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1 EINLEITUNG 

1.1 Thermoregulation und Fieber 

Aus dem zweiten Hauptsatz der Thermodynamik, der besagt, dass die Entropie in einem 

abgeschlossenen System niemals abnimmt, ergibt sich, dass ein Objekt, welches eine höhere 

Temperatur als seine Umgebung besitzt, Wärme an diese abgibt, im umgekehrten Fall nimmt 

das Objekt Wärme von der Umgebung auf. Dieser allgemeingültige Satz gilt auch für belebte 

Objekte. Die physikalischen Prinzipien, denen dieser Wärmetransport zugrunde liegt, sind 

Leitung (Konduktion), Strömung (Konvektion), Verdunstung (Evaporation) und Strahlung 

(Radiation). 

Im Gegensatz zu den ektothermen Lebewesen, deren Körpertemperatur mit der 

Umgebungstemperatur schwankt, sind die endothermen Lebewesen (Säugetiere und Vögel) in 

der Lage ihre Körperkerntemperatur weitgehend unabhängig von äußeren Einflüssen und der 

eigenen motorischen Aktivität auf einem stabilen Niveau zu halten. Da die 

Reaktionsgeschwindigkeit der Stoffwechselprozesse als chemische Reaktionen im 

Allgemeinen mit der Temperatur steigt, wird durch eine gleichmäßige Temperatur ein 

bestimmtes Niveau der Reaktionsgeschwindigkeit gewährleistet. Gleichzeitig liegt die 

Körpertemperatur der endothermen Tiere in den meisten Fällen deutlich über der 

Umgebungstemperatur. Somit bietet die Fähigkeit die Körpertemperatur auf einem relativ 

hohen Niveau festzulegen einen klaren Vorteil. Dieser wird durch die Tatsache verdeutlicht, 

dass der Energieumsatz endothermer Lebewesen um das fünf bis zehnfache über dem 

ektothermer Tiere liegt und damit nicht zuletzt die Ausbildung eines komplexen zentralen 

Nervensystems und komplexer Verhaltensweisen begünstigt (Ivanov, 2006). 

Zur Aufrechterhaltung dieses stabilen Niveaus muss der Organismus Strukturen aufweisen, 

die in der Lage sind die aktuelle Körpertemperatur zu erfassen. Diese 

Temperaturinformationen dienen zur Steuerung von thermoregulatorischen Endorganen, die 

eine Anpassung der Körpertemperatur an die jeweiligen Bedingungen zur Aufgabe haben. 

1.1.1 Thermoregulation 

Die Erfassung der Körpertemperatur wird von thermosensiblen Neuronen vorgenommen, die 

sich in kalt- und warm-sensitive Neurone unterteilen lassen. Warm-sensitive Neurone steigern 
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die Frequenz ihrer Aktionspotentiale mit steigender Temperatur, kalt-sensitive Neurone 

steigern ihre Aktivität bei sinkender Temperatur. 

Thermosensible Strukturen finden sich in der Körperperipherie v.a. in Dermis und Epidermis, 

aber auch in der Schleimhaut des oberen Verdauungstraktes und des Urogenitaltraktes. Diese 

stellen freie Nervenendigungen dar, die im Fall der kalt-sensitiven Neuron v.a. über schwach 

myelinisierte A-Fasern den Temperaturreiz weiterleiten. Warm-sensitive Neurone besitzen 

meist unmyelinisierte C-Fasern (Spray, 1986). Zentrale thermosensible Regionen finden sich 

in Rückenmark, Medulla oblongata, rostralem Hypothalamus und der präoptischen Region 

(POA) (Magoun et al., 1938; Chai & Lin, 1973; Simon, 1974). Des Weiteren sind 

thermosensible Strukturen außerhalb des ZNS in Teilen des Intestinuums, retropleuralen und 

retroperitonealen Räumen sowie den Skelettmuskeln vorhanden (Simon 1974; Simon 2000).  

Im Gegensatz zu den peripheren Rezeptoren, die überwiegend Kaltrezeptoren sind, sind 

zentral nur vereinzelt Kaltrezeptoren vorhanden. In der präoptischen Region/ anteriorem 

Hypothalamus (POA/AH) wurden beispielsweise ein Drittel der Neurone als warm-sensitiv, 

über die Hälfte als nicht temperatursensitiv, und ein geringer Anteil als kalt-sensitiv bestimmt 

(Boulant & Dean, 1986). Die Klassifizierung als warm- bzw. kalt-sensitives Neuron wurde 

aufgrund der temperaturabhängigen Änderung der Anzahl der Aktionspotentiale pro Sekunde 

vorgenommen. Neurone, deren Frequenz der Aktionspotentiale um mehr als 0,8 

Aktionspotentiale pro Sekunde pro Grad Celsius Temperaturanstieg steigt, werden als warm-

sensitive Neurone angesehen. Um als kalt-sensitiv zu gelten, muss die Anzahl der 

Aktionspotentiale um 0,5 pro Sekunde pro Grad Celsius Temperaturanstieg abfallen. Hierbei 

muss erwähnt werden, dass die Existenz primärer kalt-sensitiver Neurone im ZNS 

angezweifelt wird, und der Anstieg der Aktionspotentiale bei niedrigeren Temperaturen auf 

inhibitorische Effekte warm-sensitiver Neurone zurückgeführt werden kann (Kelso & 

Boulant, 1982; Boulant & Dean, 1986; Wechselberger et al., 2006). Dabei bewirkt die 

sinkende Frequenz der Aktionspotentiale warm-sensitiver Neurone eine schwächere 

synaptische Hemmung der „kalt-sensitiven Neurone“, die dann ihrerseits verstärkt 

Aktionspotentiale entwickeln. 

Als rezeptive Strukturen für Temperaturreize kommen eine Reihe von Ionenkanälen in Frage, 

die zu den transient receptor potential (TRP) Kanälen gehören. Die Thermosensoren TRPV 

1-4, TRPM8 und TRPA1 stellen nichtselektive Kationenkanäle mit hoher Ca2+-Permeabilität 

an freien Nervenendigungen somatosensorischer Neurone dar (Tominaga & Caterina, 2004), 

die aus sechs transmembranären Domänen bestehen, von denen zwei (TM5 und TM6) die 

kationendurchlässige Pore formen (Montell, 2001; Gunthorpe et al., 2002; Okazawa et al., 



 7 

2002). Sie werden durch sehr unterschiedliche Stimuli aktiviert, z.B. Protonen, Eicosanoide, 

Änderungen der extrazellulären Osmolarität, Dehnung der Zellmembran oder Veränderungen 

in der Temperatur. Aufgrund der RGT Regel steigt die Leitfähigkeit aller Kanäle mit der 

Temperatur, allerdings üblicherweise mit einem Q10 Wert von etwa 2. Die TPRV Kanäle 

hingegen weisen Q10 Werte >10 auf, bei den Kältesensoren TRPM8 und TRPA1 muss dieser 

Wert hingegen negativ sein.  

Der Capsaicin Rezeptor war der erste Rezeptor, dessen Thermosensibilität erkannt wurde, 

obwohl es sich dabei um den wohl wichtigsten Schmerzsensor handelt (Caterina et al. 1997). 

Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeiten des Capsaicin mit Vanilloiden erhielt der Rezeptor 

den Namen VR1 (vanilloid receptor), woraus nach seiner Zuordnung zu den TRP Kanälen der 

Name TRPV1 wurde. Thermische Stimulation dieses Rezeptors führt bei einem pH-Wert von 

7,4 ab einer Temperatur von 43°C zu steigendem Kationeneinstrom in die Zelle. Geringere 

pH-Werte und Phosphorylierung verringern die Reizschwelle (Caterina et al., 1997; 

Tominaga et al., 1998; Vellani et al., 2001). Der TRPV2 Kanal besitzt 49% 

Strukturhomologie zu TRPV1 und wird ebenfalls durch hohe Temperaturen (>52°C) aktiviert, 

aber nicht durch Protonen oder Vanilloide (Caterina et al., 1999). TRPV3 zeigt ab 34-37°C 

eine kontinuierlich steigende Aktivität (Peier et al., 2002b; Smith et al., 2002; Xu et al., 2002; 

Patapoutian et al., 2003) und erfasst somit Veränderungen im physiologischen Bereich der 

Körperkerntemperatur. Der Aktivitätsbereich des TRPV4 Kanals umfasst ebenfalls die 

physiologisch und pathologisch vorkommenden Temperaturen, beginnt ab 27°C einzusetzen 

und steigt bis zu einem Maximalwert bei 42°C an, um dann steil abzufallen (Guler et al., 

2002; Watanabe et al., 2002; Patapoutian et al., 2003). Heute weiß man jedoch, dass diese 

durch hohe Temperaturen aktivierbaren Kanäle keinen direkten Bezug zur Thermoregulation 

haben. Der physiologische Warmsensor, der TRPM2 Kanal, wird bei Temperaturen oberhalb 

von 38°C aktiviert. Seine Aktivierung sorgt für die Rekrutierung von 

Wärmeabgabemechanismen und limitert die Höhe des Fiebers. Er wurde erst vor kurzem 

identifiziert und charakterisiert (Song et al. 2016; Siemens & Kamm 2018).  

Als Rezeptor für Kälte gilt der TRPM8 Kanal, der durch Temperaturen unter einem 

Grenzwert von 25-28°C aktiviert wird (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002a). Von 

noziceptiven Neuronen wird TRPA1 exprimiert, der in einer Studie durch Temperaturen unter 

20°C aktiviert werden konnte (Story et al., 2003). Weitere Studien konnten dies jedoch nicht 

reproduzieren und identifizierten Senfölglycoside, und scharfe Komponenten von Ingwer, 

Zimt und Nelken, die allesamt nicht mit der subjektiven Empfindung von Kälte verbunden 

sind, als Agonisten von TRPA1 (Bandell et al., 2004; Jordt et al., 2004). Menthol, Kampfer 
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und Capsaicin, die Agonisten von TRPM8, TRPV3 und respektive TRPV1 sind, bewirken ein 

Temperaturempfinden, das mit dem Temperaturbereich ihrer Aktivität übereinstimmt. Ein 

wahrscheinlicherer Kandidat für das schmerzhafte Kälteempfinden scheint hingegen der 

tetrodoxinresistente spannungsgesteuerte Natrium Kanal Nav1.8 zu sein, der unbeschadet von 

niedrigen Temperaturen noziceptive Neurone zu aktivieren vermag und dessen Abwesenheit 

in Nav1.8 Null-Mutanten Kältereaktionen verhindert (Zimmermann et al., 2007). Von den 

durch Kälte aktivierbaren Rezeptoren / Kanälen ist TRPM8 als der physiologische 

Kältesensor inzwischen allgemein anerkannt (Peier et al. 2002; Ott et al., 2015).  

Der Temperaturreiz gelangt von sekundären somatosensorischen Neuronen im dorsalen Horn 

des Rückenmarks (substantia gelatinosa) einerseits über den Thalamus in den primären 

somatosensorischen Cortex als Sinneseindruck (Craig et al., 1996) und andererseits über den 

lateralen parabrachialen Nukleus (LPB) (Cechetto et al., 1985) zum medianen präoptischen 

Nukleus (MnPO) und periventrikulärer POA (Nakamura & Morrison, 2008b). 

