird haufig beschrieben [21, 514, 534, 559]. Ferner ist bekannt,
dass eine Aktivierung solcher SM-abhingiger zelluldirer Mechanismen z.B. nach
ischdmischen Zustinden wie Schlaganfillen eintritt [10, 367, 572]. Inwiefern auch eine
Beteiligung an primér entziindlichen Vorgidngen vorliegt bleibt zu kliren. Klar ist jedoch, dass
verschiedene SM-Spezies unterschiedliche Verteilungsmuster im Gehirn aufweisen. Was den
Verdacht nahe legt, dass unterschiedlich lange Kohlenstoffketten auch unterschiedlichen
molekularen Funktionen entsprechen [505].

4.1 Lipidspezies deren Nachweis nicht oder nicht eindeutig gelang (SPMs und
Eicosanoide)

SPMs entfalten ihre entziindungsauflosende Wirkung im Bereich nanomolarer
Konzentrationen [484]. Auch Eicosanoide sind im Gehirn in dhnlichen Konzentrationen
nachweisbar [402]. Der Nachweis von SPMs gelang bisher vor allem aus extrahierten
Geweben und anschlieBender liquid chromatography Tandem Massenspektrometrie (LC-
MS/MS) -Untersuchungen. So konnte fiir Fat-1 Mause ein signifikant hoherer NPD1 Anstieg
als in WT 30 Minuten nach traumatischer Gehirnverletzung gezeigt werden. Fat-1 Tiere
zeigten Konzentrationen von um die 80 pg/ml, wohingegen WT lediglich bei um die 20 pg/ml
extrahiertem Cortexgewebe lagen [416]. Luo und Kollegen gelang der Nachweis von RvDl1
aus dem Hippocampus von Médusen. Auch hier lie3 sich ein signifikant hdherer Anstieg in
Fat-1 Tieren verglichen mit WT in einem Modell der global-cerebralen Ischdmie
nachvollziehen. Konzentrationen lagen zwischen 400 wund 600 pg/ml [307].
Gewebekonzentrationen verschiedener Prostaglandine liegen ebenfalls im Bereich von unter
100 bis 800 pg/mg Gewebe [200]. Die geringen zu erwartenden Konzentrationen von SPMs
und Prostaglandinen sind wahrscheinlich der Hauptgrund, warum diese in eigenen MALDI-
Experimenten nicht nachgewiesen werden konnten. Gleiches gilt fiir den fehlenden Nachweis
von EPA, welches zusitzlich einer raschen Metabolisierung unterliegt [92, 93]. Des Weiteren
zeigen viele Prostaglandine, andere Eicosanoide und SPMs gleiche Molekulargewichte, was
eine Unterscheidung erschwert. Eine sichere Differenzierung wire in solchen Féllen ohnehin
nur mittels MS/MS-Experimenten mdglich.

Docosapentaensiure

DPA ist eine ®-6 FS, die eine Kettenlinge von 22 Kohlenstoffatomen besitzt und fiinf
Doppelbindungen beinhaltet [447]. Es ist bekannt, dass bei einem DHA-Mangel DPA dessen
Platz im Gehirn einnimmt [175], DHA aber nicht funktionell ersetzen kann [298].
Erwartungsgemall zeigten ®-3 defizient gefiitterten WT Maéiusen im Cortex tatsdchlich
signifikant erhohte DPA-Konzentrationen im Vergleich zu Fat-1 Mausen [416]. DPA konnte
in eigenen Untersuchungen nur im PBS behandelten WT nachgewiesen werden und zeigte
sich hier im Bereich des OVLTs homogen verteilt (nicht abgebildet). Es wire jedoch von
hohem Interesse, auch das rdumliche wie zeitliche Auftreten von DPA im Bereich des OVLTs
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wéhrend  systemischer  Entziindung und deren  Auflosung zu  analysieren.
Wiederholungsmessungen LPS-behandelter Tiere beider Genotypen wiirden hier sicherlich

interessante neue Erkenntnisse erbringen.

4.2 Die iiberlagernde Darstellung von MALDI Bildern und die multimodale
Verkniipfung mit immunhistologisch gewonnenen Bilddaten fithrt zu einem
synergistischen Informationsgewinn

Prinzipiell ist es ohne weiteres moglich gewonnene rdumliche Information aus MALDI-

Messungen farblich zu codieren und miteinander zu korrelieren. Dieses Vorgehen ist

exemplarisch in Abbildung 105 nachvollziehbar. In dieser Darstellung wird noch einmal sehr

viel deutlicher, dass LPC (18:0) (rot) eine erhohte Signalintensitdt spezifisch im Bereich des

OVLTs lediglich im LPS-behandelten Fat-1 Tier zeigt. In den WT hingegen war die

Verteilung von LPC (18:0) homogen. LPE (18:1) (griin) hingegen zeigt in allen drei

Situationen ein vergleichbares Verteilungsmuster mit intensiven Signalen in Leitungsbahnen

und im Bereich des MnPOs, was bei liberlagernder Darstellung besonders im Fat-1 Tier

deutlich wird (C4).

LPE (18:1) LPC (18:0) PC (40:7) Overlay

Fat-1 LPS

wn
o
-l

Abbildung 105

Farbige und iiberlagernde Darstellung verschiedener Massensignale im Bereich des Organum
vasculosum laminae terminalis (OVLT) und der prioptischen Region 24 Stunden nach
intraperitonealer Applikation von 2,5 mg/kg Lipopolysaccharid (LPS, B und C) oder
Loésungsmittel (PBS, A) bei Wildtypmiusen (A und B) sowie einem Fat-1 Tier (C). Ein Uberblick
iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und B der Abbildung 52 dargestellt.

(1) LPE (18:1), (2) LPC (18:0), (3) PC (40:7) und (4) iiberlagernde Darstellung der drei
vorgenannten Substanzen; gemessene Pixelgrofie in A =38 pm, in B und C = 10 pm; gemessene
Pixelanzahl: A =250 x 160, B =250 x 200, C = 240 x 230.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 32, Tabelle 33 und Tabelle 34
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Neben dem erstmaligen immunhistochemischen Nachweis von Entziindungsmarkern wie
COX2, NF-IL6 und neutrophilen Granulozyten auf Gehirnschnitten nach negativ-Modus
MALDI-MSI, kann mit diesen und entsprechenden MALDI-Daten ein direkter
Zusammenhang zu den entsprechenden Enzymen und Aktivierungsmustern im Gehirn
gelingen. Eine Korrelation immunhistochemischer Daten und MALDI-MSI ist exemplarisch
in Abbildung 106 dargestellt. Die Analyse einzelner Zellen mittels MALDI wurde von der
Arbeitsgruppe Spengler bereits erfolgreich durchgefiihrt [462]. Es ist also moglich durch
kombinierten Einsatz verschiedener bildgebender Verfahren die Korrelation exprimierter
Entziindungsmarker mit zellspezifischen oder regionalen Lipidprofilen vorzunehemen. Der
ausgedehntere Einsatz dieser Techniken zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Verlaufe einer
systemischen Entzlindung und deren Auflosung, wiirden erlauben die Dynamik von Lipid-
Wechseln und Entziindungsmarkern hochauflosend zu verfolgen. Es gibt bereits Daten die
bestdtigen, dass ®-6 PUFA sowie die COX2-Expression im Cortex von Fat-1 Maiusen
geringer sind als in WT Méusen [52]. Uber die Verteilung in Strukturen mit unvollstindiger

BHS sind die Daten allerdings nach wie vor vollig unzureichend.

DAPI

Overlay

=
S
o
L
o
-
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Abbildung 106

Uberlagernde Darstellung von immunhistochemischer Zellkernfirbung (DAPI, A) im Bereich
des OVLTs und ortsgleichen MALDI-Daten des selben Schnittes. Darstellung einer
Wildtypmaus, 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von Loésungsmittel (PBS). Die
Signalstirke des gemessenen AA-Signals ist deutlich hoher als die des DHA-Signals, weswegen
das entsprechende Lipidsignal (rot) in der Uberlagerung B2 deutlicher hervortritt als in C2. D2
zeigt besonders deutlich die sehr gute Korrelation des OVLTs mit dem verstirkten LPE (20:4)
Signal. Ein Uberblick iiber anatomische Gegebenheiten ist in Teilbild A und B der Abbildung 52
dargestellt. (B) Arachidonsiure (AA), (C) Docosahexaensiure (DHA), (D) LPE (20:4); (2) jeweils
iiberlagernde Darstellung von (1) mit Zellkernfirbung (A); ox = Sehnervenkreuzung; gemessene
Pixelgrofie in B - D = 10 pm; gemessene Pixelanzahl in B - D = 215 x 270.

Angaben zu gemessenen Parametern finden sich in Tabelle 36.

4.3 Limitationen und Grenzen von MALDI-MSI

Wie bereits angesprochen gibt es eine Beziehung zwischen der mit MALDI-MSI gemessenen
Signalintensitit eines lons und dessen Konzentration im Gewebe. Diese Beziehung wird
durch diverse Faktoren beeinflusst. Zum einen ist die Effizienz der lonisierung bei
verschiedenen =~ Molekiilen  unterschiedlich, @ zum  anderen sind  sogenannte
Unterdriickungseffekte bekannt [201]. Diese beschreiben Interaktionen von Analyten
untereinander wie auch mit Matrixmolekiilen. Generell ist aber eine gute Korrelation
zwischen der Stirke von Phospholipidsignalen und deren Vorkommen im Gewebe gegeben
[201]. Soll also eine absolute Quantifizierung oder eine Konzentrationsberechnung auf Basis
von MALDI-Ergebnissen erfolgen, miisste zundchst die Ionisationseffizienz einzelner
Molekiile spezifisch fiir das Zielgewebe (hier Gehirn) ermittelt werden. Hierzu wére die
Verwendung von isotopenmarkierten Lipidstandards fiir jede Zielsubstanz notwendig.
Einfacher, und fiir eine differenzierte Aussage zwischen Versuchsgruppen vollig ausreichend,
ist eine relative Quantifizierung unter Einbezug der Signalintensitéit eines Matrixpeaks oder
gemittelter Peaks aller Signale zur Normalisierung (interner Standard). Eine Vergleichbarkeit
unterschiedlicher Messungen sollte dann bei gleicher Einstellung weitere Messparameter
moglich sein. Eine weitere Mdglichkeit einer Quantifizierung besteht in der Anwendung von
liquid chromatography (LC) -Verfahren, wobei jedoch die rdumliche Auflésung vollig
verloren geht. Eine parallele Anwendung beider Techniken (LC-MS und MALDI) wére fiir
eine Quantifizierung und gleichzeitige Ortsauflosung denkbar.

Die Fiille an detektierbaren Phospholipid-Spezies ist interessanterweise bei MALDI-MSI
kleiner als beispielsweise bei der Anwendung von electrospray ionisation liquid
chromatography-MS (ESI-LC-MS) [492]. Allerdings ist es mittels ESI nicht moglich eine
ortliche Auflosung in Gewebeschnitten zu erzielen, da geldstes Probenmaterial zur Ionisation
verspriiht wird [51]. Zudem koénnen vor allem kleine Molekiile analysiert werden [102]. Somit
wurde diese Methode fiir die verfolgten Zwecke als ungeeignet eingestuft.

Weiterhin nicht auflosbar auf der Basis der akkuraten Masse sind Isomerien von
Phospholipiden gleicher Elementarzusammensetzung, wie sie in grofler Zahl in der Natur
vorkommen. Weder sind Fettsdurepaare gleicher Gesamt-Kettenldnge unterscheidbar, noch
konnen Doppelbindungspositionen (z.B. ®-3 / ®-6) mittel einfachem MALDI-MSI
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identifiziert werden. Hierzu miissten MS/MS-Messungen angeschlossen werden [423]. Diese
Methode wird auch als Tandem-MS bezeichnet. Hierbei werden Vorlduferionen fragmentiert,
wobei fiir verschiedene Lipidspezies typische Fragmente oder Bruchstiicke entstehen, die
Riickschliisse auf die Struktur der Ausgangssubstanzen zulassen [51]. Diese Methode ist
jedoch extrem arbeits- und zeitintensiv. Daher war es nicht moglich, solche Experimente
durchzufiihren ehe ein Screening detektierbarer, potentieller Zielsubstanz erfolgte. Zur
Aufklarung beispielsweise der Struktur der Substanz m/z 874,53 oder der sicheren

Identifizierung isomerer Strukturen wéren solche Untersuchungen anzuschlie3en.