Die POA weist ein eigenes thermosensitives Potential auf. Durch Erwärmung und Abkühlung 

dieser Region ließen sich thermoregulatorische Reaktionen des Gesamtorganismus 

hervorrufen, die der hypothalamischen Temperaturänderung entgegenliefen (Kundt et al., 

1957; Hammel et al., 1960). Verantwortlich hierfür können die thermosensiblen Neurone 

dieser Region gemacht werden (s.o.). Die TRPV Kanäle 1-4 sind im Gehirn weit verbreitet 

und wurden mit Ausnahme von TRPV3 im Hypothalamus nachgewiesen (Liedtke et al., 

2000; Smith et al., 2002; Xu et al., 2002; Wainwright et al., 2004; Cristino et al., 2006). Ein 

Anzeichen ihrer Beteiligung an der zentralen Temperaturerfassung stellt die Aktivierung nicht 

selektiver Kationenkanäle und Auslösung von Aktionspotentialen in hypothalamischen 

Neuronen nach Erwärmung über einen Grenzwert dar (Hori et al., 1999). Speziell in der 

präoptischen Region gibt es zahlreiche Neurone, die auf Erwärmung mit einem 

Calciumeinstrom reagieren (Leisengang et al. 2018). Dieser Calciumeinstrom erfolgt über den 

TRPM2-Kanal, dem physiologischen Warmsensor (Song et al. 2016; Siemens & Kamm 

2018).  

Daneben existiert ein weiteres Modell zur Erklärung der Thermosensibilität von Neuronen des 

ZNS. Danach bestimmt der Abfall des Membranpotentials die Zeit bis zum Erreichen des 

Grenzwertes zur Auslösung eines Aktionspotentials und damit die Frequenz mit der das 

jeweilige Neuron „feuert“. Temperaturinsensitive Neurone weisen geringe Änderungen dieses 

depolarisierenden Präpotentials auf, warm-sensitive Neurone hingegen haben mit steigenden 

Temperaturen deutlich steigende Potentialverläufe (Curras et al., 1991; Griffin et al., 1996) 

Dies wird durch eine Verringerung der hyperpolarisierenden Leitfähigkeit, hervorgerufen 
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durch verringerten Kaliumausstrom, bewirkt (Griffin et al., 1996). Im Anschluss an ein 

Aktionspotential und nachfolgender Hyperpolarisierung werden HCN- (Hyperpolarization 

activated nucleotide gated) Kanäle geöffnet, über die Natriumionen in die Zelle strömen und 

die Membran langsam depolarisieren. Diese Schrittmacherfunktion wird durch bestimmte 

Kaliumkanäle (potassium-A channel) verzögert, da sich im Anschluss an die 

Hyperpolarisation diese Kanäle öffnen, und durch Kaliumausstrom das Membranpotential 

stabilisiert wird. Die Ausstattung der Zelle mit weiteren Kaliumkanälen (TASK-1, TREK-1 

und TRAAK), die „Kaliumlecks“ darstellen, beeinflusst das Verhalten der Zelle bei 

Temperaturänderungen. Wird dieser Kaliumverlust durch den TASK-1 Kanal dominiert, weist 

die Zelle eine hohe Änderung des Quotienten aus AP/s pro °C auf und reagiert folglich warm-

sensitiv. Steigt die Bedeutung der TREK-1 und TRAAK Kanäle, reagiert die Zelle 

zunehmend temperaturinsensibel (Wechselberger et al., 2006). 

Unabhängig von Art und Weise, wie der Temperaturreiz zentral wahrgenommen wird, sind 

die thermosensitiven präoptischen Neurone nicht nur zur Erfassung thermischer Reize im 

ZNS befähigt. Sie werden, im Gegensatz zu den temperaturinsensitiven Neuronen, auch durch 

Afferenzen von den peripheren Thermorezeptoren beeinflusst (Boulant & Hardy, 1974; 

Nakamura & Morrison, 2008b). Kältereize aus der Peripherie stimulieren Neurone des 

medianen präoptischen Nukleus (MnPO) durch exitatorische Übertragung aus Neuronen des 

lateralen parabrachialen Nukleus (LPB). Über GABA-erge Inhibition wird die Aktivität der 

warm-sensitiven Neurone des medialen präoptischen Nukleus (MPO) gehemmt (Nakamura & 

Morrison, 2008a; Nakamura & Morrison, 2008b). Unter normothermen Bedingungen 

inhibiert der MPO tonisch Neurone im medialen und posteriorem Hypothalamus sowie in der 

Medulla oblongata, die thermoregulatorische Effektorgewebe steuern (Chen et al., 1998; 

Nakamura et al., 2002; Cano et al., 2003; Nakamura et al., 2005). Der Wegfall dieser 

Hemmung bewirkt einen Anstieg der Wärmeproduktion und Verringerung der Wärmeabgabe. 

Das wichtigste thermogene Gewebe bei kleinen Säugetieren ist das braune Fettgewebe 

(BAT), in dem das „Uncoupling Protein 1“ (UCP1, „Entkopplungsprotein“) den 

Protonengradienten über der Mitochondrienmembran kurzschließt, so dass die Energie in 

Form von Wärme frei wird. Alle übrigen Gewebe produzieren Wärme aufgrund gewisser 

Ineffizienzen der Stoffwechselreaktionen. Die Skelettmuskulatur kann beispielsweise etwa 

25% der Energie in Bewegung umwandeln, bei isometrischen Kontraktionen sinkt der 

Wirkungsgrad auf Null.  

Die Temperaturdifferenz zwischen Körperschale und Umwelt bestimmt die Wärmemenge, die 

an die Umwelt abgeführt wird. Diese wird durch die Durchblutung der Haut beeinflusst. Die 
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Wärmeabgabe kann insbesondere bei geringen Differenzen durch Evaporation verstärkt 

werden. Dies geschieht durch vermehrte Schweißproduktion, Hecheln oder Befeuchten des 

Fells mit Speichel. Neben den autonomen Prozessen stellt das Verhalten einen wichtigen 

Beitrag zur Homöostase der Körpertemperatur dar. Wärmeverluste können durch den Kontakt 

zu anderen Tieren, die Einnahme bestimmter Körperhaltungen oder das Aufsuchen von Orten 

mit anderen thermischen Gegebenheiten moduliert werden. 

Bei der Steuerung der thermoregulatorischen Effektorgewebe sind insbesondere der 

dorsomediale Hypothalamus (DMH) und der Nukleus Raphe pallidus (RPA) in der Mittellinie 

der Medulla oblongata von Bedeutung. Disinhibition des DMH löst Thermogenese im BAT 

aus (Zaretskaia et al., 2002). Über Stimulation der RPA wird die neuronale Aktivität der 

sympathischen Bahnen zum BAT gesteigert (Cao et al., 2004). Nach Bindung von 

Noradrenalin am 3 Rezeptor der Adipozyten kommt es durch gesteigerte Lipolyse und 

vermehrte Expression von UCP1 zur Wärmebildung. Über dieselben zentralen Regionen 

erfolgt der Anstieg der Herzfrequenz (Samuels et al., 2002), der als Antwort auf einen 

Kältereiz hervorgerufen wird (Nakamura & Morrison, 2007). Die Wärmebildung durch 

Zittern ist ebenfalls von der Aktivität dorsomedialer hypothalamischer Neurone abhängig 

(Tanaka et al., 2001). Des Weiteren sind Neurone in der Formatio reticularis des Hirnstamms 

und der rostralen medullären Raphe an der Steigerung des Muskeltonus und dem Kältezittern 

beteiligt (Asami et al., 1988; Tanaka et al., 2006). 

Der Sympathikus vermittelt über Noradrenalin am 1 Rezeptor der Gefäßmuskulatur 

periphere Vasokonstriktion. Vasokonstriktive Nuklei der medullären Raphe erhalten 

inhibitorischen Input von der POA (Tanaka et al., 2002), der sowohl direkt als auch indirekt 

der POA entstammen könnte. Warm-sensitive Neurone der POA hemmen vasokonstriktive 

Neurone des ventralen tegmentalen Areals und stimulieren vasodilatative Neurone in einer 

Region, die sich vom caudolateralem Hypothalamus zum periaquaductalen Grau (PAG) 

erstreckt, sowie in der Formatio reticularis (Zhang et al., 1997), die Efferenzen zur RPA 

aufweist (Smith et al., 1998). Die Mechanismen und neuroanatomischen Korrelate zur 

evaporativen Wärmeabgabe sind weniger gut untersucht, da klassische Labortiere nicht in 

nennenswertem Umfang über Schweißdrüsen verfügen.  

Zusammenfassend ergibt sich ein Modell der Thermoregulation, in dem sowohl die periphere 

als auch die zentrale Erfassung der Ist-Temperatur die Aktivität thermosensibler Neurone im 

Bereich von MnPO und MPO beeinflussen. Diese modulieren die Aktivität nachgeordneter 

Gehirnregionen, unter denen vor allem dem DMH eine tragende Rolle zukommt. Über 

Kerngebiete der medullären Raphe gelangt das Signal zu sympathischen Bahnen, durch die 
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ein Großteil der thermoregulatorischen Effektorgewebe innerviert wird. Die Entscheidung 

über die Aktivierung der Effektorgewebe könnte in der Intensität und Anzahl der stimulierten 

thermosensiblen Strukturen begründet sein. Sobald die Temperatur die Reizschwelle einer 

thermosensiblen Struktur eines Neurons erreicht, werden Aktionspotentiale generiert und an 

die Effektoren weitergeleitet, um diese zu steuern. Die thermosensorischen Neurone stellen 

nach Ansicht einiger Autoren somit autonome „Thermostaten“ oder „Komparatoren“ dar, 

welche die Effektoren steuern (Kobayashi et al., 2006). Je mehr periphere oder zentrale 

Thermostaten akiviert werden, umso stärker fällt die Reaktion der Effektoren aus. 

 

1.1.2 Fieber 

Gemäß der Definition der Kommission für Thermophysiologie der International Union of 

Physiological Sciences (IUPS Thermal Commission) ist Fieber eine aktiv herbeigeführte und 

aufrecht erhaltene Erhöhung der Körperkerntemperatur, die durch Veränderung der 

Thermokontrolle in Form einer Erhöhung des Temperatursollwertes bedingt wird. Im 

Gegensatz dazu werden Zustände, bei denen die Körpertemperatur ohne Änderung dieses 

Sollwertes erhöht ist, Hyperthermie genannt. Sie treten vor allem bei körperlicher 

Anstrengung und hohen Umgebungstemperaturen auf, wenn die Wärmeabgabe unzureichend 

ist. Fieber wird hingegen als Erhöhung der Körpertemperatur definiert, die oft, aber nicht 

notwendigerweise, Teil der körpereigenen Abwehr gegen die Invasion lebender oder 

unbelebter Pathogene ist (IUPS, 2001). 

Der Sollwert (Hammel et al., 1963) sollte nicht als festgesetzter Temperaturwert aufgefasst 

werden, sondern als Zustand, in dem die Körpertemperatur zwischen den Schwellenwerten 

zur Aktivierung von Wärmebildung bzw. Wärmeabgabe liegt. In diesem Temperaturbereich 

können temperaturerhöhende mit temperatursenkenden Mechanismen allein durch 

rhythmische Veränderung der Vasomotorik (Hautdurchblutung) bewältigt werden. Man 

spricht von einer „Zwischenschwellenzone“. Beim Fieber werden diese Schwellenwerte zur 

Aktivierung von Wärmebildung und Wärmeabgabe zu höheren Temperaturen verschoben 

(Roth & Blatteis, 2014). 
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1.1.2.1 Biologischer Nutzen 

Fieber ist ein Bestandteil der so genanten Akute-Phase-Reaktion (APR). Unter diesem Begriff 

wird eine Reihe von Maßnahmen zusammengefasst, die vom Organismus als Reaktion auf ein 

akutes generalisiertes Entzündungsgeschehen veranlasst werden. Neben dem sehr gut 

dokumentierbaren und quantifizierbaren Fieber treten bei der Akuten-Phase-Reaktion eine 

Reihe von immunologischen, physiologischen, metabolischen und verhaltensspezifischen 

Veränderungen auf, die sich in Symptomen wie Anorexie, Adipsie, Somnolenz (oder 

verändertes Schlafverhalten) Abgeschlagenheit, Bewegungsunlust, endokrine Veränderungen 

wie die Aktivierung der hypothalamisch-hypophysär-adrenalen Achse, verringerte soziale 

Interaktion und verringerter Körperpflege widerspiegeln. Dieser Symptomkomplex wird unter 

dem Begriff „sickness behavior“ zusammengefasst und ist weniger auf eine Schwächung des 

Organismus als auf eine systematische Bekämpfungsstrategie der Krankheitsursache 

zurückzuführen (Hart, 1988). 

Fieberhafte Reaktionen können nicht nur bei homoiothermen Lebewesen beobachtet werden, 

sondern auch bei poikilothermen Vertebraten, Arthropoden und Anneliden (Mackowiak, 

2000). Selbst das Pantoffeltierchen Paramecium caudatum zeigt thermoregulatorisches 

Verhalten unter hypoxischen Bedingungen (Malvin & Wood, 1992). Diese weite Verbreitung 

im Tierreich impliziert eine lang zurückreichende phylogenetische Geschichte und spricht, 

gepaart mit dem erhöhten Energieaufwand und den Risiken der gesteigerten 

Körpertemperatur, für einen evolutionären Vorteil. Für eine Reihe von Infektionsmodellen 

konnte eine verbesserte Überlebensrate der Versuchstiere festgestellt werden, wenn ihnen die 

Ausbildung einer Fieberreaktion ermöglicht wurde (Bell & Moore, 1974; Vaughn et al., 1974; 

Bernheim & Kluger, 1976; Covert & Reynolds, 1977; Kluger & Vaughn, 1978; Smith et al., 

1978; Wang et al., 1998; Arif et al., 1999; Ostberg et al., 2000; Basu & Srivastava, 2003). 

Diese günstige Beziehung zwischen Temperaturerhöhung und Mortalität hat jedoch Grenzen. 

So zeigten mit Pasteurella multocida infizierte Kaninchen mit sehr stark ausgeprägtem Fieber 

geringere Überlebensraten (Kluger & Vaughn, 1978). Einen ebenfalls negativen Einfluss auf 

die Prognose hat Fieber im Anschluss auf einen Schlaganfall beim Menschen, wobei 

allerdings nicht die Ursache des Fiebers in die Untersuchung einfloss (Azzimondi et al., 

1995). 

Der Anstieg der Körpertemperatur bewirkt eine erhöhte Aktivität der Leukozyten (Roberts & 

Steigbigel, 1977; Smith et al., 1978; Wang et al., 1998; Ostberg et al., 2000; Basu & 

Srivastava, 2003), eine vermehrte Expression proinflammatorischer Zytokine (Kap. 1.3) 

(Jiang et al., 1999) und eine Absenkung des Plasma-Eisen-Spiegel. Eisen ist für bakterielles 
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Wachstum essentiell. Zudem vermindert sich bei febrilen Temperaturen die Fähigkeit von 

Bakterien Eisen bindende Chelate zu synthetisieren (Weinberg, 1974; Grieger & Kluger, 

1978; Kluger & Rothenburg, 1979; Bullen et al., 2005). Ein weiterer positiver Aspekt des 

Fiebers ist die Hemmung der LPS-Synthese gram-negativer Bakterien, die dadurch 

insbesondere für das Komplementsystem angreifbarer werden (Green & Vermeulen, 1994). 

Dem gegenüber steht die Gefahr, dass insbesondere die Reaktion auf bakterielle Pyrogene in 

einem septischen Schock mündet, bei dem eine Überexpression der proinflammatorischen 

Zytokine unter anderem über Endothelschädigung und Koagulopathie in Begleitung von 

Fieber oder Hypothermie zu multiplem Organversagen führen kann (Horn, 1998). 

Nachteilig an der Fieberreaktion ist der bereits erwähnte erhöhte Energieaufwand, der mit 

einer erhöhten kardiovaskulären Belastung einhergeht (Karjalainen & Viitasalo, 1986). Um 

die Temperatur um ein Grad anzuheben, ist beispielsweise beim Menschen eine Steigerung 

des Energieumsatzes von 13% erforderlich (Dantzer, 2004). 

Da Fieber sowohl in der Hochträchtigkeit als auch in der neonatalen Phase nicht oder nur 

schwach ausgebildet werden kann, andere Komponenten der Akuten-Phase-Reaktion aber 

durchaus auftreten, könnte eine nachteilige Auswirkung der erhöhten Temperatur für diese 

Lebensphase ursächlich sein (Blatteis et al., 1981; Zeisberger et al., 1981) 

Des Weiteren muss das Fieber auf ein bestimmtes Maß beschränkt werden, um die bei hohen 

Temperaturen eintretende Denaturierung von Proteinen zu vermeiden. 

 

1.1.2.2 Fieberentstehungshypothesen 

Die klassische Ansicht der Fieberentstehung besagt, dass Zellen des Immunsystems, 

insbesondere mononukläre Phagozyten als Reaktion auf den Kontakt mit pyrogenen Noxen 

wie z.B. Infektionserregern pyrogene Zytokine produzieren und freisetzen. Diese gelangen 

mit dem Blut zum ZNS, wo sie die Blut-Hirn-Schranke überwinden und durch Freisetzung 

von PGE2 eine Sollwertverschiebung in den thermoregulatorischen Zentren bewirken. 

Grundlage dieser humoralen Fieberentstehungshypothese ist die Entdeckung der sogenannten 

endogenen Pyrogene, die aus peritonealen Granulozyten extrahiert werden konnten und nach 

intravenöser Gabe Fieber in Kaninchen hervorriefen (Beeson, 1948). Die wichtigsten 

pyrogenen Zytokine sind der Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-), und die Interleukine IL-

1ß und IL-6. Daneben werden einer Anzahl weiterer Zytokine pyogene Eigenschaften 

zugesprochen. Hierzu gehören unter anderem die Interferone (IFN), TNF-ß, eine Reihe 

weitere Interleukine und andere Zytokine.  



 14 

Damit das humorale Fiebersignal aus der Blutbahn in das ZNS gelangt, muss es die Blut-

Hirn-Schranke überwinden. Durch den Kontakt von Endothelzellen mit Astrozyten bilden 

sich Zonulae occludentes (tight junctions) zwischen den Endothelzellen aus und stellen die 

wichtigste Komponente der Blut-Hirn-Schranke für lösliche Substanzen dar. Zytokine sind 

hydrophile Peptide mit einem Molekulargewicht im Bereich von 15 bis 25kD. Ihre Fähigkeit, 

das Gehirnparenchym per diffusionem zu erreichen, ist äußerst beschränkt. Daneben 

existieren für IL-1, IL-6 und TNF- spezifische sättigbare Transportsysteme (Banks et al., 

1991; Gutierrez et al., 1993; Banks et al., 1994). Deren Kapazität ist jedoch ebenso wie die 

des passiven Transportes zu gering, um im Hirnparenchym weitere pyrogener Zytokine und/ 

oder PGE2 auf der abluminalen Seite der Blut-Hirn-Schranke zu induzieren (Banks et al. 

1995). 

 

In den sensorischen zirkumventrikulären Organen (CVO) existiert hingegen ein gefenstertes 

Endothel, so dass Zytokine an diesen Orten in Kontakt mit den Zellen des ZNS treten können. 

Die sensorischen CVO setzen sich aus den in der anterioren Begrenzung des dritten 

Ventrikels gelegenen Regionen Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und dem 

Subfornikalorgan (SFO) sowie der Area postrema (AP) der Medulla oblongata zusammen. 

Durch das gefensterte Endothel sind die in den sensorischen CVO gelegenen Gliazellen, 

Neurone und deren Fortsätze im Blut zirkulierenden Substanzen ausgesetzt und können so als 

Sensoren für humorale Mediatoren dienen. Durch Läsionen der einzelnen Regionen oder die 

Unterbrechung ihrer efferenten Bahnen konnte deren Beteiligung an der Kommunikation 

zwischen dem Immunsystem und dem ZNS nachgewiesen werden (Blatteis et al., 1983; 

Blatteis et al., 1987; Takahashi et al., 1997; Lee et al., 1998; Romanovsky et al. 2003). Auf 

funktioneller Ebene zeigen Neurone des OVLT und des SFO in vitro einen Anstieg ihrer 

Impulsrate nach Perfusion mit Zytokinen oder PGE2 (Shibata & Blatteis, 1991 ; Matsuda et 

al., 1992 ; Dessen & Ferguson, 2003). Alle drei sensorischen CVOs zeigen außerdem einen 

deutlichen Anstieg der fos-Expression nach Stimulation mit mit LPS oder IL-6, was ebenfalls 

auf eine neuronale Aktivierung durch inflammatorische Stimuli hindeutet (Hare et al., 1995; 

Vallieres et al., 1997). Rezeptoren für Zytokine, besonders für IL-6, sowie deren Aktivierung 

(siehe Abschnitt 1.3), wurden in den sensorischen CVOs, aber auch generell im Hirnendothel 

nachgewiesen (Harré et al., 2002 ; Harré et al., 2003 ; Roth et al., 2004 ; Rummel et al., 

2005b). Auch Studien an Primärkulturen der sensorischen CVOs belegen, dass neuronale und 

gliale Elemente dieser spezialisierten Hirnstrukturen durch Zytokine, PGE2, aber auch durch 
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bestimmte Moleküle von Pathogenen (exogene Pyrogene) direkt aktiviert werden (Wuchert et 

al., 2009 ; Ott et al., 2010 ; Ott et al., 2012 ; Simm et al., 2016).  

Gemäß aktueller Vorstellung kommt dem Hirnendothel mindestens eine genauso hohe 

Bedeutung beim Transfer von Signalen der Fieberentstehung in das Gehirn zu wie den 

sensorischen CVOs (Roth & Blatteis 2014). Das Hirnendothel im Bereich der präoptischen 

Region scheint durch Zytokine oder exogene Pyrogene in eine Relaisstation umfunktioniert zu 

werden, die den Übertritt der inflammatorischen Signale in das Gehirn und damit die 

Ausbildung von Fieber ermöglicht. Hierbei kommt der Induktion der induzierbaren Enzyme 

zur Synthese von PGE2 (Zyklooxygenase-2, COX-2; mikrosomale Prostaglandin E-Synthase-

1,  mPGES-1) eine besondere Bedeutung zu (Blomqvist & Engblom, 2018). Diese relativ 

neue Vorstellung basiert im Wesentlichen auf folgenden experimentellen Befunden. Mit Hilfe 

moderner molekularbiologischer Methoden wurden Mäuse generiert, bei denen selektiv in 

Endothelzellen der Blutgefäße des Gehirns die für COX-2 und mPGES-1 kodierenden Gene 

ausgeschaltet waren. Bei diesen Mäusen war das in Wildtyp-Tieren durch LPS induzierbare 

Fieber massiv unterdrückt (Wilhelms et al., 2014). Als Folge einer inflammatorischen 

Aktivierung des Hirnendothels werden nämlich über die Induktion von COX-2 und mPGES-1 

signifikante Mengen an PGE2 in das Hirnparenchym abgegeben. PGE2 wiederum kann in der 

präoptischen Region über den Prostaglandin-Rezeptor EP3 durch eine Beeinflussung von 

Neuronen der dort lokalisierten thermoregulatorischen Strukturen Fieber erzeugen (Lazarus et 

al., 2007).  