AuBerdem ist bei MS-Untersuchungen von Lipidspezies immer auch auf die Lagerungsdauer
der zu untersuchenden Gewebe besonders zu achten. So kommt es zeit- und
temperaturabhdngig zu einer Abnahme von Phospholipidsignalen und einer Zunahme von
Lysophospholipidspezies [384]. Es wird empfohlen, Proben nach dem Schneiden nicht ldnger
als ein Jahr bei —80 °C zu lagern [567]. Um diesem Umstand Rechnung zu tragen und eine
Oxidation von Zielsubstanzen zu vermeiden, wurden im Rahmen dieser Arbeit
Schnittpriparate fiir MALDI-Messungen erst wenige Tage vor der Messung vorbereitet und
bis zur Messung bei wenigstens —54 °C gelagert.

5. Zusammenfassung der gewonnenen Erkenntnisse und daraus
abgeleitete Hypothesen

5.1 CyPPA als Therapeutikum und unerwartete Wirkungen

e Weder LPS-induzierte Parameter der sickness response (Adipsie, Anorexie,
motorische Aktivitit sowie Fieber und die sich anschlieBende Hypothermie) noch die
genomische Aktivierung hypothalamischer und systemischer inflammatorischer
Marker wurden durch die Behandlung mit CyPPA (24 Stunden und zusammen mit
LPS) beeinflusst. Auch periphere Zytokin-Konzentrationen blieben unbeeinflusst.

o Die Dosierung von CyPPA wurde zwar entsprechend fritherer Studien
ausgewdhlt, es besteht jedoch die Moglichkeit einer zu kurzen
Halbwertszeit, die eine héufigere Gabe von CyPPA notwendig macht.
Zudem konnte der LPS-Stimulus zu stark fiir den Nachweis kleinerer
Effekte gewesen sein.

e Weder die basale noch die LPS-induzierte hypothalamische oder corticale
Expression von CD68 wurde durch CyPPA beeinflusst. Ferner gab es keine
nachweisbare =~ Verdnderung  der  mikroglialen =~ Morphologie  (CDI11b
Immunfluoreszenz).

o Die Wirkung von CyPPA auf diese Faktoren zu einem anderen als den
analysierten Zeitpunkten erscheint moglich. Ebenso konnen Unterschiede
zwischen mit CyPPA und mit Solvent behandelten Tieren in weiteren
Parametern der Mikrogliaaktivierung nicht ausgeschlossen werden.
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e CyPPA-Behandlung unter nicht-inflammatorischen Bedingungen fiihrte ohne
Einfluss auf periphere Zytokine zu einer erhdhten Kdrpertemperatur und motorischen
Aktivitit. Uberdies zeigten mit CyPPA behandelte Miuse reduzierte Adenosin-
Konzentrationen und tendenziell erhohte ATP-Konzentrationen in der Leber.

o CyPPA scheint den Metabolismus zu erhohen. Die Induktion einer inital
gesteigerten extra-mitochondrialen Atmung durch CyPPA konnte in anderen
Studien im Zellkultursystem kiirzlich unter Verwendung von seahorse-
Analysen gezeigt werden [419, 420]. Eine erhohte ATP-Synthese geht mit
einer vermehrten Warmebildung einher und kann so die erh6hte motorische
Aktivitdt und Korpertemperatur erkliren.

e Zwei Stunden nach Behandlung mit CyPPA zeigte sich eine reduzierte
hypothalamische mRNA-Expression von SOCS3 und eine erhohte Expression von
NF-IL6 im Hypothalamus und IkBa im Hypothalamus wund Cortex.
Immunfluoreszenz-Analysen wiesen keinen FEinfluss auf die STAT3-Expression
nach. Westernblot-Analysen zeigten eine durch CyPPA reduzierte NFkB-
Aktivierung im Cortex.

o CyPPA zeigt in vivo modulatorische Eigenschaften auf die zelluldren
STAT3- und NF«kB-Signalwege im Gehirn die von therapeutischem Nutzen

sein konnen.

Zusammenfassend kann bestétigt werden, dass CyPPA prinzipiell geeignet ist, LPS-induzierte
neuroinflammatorische Prozesse in vivo zu modulieren. Dabei miissen jedoch potentielle
Unterschiede der Dosis-Wirkung und Nebenwirkungen wie eine erhdhte Kdrpertemperatur,
ein Anstieg der motorischen Aktivitdt sowie eine Erhdhung des metabolischen Umsatzes
beachtet werden.
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Abbildung 107

Schematische Darstellung der hier ermittelten Daten zu CyPPA-bedingten Wirkungen auf
ausgewihlte inflammatorische Kaskaden im Gehirn sowie die Wirkung auf die
Korpertemperatur und motorische Aktivitiit, auf Mikroglia und den Metabolismus der Leber.
Die Abbildung zeigt stark vereinfacht die in Kapitel 1.1.2 beschriebenen inflammatorischen
Signalwege und die durch CyPPA-bedingten Verinderungen dieser. Zudem wird der Einfluss
von CyPPA auf die Expression mikroglialer Marker und die Synthese von fiir den
Energiestoffwechsel wichtigen Nukleotiden der Leber dargestelit.

Periphere Zytokinkonzentrationen waren zu keinem Zeitpunkt von CyPPA beeinflusst (TNF-a
und IL-6). CyPPA wirkte ebenfalls nicht auf die Expression hypothalamischer und corticaler
mRNA-Expression inflammatorischer Zielgene wie mPGES und COX2. Es erhohte jedoch die
motorische Aktivitiit sowie die Kérpertemperatur. Beides wurde am ehesten durch den erhéhten
Energieumsatz in der Leber bedingt, welcher sich durch tendenziell erhéhte ATP-
Konzentrationen und damit einhergehend signifikant reduzierten Adenosin-Konzentrationen
darstellte. Ein Einfluss auf Parameter mikroglialer Aktivierung war nicht nachweisbar. Sowohl
der JAK-STAT-Signalweg als auch der NF-IL6- und NFkB-Signalweg wurden durch CyPPA
moduliert. Auf mRNA-Ebene wurde eine Aktivierung von NFkB (IkxBa), auf Proteinebene (p65)
eine Reduktion der Aktivierung beobachtet. Ferner war CyPPA fihig die SOCS3 mRNA-
Expression im Hypothalamus zu reduzieren; die NF-IL6-Expression stieg an. Eine Beteiligung
der vermehrten NF-IL6-Expression an der erhohten Aktivitit erscheint moglich [461].

= In eigenen Versuchen gemachte Beobachtungen sind unterschiedlich zu Angaben in der
Literatur; ] = gemachte Beobachtungen sind in Einklang mit Angaben in der Fachliteratur,
CyPPA = Cyclohexyl-[2-(3,5-dimethyl-pyrazol-1-yl)-6-methyl-pyrimidin-4-yl]-amine, £ = keine
Beeinflussung durch CyPPA, + = Expression wurde durch CyPPA erhoht, - = Expression wurde
durch CyPPA reduziert, LPS = Lipopolysaccharid, IL-1p = Interleukin-1p, TNF-o =
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Tumornekrosefaktor o, IL-6 = Interleukin-6, IKK-P = phosphorylierter IkB—Kinase-Komplex,
NFkB = nuclear factor kappa B, IkB = inhibitor of kappa B, JAK = Janus-Kinase, STAT3 =
signal transducer and activator of transcription 3, SOCS3 = suppressor of cytokine signaling 3,
MAP-K-K = mitogen-activated protein-kinase-Kaskade, ERK = extracellular-signal regulated
kinase, NF-IL6 = nuclear factor interleukin 6, COX2 = Cyclooxygenase 2, mPGES =

mikrosomale Prostaglandin E Synthase, ATP = Adenosintriphosphat, CD68 = cluster of
differentiation 68, CD11b = cluster of differentiation 11b

5.2 Fat-1

Die zusammenfassende Betrachtung der in dieser Arbeit gewonnenen physiologischen
Parameter wihrend einer LPS-induzierten sickness response zeigte nur schwach ausgeprigte
Differenzen zwischen beiden untersuchten Genotypen. Wesentlich deutlicher war der Einfluss
von ®-3 FS auf einen psychologischen Stressstimulus. Zum ersten Mal gelang es innerhalb
der beiden untersuchten Genotypen nach PBS- oder LPS-Behandlung mehrere verschiedene
Verteilungsmuster fiir Lipide auf der Ebene des OVLTs und des umgebenden Gewebes zu
beschreiben. Ebenfalls hervorzuheben ist, dass es im Rahmen dieser Arbeit erstmals gelang

nach erfolgter MALDI-Messung immunhistochemische Proteinnachweise zu fiihren.

5.2.1 Genotypabhingige Unterschiede in der LPS-bedingten Entziindungsreaktion

e -3 ausgewogen erndhrte Tiere beider Genotypen zeigten keine Unterschiede der
basalen Korpertemperatur und motorischen Aktivitit. Ein moderater LPS-Stimulus
induzierte keine genotypabhéngigen Unterschiede der sickness response (Aktivitit,
Temperatur, IL-6-Plasmakonzentration, Futter- und Wasseraufnahme,
Korpergewicht).

o Endogen erhohte ®-3-Konzentrationen in Fat-1 Maiusen haben keinen
Einfluss auf basale oder durch 50 pg/kg LPS induzierte Parameter wihrend
systemischer Inflammation.

e -3 defizient gefiitterte Fat-1 Mé&use zeigten basal eine erhohte Korpertemperatur
wihrend der Dunkelphase sowie eine generell erhohte lokomotorische Aktivitit
gegeniiber ®-3 defizient erndhrten WT.

o Ob diese Beobachtung einen ,,echten” Unterschied widerspiegelt oder der
kleinen Fat-1-Gruppengrofle geschuldet ist bleibt in weiterfithrenden
Untersuchungen zu kléren.

e -3 defizient erndhrte WT zeigten gegeniiber -3 ausgewogen erndhrten WT nach
geringer LPS-Dosis (50 pg/kg KGW) signifikante Unterschiede der
Korpertemperatur wihrend der Dunkelphase. Die initiale LPS-induzierte Lethargie
erreichte nur bei ®-3 defizient erndhrten WT ein signifikantes Niveau. Der direkte
Vergleich beider LPS-behandelter Fiitterungsgruppen zeigte keinen Unterschied auf.

o Unterschiede sind mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die unterschiedliche
Anzahl untersuchter Tiere pro Gruppe zuriickzufiihren.

e -3 defizient erndhrte Fat-1 zeigten nach einer hohen LPS-Dosis (2,5 mg/kg KGW)
eine signifikant hohere erste Fieberphase als -3 defizient erndhrte WT. Fat-1 Tiere
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zeigten jedoch eine schnellere Genesung von der sich anschliefenden Hypothermie.
Weitere Parameter der sickness response waren unbeeinflusst.

o Bei -3 defizienter Fiitterung bedingen endogen vermehrte -3 FS ein
Eingangs hoheres Fieber, spiter erholten sich Fat-1 Maéause aber auch
schneller. Der ®-3 Status hat in Verbindung mit dem Genotyp also einen
komplexen  Einfluss auf  LPS-bedingte = Verdnderungen  der
Korpertemperatur. Ein einfacher Zusammenhang von ®-3 Status und
,,aesundheitszustand‘ ist nicht erkennbar.

e Die Plasmakonzentration des inflammatorischen Zytokins IL-6 stieg nach
Immunstimulus in ®-3 defizienten WT dosisabhingig an. o-3 defizient ernéhrte Fat-
1 Maiuse zeigten nach einem starken Immunstimulus signifikant geringere
Plasmakonzentrationen, die vergleichbar mit basalen Konzentrationen von
Kontrolltieren waren.

o Der ®-3 Status hat einen Einfluss auf LPS-induzierte IL-6-Plasmawerte.