 

Da signifikante Erhöhungen der Körpertemperatur jedoch bereits nach einer Zeitspanne von 

weniger als einer viertel Stunde nach LPS Injektionen auftreten können und Zytokine erst neu 

synthetisiert werden müssen, wird die bislang beschriebene „humorale Hypothese“ für die 

Induktion der frühen Phase bestimmter Fieberreaktion kontrovers diskutiert (Romanovsky et 

al., 2005; Roth & Blatteis, 2014). Eine weitere und schnellere Möglichkeit des Immunsystems 

zur Kommunikation mit dem ZNS stellt die Stimulation peripherer Nerven dar, die das 

Fiebersignal über afferente Bahnen zu den thermoregulatorischen Zentren leiten könnten. 

Hinweise für eine Beteiligung peripherer Nerven an der Fieberreaktion ergaben sich aus dem 

Auftreten von Fos Signalen, einem Marker neuronaler Aktivierung (Sagar et al., 1988), im 

Nukleus Tractus Solitarius (NTS), einer Hauptprojektionsregion vagaler Afferenzen, nach 

pyrogener Stimulation (Elmquist et al., 1993; Wan et al., 1993). Durch Unterbrechung der 

Leitungsbahnen des Nervus Vagus distal des Zwerchfells lassen sich bestimmte 

Fieberreaktionen (LPS-Fieber nach intravenöser oder intraperitonealer Injektion des 
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Pyrogens) abschwächen (Goldbach et al., 1997; Sehic & Blatteis, 1996). Als Hypothese für 

die Entstehung der frühen Phase des LPS-induzierten Fiebers wurde postuliert, dass es nach 

Auftauchen von LPS im Blut zu einer Aktivierung von Kupffer-Zellen der Leber kommt, die 

über eine sehr schnell verlaufende Bildung von Komplementfaktoren und PGE2 eine 

Aktivierung von Afferenzen des N. Vagus bewirken (Blatteis et al. 2004). Es gibt auch 

Hinweise für die Beteiligung weiterer Nerven an der Bildung schnell auftretender 

Fiebersignale. Injektionen von LPS in eine subkutan implantierte Kammer mit Hautkontakt 

erzeugen Fieberreaktionen, die durch Lokalanästhetika abgeschwächt werden können (Ross et 

al. 2000), was für eine Beteiligung afferenter Fasern von Hautnerven an der Entstehung von 

Fieber in diesem Modell spricht. Ähnliche Beobachtungen wurden für den N. trigeminus nach 

Injektion von LPS in periodontales Gewebe publiziert (Navarro et al., 2006). Ein derartiger 

Transfer peripher entstehender Entzündungssignale hätte den Vorteil, dass das Gehirn bereits 

sehr frühzeitig über lokale Entzündungsreaktionen informiert wird. Derartige schnelle 

Alarmsignale könnten ohne großen Zeitverlust für die Einleitung einiger unspezifischer 

Abwehrreaktionen sorgen, zu denen auch die frühe Phase des Fiebers gehört.  

 

1.2 Pathogen assoziierte molekulare Strukturen 

Der Begriff Pathogen-assoziierte molekulare Strukturen (engl. pathogen associated molecular 

patterns, PAMP) bezeichnet eine Reihe von molekularen Strukturen, die essentielle 

Bestandteile von Mikroorganismen darstellen, beziehungsweise zwangsläufig mit der 

Replikation von Viren assoziiert sind (Uematsu & Akira, 2006). Da diese Molekülstrukturen 

für das Überleben oder Fortbestehen der pathogenen Erreger benötigt werden, sind sie 

evolutionär hoch konserviert. Unter den PAMP finden sich Zellwandbestandteile von 

Bakterien und Pilzen (LPS, MDP, Zymosan), Oberflächenproteine (MALP-2, FSL-1), 

Nukleinsäuren (dsRNA, CpDNA) oder bakterielle Geißelbestandteile (Flagellin). Gleichzeitig 

handelt es sich bei den PAMP um Strukturen, die spezifisch für Mikroorganismen sind und 

nicht, bzw. nur in sehr geringem Ausmaß (CpDNA, dsRNA) von höher entwickelten 

Lebewesen exprimiert werden und somit spezifisch für mikrobielle Infektionen sind. PAMP 

werden aufgrund ihrer Herkunft und ihrer Fähigkeit zur Fiebererzeugung auch als exogene 

Pyrogene bezeichnet.  
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1.2.1 Polyinosinic-polycytidylic acid (PIPC) 

1953 erschien eine Arbeit über eine antivirale Substanz aus Penicillium funiculosum (Shope, 

1953a). Darin berichtete der Autor von einem Pilz, der auf dem Fischleimüberzug eines 

Photos, aufgenommen während des zweiten Weltkrieges auf Guam, wuchs. Aus diesem Pilz, 

der als Penicillium funiculosum identifiziert wurde, konnte eine Substanz extrahiert werden, 

die in in vivo Experimenten die Überlebenszeit von Mäusen nach Gabe letaler Dosen 

verschiedener Viren verlängerte oder die Letalität verringerte (Shope, 1953a, b). Weitere 

Untersuchungen zeigten, dass die Substanz, die den Namen Helenine erhalten hatte, sich in 

unpolaren Lösungsmitteln nicht löste, in den zellulären Bestandteilen in höherer 

Konzentration als in der Nährlösung vorlag und durch Einfrieren nicht inaktiviert wurde. 

Aufgrund der Tatsachen, dass bei den durchgeführten Versuchen keine in vitro Effekte 

beobachtet werden konnten, dass die antivirale Eigenschaft sich nicht zeigte, wenn die 

Verabreichung von Helenine mehrere Stunden nach der Infektion mit dem jeweiligen Virus 

erfolgte, dass die Ausbildung einer Immunität gegen das jeweilige Agens unterdrückt wurde 

und dass ab einer bestimmten Dosis die maximale Wirkung erreicht war, schloss der Autor, 

dass die Substanz nur indirekt durch Auslösung wirtseigener antiviraler Mechanismen wirkte 

(Shope, 1953c). 

Nach der Entdeckung von Interferon (Isaacs & Lindenmann, 1957) wurden die Eigenschaften 

der durch Helenine hervorgerufenen Wirkungen mit denen von Interferon verglichen (Rytel et 

al., 1966; Shope, 1966a, 1966b) und Helenine als Auslöser für die Interferonproduktion 

identifiziert. 

Mittlerweile war Helenine als Ribonukleoprotein charakterisiert worden (Lewis et al., 1959). 

Die antiviralen Eigenschaften konnten durch Entfernung inhibitorisch wirkender Proteine 

gesteigert werden, und eine doppelsträngige RNA wurde als essentielles Prinzip der 

Interferon Induktion durch Helenine identifiziert (Lampson et al., 1967). Das Vorkommen 

doppelsträngiger RNA in einem Extrakt eukaryotischer Zellen konnte durch das Vorliegen 

einer viralen Infektion der Pilzkultur erklärt werden (Ellis & Kleinschmidt, 1967; Lampson et 

al., 1967; Tytell et al., 1967; Lemke & Nash, 1974). 

Aufgrund der Tatsache, dass sich die Mehrsträngigkeit der RNA als das ausschlaggebende 

Motiv herausstellte, wurden weitere RNA Moleküle auf ihre Wirksamkeit bezüglich der 

Interferon Induktion untersucht. Hierbei stellte sich besonders die Kombination Polyinosinic-

Polycytidylic acid (POLY (I:C)) als hochwirksam heraus, wohingegen die Einzelstränge 

inaktiv waren (Field et al., 1967b). Die Doppelsträngigkeit als wirksames Motiv wurde in 

weiteren Arbeiten mit Reovirus RNA (Tytell et al., 1967) und RNA aus einem Coliphagen 
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(Field et al., 1967a) bestätigt. Hierbei zeigte sich, dass zum einen die Zytokininduktion durch 

die reine Reovirus RNA schneller erfolgt als nach Applikation vollständiger Viruspartikel. 

Zum anderen wurde die RNA des Coliphagen zum Vergleich in ihre Einzelstränge zerlegt, die 

wie die Einzelstränge aus Polyinosinic acid oder Polycytidylic acid keine Aktivität besaßen. 

Doppelsträngige RNA ist ein Nebenprodukt viraler Replikation (Jacobs & Langland, 1996; 

Alexopoulou et al., 2001), welche nicht nur bei doppelsträngigen RNA Viren auftritt, sondern 

auch als Zwischenschritt der Replikation einzelsträngiger RNA Viren (Montagnier & Sanders, 

1963; Baltimore et al., 1964; Lee et al., 1994). DNA Viren sind ebenfalls in der Lage die 

Bildung doppelsträngiger RNA zu induzieren, indem bei der Transkription des Virusgenoms 

gebildete mRNA zu einem gewissen Grad doppelsträngige Komplexe bildet (Colby & 

Duesberg, 1969; Duesberg & Colby, 1969; Boone et al., 1979). Traditionell wird PIPC als 

Interferonstimulator angesehen und häufig zur experimentellen Simulation einer durch virale 

Infektionen verursachten Akute-Physe Reaktion eingesetzt (Field et al., 1967b; Katafuchi et 

al., 1991; Fortier et al., 2004; Traynor et al., 2004). Hierbei treten Effekte auf, die PIPC als 

exogenes Pyrogen charakterisieren. Pyrogene Eigenschaften von PIPC wurden bereits bei 

verschiedenen Spezies, wie z.B. Kaninchen (Rotondo et al., 1987; Won & Lin, 1988; Chuang 

et al., 1990; Soszynski et al., 1991; Kimura et al., 1994), Ratte (Chuang et al., 1990; Fortier et 

al., 2004), Maus (Traynor et al., 2004), Meerschweinchen (Cooper et al., 1988) und Mensch 

(Field et al., 1971; Young, 1971; Champney et al., 1979) beschrieben.  

 

1.2.2 LPS 

LPS ist ein Bestandteil der äußeren Membran gram-negativer Bakterien. Es bedeckt einen 

Großteil der Zelloberfläche und ist für das Überleben der Bakterien essentiell (Raetz et al., 

1991). Es ist aus einer hydrophoben Komponente, dem Lipid A, einem zentralen 

Oligosaccharid und einem die Antigenität ausmachenden Polysaccharid aufgebaut. Das in der 

Membran verankerte Lipid A stellt die toxische Komponente des LPS dar und ist dessen 

kleinste pyrogene Untereinheit. 

Außer nach Lyse der Zelle wird es auch während vitaler Vorgänge an die Außenwelt 

abgegeben, deshalb ist der ebenfalls für LPS gebräuchliche Begriff Endotoxin irreführend. Da 

in der Darmflora der meisten Säugetiere gram-negative Bakterien einen bedeutenden Anteil 

einnehmen, ist diese fortwährend LPS ausgesetzt. Das Vorkommen von LPS im Darm kann 

somit als physiologisch gelten. In geringen Mengen gelangt bakterielles LPS aus dem Darm 
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über die Pfortader in die Leber, um dort von den Kupfferzellen phagozytiert zu werden. Das 

darüber hinaus gehende Vorkommen von LPS im Gewebe oder Gefäßsystem ist hingegen ein 

eindeutiges Zeichen einer bakteriellen Infektion. 

LPS bindet mit dem Lipid A an das LPS Bindungsprotein (LBP), ein 60 kD Serumprotein, 

dessen Vorkommen in Rahmen der Akuten-Phase Reaktion drastisch ansteigt (Tobias et al., 

1986). Der Komplex aus LPS und LBP kann nun wiederum von dem CD14 Rezeptor, sowohl 

in seiner löslichen als auch membrangebundenen Form, erfasst werden (Wright et al., 1990). 