5.2.2 Der Einfluss endogen erhohter ®-3 FS auf Reaktionen im NES
e Die durch einen Kéfigwechsel induzierte Temperatur- und Aktivitdtszunahme war
bei Fat-1 Mausen signifikant hoher als bei WT Tieren. Endzeitpunkte nach dem NES
waren nicht vorgesehen. Somit standen keine Tiere zur Untersuchung von peripheren
und zentralen Zytokinkonzentrationen zur Verfligung.

o Eine Modulation der Stressreaktion durch den w-3 Status ist trotz der
geringen GruppengroBBe wahrscheinlich. Bedingt durch die hohe Relevanz
stressinduzierter Erkrankungen fiir den Menschen wére ein detaillierteres
Verstdndnis  zugrundeliegender  Einfliisse auf die  HPA-Achse
wiinschenswert.

5.2.3 Lipide und Lipidmediatoren als pro-inflammatorische oder
entziindungsauflosende Signale

5.2.3.1 Verteilung und Rolle detektierter Lipidspezies
e Lipidspezies zeigten wiederkehrende Distributionen mit Akkumulation im OVLT
oder Abwesenheit in dieser Region im Vergleich zu benachbarten Hirnregionen und
der Sehnervenkreuzung. Sowohl LPC (16:0), LPC (16:1), LPC (18:0), LPC (18:1)
als auch PC (38:6), PC (38:7) und PG (38:5) zeigten eine Signalakkumulation im
Bereich des OVLTs des LPS behandelten Fat-1 Tieres. Diese Signalverteilung war in
Kontrolltieren nicht nachvollziehbar.

o Die Anreicherung solcher Lipide im OVLT konnte Unterschiede in der
LPS-induzierten Fieberreaktion erkldren. Die Frage ob LPCs als pro- oder
anti-inflammatorisch einzuordnen sind kann nicht abschlieBend beurteilt
werden. In der Literatur gibt es diesbeziiglich unterschiedliche Berichte. Das
vermehrte Aufkommen in Fat-1 Tieren konnte entweder positive Effekte
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von SPMs iiberlagern oder anderweitig Einfluss auf eine systemische
Entziindung nehmen. Das neuroprotektive Potential von PC (38:6) macht
dieses Phospholipid zu einer vielversprechenden Zielsubstanz / einem
vielversprechenden Marker / Indikator fiir neuroinflammatorische Prozesse.
Auch genannte LPCs sollten aufgrund ihrer vielseitigen Fihigkeiten als
Zielsubstanzen weiter verfolgt werden.

e Die gesittigte Palmitinsdure zeigte ebenso wie die mehrfach ungesittigten FS AA
und Docosatetraensédure verstirkte Signale im Bereich des OVLTs; eine homogene
Verteilung konnte fiir die geséttigte Stearinsdure gezeigt werden. DHA-Signale
waren im OVLT reduziert. Genotyp- oder behandlungsabhingige Unterschiede
waren nicht nachweisbar.

o Der Sittigungsgrad einer freien FS ldsst keine Riickschliisse auf deren
Verteilung im Bereich des OVLTs zu. Die Bedeutung des OVLTs in der
Informationsiibertragung zwischen Peripherie und Gehirn wird aber durch
die spezifische Anreicherung bestimmter FS hervorgehoben.

e Wie fiir andere Lipidspezies waren Verteilungsmuster von Plasmalogenen vielfiltig.
Als potentiell interessante Markersubstanz stellte sich PE P (36:4) heraus. Dieses
Plasmalogen zeigte als einziges nachgewiesenes Plasmalogen eine Anreicherung im
OVLT nach LPS-Stimulation, nicht jedoch in der Kontrollsituation.

o PE P (36:4) konnte entsprechend der Literatur [182, 199] Bedeutung
wihrend systemischer Entziindungsreaktionen besitzen und sollte
diesbeziiglich weiter untersucht werden.

e SMs zeigten ein sehr auffélliges Verteilungsmuster, mit sehr deutlicher Abgrenzung
des OVLTs zum umliegenden Gewebe. Genotyp- oder behandlungsabhingige
Beeinflussung der Expression waren nicht nachweisbar.

o Die biologische Funktion von SMs in der Region des OVLTs bleibt
zundchst unklar, soll jedoch weiter untersucht werden.

e Es gelang erstmals nach einer MALDI-Messung (negativer lonen-Modus, pNA als
Matrix) der immunhistochemische Nachweis von COX2, NF-IL6, vWF und
neutrophilen Granulozyten.

o Die multimodale Verkniipfung (Uberlagerung, Korrelation) der
histologischen und massenspektrometrischen Bilddaten ergeben so die
Maoglichkeit eines erheblichen synergistischen Informationsgewinns. Zudem
ist die Ausnutzung der tierischen Gewebe im Sinne des 3R-Prinzips
optimiert, die Anzahl bendtigter Tiere flir verschiedene bildgebende
Anwendungen kann so reduziert werden.
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Abbildung 108

Schematische Darstellung verschiedener Kommunikationswege zwischen Immunsystem, Gehirn
und Peripherie. Die Stimulation mit pathogen-associated molecular patterns wie beispielsweise
Lipopolysaccharid (LPS) bewirkt eine periphere Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen
wie Interleukin (IL)-1f, IL-6 und dem Tumornekrosefaktor (TNF) -a, welche Zellen der Blut-
Hirn-Schranke oder sensorischer circumventrikulirer Organe aktivieren. Uber die Bildung
sekundirer Mediatoren aktivieren diese wiederrum hypothalamische Kerngebiete. Dabei
kommt es zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor kappa B (NFkB),
nuclear factor interleukin 6 (NF-IL6) und signal transducer and activator of transcription
(STAT3), welche die Expression von Zielgenen regulieren. Zu diesen gehoren
geschwindigkeitsbestimmende Enzyme der Prostaglandin E (PGE) Synthese wie die
mikrosomale Prostaglandin E Synthase (mPGES) und die Cyclooxygenase (COX) 2. Diese
Vorginge induzieren letztlich die sickness response.

Weiterhin stimulieren LPS und IL-1p die Phospholipase A, (PLA;). Dieses Enzym spaltet unter
Freisetzung von Lysophosphocholinen (LPC) freie Fettsiuren (FS) der sn-2 Position von
Phosphatidylcholinen (PC) ab. Entstehende LPC konnen dabei unter anderem die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) induzieren, welche wiederrum zur Expression von
Adhiasionsmolekiilen (ICAM-1) auf Endothelzellen beitragen. Dadurch kommt es zur
Leukozytenadhision und anschlieender Diapedese von z.B. neutrophilen Granulozyten. ROS
konnen ferner zur Oxidation von Plasmalogenen beitragen. Freigesetze FS wie
Docosahexaensiure (DHA) und Eicosapentaensiure (EPA) konnen zu specialized pro resolving
mediators (SPMs) verstoffwechselt werden, FS wie Arachidonsiure (AA) zu Prostaglandinen
und anderen Eicosanoiden. Dabei ist bekannt, dass ein zugunsten von -6 FS verschobenes FS-
Muster in der Leber die Umsetzung von Vorliufersubstanzen zu AA begiinstigt. PGE,, als
Stoffwechselprodukt von AA, ist zunichst klar pro-inflammatorisch. Die Rolle dessen
Abbauproduktes PGD, ist weitgehend unklar. Einem weiteren Abbauprodukt 15-
deoxyA'>"*PGJ, werden anti-inflammatorische Eigenschaften zugesprochen.

Sowohl durch inflammatorische (z.B. IL-1pB, TNF-a, IL-6) als auch durch psychologische
Stressoren (NES) kann die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse)
aktiviert werden. Aus dem Hypothalamus freigesetztes corticotropin releasing hormone (CRH)
bedingt eine Proopiomelanocortin (POMC) -Freisetzung aus dem Hypophysenvoderlappen
(HVL). POMC wird zum adrenocorticotropen Hormon (ACTH) abgebaut und in die Blutbahn
abgegeben. ACTH bewirkt eine Freisetzung von Corticosteron aus der Nebennierenrinde
(NNR). Corticosteron wirkt als endogenes Glucocorticoid stark anti-inflammatorisch.

Sowohl fiir SPMs als auch fiir DHA sind etliche Wirkungen auf verschiedenen Ebenen der
beschriebenen Vorginge belegt. ®-3 defizient (n3 def.) gefiitterte Fat-1 Méuse zeigten nach
einem starken LPS-Stimulus eine signifikant hohere erste Fieberphase, im spiteren
Temperaturverlauf jedoch eine beschleunigte Normalisierung gegeniiber Wildtyp-Tieren.
Ferner waren IL-6-Plasmakonzentrationen nach 24 Stunden signifikant reduziert. Diese
Verinderungen gingen mit vermehrten LPC (16:0), (16:1), (18:0), (18:1) und (18:2), PE P (36:4)
und PC (38:6) Signalen im Bereich des OVLTs einher. Interessanterweise ist fiir PC (38:6) eine
neuroprotektive Wirkung beschrieben. Eine Erhohung der Korpertemperatur ebenso wie die
induzierte motorische Aktivitit im novel environment stress (NES) war bei Fat-1 Miusen
signifikant ausgeprigter. Ob an diesen Verinderungen beispielsweise auch NF-IL6, verinderte
ATP/Adenosin-Verhiltnisse (vgl. Teilstudie ,,CyPPA*“) oder abgewandelte, fiir die p-Oxidation
zur Verfiigung stehende FS-Muster beteiligt sind bleibt durch zukiinftige Studien zu kléren.
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5.2.3.2 Methodik:

e Prinzipiell lassen sich freie FS, verschiedene Phospholipde, Lysophospholipide und
diverse andere im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher definierte Substanzen mittels
MALDI-MSI hochauflosend rdumlich darstellen. Die Darstellung von SPMs und
Eicosanoiden gelang nicht.

e Fiir den Nachweis freier FS ist die Messung im negativen Ionen-Modus vorteilhaft.
Die Darstellung der meisten PCs und LPCs gelang im positiven lonen-Modus.

o FEicosanoide und SPMs sind aufgrund ihrer Ionisationseigenschaften
wahrscheinlich im negativen-lonenmodus detektierbar. pNA eignet sich
generell als Matrix fiir Messungen im negativen lonen-Modus.

e Eine Auflésung von 10 um pro Pixel ist ausreichend um Bereiche wie das OVLT
darzustellen. Einzelzellnachweise sind im Gewebeverband denkbar.

o Eine noch hohere rdumliche Auflésung wire hierzu wiinschenswert. Eine
Erweiterung der Methode mit Mikroinjektion von Matrixlosung in
individuelle Zellen ist dabei denkbar [492].

e Um eine hohere Sensitivitidt der Methode zu erzielen erscheint es sinnvoll MALDI-
MSI beispielsweise mit LC-MS Verfahren zu kombinieren, dann sollte auch der
Nachweis von Eicosanoiden und SPMs problemlos mdglich sein. Jedoch ginge bei
einem solchen Vorgehen die Ortsauflosung weitgehen verloren.

o Die Entwicklung sensitiverer MALDI-Verfahren, eventuell unter
Verwendung neu synthetisierter Matrizes, muss dafiir vorangetrieben
werden.

e Um eine hohere Sicherheit der richtigen Zuordnung der potentiellen
Markersubstanzen (LPCs, SMs, einige PCs und PE Ps) zu erhalten, sollten spezifisch
fiir diese vorausgewidhlten Massen in weiteren Studien MS/MS-Untersuchungen
angeschlossen werden.

e Um den Nachweis eines breiteren Spektrums verschiedener Substanzen aus einem
Gewebeschnitt zu ermoglichen, wire es denkbar ein Messverfahren zu entwickeln,
dass die wechselnde, bildgebende Aufnahme beider Ionenpolaritidten wéihrend eines
Messvorgangs ermoglicht.

o Aufnahmen nebeneinanderliegender Pixel mit abwechselnden Messmodi
wirden zu einem Gesamtpixel zusammengefasst. Einer daraus
resultierenden Reduktion der Messauflosung stiinde ein Vielfaches an

gewonnenen Informationen entgegen.