Dieser Komplex vermittelt über den TLR4 (Kap. 1.2.5.1) unter Beteiligung von MD-2 

(myeloid differentiation protein 2) das LPS Signal an die Zelle (Poltorak et al., 1998; Qureshi 

et al., 1999; Shimazu et al., 1999). Daneben existieren zytoplasmatische Rezeptoren, die in 

der Lage sind in die Zelle eingedrungenes LPS zu erkennen, wie z.B. NOD1 und 2 (Inohara et 

al., 2001). 

LPS ist das am ausgiebigsten studierte Pyrogen. In vivo Stimulation führt zu einer 

dosisabhängigen Reaktion, die mit der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen (v.a. 

TNF-, IL-1, IL-6), Fieber und weiteren Komponenten des Symptomkomplex des „sickness 

behaviour“, wie z.B. Anorexie, Adipsie, verminderte soziale Interaktion und 

Bewegungsunlust einhergeht. Bei hohen Dosierungen kann LPS einen septischen Schock 

auslösen. 

Die jeweiligen Dosierungen zum Erreichen einer Fieberantwort, bzw. des Schockzustandes 

sind stark Spezies-abhängig. Das Meerschweinchen gehört wie die Ratte zu den Arten, die 

relativ unsensitiv auf LPS reagieren. Die minimal wirksame Dosis beginnt bei wenigen µg/kg 

Körpergewicht. Das Kaninchen oder der Mensch entwickeln bereits ab Dosierungen unter 

einem ng/kg deutliche Symptome (Roth, 1996). 

Intramuskuläre Injektionen von 20µg/kg bewirken beim Meerschweinchen beispielsweise ein 

etwa 6 Stunden andauerndes Fieber, das mit drastischen Produktionen der inflammatorischen 

Zytokine TNF- und IL-6 einhergeht. Die Maximalwerte an zirkulierendem TNF- sind 

bereits nach 60 Minuten erreicht und fallen schnell wieder ab. Il-6 hingegen korreliert in 

seiner Kinetik mit der Fieberreaktion, erreicht seinen Spitzenwert nach 3 Stunden zum 

Zeitpunkt der maximalen Erhöhung der Körpertemperatur und ist am Ende der Fieberreaktion 

noch nachweisbar (Roth et al., 1993). 

Mit intravasalen und intraperitonealen Injektionen ähnlicher Dosen LPS werden 

Fieberreaktionen von ähnlicher Dauer und Intensität hervorgerufen. Diesen Fieberantworten 

ist eine Zweiphasigkeit mit Fieberspitzen zu den Zeitpunkten 1h und 3h nach der Injektion 

zueigen.  
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Subkutan appliziert sind deutlich höhere LPS Dosen zum Erreichen einer derartigen 

Fieberreaktion notwendig (Rummel et al., 2004).  

 

1.2.3 Muramyl-Dipeptid 

Muramyl-Dipeptid (N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine, MDP) ist die kleinste 

bioaktive Untereinheit des bakteriellen Peptidoglycans (Murein) (Ellouz et al., 1974), welches 

insbesondere die Zellwand gram-positivere Bakterien prägt und dort ein bis zu 40 Schichten 

starkes Netz ausbildet. Bei gram-negativen Bakterien ist diese Schicht nur schwach 

ausgebildet. MDP wird sowohl von vitalen Bakterien als auch durch deren Lyse freigesetzt 

und wird durch das Immunsystem aufgrund seiner Struktur erkannt (Kap. 1.2.5.3) 

MDP dient als Modell für Fieberreaktionen, die durch Zellwandbestandteile gram-positiver 

Bakterien hervorgerufen werden. Systemische Gaben von MDP rufen beim Meerschweinchen 

ein biphasisches Fieber mit lange anhaltender zweiter Fieberphase hervor. Diese 

Fieberreaktion wird von einer massiven Ausschüttung der proinflammatorischen Zytokine 

TNF- und IL-6 begleitet (Roth et al., 1997a; Roth et al., 1997b). 

Die Erkennung von Muramyl-Dipeptid findet nicht über Toll Rezeptoren statt, sondern über 

die zytoplasmatischen Moleküle NOD 1 und NOD 2 (Kap. 1.2.5.3).  

 

1.2.4 Di-Akyl Lipopeptide 

Mykoplasmen gehören zu den kleinsten Bakterien und besitzen aufgrund ihrer beschränkten 

Enzymausstattung einige Besonderheiten. Ihnen fehlt eine Zellwand. Somit können sie auch 

nicht anhand ihrer Zellwandbestandteile vom Immunsystem eines Wirtes als fremd erkannt 

werden. Eine weitere Besonderheit sind die in ihrer Zellmembran vorkommenden Di-Akyl 

Lipopeptide, die im Gegensatz zu Lipopeptiden herkömmlicher Bakterien lediglich zwei 

Fettsäureketten und somit eine freie NH2-Gruppe besitzen (Mühlradt et al., 1997). Diese 

können vom angeborenen Immunsystem mittels eines Heterodimers der TLR 2 und 6 

(Kap.1.2.5.1) erkannt werden.  

Als experimentelle Pyrogene werden das Makrophagen aktivierende Lipopeptid-2 (MALP-2) 

und das Fibroblasten stimulierende Lipopeptid-1 (FSL-1) verwendet. Chemisch unterscheiden 

sie sich in der Länge und Aminosäuresequenz ihrer Peptidketten.  
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In vitro führen Di-Akyl Lipopeptide zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine 

(Mühlradt & Frisch, 1994; Takeuchi et al., 2000a; Takeuchi et al., 2001). In vivo bewirken 

beide Substanzen eine deutliche Fieberreaktion, die Ähnlichkeiten mit Fieberreaktionen 

anderer Pyrogene zeigt. (Galanos et al., 2000; Deiters et al., 2003). Diese Fieberreaktionen 

sind mehrstündig und insbesondere in ihrer Intensität dosisabhängig. Hohe Dosierungen 

dieser Substanzen lassen bei Ratten dem Fieber eine hypotherme Reaktion vorausgehen. Bei 

Meerschweinchen konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden (Hübschle et al., 2006; Greis 

et al., 2007). Gemeinsam mit dem Fieber waren im Plasma der Tiere erhöhte Konzentrationen 

von TNF- und IL-6 vorhanden. Des Weiteren reagieren die Tiere mit einer verminderten 

Nahrungs- und Wasseraufnahme sowie verminderter motorischer Aktivität. 

In einer Dosierung von 100µg/kg ergaben sich bei Ratten nur geringfügige Unterschiede für 

beide Pyrogene im Hinblick auf die Fieberreaktion und Zytokinexpression. 

1.2.5 Erkennung pathogener Muster 

1.2.5.1 TLR 

Das Immunsystem der Wirbeltiere (zumindest der kiefertragenden Wirbeltiere, 

Gnathostomata), zu dessen Hauptaufgabe die Erkennung und Abwehr infektiöser Agentien 

gehört, kann in zwei Bereiche unterteilt werden, das spezifische und das unspezifische 

Immunsystem. Das spezifische Immunsystem zeichnet sich durch eine sehr große Anzahl 

verschiedener Rezeptoren (Immunglobuline der B-Lymphozyten, T-Zell-Rezeptoren der T-

Lymphozyten) aus, die jeweils für eine einzelne pathogene Struktur spezifisch sind. Seine 

maximale Leistung erreicht das spezifische Immunsystem erst bei wiederholtem Kontakt mit 

einem Antigen. Bei der Erkennung und Bekämpfung bisher unbekannter Pathogene steht 

somit das unspezifische Immunsystem in der ersten Reihe. Die Anzahl der diesem System zur 

Verfügung stehenden Rezeptoren muss geringer sein, da nicht für jede mögliche pathogene 

Struktur jederzeit eine hinreichende Menge an Rezeptoren vorhanden sein kann. 

Aufgrund der Tatsache, dass es bestimmte Strukturen gibt, die für das Überleben und/ oder 

die Vermehrung von Pathogenen essentiell sind, im Wirtsorganismus in der Regel jedoch nur 

im Rahmen einer Infektion auftreten (Kap. 1.2), besteht eine Möglichkeit der unspezifischen 

Abwehr darin diese Muster zu erkennen, als Signal für die Notwendigkeit einer 

Immunantwort zu deuten und Maßnahmen einzuleiten, die diese Antwort effektiv gestalten. 

Dazu gehört die Eigenschaft einiger Zellen des unspezifischen Immunsystems die jeweiligen 

Antigene zu präsentieren und so für das spezifische Immunsystem angreifbar zu machen. 
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Diese Antigen-präsentierenden Zellen (APC) bestehen aus Monozyten, Makrophagen und den 

dendritischen Zellen (DC). Des Weiteren leitet das unspezifische Immunsystem durch die 

Freisetzung diverser Mediatoren eine Vielzahl von Reaktionen des Organismus ein, die die 

Bekämpfung des Pathogens unterstützen sollen (z.B. Entzündungsreaktionen). 

Eine Klasse von Rezeptoren, die erst in relativ junger Vergangenheit mit der Erkennung von 

Pathogenen in Verbindung gebracht wurde, stellen die Toll-Like-Rezeptoren dar. Bei diesen 

Toll-Like-Rezeptoren (TLR) handelt es sich um eine Gruppe von zur Zeit 10 (TLR1-10) beim 

Menschen, bzw. 12 (TLR1-9 und TLR11-13) in der Maus, bekannten Rezeptoren, die ihren 

Namen von einem Protein der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) ableiten, das 

ursprünglich für die embryonale dorsoventrale Polarität verantwortlich gemacht wurde 

(Hashimoto et al., 1988). In adulten Fruchtfliegen spielt es außerdem eine essentielle Rolle in 

der immunologischen Abwehr von Pilzinfektionen (Lemaitre et al., 1996). Im darauf 

folgenden Jahr wurde das Vorkommen einer humanen Variante des Proteins Toll 

nachgewiesen, die einen transmembranären Rezeptor darstellt und über den NF-kappaB 

Signalweg an der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (IL-1, IL-6, IL-8) sowie 

CD-80 Molekülen, die als co-stimulierender Faktor für die Aktivierung von T-Zellen benötigt 

werden, beteiligt ist (Medzhitov et al., 1997). 

Das erste PAMP, das als Ligand eines TLR identifiziert wurde, war LPS (Kirschning et al., 

1998; Yang et al., 1998). In diesen Arbeiten wurde der TLR2 für die LPS Erkennung 

verantwortlich gemacht. Bereits kurze Zeit später zeigte sich jedoch, dass TLR4 für die LPS 

Wirkung essentiell ist (Poltorak et al., 1998; Qureshi et al., 1999). In der Folgezeit wurden 

sowohl für diese, als auch für die weiteren TLR Liganden bestimmt.  

Das Spektrum der durch die einzelnen TLR erkannten PAMP variiert stark. Einige TLR 

erkennen nur einzelne Muster, von anderen ist eine Vielzahl von Agonisten bekannt. 

TLR1 erkennt in Interaktion mit TLR2 bakterielle Tri-Acyl-Lipopeptide (Takeuchi et al., 

2002). Im Gegensatz dazu ist für die Erkennung von Di-Acyl-Lipopeptiden, die von 

Mykoplasmen gebildet werden, die Interaktion von TLR2 und 6 notwendig (Takeuchi et al., 

2001). Zu weiteren von TLR2 gebundenen Liganden gehören Peptidoglycan, 

Lipoteichonsäure, Zymosan (Aliprantis et al., 1999; Lien et al., 1999; Schwandner et al., 

1999; Underhill et al., 1999; Schroder et al., 2003), wobei Zymosan ebenfalls TLR2/ TLR6 

Heterodimere aktiviert (Roeder et al., 2004).  