5.2.3.3 Weiterfiihrende Untersuchungen
e Untersuchungen zu weiteren Endzeitpunkten als 24 Stunden wiren wiinschenswert
um die Dynamik der Expression der hier ausgemachten potentiellen Marker
beschreiben zu konnen. Auch die Analyse nach Applikation weiterer Dosierungen
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(MALDI-MSI auch nach Gabe von 50 pg/kg LPS oder septischen Dosen) sowie die
Verabreichung beispielsweise viraler Inmunstimuli sind denkbar.

e Es wire aullerdem von groBBem Interesse auch oxidierte PUFA und Phospholipide in
Analysen zu integrieren. In einer Studie wurde berichtet, dass eine vermehrte
Oxidation von FS das Metabolom von Neuronen des Hypothalamus beeinflusst und
dabei vor inflammatorischen Schiaden schiitzt [324].

o Die rdumliche Darstellung von oxidativem Stress und entsprechend
resultierenden Metaboliten konnte helfen diese Prozesse besser zu verstehen
und gegebenenfalls therapeutisch nutzbar zu machen. Ferner konnten
Hinweise auf Ursachen fiir im Bereich des OVLTs verstirkte PE P (36:4)
Signale aufgedeckt werden.

e Neutrophile Granulozyten konnen durch die Bildung von pro-inflammatorischen
Mediatoren Inflammation verstirken, gleichzeitig tragen sie aber auch
Enzymsysteme fiir die SPM-Synthese. SPMs selbst limitieren die Einwanderung von
Leukozyten in periphere Organe. Im Rahmen dieser Arbeit gelang der Nachweis von
neutrophilen Granulozyten in MALDI-gemessenen Gewebeschnitten.

o Eine Verkniipfung von Verteilungsmustern von SPMs und der
Quantifizierung ins ZNS migrierter Neutrophiler wiirde die Bedeutung von
SPMs fiir das Gehirn herausarbeiten.

e Heute ist bekannt, dass RvD1 seine Wirkung nicht nur iiber GPRs entfaltet, sondern
die Entziindungsantwort auch {iber kleine, nicht kodierende RNA-Stringe
(MicroRNAs) moduliert. MicroRNAs sind beispielsweise in die posttranskriptionale
Genregulation eingebunden [289] und beeinflussen das Immunsystem sowie
Neuroinflammation [521]. Die Modulation von miRNA-155 und miRNA-146 ist
sehr wahrscheinlich Teil des Wirkmechanismus von NPD1 und RvD1 [232, 418].

o Eine Untersuchung von MicroRNAs als Mediatoren im hier untersuchten
Zusammenhang ist sicherlich lohnend.

Neuroinflammation ist eine wichtige Komponente vieler neurodegenerativer Pathologien wie
Parkinson und Alzheimer. In der Fachliteratur finden sich einige Studien, die
vielversprechendes Potential zur Behandlung solcher Pathologien durch den K'-Kanal
Agonisten CyPPA versprechen. Die meisten dieser Erkenntnisse beruhen auf in vitro
Untersuchungen. Die hier erfolgten in vivo Untersuchungen zur Wirkung von CyPPA zeigten,
dass die Anwendung als anti-inflammatorisches Agenz abhingig vom Ausmal und der Stirke
der Entziindungsreaktion denkbar ist. CyPPA besitzt die Féhigkeit inflammatorische
Mechanismen auch in vivo, und hier vor allem im Hypothalamus und Cortex, zu modulieren.
Vor einem moglichen klinischen Einsatz gilt es aber beobachtete Nebeneffekte weiter zu
charakterisieren.

Weitaus groBBere Popularitit als anti-inflammatorische Strategie besitzt der Einsatz von ®-3
FS. Dabei sind Ergebnisse der eigenen Pilotuntersuchungen im Hinblick auf die Wirkung auf
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Parameter der sickness response hinter den Erwartungen zuriick geblieben. Nichtsdestotrotz
konnten in dieser Arbeit {iberaus interessante Erkenntnisse gewonnen werden. Der Einsatz
von MALDI-MSI hat sehr vielversprechende, mogliche Markersubstanzen detektiert, deren
Expressions-Dynamik innerhalb systemischer Entziindungsreaktionen und deren genauen
biologischen Funktionen im Bereich von CVOs gilt es in zukiinftigen Studien ndher zu
beschreiben. Damit konnte ein Durchbruch fiir neue therapeutische Optionen erzielt werden.
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V. Zusammenfassung

Systemische Entziindungsreaktionen filhren zur sogenannten Akuten Phase Reaktion. Als
zentralnervose Komponente dieser Reaktion kommt es zu Krankheitssymptomen wie Fieber,
Lethargie, Adipsie und Anorexie, die zusammenfassend als sickness response bezeichnet
werden. Experimentell 1dsst sich eine solche Reaktion zuverldssig und reproduzierbar durch
die intraperitoneale Verabreichung von bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) induzieren.
Systemische Entziindungsprozesse konnen auBerdem primdr nicht entziindliche oder
neurodegenerative Erkrankungen verstirken oder zumindest beeinflussen. So ist ein besseres
Verstindnis zugrundeliegender Mechanismen speziell auch fiir die Entwicklung anti-
inflammatorischer Strategien und Therapien von immenser Bedeutung zur Behandlung von
Erkrankungen des Gehirns. Heute ist bekannt, dass die Beendigung von Entziindungen einem
strikt programmierten Ablauf folgt und Lipidmediatoren dabei wichtige terminale Mediatoren
der Kommunikation zwischen Immunsystem und Gehirn sind. Dabei beinhaltet die Auflosung
von Entziindungen einen sogenannten Klassenwechsel von beteiligten Lipidmediatoren von
einem Prostaglandin und Leukotrien dominierten Milieu hin zu hohen Konzentrationen von
Lipoxinen und Resolvinen. Lipoxine und Resolvine gehoren zu den sogenannten specialized
pro-resolving mediators (SPMs), die aus -3 Fettsduren synthetisiert werden. Informationen
tiber deren Bildung speziell im Gehirn sind unzureichend; die ihrer Wirkung
zugrundeliegenden Mechanismen und Signalwege vielfach unbekannt. Neben der
Erforschung solcher Lipidmediatoren gibt es weitere Ansdtze modulierend in
Entziindungsreaktionen einzugreifen. Hierzu z&hlt die Anwendung von pharmakologischen
Agonisten kleiner Ca*-abhingiger K-Kanile, wie beispiclsweise CyPPA (Cyclohexyl-[2-
(3,5-dimethyl-pyrazol-1-yl)-6-methyl-pyrimidin-4-ylJamine). CyPPA wurde in vitro bereits
erfolgreich zur Reduktion der LPS-bedingten Expression inflammatorischer Zytokine durch
Mikroglia eingesetzt. Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich im Mausmodell (I) sowohl mit
dem therapeutischen Potential von CyPPA fiir die Behandlung neuroinflammatorischer
Zustidnde (IT) als auch mit der anti-inflammatorischen Wirkung und Verteilung von Lipiden
und Lipidmediatoren im Gehirn.

(I) Eine zweimalige Behandlung von C57BL/6J Mausen mit CyPPA (15 mg/kg KGW) 24
Stunden vor und gleichzeitig mit der Applikation eines starken LPS-Stimulus (2,5 mg/kg)
hatte weder einen FEinfluss auf die LPS-induzierte Aktivierung von Mikroglia (cluster of
differentiation (CD)11b, CD68) noch auf zentralnervos kontrollierte Krankheitssymptome
und die Expressionsprofile inflammatorischer Marker im Hypothalamus und der Peripherie.
CyPPA induzierte jedoch unter nicht-inflammatorischen Bedingungen einen Anstieg der
Korpertemperatur sowie eine Erhohung der motorischen Aktivitdt. Diese Verdnderungen
gingen zum Zeitpunkt zwei Stunden nach CyPPA-Applikation mit einer reduzierten
genomischen Aktivierung von SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3) und einer erhdhten
mRNA-Expression von NF-IL6 (nuclear factor interleukin 6) im Hypothalamus und IxBa
(inhibitor of kappa Ba) im Hypothalamus und Cortex einher. Uberdies war die NFxB
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(nuclear factor kappa B) -Aktivierung in corticalen Neuronen reduziert. Diese Ergebnisse
konnten potentiell mit zuvor beschriebenen neuroprotektiven Wirkungen von CyPPA im
Zusammenhang stehen. AuBlerdem ist bekannt, dass die Beeinflussung der genannten
Signalwege ebenfalls neuroprotektiv wirken kann. Periphere Zytokine waren zu beiden
untersuchten Zeitpunkten unbeeinflusst. Interessanterweise war in CyPPA behandelten Tieren
die erhohte Korpertemperatur und Aktivitit von reduzierten Adenosin-Konzentrationen und
tendenziell erhohten Adenosintriphosphat-Konzentrationen in der Leber begleitet. Dieser
Zusammenhang spricht dafiir, dass CyPPA den Metabolismus verstdrken kann, wie andere es
kiirzlich in Zellkultur zeigen konnten. Insgesamt ist CyPPA in der Lage
neuroinflammatorische Prozesse zu modulieren. Die beobachteten metabolischen Effekte mit
Wirkung auf die Korpertemperatur und die motorische Aktivitit sind jedoch potentielle,
wichtige Nebenwirkungen, die bei einer therapeutischen Anwendung Beriicksichtigung
finden miissen.

(IT) Das zweite Teilprojekt dieser Arbeit beschéftigte sich mit der Rolle von -3 Fettsduren
und Lipidmediatoren bei der Beendigung von Inflammation und deren Einfluss auf die
Entwicklung zentralnervos gesteuerter Krankheitssymptome. Hierzu verwendete transgene
Fat-1 Miuse besitzen die Fahigkeit endogen grole Mengen -3 Fettsduren zu synthetisieren.
Weder bei ®-3 ausgewogener noch bei ®-3 defizienter Fiitterung zeigten sich nach einem
geringen LPS-Stimulus (50 pg/kg) Unterschiede in der Auspridgung der sickness response
oder peripherer Zytokinkonzentrationen von Fat-1 Tieren und Wildtyptieren (C57BL/6N,
WT) im Vergleich zu phosphate buffered saline (PBS) -stimulierten Kontrollen. Nach der
Gabe einer hohen LPS-Dosis (2,5 mg/kg) zeigten w-3 defizient ernéhrte Fat-1 Tiere einen
signifikant hoheren Temperaturanstieg in der ersten Fieberphase, jedoch auch eine tendenziell
beschleunigte Erholung von der sich anschlieBenden Hypothermie sowie reduzierte
Interleukin-6-Plasmakonzentrationen zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Stimulation. Zudem
waren die Stress-induzierte Aktivitdtserhdhung sowie die Korpertemperaturerhohung in Fat-1
Maiusen gegeniiber WT signifikant erhoht. Ein Einfluss des -3 Status auf die Funktion der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse ist bereits beschrieben worden, jedoch
wurde bisher angenommen, dass eine suffiziente Versorgung mit ®-3 Fettsduren Stress-
induzierten Verdnderungen vorbeugt und diese nicht zusitzlich verstirkt. Die eigenen
Beobachtungen zeigen deutlich die Vielschichtigkeit und Komplexitit der Funktion von ®-3
Fettsduren und das es keinen einfachen Zusammenhang zwischen dem ,,®-3 Status* und dem
,Gesundheitszustand* gibt.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die vergleichende Analyse der rdumlichen
Verteilung von Lipiden wihrend eines inflammatorischen Insults im Gehirn von Fat-1 und
WT Mausen. Dabei wurden das OVLT (Organum vasculosum laminae terminalis) und die
praoptische Region als Zielregion definiert. Das OVLT ist ein sensorisches
circumventrikuldres Organ mit einer unvollstindigen Bluthirnschranke, welches fiir seine
besondere Bedeutung fiir die Kommunikation von Immunsystem und Gehirn bekannt ist.
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Sowohl die priaoptische Region als auch das OVLT sind an der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Fieber beteiligt. Zur Darstellung von ®-3 Fettsdure-haltigen Lipiden
und freien Fettsduren in diesen Regionen wurde eine bildgebende Matrixassistierte
Laserdesorption / lonisation Massenspektrometrie (MALDI-MSI) durchgefiihrt. Dieses
Verfahren erlaubte zum ersten Mal die hochauflésende, rdumliche Darstellung
verschiedenster Massensignale in diesen Gehirnstrukturen. Es gelang der Nachweis von freien
Fettsduren und verschiedenen Phospholipiden. Die Suche nach Substanzen mit spezifischem,
auf das OVLT beschrinktem Vorkommen, zeigte erstmals eine Akkumulation von
Lysophosphocholin (LPC) (16:0), LPC (16:1), LPC (18:0), LPC (18:1) sowie
Phosphatidylcholin (PC) (38:6), PC (38:7) und Phosphatidylglycerin (38:5) in der Zielregion
lediglich des LPS-behandelten Fat-1 Tieres 24 Stunden nach Stimulation, nicht jedoch in
Kontrollsituationen (WT PBS und WT LPS). Dabei kann eine lokale Anreicherung von LPCs
einerseits als Indikator filir einen erhdhten Umsatz von Fettsduren dienen. Andererseits gibt es
unterschiedliche Berichte {iber pro- oder anti-inflammatorische Eigenschaften von LPCs. Die
Anreicherung von LPCs macht eine funktionelle Beteiligung im Kontext von Fieber und der
sickness response wahrscheinlich. Auflerdem wurde PC (38:6) in vorherigen Studien ein
neuroprotektives Potential zugesprochen, was auch diese Substanz als potentiellen Marker fiir
neuroinflammatorische Prozesse interessant macht. Hier konnte also erstmals gezeigt werden,
dass sich die Verteilungsmuster von Lipiden in Gehirnregionen mit undichter
Bluthirnschranke unter inflammatorischen Bedingungen in Fat-1 Mausen von denen in WT
Maiusen unterscheiden. Eine funktionelle Relevanz ist sehr wahrscheinlich und sollte in

zukiinftigen Studien weiter untersucht werden.