Der Ligand von TLR3 ist doppelsträngige RNA (Alexopoulou et al., 2001; Matsumoto et al., 

2002). Diese kann sowohl auf die virale Replikation zurückgehen, als auch deren 
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synthetisches Analogon PIPC sein. Daneben rezeptiert TLR3 auch endogene RNA aus 

nekrotischen Zellen (Kariko et al., 2004b) und small interfering RNA (Kariko et al., 2004a). 

Der Rezeptor für LPS TLR4 benötigt zu Bindung von LPS Kofaktoren. Der Transport im 

Serum findet gebunden an das LPS-bindende Protein (LBP) statt (Tobias et al., 1986). Dieses 

Protein ermöglicht die Bindung von LPS an den membranständigen Rezeptor CD14 (Ulevitch 

& Tobias, 1995). Des Weiteren beteiligt sich ein kleines Oberflächenprotein (MD-2), das an 

dem TLR4 assoziiert ist an dem LPS Erkennungskomplex (Shimazu et al., 1999). Dieser 

Rezeptorkomplex bewirkt eine Multimerisierung der TLR4, die dann die Signaltransduktion 

ermöglicht (Visintin et al., 2003; Saitoh et al., 2004). 

Neben LPS erkennt TLR4 in seiner murinen Form Paclitaxel (Taxol®) (Kawasaki et al., 2000; 

Byrd-Leifer et al., 2001), ein aus Taxus brevifolia gewonnenes Diterpen. Ausserdem konnten 

verschiedene virale Proteine als Liganden von TLR4 identifiziert werden (Kurt-Jones et al., 

2000; Haynes et al., 2001; Rassa et al., 2002) 

Der Ligand von TLR5 ist bakterielles Flagellin (Means et al., 2003). TLR7 und TLR8 

erkennen virale einzelsträngige RNA (Heil et al., 2004). Daneben werden diverse 

synthetische Verbindungen mit strukturellen Ähnlichkeiten zu Nukleinsäuren wie 

Imidazoquinoline oder Resquimod von TLR7 bzw. TLR7 und 8 erfasst (Hemmi et al., 2002; 

Jurk et al., 2002). Von TLR9 wird unmethylierte CpG reiche DNA bakteriellen (Hemmi et 

al., 2000; Bauer et al., 2001; Means et al., 2003) oder viralen Ursprungs (Lund et al., 2003) 

erkannt, aber auch das Pigment Haemozoin, ein Abbauprodukt des Haemoglobins, das von 

Plasmodium falciparum gebildet wird (Coban et al., 2005). Ein TLR10 Agonist ist bisher 

nicht identifiziert worden. Der murine TLR11 erkennt sowohl bisher unbekannte Strukturen 

uropathogener E. coli Bakterien (Zhang et al., 2004), als auch das Protein Profilin aus 

Toxoplama gondii und eventuell weiterer Apicomplexa (Yarovinsky et al., 2005; Yarovinsky 

& Sher, 2006).  

Neben diesen exogenen TLR Liganden ist die TLR Aktivierung durch eine Reihe endogener 

Substanzen beschrieben worden. Hierzu gehören die Hitzeschockproteine HSP22, 60, 70 und 

gp96 (Ohashi et al., 2000; Asea et al., 2002; Vabulas et al., 2002; Roelofs et al., 2006), 

Fibrinogen (Smiley et al., 2001), Fibronectin Bestandteile (Okamura et al., 2001), Surfactant 

Protein A (Guillot et al., 2002), Heparansulfat (Johnson et al., 2002), Chromatin-IgG 

Komplexe (Leadbetter et al., 2002), mRNA nekrotischer Zellen (Kariko et al., 2004b) und 

High-Mobilty Group Box-1 (HMGB-1, Lotze & Tracey, 2005). Jedoch konnte zumindest für 

HSP60 und 70 gezeigt werden, dass die beobachten Effekte nicht zwangsläufig auf einer 

Eigenwirkung des HSP auf die TLR beruhen müssen, sondern durch Verunreinigungen mit 
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LPS und anderen bakteriellen Komponenten bedingt sein könnten (Bausinger et al., 2002; 

Wallin et al., 2002; Gao & Tsan, 2003b, a; Tsan & Gao, 2004). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die TLR entweder der Unterscheidung zwischen 

„fremd“ und „eigen“ dienen, oder die Erkennung von Zuständen gewährleisten, die eine 

Bedrohung darstellen, indem entweder spezifische mikrobielle Komponenten oder 

Substanzen, die auf den Niedergang von Zellen hindeuten, erkannt werden (Matzinger, 2002; 

Johnson et al., 2003). 

Diese Zustandsüberwachung scheint ein phylogenetisch sehr altes Konzept zu sein, da die 

Signalkaskaden der TLR denen des Proteins Toll der Fruchtfliege stark ähneln und auch 

Pflanzen Rezeptoren besitzen, die Homologien zu den TLR aufweisen (Baker et al., 1997; 

Medzhitov et al., 1997; Wilson et al., 1997; O'Neill & Greene, 1998; Jordan et al., 2002). 

Die Daten über TLR beim Meerschweinchen sind noch lückenhaft. Die Tatsache, dass das 

Konzept der Erkennung von pathogenen Mustern sich in Armen der Evolution wiederfindet, 

die sich vor etwa einer halben Milliarden Jahre getrennt haben, lässt vermuten, dass das 

Meerschweinchen keine Ausnahme von der Regel darstellt und die Erkenntnisse, die zumeist 

aus humanen oder murinen Zellen stammen, auch auf diese Tierart zutreffen.  

1.2.5.2 Signalwege der TLR 

Der Aufbau der einzelnen TLR ist homogen. Sie stellen Rezeptoren mit einer extrazellulären 

(bzw. vesikulären s.u.) Domäne aus einer Aneinanderreihung von 19-25 leucin-reichen 

Motiven (engl. leucine-rich-repeats, LRRs) dar, die jeweils aus 24-29 Aminosäuren bestehen 

(Bell et al., 2003). Es folgt eine tansmembranäre Domäne und eine zytoplasmatische 

Domäne. Diese weist eine Homologie zu der Signaldomäne des IL-1 Rezeptors auf und wird 

Toll/IL-1R homologe Domäne genannt (TIR) (Bowie & O'Neill, 2000). 

Die LRRs bilden eine hufeisenförmige Spule, die im Fall des TLR3 aus 23 regulären und 2 

irregulären LRRs gebildet werden. Durch die parallele Anordnung der ß-Faltblätter der LRR 

bildet sich die konkave Fläche des Hufeisens, dessen Bogen 270° umspannt (Bell et al., 2005; 

Choe et al., 2005). In diese Konkave ragen die hydrophoben Reste der LRR und stabilisieren 

die Grundstruktur. Bis auf eine Seite des Hufeisens ist die gesamte Oberfläche mit 

oligomannose-reichen Zuckerresten glykolisiert und weist eine negative Ladung auf. Da es 

sich bei dem Liganden um eine Säure mit ebenfalls negativer Ladung handelt, kommen nur 

die positiv geladenen glykolisieungsfreien Flächen als Bindungsstellen in Betracht. Sowohl in 

der Nähe des N-terminalen als auch auf einer lateralen Fläche der extrazellulären Domäne 

befindet sich eine derartige Stelle (Choe et al., 2005). In der Nähe der lateralen Stellen im 
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Bereich von LRR12 und 20 finden sich außerdem Sulfatreste, die Phosphate des dsRNA 

Rückrates binden könnten (Bell et al., 2005). Die gleiche Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass 

von diesen beiden Bindungsstellen die letztere für die direkte Bindung von dsRNA 

verantwortlich gemacht werden kann. In direkter Nachbarschaft zu LRR20 konnten an den 

Stellen 539 und 541 der Aminosäurefolge die Aminosäuren Histidin und Asparagin als 

essentiell für die TLR3 Signaltransduktion ausgemacht werden, wobei nicht gesagt werden 

konnte, ob LRR20 die Bindung mit dsRNS eingeht oder die Aminosäuren an Stelle 539 und 

541. Diese beiden Aminosäuren sind evolutionär konserviert und ließen sich bei diversen 

Tierarten vom Zebrafisch bis zum Menschen nachweisen (Bell et al., 2006). Aus dieser 

Erkenntnissen konstruierten Bell et. al. ein Modell, in dem die dsRNA mit einem nicht an der 

Esterbindung beteiligtem Sauerstoffatom der Phosphodiestergruppe aus der kleinen Furche 

der Doppelhelix an den Imidazolrest des Histidins H539 bindet und die 2´OH-Gruppe der 

Ribose eine Wasserstoffbrückenbindung mit dem Asparagin N541 eingeht. Dabei wird der 

RNA Strang relativ proximal an der transmembranären Domäne gebunden und liegt 

„horizontal“, d. h. parallel zur Zelloberfläche. In diesem Modell kann jetzt aufgrund der 

zweifachen Symmetrie der dsRNA ein weiterer TLR um 180° gedreht an den Nukleotidstrang 

binden und gleichzeitig mit dem ersten TLR dimerisieren. Auf der zytoplasmatischen Seite 

kann ebenfalls eine Dimerisierung der TIR Domänen stattfinden. An der linearen Helix 

können sich auch weitere TLR Mono- oder Dimere anlagern. Für die TLR1, 2, 4, 6 wurde 

bereits gezeigt, dass zur Signaltransduktion eine Homo- bzw. Heterodimerbildung notwendig 

ist (Ozinsky et al., 2000; Takeuchi et al., 2001; Alexopoulou et al., 2002; Youn et al., 2006).  

Auch für den TLR3 war bereits gezeigt, dass die extrazelluläre Domäne an dsRNS Strängen 

Oligomere bildet (Bell et al., 2005) und eine Di- oder Multimerisierung des Rezeptors für die 

Übertragung des Signals erforderlich ist (de Bouteiller et al., 2005). 

Der humane TLR3 ist der erste Rezeptor dieser Gruppe, dessen Struktur samt Bindungsstellen 

aufgeklärt werden konnte. 

Die Signalkaskaden, die mit der Ligandenbindung beginnen und über verschiedene 

Adapterproteine und Kinasen zur Transkription der Zielgene führen, weisen zwischen den 

einzelnen TLR und dem IL-1 Rezeptor starke Ähnlichkeiten aber auch bestimmte 

Unterschiede auf (Medzhitov et al., 1998). 

Zurzeit sind fünf intrazytoplasmatische Adaptormoleküle bekannt, die an die TIR Domäne der 

TLR mit eigenen TIR Domänen angelagert werden können und starke Ähnlichkeiten in ihren 

Aminosäuresequenzen aufweisen (O'Neill et al., 2003). Dabei handelt es sich um den 

„myleoid differentiation factor 88“ (MyD88), „TIR domain-containing adaptor protein” 



 26 

(TIRAP), auch „MyD88 adaptor-like” (MAL) genannt, „TIR domain-containing adaptor 

inducing interferon (IFN)-ß” (TRIF), auch „TIR domain-containing adaptor molecule-1” 

(TICAM-1) genannt, „TIR-containing protein” (TIRP), auch „TRIF-related adaptor molecule” 

(TRAM) oder TICAM-2 genannt und „sterile alpha and HEAT/Armadillo motif protein” 

(SARM). 