Ebenfalls erstmalig gelang nach erfolgter MALDI-Messung im negativen lonen-Modus von
Gehirnschnitten der immunhistochemische Nachweis inflammatorischer Marker wie der
Cyclooxygeanse 2 und NF-IL6. Zusdtzlich konnten auch neutrophile Granulozyten
nachgewiesen werden. Diese sind aufgrund ihrer Enzymausstattung, die eine Beteiligung an
der SPM-Synthese ermdglicht, im Rahmen der hier gemachten Untersuchungen von
besonderem Interesse. Die multimodale Verkniipfung (Uberlagerung, Korrelation) der
histologischen und massenspektrometrischen Bilddaten wurde erstmalig erfolgreich im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt und ermdglicht einen erheblichen synergistischen

Informationsgewinn.
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VI. Summary

Systemic inflammation is accompanied by an inflammatory response in the brain and brain
controlled sickness symptoms such as fever, lethargy, anorexia and adipsia. Experimentally,
this response can be reliably induced by intraperitoneal injection of bacterial
lipopolysaccharid (LPS). Interestingly, non-inflammatory or neurodegenerative diseases are
often associated with, influenced or even enhanced by systemic inflammation. Therefore, a
better understanding of underlying mechanisms is highly important especially to develop anti-
inflammatory strategies and therapies and to treat diseases of the brain. Emerging evidence
suggests that lipid mediators are involved in the active, coordinated resolution of
inflammatory responses and that they are crucial terminal mediators of the communication
between the immune system and the brain. Resolution of inflammation is referred to a class
switch from prostaglandins and leukotrienes to lipoxins and resolvins, which help to resolve /
terminate inflammation. Lipoxins and resolvins, synthesized from ®-3 fatty acids belong to a
group of substances called specialized pro-resolving mediators (SPMs). Knowledge about
their production in the brain is sparse. The exact underlying mechanisms and pathways of
their action are poorly understood. In addition to such lipid mediators, there are approaches to
interfere inflammatory reactions by the application of CyPPA (Cyclohexyl-[2-(3,5-dimethyl-
pyrazol-1-yl)-6-methyl-pyrimidin-4-yl]-amine) a positive pharmacological activator of small
conductance calcium-activated potassium-channels. CyPPA has been shown to antagonize
LPS-induced cytokine-expression in microglial cell cultures and, thus, has potential to treat

neuroinflammation.

The present study dealt with both (I) the therapeutic potential of CyPPA under
neuroinflammatory conditions and (II) the anti-inflammatory potential and the distribution of
lipids and lipid mediators in the brain of mice.

(I) Pretreatment with CyPPA (15 mg/kg) injected 24 hours prior and simultaneously with
LPS-stimulation (2.5 mg/kg, high dose) did not affect LPS-induced microglial activation
(cluster of differentiation (CD)11b, CD68), illness response (depressed activity, anorexia and
fever) and expression profiles of inflammatory mediators in the hypothalamus and in the
periphery. However, CyPPA-treatment alone induced a rise in body core temperature that was
accompanied by increased locomotor activity, decreased mRNA-expression of SOCS3
(suppressor of cytokine signaling 3), increased expression of NF-IL6 (nuclear factor
interleukin 6) in the hypothalamus and IkBa (inhibitor of kappa Ba) in the hypothalamus and
cortex while circulating cytokines were unaltered. Moreover, NFkB (nuclear factor kappa B) -
activation was reduced in cortical neurons as revealed by western blot analyses potentially
linked to some previously described neuroprotective capacities of CyPPA. In addition it is
known, that influencing the above mentioned signaling pathways itself may be
neuroprotective. Interestingly, the increased body temperature and locomotor activity of
CyPPA-treated mice was accompanied by reduced levels of adenosine, but a tendency of
enhanced adenosine triphosphate in the liver as measured by HPLC. These results could be
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due to enhanced metabolism induced by CyPPA, as others previously have shown in cell
culture by seahorse analysis. Overall, while CyPPA might be suitable to modulate and treat
neuroinflammatory processes, the observed effects on metabolism, body core temperature and
locomotor activity represent potential important side effects that should be taken into account.

(IT) The aim of the second study was to investigate the role of -3 fatty acids and related lipid
mediators in resolving inflammation and brain-controlled sickness symptoms during systemic
inflammatory insults. For this purpose, so called fat-1 transgenic mice, which are able to
produce large quantities of -3 fatty acids endogenously, were used. Neither m-3 balanced nor
-3 deficient bred mice (fat-1 or wildtype (C57BL/6N, WT)) showed differences in the
sickness response or peripheral cytokine levels after LPS-injection (50 pg/kg, low dose) in
comparison to phosphate buffered saline (PBS) -treated controls. However, following
administration of a high dose of LPS (2.5 mg/kg) fat-1 mice bred under a -3 deficient diet
exhibited a higher first febrile phase but an accelerated recovery from the subsequent
hypothermia, as well as reduced interleukin-6 plasma levels 24 hours after LPS-stimulation.
In addition, the stress induced rise in locomotor activity and body temperature was
significantly higher in fat-1 mice compared to WT, which might have been due to alterations
of the hypothalamic-pituritary-adrenal (HPA) -axis. However, sufficient o-3 fatty acid supply
has been assumed to be protective in case of stress-induced alterations in previous studies.
Overall, the results of the present study clearly highlight the diversity and complexity of the
function of ®-3 fatty acids and their influence on the HPA-axis. A simply relationship

between nutritional status of ®-3 fatty acids and health status does not seem to exist.

Another focus of this study was to analyze the spatial distribution of lipids and lipid mediators
in the OVLT (vascular organ of the lamina terminalis) and the surrounding tissue known as
the preoptic area. The OVLT is a circumventricular organ with a leaky blood-brain-barrier
known to be important for the communication of the immune system and the brain. Both, the
preoptic area as well as the OVLT participate in mechanisms to induce and maintain fever.
Lipid signals were measured by matrix assisted laser desorption / ionisation mass
spectrometry imaging (MALDI-MSI). For the first time, this method allowed illustration of
different mass signals in these brain structures at high spatial resolution. Free fatty acids and
various phospholipids were successfully detected. Indeed, several distinct distribution patterns
were observed at the level of the OVLT within the different genotypes of mice (fat-1 versus
WT) after PBS- or LPS-treatment. A localized increase of lysophosphatidylcholine (LPC)
(16:0), LPC (16:1), LPC (18:0), LPC (18:1), phosphatidylcholine (PC) (38:6), PC (38:7), and
phosphatidylglycerin (38:5) was found exclusively in the OVLT after LPS injection in fat-1
mice but not in LPS-stimulated WT and WT controls. On the one hand, LPC accumulation
was indicative of enhanced turnover of fatty acid metabolism. On the other hand, there are
several reports of pro- or anti-inflammatory properties of LPCs suggesting a role of LPCs in
the context of fever and the sickness response. Moreover, PC (38:6) has been accounted to be
neuroprotective. Thus, PC (38:6) is highly interesting as a potential marker for
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Summary

neuroinflammatory processes. In summary, for the first time, it was shown that distribution
patterns of lipids in a brain region with a leaky blood brain barrier, namely the OVLT, differs
in fat-1 mice compared to WT mice under inflammatory conditions. A functional relevance is

very likely and should be further investigated in future studies.

In addition, we were the first who succeeded in performing immunohistochemistry for
inflammatory markers including cyclooxygenase 2 and NF-IL6 on brain slices after negative
mode MALDI-MSI. Even neutrophil granulocytes could still be detected. Neutrophils are of
special interest due to their enzyme capacities that enables them to participate in SPM
synthesis. Moreover, we have successfully combined histological and mass spectrometry data

(correlation and merging), which allows extensive synergistic information gain.
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3. In den Messungen nicht gefundene Massen

Die folgenden Tabellen stellen eine Zusammenfassung in den MALDI-Daten gesuchter,

jedoch nicht eindeutig ansprechbarer Substanzen dar.

3.1 Im positiven Ionen-Modus nicht gefundene Massen

Berechnete Masse/

Substanz Summenformel Addukt theoretische Masse
1 Arachidonsiure C,0H3,0, [M+H]" 305.24751
2 Arachidonsédure C,0H3,0, [M+Na]+ 327.22945
3 Arachidonsaure C,0H3,0, [M+K]" 343.20339
4 Arachidonsiure CaoH3,0, [M+H-H,0]" 287.23694
5 Arachidonsiure C,oH;3,0, [M+NH,]" 322.27406
6 Docosahexaensdure C»H3,0, [M+H]+ 329.24751
7 Docosahexaensdure C»H3,0, [M+Na]+ 351.22945
8 Docosahexaenséure C,,H;,0, [M+K]" 367.20339
9 Docosahexaensiure C»H3,0, [M+H-H,0]" 311.23694
10 Docosahexaensidure C»H3,0, [M+NH4]+ 346.27406
11  Docosapentaensiure CH3405 [M+H]+ 331.26316
12 Docosapentaensiure C»H3405 [M+Na]" 353.24510
13 Docosapentaensiure Cy»H3405 [M+K]" 369.21904
14 Docosapentaensiure C»H3405 [M+H—H20]+ 313.25314
15  Docosapentaensiure CH3405 [M+NH4]+ 348.28971
16  Eicosapentaensidure CroH300, [M+H]" 303.23186
17  Eicosapentaensdure CroH300, [M+Na]" 325.21380
18  Eicosapentaenséure C,H;300, [M+K]" 341.18774
19  Eicosapentaenséure C,0H300, [M+H-H,0]" 285.22129
20  Eicosapentaensidure C,oH300, [M+NH4]+ 320.25841
21  2-Arachidonylglycerol Cy3H330, [M+H]" 379.28429
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

2-Arachidonylglycerol

2-Arachidonylglycerol

Resolvin D1

Resolvin D1

Resolvin D1

Resolvin D1

Resolvin D1

Resolvin D2

Resolvin D2

Resolvin D2

Resolvin D2

Resolvin D2

Resolvin D3

Resolvin D3

Resolvin D3

Resolvin D3

Resolvin D3

Resolvin D4

Resolvin D4

Resolvin D4

Resolvin D4

Resolvin D4

Resolvin D5

Resolvin D5

Resolvin D5

Resolvin D5

Resolvin D5

C3H3504
C3H3504
CH3,05
CH3,05
CH3,05
CnH3,05
CH3,05
CH3,05
CH3,0s
CH3,05
CyH3,05
CyH3,05
CH3,0s
CH3,05
CyH3,05
CxH3,05
CH3,05
CH3,0s
CxH3,05
CxH3,05
CH3,05
CH3,0s
C,H;,0,
Cx,H3,0,
CH3,04
CH3,04