An die TIR Domäne aktivierter TLR kann sich MyD88 mit seiner C-terminalen TIR Domäne 

anlagern, woraufhin seine N-terminale Death Domäne die IL-1R-assoziierte Kinasen 4 

(IRAK4) bindet (Cao et al., 1996; Muzio et al., 1997; Wesche et al., 1997). IRAK4 

phosphoryliert IRAK1, welches dann mit dem „TNF receptor-associated factor 6” (TRAF6) 

assoziiert. Über weitere Schritte wird die Aktivität des IB Kinase Komplex (IKK) verstärkt, 

der den „inhibitor of nuclear-factor-kappa-B” (IB) phosphoryliert und damit inaktiviert, was 

letztendlich zur nukleären Translokation des Transkriptionsfaktors NF-B und damit zur 

Transkription inflammatorischer Zytokine wie IL-6, -12, TNF-, aber auch von Interferonen 

führt. 

Dieser sogenannte MyD88 abhängige Weg des TLR Signals ist allen TLR eigen (Hultmark, 

1994; Kawai et al., 1999; Schnare et al., 2000; Takeuchi et al., 2000b; Alexopoulou et al., 

2001; Hayashi et al., 2001; Hemmi et al., 2002), wobei die Beteiligung des MyD88 

abhängigen Weges am TLR3 Signal strittig ist. Es konnte die Abhängigkeit der IL-12 

Produktion von MyD88 als Reaktion auf PIPC Stimulation nachgewiesen werden 

(Alexopoulou et al., 2001). Der TIR Region des TLR3 fehlt jedoch an einer Stelle, die bei 

allen anderen TLR als essentiell für die Bindung von MyD88 ist, die Aminosäure Prolin, die 

sowohl bei humanen als auch murinen TLR3 durch Alanin ersetzt ist (Xu et al., 2000; Kaisho 

& Akira, 2001; Akira, 2003). Trotzdem konnte die direkte Interaktion der TIR Domäne des 

TLR3 mit MyD88 gezeigt werden (Doyle et al., 2003). 

Bei den TLR4 und 2 (+1/ +6) ist der Faktor TIRAP zusätzlich zu dem bereits gesagten für die 

MyD88 abhängige Signaltransduktion notwendig. In TIRAP -/- Mäusen konnte die LPS 

induzierte Proliferation von Splenozyten ebenso wie die Freisetzung der Zytokine IL-6, -12 

und TNF- aus peritonoealen Makrophagen unterbunden werden (Yamamoto et al., 2002). In 

vivo zeigte sich eine starke Abschwächung dieser Zytokine (Horng et al., 2002). 

Daneben existieren MyD88 unabhängige Signalwege. Für TLR3 und 4 konnte gezeigt 

werden, dass der aktivierte TLR ebenso mit TRIF/TICAM-1 interagieren kann, was zum 

einen zur Produktion von Typ 1 Interferonen über die Transkriptionsfaktoren „interferon 

regulatory factor 3 und 7“ (IRF-3, -7) führt (Sato et al., 2000; Doyle et al., 2002; Sharma et 
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al., 2003), aber auch NF-B MyD88 unabhängig aktiviert (Yoneyama et al., 1998; Kawai et 

al., 2001). 

Neben TRIF ist außerdem der Faktor TRAM/TICAM-2 an der MyD88 unabhängigen 

Signalkaskade des TLR4 als Adaptermolekül zwischen TLR und TRIF beteiligt (Fitzgerald et 

al., 2003; Oshiumi et al., 2003). Peritoneale Makrophagen aus TRAM defizienten Mäusen 

sezernieren kein IL-6, -12 oder TNF- als Antwort auf LPS Stimulation. Für die Agonisten 

der übrigen TLR konnte keine Beeinflussung festgestellt werden (Yamamoto et al., 2003).  

Ein weiterer essentieller Faktor des TRIF Signalwegs ist TRAF3 (Hacker et al., 2006; 

Oganesyan et al., 2006). 

Somit ergibt sich, dass der MyD88 abhängige Weg bei den TLR 2 und 4 vermittelten 

Reaktionen auf TIRAP/MAL angewiesen ist, bei den übrigen Rezeptoren ist dies nicht der 

Fall. Daneben existiert ein MyD88 unabhängiger, TRIF/TICAM-1 abhängiger Weg für die 

TLR3 und 4, der bei TLR 4 zusätzlich TRAM/TICAM-2 zur Signaltransduktion benötigt. 

Diese Wege sind aber nicht vollständig voneinander getrennt. Über TRIF kann z.B. TRAF6 

aktiviert werden (Jiang et al., 2003; Sato et al., 2003), was wie bei dem MyD88 Weg NF-B 

zur nukleären Translokation anregt. Dies geschieht über IKK, die die IB phosphoryliert und 

damit deren hemmende Wirkung auf NF-B aufhebt. Kinasen der IKK Gruppe sind auch an 

der Aktivierung der IRF Proteine beteiligt. Diese komplexen Zusammenhänge, die hier nur 

partiell ausgeführt sind und sicherlich nicht als vollständig aufgeklärt gelten dürfen, 

ermöglichen eine Vielzahl von Reaktionen mit einer geringen Anzahl (je nach Spezies 10-13) 

von Rezeptoren für eine Vielzahl von Pathogenen und einer noch geringeren Anzahl von 

Adaptermolekülen. Die Fähigkeit der einzelnen TIR Adaptor Proteine, NF-B und IRF zu 

aktivieren, wurde untersucht, indem die Expression ihrer Zielgene quantifiziert wurde (Kaiser 

& Offermann, 2005). Gerade für den im Rahmen dieser Arbeit besonders relevanten TLR3 

wurde eine umfassende Genexpressionsanalyse nach Stimulation mit PIPC durchgeführt 

(Huang et al. 2006).  

Im Gegensatz zu der starken Konservierung der Rezeptoren, ihrer Ligandenspezifität und 

ihren Signalwegen zeigt die Expression der TLR deutliche Speziesunterschiede (Rehli, 2002). 

Daten über die Expressionsmuster der TLR sind in erster Linie für humane und murine TLR 

vorhanden. 

Generell finden sich TLR vor allem in Gewebe, dass Kontakt zur Außenwelt hat oder zum 

Immunsystem gehört. Für den TLR3 konnte mRNA in diversen Geweben, die in Kontakt mit 

der Außenwelt stehen, nachgewiesen werden (Gastrointestinaltrakt samt Anhangsorgane, 

Atmungsorgane, Urogenitaltrakt, Epidermis), aber auch im zentralen Nervensystem (Gehirn, 
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Rückenmark, Netzhaut), Skelett- und Herzmuskulatur, endokrine Drüsen (Schilddrüse, 

Nebenniere) sowie Organen, die zentrale Rollen im Immunsystem spielen (Leber, Milz und 

Thymus) (Zarember & Godowski, 2002; Kumar et al., 2004; Kollisch et al., 2005; Nishimura 

& Naito, 2005).  

Als Rezeptoren des Immunsystems finden sich TLR auch auf Leukozyten. Diese zeigen je 

nach Rezeptor und nach Spezies verschiedene Verteilungsmuster. Der TLR3 ist in der 

humanen Leukozytenpopulation vor allem in dendritischen Zellen zu finden, wohingegen die 

mRNA des murine TLR3 am stärksten in Makrophagen vertreten ist (Muzio et al., 2000; 

Applequist et al., 2002; Heinz et al., 2003). In humanen Monozyten ist keine TLR3 mRNA 

nachweisbar. Werden diese stimuliert, sich zu dendritischen Zellen zu differenzieren, wird 

TLR3 mRNA gebildet (Visintin et al., 2001). Unter den dendritischen Zellen zeigen vor allem 

unreife myeloische DC und unreife CD11c+ DC des Blutes TLR3 Expressionen. DC 

Vorläufer plasmazellulären Ursprungs (pDC2), der Hauptquelle von Interferon- aus dem 

Blut (Siegal et al., 1999), exprimieren kein TLR3 (Kadowaki et al., 2001; Hornung et al., 

2002). 

Daneben findet sich der hTLR3 auch auf Natürlichen Killer Zellen (NK-Zellen) (Schmidt et 

al., 2004). Für den murinen TLR ist zusätzlich die Expression auf neutrophilen Granulozyten, 

Mikroglia, B- und T-Lymphozyten gezeigt worden (Applequist et al., 2002). 

Neben diesen speziesspezifischen Unterschieden unterscheidet sich ebenfalls die 

Induzierbarkeit der Rezeptoren durch inflammatorische Stimuli, wie Interferone oder LPS, in 

Abhängigkeit von der Spezies, der Zellpopulation und der Art der Stimulation (Heinz et al., 

2003). In den myeloischen DC konnte der Rezeptor auf Proteinebene in subzellulären 

Kompartimenten nachgewiesen werden (Matsumoto et al., 2003). Im Gegensatz dazu wird 

z.B. bei Fibroblasten, einer Hauptquelle von Interferon-ß, TLR3 auf der Zellmembran 

exprimiert (Matsumoto et al., 2002). Eine intrazelluläre Lokalisation an Phagosomen ist 

bereits für TLR2 beschrieben worden (Underhill et al., 1999). 

Die intrazellulär gelegenen TLR ragen mit ihren LRR in das Lumen der Vesikel, ihre TIR 

Domäne ist zytoplasmatisch gelegen. Dies befähigt sie in Vesikel aufgenommene Pathogene 

zu erkennen, die sonst außerhalb der Reichweite ihrer Rezeptoren wären, was besonders für 

die Erkennung intrazellulärer Erreger wie Viren notwendig ist. 

Die zellspezifische Expression der einzelnen TLR konnte im ZNS auf der Ebene der mRNA, 

durch Stimulation mit Liganden und auf Proteinebene nachgewiesen werden. Die mRNA der 

humanen TLR1-9 wurde in Mikroglia Zellen gefunden, in humanen Astrozyten vor allem 

TLR3, in mäßigem Ausmaß TLR1, 2, 4, 5, und 9 und an der Nachweisgrenze TLR6, 7, 8, 10 
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mRNS (Bsibsi et al., 2002; Yang et al., 2004; Farina et al., 2005; Jack et al., 2005; Prehaud et 

al., 2005). Daneben wurde in Oligodendrozyten mRNA für hTLR2 und 3 nachgewiesen. 

Auf Proteinebene konnten die hTLR3 und 4 sowohl auf Mikroglia als auch auf Astrozyten 

gefunden werden. Mikroglia exprimiert die Rezeptoren vor allem auf zytoplasmatischen 

Vesikeln, Astrozyten hingegen auf der Zellmembran (Bsibsi et al., 2002). Der TLR2 wurde 

außerdem auf der Zellmembran von Mikroglia nachgewiesen (Jack et al., 2005). 

Neurone exprimieren das Rezeptorprotein von hTLR3 vornehmlich in Vesikeln, aber auch auf 

der Zellmembran (Prehaud et al., 2005). 

Die Existenz muriner TLR auf Mikrogliazellen ist für die Rezeptoren 1, 4, 7 und 9 auf der 

Ebene der mRNA nachgewiesen (Applequist et al., 2002). Murine Astrozyten exprimieren 

ebenfalls mRNA für mTLR3 in starkem Ausmaß, für mTLR1 und 6 in moderaten Mengen, 

für mTLR2, 4, 5 und 9 in geringem Umfang und für TLR7 und 8 ist die Expression fraglich. 