CH3,04

[M+Na]"
[M+K]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M-+H]+
[M+Nal+
[M+K]+
[M+H-H20]+
[M+NH4]+
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"

[M+NH,]"

401.26623

417.24017

377.23225

399.21419

415.18813

359.22169

394.25880

377.23225

399.21419

415.18813

359.22169

394.25880

377.23225

399.21419

415.18813

359.22169

394.25880

377.23225

399.21419

415.18813

359.22169

394.25880

361.23734

383.21928

399.19322

343.22677

378.26389
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49
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56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

Resolvin E1
Resolvin E1
Resolvin E1
Resolvin E1
Resolvin E1
Resolvin E2
Resolvin E2
Resolvin E2
Resolvin E2
Resolvin E2
Prostaglandin D2
Prostaglandin D2
Prostaglandin D2
Prostaglandin D2
Prostaglandin D2
Prostaglandin E2
Prostaglandin E2
Prostaglandin E2
Prostaglandin E2
Prostaglandin E2
Prostaglandin J2
Prostaglandin J2
Prostaglandin J2
Prostaglandin J2

Prostaglandin J2

10(S),17(S)-DiHDoHE

10(S),17(S)-DiHDoHE

C20H300s
C20H3005
Ca0H3005
C20H300s
C20H300s
C20H3004
C20H3004
C20H3004
C20H3004
C20H3004
C20H3,05
C20H3,05
C20H3,05
C20H3,05
C20H3,05
C20H3,05
C20H3,05
Ca0H3,05
C20H3,05
C20H3,05
C20H3004
C20H3004
C20H3004
C20H3004
C20H3004
CH3,04

C22H3204

[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"

[M+Na]"

351.21660

373.19854

389.17248

333.20604

368.24315

335.22169

357.20363

373.17757

317.21112

352.24823

353.23225

375.21419

391.18813

335.22169

370.25880

353.23225

375.21419

391.18813

335.22169

370.25880

335.22169

357.20363

373.17757

317.21112

352.24823

361.23734

383.21928
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76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

10(S),17(S)-DiHDoHE
10(S),17(S)-DiHDoHE
10(S),17(S)-DiHDoHE
18-HEPE

18-HEPE

18-HEPE

18-HEPE

18-HEPE
7(S)-Maresin 1
7(S)-Maresin 1
7(S)-Maresin 1
7(S)-Maresin 1
7(S)-Maresin 1
Neuroprotectin D1
Neuroprotectin D1
Neuroprotectin D1
Neuroprotectin D1
Neuroprotectin D1
LysoPA (16:0)
LysoPA (16:0)
LysoPA (16:0)
LysoPA (16:0)
LysoPA (16:0)

LysoPA (18:0)

100 LysoPA (18:0)

101

LysoPA (18:0)

102 LysoPA (18:0)

CnH3,04
CnH3,04
CH3,04
Ca0H300;3
Ca0H300;3
Ca0H300;3
Ca0H300;3
Ca0H300;3
CH3,04
CH3,04
CyH3,0,
CyH3,0,
CH3,04
CH3,04
CyH3,0,
C»H3,0,
CH3,04
CH3,04
C,9H3,07P
Cy9H3,07P
Ci9H39007P
Cy9H30,P
Cy9H3,07P
C, Hy50,P
C21Hi307P
C21Hs307P

C, Hy30,P

[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"

[M+H-H,0]"

399.19322

343.22677

378.26389

319.22677

341.20872

357.18265

301.21621

336.25332

361.23734

383.21928

399.19322

343.22677

378.26389

361.23734

383.21928

399.19322

343.22677

378.26389

411.25267

433.23473

449.20874

393.24202

428.27931

439.28411

461.26617

477.24019

421.27346
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103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

LysoPA (18:0)
LysoPA (18:1)
LysoPA (18:1)
LysoPA (18:1)
LysoPA (18:1)
LysoPA (18:1)
LysoPA (20:1)
LysoPA (20:1)
LysoPA (20:1)
LysoPA (20:1)
LysoPA (20:1)
LysoPA (20:4)
LysoPA (20:4)
LysoPA (20:4)
LysoPA (20:4)
LysoPA (20:4)
LysoPA (22:6)
LysoPA (22:6)
LysoPA (22:6)
LysoPA (22:6)
LysoPA (22:6)
LysoPC (20:1)
LysoPC (20:1)
LysoPC (20:1)
LysoPC (20:1)
LysoPC (20:1)

LysoPE (16:1)

C21Hy307P
C21Hy O7P
C,HyO/P
C,HyO,P
C21Hy O7P
C21Hy O7P
CyHys0,P
Cy;Hys0,P
C3HasO7P
Cy3HasO7P
Cy3Hy50,P
Cy3H300,P
C3H39007P
Cy3H3907P
Cy3H390,P
CyH3007P
Cy5H300,P
Cy5H300,P
Cy5H300,P
Cy5H3007,P
Cy5H300,P
CysHs¢NO;P
CysHs6NO,P
CysHsNO,P
CysHs¢NO;P
CysHs¢NO,P

C,1Hy,NO7P

[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]

[M+H]"

456.31075

437.26845

459.25051

475.22452

419.25780

454.29509

465.29989

487.28195

503.25597

447.28924

482.32653

459.25291

481.23497

497.20898

441.24226

476.27955

483.25303

505.23509

521.20910

465.24238

500.27967

550.38947

572.37152

588.34554

532.37881

567.41610

452.27943
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130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

LysoPE (16:1)
LysoPE (16:1)
LysoPE (16:1)
LysoPE (16:1)
LysoPE (P-16:0)
LysoPE (P-16:0)
LysoPE (P-16:0)
LysoPE (P-16:0)
LysoPE (P-16:0)
LysoPE (P-18:0)
LysoPE (P-18:0)
LysoPE (P-18:0)
LysoPE (P-18:0)
LysoPE (P-18:0)
LysoPE (P-20:0)
LysoPE (P-20:0)
LysoPE (P-20:0)
LysoPE (P-20:0)
LysoPE (P-20:0)
LysoPG (16:0)
LysoPG (16:0)
LysoPG (16:0)
LysoPG (16:0)
LysoPG (16:0)
LysoPG (16:1)
LysoPG (16:1)

LysoPG (16:1)

C21HNOsP
C21HNOsP
C, HpNOLP
C, HpNOLP
C21HauuNOGP
C21HuuNOGP
C,1HyuNOGP
C,1HyiuNOGP
C21HuuNOGP
Cp3HasNOGP
Cy3HysNOGP
Cy3HysNOGP
C3HasNOGP
C3HasNOGP
CysH35,NOGP
CysH35,NOGP
CysHs,NOGP
Cy5sHs,NOGP
CysH35,NOGP
CxHy500P

C,Hy500P

CxHy500P

CxHy500P

CxHy500P

CHi300P

CoHa300P

CHi300P

[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"

[M+K]"

474.26148

490.23550

434.26877

469.30606

438.30009

460.28215

476.25616

420.28944

455.32673

466.33153

488.31359

504.28760

448.32088

483.35817

494.36297

516.34503

532.31905

476.35232

511.38961

485.28982

507.27188

523.24589

467.27917

502.31646

483.27416

505.25622

521.23023
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157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

LysoPG (16:1)
LysoPG (16:1)
LysoPG (18:1)
LysoPG (18:1)
LysoPG (18:1)
LysoPG (18:1)
LysoPG (18:1)
LysoPG (18:2)
LysoPG (18:2)
LysoPG (18:2)
LysoPG (18:2)
LysoPG (18:2)
LysoPI (16:0)
LysoPI (16:0)
LysoPI (16:0)
LysoPI (16:0)
LysoPI (16:0)
LysoPI (18:0)
LysoPI (18:0)
LysoPI (18:0)
LysoPI (18:0)
LysoPI (18:0)
LysoPI (18:1)
LysoPI (18:1)
LysoPI (18:1)
LysoPI (18:1)

LysoPI (18:1)

CHai300P
CHai300P
C24H4700P
C24H4700P
C24Ha700P
C24Hs700P
C24H4700P
Cy4Hys00P
C24HasO0P
C24Has00P
C,4Hys00P
C,4Hys00P
CasHaoO12P
CasHaoO12P
Cy5HyoO1,P
Ca5H4904,P
CasHagO12P
Cy7Hs301,P
CyHs;04,P
CyHs;04,P
Cy7Hs301,P
Cy7Hs301,P
Cy;Hs5,04,P
CyHs5,04,P
Cy7H5101,P
Cy7H5101,P

C27H5 1 O 1 2P

[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"

[M+NH,]"

465.26351

500.30080

511.30560

533.28766

549.26167

493.29495

528.33224

509.28994

531.27200

547.24601

491.27929

526.31658

573.30631

595.28836

611.26238

555.29565

590.33294

601.33775

623.31980

639.29382

583.32709

618.36438

599.32209

621.30414

637.27816

581.31143

616.34872
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184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

LysoPI (20:0)
LysoPI (20:0)
LysoPI (20:0)
LysoPI (20:0)
LysoPI (20:0)
LysoPI (22:0)
LysoPI (22:0)
LysoPI (22:0)
LysoPI (22:0)
LysoPI (22:0)
LysoPI (22:1)
LysoPI (22:1)
LysoPI (22:1)
LysoPI (22:1)
LysoPI (22:1)
LysoPS (14:1)
LysoPS (14:1)
LysoPS (14:1)
LysoPS (14:1)
LysoPS (14:1)
LysoPS (16:0)
LysoPS (16:0)
LysoPS (16:0)
LysoPS (16:0)
LysoPS (16:0)
LysoPS (16:1)

LysoPS (16:1)

CyHs701,P
CyHs701,P
CyHs704,P
CyHs704,P
CyHs701,P
C31Ha1O12P
C;1H6,04,P
C31H6,04,P
C31He1O12P
C51He1O12P
C5:H590,,P
C5:H590,,P
C51Hs901,P
C51Hs901,P
C5:H590,,P
CyoH3sNOoP
CaoH3sNOoP
CaoH3sNOoP
CyoH3sNOoP
CyoH3sNOoP
CHuuNOoP
CHuuNOoP
CHyyNOyP
CHyyNOyP
CoHuuNOoP
CoHoNOoP

CH4NOGP

[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"

[M+Na]"

629.36919

651.35124

667.32526

611.35853

646.39582

657.40063

679.38268

695.35670

639.38997

674.42726

655.38497

677.36702

693.34104

637.37431

672.41160

468.23804

490.22009

506.19411

450.22738

485.26467

498.28514

520.26719

536.24121

480.27448

515.31177

496.26948

518.25153
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211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

LysoPS (16:1)
LysoPS (16:1)
LysoPS (16:1)
LysoPS (18:0)
LysoPS (18:0)
LysoPS (18:0)
LysoPS (18:0)
LysoPS (18:0)
LysoPS (18:1)
LysoPS (18:1)
LysoPS (18:1)
LysoPS (18:1)
LysoPS (18:1)
LysoPS (20:3)
LysoPS (20:3)
LysoPS (20:3)
LysoPS (20:3)
LysoPS (20:3)
LysoPS (20:4)
LysoPS (20:4)
LysoPS (20:4)
LysoPS (20:4)
LysoPS (20:4)
LysoPS (22:6)
LysoPS (22:6)
LysoPS (22:6)

LysoPS (22:6)

CHNOoP
CHNOoP
CHoNOoP
Co4HisNOoP
C24HasNOoP
C24HasNOoP
Ca4HisNOoP
Ca4HisNOoP
C24HasNOoP
Ca4HasNOoP
C,4HysNOoP
C,4HysNOoP
Ca4HasNOoP
Ca6HasNOoP
CycHysNOoP
CosHysNOoP
Ca6HasNOoP
Ca6HasNOoP
CyoHysNOoP
CyoHysNOoP
Ca6HaaNOoP
Ca6HaaNOoP
CoHysNOoP
CysHyyNOoP
CosHauaNOoP
CosHauaNOoP

CysHusNOoP

[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]”
[M+K]"

[M+H-H,0]"

534.22555

478.25882

513.29611

526.31658

548.29863

564.27265

508.30592

543.34321

524.30092

546.28297

562.25699

506.29026

541.32755

548.30104

570.28309

586.25711

530.29038

565.32767

546.28538

568.26743

584.24145

528.27472

563.31201

570.28550

592.26755

608.24157

552.27484
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238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

LysoPS (22:6)
LysoPS (P-16:0)
LysoPS (P-16:0)
LysoPS (P-16:0)
LysoPS (P-16:0)
LysoPS (P-16:0)
PA (36:4)

PA (36:4)

PA (36:4)

PA (36:4)

PA (36:4)

PA (38:4)

PA (38:4)

PA (38:4)

PA (38:4)

PA (38:4)

PA (40:5)

PA (40:5)

PA (40:5)

PA (40:5)

PA (40:5)

PA (40:8)

PA (40:8)

PA (40:8)

PA (40:8)

PA (40:8)

PA (42:10)

CasHaaNOoP
CHauuNOsP
CoHuuNOgP
CHuuNOsP
CHauuNOsP
CHauuNOsP
C39HgoOgP
C39HgoOgP
C39HgoOsP
C39HgoOsP
C39HgoOsP
C41H7304P
CyH7305P
CyH7305P
C41H7304P
C41H7305P
C43H7505P
Cy43H7505P
Cy3H7505P
Cy3H7505P
C43H7505P
Ca43HeoOsP
Cy3HgoOsP
Cy3HgoOsP
Cy3HgoO5P
Ca3HeoOsP

C4sHeoOsP

[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"

[M+H]"

587.31213

482.29014

504.27220

520.24621

464.27949

499.31678

697.48377

719.46582

735.43984

679.47312

714.51040

725.51521

747.49726

763.47128

707.50456

742.54184

751.53099

773.51304

789.48706

733.52034

768.55762

745.48401

767.46606

783.44008

727.47336

762.51064

769.48413
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265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

PA (42:10)
PA (42:10)
PA (42:10)
PA (42:10)
PC (36:5)
PC (36:5)
PC (36:5)
PC (36:5)
PC (36:5)
PC (42:9)
PC (42:9)
PC (42:9)
PC (42:11)
PC (42:11)
PC (42:11)
PC (42:11)
PC (P-38:4)
PC (P-38:4)
PC (P-38:4)
PC (P-38:4)
PC (P-38:4)
PE (36:4)
PE (36:4)
PE (36:4)
PE (36:4)
PE (36:4)

PE (36:5)

CasHeoOsP

CasHeoOsP

CysHgoOgP

CysHgoOsP

CasH7sNOsP
CasH7sNOsP
Ca4H7sNOgP
CasH7sNOgP
Ca4H7sNOsP
CsoHgaNOsP
CsoHgoNOgP
CsoHgoNOgP
CsoH7sNOsP
CsoH7sNOsP
CsoH7sNOgP
CsoH7sNOgP
C4sHgsNO;P
C4sHgsNO;P
C46HgsNO,P
C46HgsNO,P
C4sHgsNO;P
CyH4sNOgP
C41H74NOgP
C41H74NOgP
C4H4sNOgP
CyH4sNOgP

C41H7,NOgP

[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]

[M+H]"

791.46618

807.44020

751.47348

786.51076

780.55768

802.53974

818.51376

762.54703

797.58432

842.60582

878.56703

894.54096

852.55378

874.53573

890.50966

869.58033

794.60979

816.59184

832.56586

776.59914

811.63642

740.52618

762.50824

778.48226

722.51553

757.55282

738.51052
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292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

PE (36:5)
PE (36:5)
PE (36:5)
PE (36:5)
PE (38:4)
PE (38:4)
PE (38:4)
PE (38:4)
PE (38:4)
PE (P-38:5)
PE (P-38:5)
PE (P-38:5)
PE (P-38:5)
PE (P-38:5)
PG (36:4)
PG (36:4)
PG (36:4)
PG (36:4)
PG (36:4)
PG (36:5)
PG (36:5)
PG (36:5)
PG (36:5)
PG (36:5)
PG (38:4)
PG (38:4)

PG (38:4)

CqH7NOsP
CqH7NOsP
C4HNOgP
C4H:,NOgP
Ca3H7sNOsP
Ca3H7sNOsP
Cy3H7sNOsP
Cy3H7sNOsP
Cy3H7sNOsP
Cy3H7sNO7P
C4H76NO,P
C4H76NO,P
Cy3H7sNO7P
Cy3H7NO7P
C4H75040P
C4oH75040P
CaoH75010P
CaoH75010P
CyoH75040P
CyoH73040P
Ca2H73010P
CaoH73010P
C4oH73040P
CyH73040P
CaqH79010P
CaqH79010P

C4sH790,0P

[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"

[M+K]"

760.49258

776.46660

720.49987

755.53716

768.55762

790.53968

806.51370

750.54697

785.58426

750.54697

772.52902

788.50304

732.53632

767.57360

771.52092

793.50297

809.47699

753.51027

788.54755

769.50526

791.48731

807.46133

751.49460

786.53189

799.55236

821.53441

837.50843
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319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

PG (38:4)
PG (38:4)
PG (38:6)
PG (38:6)
PG (38:6)
PG (38:6)
PG (38:6)
PI (36:4)
PI (36:4)
PI (36:4)
PI (36:4)
PI (36:4)
PI (38:4)
PI (38:4)
PI (38:4)
PI (38:4)
PI (38:4)
PI (38:5)
PI (38:5)
PI (38:5)
PI (38:5)
PI (38:5)
PI (40:4)
PI (40:4)
PI (40:4)
PI (40:4)

PI (40:4)

CaqH79010P
CaqH79010P
Cy4H75040P
Cy4H75040P
CaqH75010P
CaqH75010P
CysH75040P
CysH7045P
CasH79013P
CasH79013P
Cy4sH79045P
C4sH79045P
C47Hg3015P
C47Hg3015P
C47Hg3045P
C47Hs3045P
Ca7Hg3015P
C47Hg1O13P
C47Hs,045P
C47Hs,045P
C47Hg1015P
C47Hg1O13P
CyoHs,045P
C4oHs,045P
Ca9Hg7015P
Ca9Hg7015P

C4oHs70,3P

[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"

[M+NH,]"

781.54171

816.57899

795.52104

817.50309

833.47711

777.51039

812.54767

859.53740

881.51946

897.49348

841.52675

876.56404

887.56884

909.55090

925.52492

869.55820

904.59548

885.55318

907.53524

923.50926

867.54253

902.57982

915.60028

937.58234

953.55636

897.58963

932.62692
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346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

PI (42:4)
PI (42:4)
PI (42:4)
PI (42:4)
PI (42:4)
PI (42:5)
PI (42:5)
PI (42:5)
PI (42:5)
PI (42:5)
PS (34:5)
PS (34:5)
PS (34:5)
PS (34:5)
PS (34:5)
PS (36:4)
PS (36:4)
PS (36:4)
PS (36:4)
PS (36:4)
PS (36:5)
PS (36:5)
PS (36:5)
PS (36:5)
PS (36:5)
PS (38:4)

PS (38:4)

Cs1Ho1O13P
Cs1Ho1O13P
Cs1Hy,045P
Cs;Hy,045P
Cs1Ho1O13P
Cs1HgoO13P
Cs1HgoO45P
CsHgoO45P
Cs1HgoO13P
Cs1HgoO13P
CoHgsNOoP
C4oHgsNO (P
CaoHesNO 1P
CaoHesNO 1P
CoHgsNO (P
Cy,H74NOy (P
CyoH7NO 0P
CyoH7NO 0P
Cy,H74NOy (P
Cy,H74NOy (P
CyoH7NO 0P
CyoH7NO 0P
C4,H7pNOy P
C4,H7pNO P
CyoH7NO 0P
CasH7sNO 0P

C44H7sNO, P

[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]
[M+H]"

[M+Na]"

943.63172

965.61378

981.58780

925.62107

960.65836

941.61606

963.59812

979.57214

923.60541

958.64270

754.46913

776.45119

792.42520

736.45848

771.49577

784.51623

806.49829

822.47231

766.50558

801.54287

782.50057

804.48263

820.45665

764.48992

799.52721

812.54767

834.52973
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373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

PS (38:4)
PS (38:4)
PS (38:4)
PS (38:5)
PS (38:5)
PS (38:5)
PS (38:5)
PS (38:5)
PS (40:7)
PS (40:7)
PS (40:7)
PS (40:7)
PS (40:7)
PS (40:8)
PS (40:8)
PS (40:8)
PS (40:8)
PS (40:8)
PS (42:10)
PS (42:10)
PS (42:10)
PS (42:10)
PS (42:10)
PS (P-36:4)
PS (P-36:4)
PS (P-36:4)

PS (P-36:4)

CasH7sNO 0P
CaqH7sNO 0P
CaqH7sNO 0P
CysH7¢NO, P
CaqH76NO ;0P
CaqH76NO 0P
CaqH7sNO 0P
CysH7¢NO, P
CasH7sNO 1P
CasH7sNO 1P
Cy6H76NO (P
Cy6H76NO (P
CasH7sNO 1P
Ca6H7aNO 0P
Cy46H74NO; (P
Cy6H74NO (P
Ca6H7aNO 0P
Ca6H7aNO 0P
CysH74NO (P
CysH74NO (P
CagH7aNO 0P
CagH7aNO 0P
CysH74NO (P
Cy,H74NOGP

Cy,HsNOyP

CyHsNOyP

C4H74NOGP

[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]"
[M+K]"
[M+H-H,0]"
[M+NH,]"
[M+H]"
[M+Na]”
[M+K]"

[M+H-H,0]"

850.50375

794.53702

829.57431

810.53201

832.51407

848.48809

792.52136

827.55865

834.53213

856.51419

872.48821

816.52148

851.55877

832.51647

854.49853

870.47255

814.50582

849.54311

856.51659

878.49865

894.47267

838.50594

873.54323

768.52124

790.50329

806.47731

750.51058
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400 PS (P-36:4)

C4,H74NOoP

[M+NH,]"

785.54787

Tabelle 39
Auflistung von im positiven Ionen-Modus nicht detektierbaren Substanzen. Entsprechende

Massen wurden in allen im positiven Ionen-Modus durchgefiihrten Messungen gesucht, waren
jedoch nicht sicher ansprechbar.

3.2 Im negativen Ionen-Modus nicht gefundene Massen

Berechnete Masse/

Substanz Summenformel Addukt theoretische Masse
1  Eicosapentaensdure C,oH300, [M-+H] 301.21730
2 2-Arachidonylglycerol Cy3H3304 [M+H] 377.26973
3  Resolvin D1 C,H3,05 [M+H] 375.21770
4  Resolvin D2 C1H3,0:5 [M+H] 375.21770
5 Resolvin D3 C1H3,0:5 [M-+H] 375.21770
6  Resolvin D4 C,H3,05 [M+H] 375.21770
7  Resolvin D5 C,,H;3,04 [M+H] 359.22278
8  Resolvin El C0H300:5 [M+H] 349.20205
9  Resolvin E2 Cy0H3004 [M-+H] 333.20713
10 Prostaglandin D2 C,0H3,05 [M+H] 351.21770
11 Prostaglandin E2 C,0H3,05 [M+H] 351.21770
12 Prostaglandin J2 CyoH3004 [M+H] 333.20713
13 18-HEPE CyH300; [M+H] 317.21222
14 7(S)-Maresin 1 C,H3,04 [M+H] 359.22278
15 Neuroprotectin D1 C,,H3,04 [M+H] 359.22278
16 10(S),17(S)-DiHDoHE  C,,H;3,04 [M+H] 359.22278
17 Leukotrien A4 CyoH300; [M+H] 317.21222
18 Leukotrien B4 C,oH3,04 [M+H] 335.22278
19 Leukotrien C4 C30H47N306S [M+H] 624.29602
20 LysoPA (20:4) CpH;90,P [M+H] 457.23606
21 LysoPG (16:0) CpHys00P [M+H] 483.27284
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

LysoPG (18:0)
LysoPG (18:1)
LysoPG (20:4)
LysoPG (22:6)
LysoPI (22:6)
LysoPS (16:0)
LysoPS (18:0)
LysoPS (18:1)
LysoPS (20:4)
LysoPS (22:6)
PA (34:0)

PA (36:0)

PA (40:8)

PA (42:10)
PA (44:12)

PE (36:0)

PE (40:8)

PE (42:10)

PE (44:12)
PG (32:0)

PG (34:0)

PG (36:0)

PG (36:1)

PG (36:4)

PG (38:5)

PG (38:6)

PG (40:6)

C24Ha9O0P
C24Hy700P
CysHys00P
CysHys00P
C31HaO12P
CypHyuNOoP
C24HysNOoP
CyHygNOyP
Ca6HasNOoP
CasHasNOoP
C37H7305P
Cs3oH7705P
Ca3HgoOgP
CasHgoOgP
C47HgoOgP
C41HgoNOgP
C4sH7uNOgP
C47H7uNOgP
CyoH74NOgP
C3sH75010P
CaoH79010P
CapHg3010P
C4Hg OyoP
C4H75040P
Ca4H77010P
Ca4H75010P

C46H79010P

[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M-+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M-+H]
[M+H]
[M+H]
[M-+H]
[M-+H]
[M+H]
[M+H]
[M-+H]
[M-+H]
[M+H]
[M+H]
[M-+H]
[M-+H]
[M+H]
[M+H]
[M+H]
[M-+H]
[M+H]
[M+H]

[M+H]

511.30414

509.28849

531.27284

555.27284

643.28889

496.26809

524.29939

522.28374

544.26809

568.26809

675.49703

703.52833

743.46573

767.46573

791.46573

746.57053

786.50793

810.50793

834.50793

721.50251

749.53381

777.56511

775.54946

769.50251

795.51816

793.50251

821.53381
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49 PG (40:7) C4eH70,P [M+H] 819.51816
50 PG (40:8) C4eH750,0P [M+H] 817.50251
51 PG (42:10) CysH75010P [M+H] 841.50251
52 PG (44:12) CsoH75010P [M+H] 865.50251
53 PI(32:0) C41H750,5P [M+H] 809.51855
54 PI(34:0) CyHgz0,5P [M+H] 837.54985
55 PI(36:0) C,sHY0"P [M+H] 865.58115
56 PI(36:1) C4sHgsO 43P [M+H] 863.56550
57 PI(36:2) C4sHgz013P [M+H] 861.54985
58 PI(38:6) C4H70,3P [M+H] 881.51855
59 PI (40:6) CyoHg;013P [M+H] 909.54985
60 PI (40:7) CyoHg Oy3P [M+H] 907.53420
61 PI(40:8) CaoH70,3P [M+H] 905.51855
62 PI (42:10) Cs1H750,5P [M+H] 929.51855
63 PI(44:12) Cs3H790;3P [M+H] 953.51855
64 PS (32:0) C3sH7NO (P [M+H] 734.49776
65 PS (34:0) C4oH7sNO (P [M+H] 762.52906
66 PS (36:0) C4HgNO P [M+H] 790.56036
67 PS (36:4) C4,H7NO (P [M+H] 782.49776
68 PS (38:6) C4H7NO (P [M+H] 806.49776
69 PS (40:8) C46H7NO (P [M+H] 830.49776
70 PS (42:10) CysHNO P [M+H] 854.49776
71 PS (44:12) CsoH7sNO (P [M+H] 878.49776
Tabelle 40

Auflistung von im negativen Ionen-Modus nicht detektierbaren Substanzen. Entsprechende
Massen wurden in allen im negativen Ionen-Modus durchgefiihrten Messungen gesucht, waren
jedoch nicht sicher ansprechbar.
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VIII. Abkiirzungen

[M] exakte bzw. theoretische Masse

2-AG 2-Arachidonylglycerol

3NBA 3-Nitrobenzylalkohol

alLNA a-Linolensdure

AA Arachidonsdure

ACTH Adrenocorticotropes Hormon

ADP Adenosindiphosphat

AK Antikorper

ALX/fpr2 Lipoxin A4 Rezeptor / Formyl Peptid Rezeptor 2

AMP Adenosinmonophosphat

ANOVA Varianzanalyse

AP Area postrema

APS Ammoniumpersulfat

AP-SMALDI Atmosphérendruck-Raster-Mikrosonden-MALDI-
Massenspektrometrie-Systems

ATP Adenosintriphosphat

BCA Bicinchoninsédure

BHS Blut-Hirn-Schranke

BK, K¢,!1.1 spannungsabhingige Calcium aktivierte Kaliumkanile

BLT1 Leukotrien B4 Rezeptor

bp Basenpaare

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CD cluster of differentiation

CDl11b cluster of differentiation 11b

CD14 cluster of differentiation 14

CD68 cluster of differentiation 68

cDNA komplementire DNA

ChemR23 chemokin-like receptor 1

CLCCA 4-Chloro-a-Cyanozimtséure

CLP cecal ligation and puncture

COX Cyclooxygenase

COX2 Cyclooxygenase 2

CRH corticotropin releasing hormone

CvVO circumventrikuldres Organ

CyPPA Cyclohexyl-[2-(3,5-dimethyl-pyrazol-1-yl)-6-methyl-pyrimidin-
4-yl]-amine

DAB D3,3‘-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid

DAMPs danger-associated molecular patterns

DAPI 4¢,6-Diamidin-2-phenylindol

ddH20 demineralisiertes Wasser

DEPC Diethylpyrocarbonat

DHA Docosahexaenséure

DHB 2,5-Dihydroxybenzoesiure

DNA Desoxyribonukleinsidure

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphat-Molekiile

DPA Docosapentaensiure

ds doppelstrangig

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EGTA Ethylenglykoltetraessigsaure

EPA Eicosapentaensiure

ERK extracellular-signal regulated kinase
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ESI-LC-MS
FAM
Fat-1

FG

FKS
FRET

FS

GDP
GFAP

gp

GPR

GTC

GTP
HMGBI1
HPA-Achse
HPLC
HRP
HT-22
HVL

Hz

Lp.

Iba-1
ICAM-1
Ig

IK, K¢,3.1

IKK
IKK-P
IL-10
IL-1ra
IL-1pB
IL-6
IQR
IxB
IxBa
JAK
KGW
LA

LC
LC-MS
LC-MS/MS
LOX
LPA
LPC
LPCO
LPCP
LPE
LPI
LPS
LT
LTP
m/z

m,
MALDI

electrospray ionisation liquid chromatography-MS
6-Carboxyfluorescin

Mause der Linie B6.129P2-Tg(CAG-fat-1)Jxk
Feuchtgewicht

fetales Kélberserum
Fluoreszenz-Resonanz-Energie Transfers
Fettsédure

Guanosindiphosphat

saures Gliafaserprotein

Glykoprotein

G-Protein gekoppelter Rezeptor
Guanidin-Isothiocyanat

Guanosintriphosphat

high-mobility group box 1

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

high-performance liquid chromatography
Meerrettich-Peroxidase

immortalisierten hippocampalen Zelllinie
Hypophysenvoderlappen

Hertz

intraperitoneal

calcium binding adaptor molecule-1
intercellular adhesion molecule 1
Immunglobulin

intermiedidre, schwach leitende durch Calcium aktivierte

Kaliumkanéle

IkB—Kinase-Komplex
phosphorylierter IkB—Kinase-Komplex
Interleukin-10
IL-1-Rezeptor-Antagonist
Interleukin-1p

Interleukin-6

interquartile-range

inhibitorischer Faktor kB

inhibitor of kappa B

Janus-Kinase

Koérpergewicht

Linolsdure

liquid chromatography

liquid chromatography Massenspektrometrie

liquid chromatography Tandem Massenspektrometrie

Lipoxygenasen
Lysophosphatidyl
Lysophosphocholin
Lyso-Form von PC O
Lysocholin Plasmalogen
Lysophosphoethanolamin
Lysophosphoinositol
Lipopolysaccharid
Leukotriene

long-term potentiation
Masse-zu-Ladungsverhéltnis
Massengenauigkeit in ppm
matrix assisted laser desorption / ionisation
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MALDI-MSI

MAP
MAP-K-K
ME

m,
MGL
MnPO
mPGES
mRNA
MS
MS/MS
MSI

m;
mtROS
MTT
MyD88
n.s.

n3 def.
NDS
NES
NF
NF-IL6
NF«B
NMDA
NNR
NO
NPD1
NSAIDs
OD

OF
OVLT
PA
PAMPs
PBS
PC
PCO/PEO
PCP
PCR
PE
PEP
PFA
PG
PGD,
PGE,
PGH,
PGJ,
PI
PLA,
pNA
poly I.C
POMC
ppo5
ppm

matrix assisted laser desorption / ionisation mass spectrometry

imaging

mitogen-activated protein
mitogen-activated protein-kinase-Kaskade
Eminentia mediana

akkurate bzw. gemessene Masse
Monoacylglycerol Lipase

Nucleus praeopticus medianus
mikrosomale Prostaglandin E Synthase
messenger Ribonukleinsdure
Massenspektrometrie

Tandem Massenspektrometrie

mass spectrometry imaging

exakte bzw. theoretische Masse
mitochondriale reaktive Sauerstoffspezies
3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl] 2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid
myeloid differentiation primary response protein
nicht signifikant unterschiedlich

-3 defizient gefiittert

normal donkey serum

novel environment stress

nuclear factor

nuclear factor interleukin 6

nuclear factor kappa B
N-methyl-D-aspartat

Nebennierenrinde

Stickstoffmonoxid

Neuroprotectin D1

nicht steroidale anti-inflammatorische Medikamente
optische Dichte

Synonym zu NES verwendet

Organum vasculosum laminae terminalis
Phosphatidylsdure

pathogen-associated molecular patterns
phosphate buffered saline
Phosphatidylcholin

1-O-Alkylether

Cholin Plasmalogen
Polymerase-Kettenreaktion
Phosphatidylethanolamin

Ethanolamin Plasmalogen
Paraformaldehyd

Phosphatidylglycerin

Prostaglandin D,

Prostaglandin E,

Prostaglandin H,

Prostaglandin J,

Phosphatidylinositol

Phospholipase A,

Para-nitroanilin

polyinosinic: polycytidylic acid
Proopiomelanocortin

phospho-p65

parts per million
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PS

PUFA
PVDF
PVN

R

RMSE
RNA
RNase

ROI

ROS

rpm

RT

Rv

SDS
SDS-PAGE
SFO
SK1-3,
Kca2.1-3
SM
SMALDI-MS

sn
SOCS
SOCS3
SPM
STAT
STAT3
T abd.
TBA-HS
TBE
TBS
TBST
TEMED
TLR
TNF-R
TNF-o
TP
TRADD
Tx

vWF
WT
ZNS

Phosphatidylserin

polyunsaturated fatty acids

Polyvinylidenfluorid

Nucleus paraventricularis

Massenauflosung

mittleren quadratischen Abweichung, root mean square error
Ribonukleinsiure

Ribonuklease

Zielregion (region of interest)

reaktive Sauerstoffspezies

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Raumtemperatur

Resolvine

Sodiumdodecylsulfat
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese
Organum subfornicale

kleine, schwach leitende durch Calcium aktivierte Kaliumkanile

Sphingomyelin

scanning microprobe matrix assisted laser desorption /

ionisation mass spectrometry

stereospezifische Nummerierung

suppressor of cytokine signaling

suppressor of cytokine signaling 3

specialized pro resolving mediators

signal transducer and activator of transcription
signal transducer and activator of transcription 3
Korperkerntemperatur
Tetra-butyl-ammonium-hydrogensulfat
TRIS-Borat-EDTA

tris-buffered saline

tris-buffered saline + Tween 20
Tetramethylethylenediamin

Toll-Like-Rezeptor
Tumornekrosefaktor-Rezeptor
Tumornekrosefaktor a

Tupferprobe von Trachea, Caeccum, Vagina / Préputium
TNF-receptor 1-associated death domain protein
Thromboxan

von Willebrandt Faktor

Mause der Linie C57BL/6N

Zentrales Nervensystem
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