Auf Proteinebene konnte aufgrund fehlender spezifischer Antikörper nur das Vorkommen von 

TLR2 und 4 auf Astrozyten gezeigt werden (Bowman et al., 2003; Esen et al., 2004; 

Carpentier et al., 2005). In der Ratte ist die Expression des TLR3 auf Astrozyten sowohl als 

mRNA als auch als Protein nachgewiesen worden (Scumpia et al., 2005) 

Die TLR in diversen Zellen des ZNS ermöglichen dem Organismus trotz der Abschottung des 

ZNS durch die Blut-Hirn Schranke und dem Fehlen von MHC Expressionen eingedrungene 

pathogene Agentien zu erkennen und zu bekämpfen. Aufgrund ihres Vorkommens an der 

Blut-Hirn Schranke, ihrer Verteilung im Gehirnparenchym, ihres engen Kontaktes mit 

Neuronen und der Ausstattung mit Rezeptoren zur Erkennung von Pathogenen haben 

Astrozyten ideale Voraussetzung eine Wächterrolle im ZNS zu übernehmen. 

 

1.2.5.3 Zytoplasmatische Erkennung pathogener Muster 

Neben den membranständigen TLRs gibt es eine Reihe von zytosolischen Rezeptoren zur 

Erkennung von PAMPs, die in das Zytoplasma eingedrungen sind. Diese lassen sich in zwei 

Gruppen einteilen: NOD-LRR und CARD-Helikase Proteine. NOD steht für „nucleotide 

binding oligomerization domain“. NOD1 und 2 erkennen beispielsweise die Bestandteile „-

D-glutamyl-meso-diaminopimelic acid“ (iE-DAP) und Muramyl-Dipeptid des bakteriellen 

Peptidoglycan (Chamaillard et al., 2003; Girardin et al., 2003; Inohara et al., 2003). 

Das in dieser Arbeit verwendete Pyrogen PIPC wird außer von TLR3 auch von dem CARD-

Helikase Protein RIG-I erkannt. CARD steht für „caspase recruitment domain”, RIG-I für 

„retinoic acid inducible gene I“. RNA Helikasen sind weit verbreitete Enzyme, die in Zellen 
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nahezu aller Organismen RNA Helices entwinden können. RIG-I besitzt neben der C-

terminalen Helikase Domäne zwei N-terminale CARD Domänen (Yoneyama et al., 2004). 

Die Signaltransduktion nach Kontakt mit dsRNA findet über das in der mitochondrialen 

Membran lokalisierte Protein „Interferon-ß promoter stimulator“ statt (IPS-1, auch VISA, 

CARDIF oder MAVS genannt), und von dort über Kinasen der IKK Gruppe zur Aktivierung 

von NFB, IRF3 und 7 (Kawai et al., 2005; Meylan et al., 2005; Seth et al., 2005; Xu et al., 

2005). 

Ein weiteres Molekül, das an IPS-1 bindet, ist Helicard (auch Melanoma differentiation-

associated gene-5, Mda-5). Dieses Molekül ist ähnlich wie RIG-I aus einer C-terminalen 

dsRNA Helikase und zwei N-terminalen CARD Domänen aufgebaut (Kang et al., 2002; 

Kovacsovics et al., 2002). Die Bindung der IPS CARD Domäne ist spezifisch für RIG-I und 

Helicard (Kawai et al., 2005), so dass RIG-I und Helicard zwei verschiedene strukturell 

ähnliche Moleküle darstellen, die beide durch dsRNA aktiviert an IPS-1 binden, zur 

Aktivierung von NFB, IRF3 und 7 führen und letztendlich die Freisetzung 

inflammatorischer Zytokine bedingen. 

Ein dritter Faktor, der intrazytoplasmatische dsRNA bindet ist die RNA Helikase Lgp2. Da 

Lgp2 keine CARD Domäne besitzt, findet keine Signaltransduktion über IPS-1 statt. Er 

fungiert somit als kompetitiver Hemmstoff für RIG-I und Helicard und verhindert bzw. 

reguliert die Aktivierung von NFB, IRF3 und 7 (Rothenfusser et al., 2005; Yoneyama et al., 

2005). 

1.3 Zytokine als endogene Pyrogene 

Gemäß der klassischen Hypothese zum Signalweg der Fieberentstehung wird das Auftauchen 

von Pathogen-assoziierten Molekülstrukturen im Organismus mit der Bildung von Zytokinen 

beantwortet, die wiederum als eigentliche Träger der sich entwickelnden Fieberreaktion 

angesehen werden, und daher als endogene Pyrogene bezeichnet werden (Kluger, 1991; Roth 

& Blatteis, 2014). Hierbei handelt es sich um eine Gruppe löslicher, hitzelabiler Proteine mit 

einem Molekulargewicht von bis zu 30 kD. In erster Linie gehören Interleukine (IL), Tumor 

Nekrose Faktoren (TNF) und Interferone (IFN), aber auch weitere Zytokine und Chemokine 

zu den als endogene Pyroge diskutierten Mediatoren. Von den zahlreichen Zytokinen, die 

bislang identifiziert wurden, kristallisierten sich einige als potentielle endogene Pyrogene 

heraus, da sie entsprechende Kriterien erfüllten. Diese Kriterien beinhalten, dass das 

vermutete endogene Pyrogen nach Stimulation mit einem exogenen Pyrogen, im Blut in 
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Relation zur Fieberreaktion nachweisbar sein muss. Die systemische Injektion eben dieses 

Zytokins sollte zu einer reproduzierbaren Fieberreaktion führen. Strategien, die zur Reduktion 

der Produktion oder aber zur Antagonisierung der biologischen Wirkung eines gegebenen 

Zytokins führen, sollten zur Abschwächung der Fieberreaktion nach Stimulation mit einem 

exogenen Pyrogen führen (Roth, 1996; Kluger, 1991). Gemäß dieser Kriterien wurden 

besonders IL-1, IL-6 und TNF- als endogene Pyrogene charakterisiert. Aufgrund der 

Tatsache, dass sich IL-1 trotz seiner starken pyrogenen Wirkung nach Injektion eines 

exogenen Pyrogens (z.B. LPS) nur in sehr geringen Konzentrationen oder aber gar nicht in 

der Blutbahn nachweisen lässt (Kluger, 1991; Roth & Blatteis, 2014), wurden im Rahmen 

dieser Arbeit die beiden anderen vermuteten endogenen Pyrogene (IL-6 und TNF-) in 

Relation zum durch PIPC induzierten Fieber untersucht. Viele Fieber erzeugende Zytokine, 

darunter besonders TNF- und IL-6, entfalten ihre pyrogene Wirkung über die Induktion von 

Enzymen, die speziell im Gehirn für eine massiv gesteigerte Produktion von Prostaglandin E2 

(PGE2) führen (Yamagata et al. 2001; Mark et al. 2001; Rummel et al. 2006). PGE2 wird als 

der eigentliche finale Fiebermediator angesehen und seine Rolle bei dem durch PIPC 

erzeugten Fieber wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. PGE2 wird daher zusammen mit 

den endogenen Pyrogenen TNF-und IL-6 in diesem Abschnitt vorgestellt.  

 TNF-

Die Entdeckung des pro-inflammatorischen Zytokins TNF- erfolgte über verschiedene 

experimentelle Ansätze, wodurch zunächst auch unterschiedliche Bezeichnungen für diese 

Substanz verwendet wurden. Es wurde eine Substanz identifiziert, die im Blutserum nach 

Behandlung mit Endotoxin (LPS) auftauchte und bei Mäusen eine nekrotisierende Wirkung 

auf Hauttumore zeigte (Carswell et al., 1975). Diese Eigenschaft bildete die Grundlage für die 

Bezeichnung „Tumor Nekrose Faktor“. Eine andere Arbeitsgruppe, die sich mit der bei 

zahlreichen chronischen Erkrankungen auftretenden Kachexie beschäftigte, konnte eine von 

Makrophagen freigesetzte Substanz identifizieren und nannte diese „Kachektin“ (Beutler et 

al., 1986). Es stellte sich heraus, dass es sich bei beiden identifizierten Substanzen um 

dasselbe Molekül handelte, das in Folge aufgereinigt und kloniert wurde (Pennica et al., 

1984).  
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1.3.1.1 TNF an sich  

Bei TNF- handelt sich um ein Protein aus zunächst 233 Aminosäuren (26 kD). Nach 

Abspaltung von 76 Aminosäuren entsteht ein 17 kD Protein, das zu einem Trimer (51 kD) mit 

vielfältigen biologischen Aktivitäten polymerisiert (Tracey & Cerami, 1993). Neben dieser 

löslichen Form existiert auch eine membrangebunde Form des TNF-, wobei das ebenfalls 26 

kD schwere Vorläufermolekül durch ein TNF--converting Enzyme („TACE“), einer Zink-

Metalloprotease, proteolytisch zu dem 17 kD Molekül gespalten wird (Rosendahl et al. 1997). 

TNF- wird eine Beteiligung an der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen zugeschrieben. 

Am wichtigsten hierbei ist seine Rolle als endogener Mediator des septischen Schocks bzw. 

des „Systemic Inflammatory Response Syndroms“ (SIRS). Diese funktionelle Bedeutung 

ergab sich anhand mehrerer Beobachtungen. So konnten viele Kardinalsymptome des 

septischen Schocks (Blutdruckabfall, metabolische Azidose, Organversagen, Lethalität) durch 

Gabe von hochdosiertem TNF- hervorgerufen werden (Tracey et al. 1986). Umgekehrt war 

es möglich, durch passive Immunisierung gegen TNF- Mäuse vor den lethalen Wirkungen 

einer LPS-Stimulation zu schützen (Beutler et al. 1985; Tracey et al. 1987). Diese klassischen 

Beobachtungen führten dazu, dass sich in Folge erhebliche Forschungsaktivitäten auf die 

biologische Bedeutung von TNF-, gerade im Rahmen von Infektionserkrankungen, 

fokussierten.  

1.3.1.2 Sein Rezeptor 

Seine biologische Wirkung entfaltet TNF- durch Interaktion mit seinen beiden 

membranständigen Rezeptoren TNFR1 und TNFR2. Diese wurden ursprünglich gemäß ihrer 

Molekulargewichte auch als p55- und p75-Rezeptoren bezeichnet (Higushi & Aggarwal, 

1992). Nach Bindung von TNF-, können beide Rezeptoren unter Mitwirkung zahlreicher 

intrazellulärer Adapter- und Signaltransduktionsmoleküle letztendlich zur Aktivierung des 

Transkritionsfaktors NFB und dessen Translokation in den Zellkern führen, was wiederum 

zur Transkription zahlreicher pro-inflammatorischer Gene führt (Goeddel, 1999). Außerdem 

kann nach Interaktion TNF- mit TNFR1 über einen anderen intrazellulären Signalweg unter 

Mitwirkung von Caspasen Apoptose ausgelöst werden (Micheau & Tschopp, 2003). Von 

beiden Formen des TNF-Rezeptors gibt es auch lösliche Formen („soluble TNF-Receptors“). 

Diese können TNF- binden und damit neutralisieren (Roth et al. 1998). Das bereits erwähnte 

Enzym TACE scheint nicht nur für die Umwandlung von TNF- in seine biologisch aktive 

Form verantwortlich zu sein. Vielmehr sorgt es auch dafür, dass nach einer induzierten 
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Freisetzung von TNF- seine Rezeptoren aus der Membran freigesetzt werden („receptor 

shedding“), um durch Neutralisierung von TNF- den Organismus vor zu hohen TNF-

Konzentrationen zu schützen und die Wirkdauer des Zytokins zu begrenzen (Björnberg et al., 

1994; Roth et al., 1998; Toellner et al., 2000). Die ursprünglich vielversprechenden 

therapeutischen Einsatzmöglichkeiten für lösliche TNF-Rezeptoren (Evans et al. 1994; Roth 

et al. 1998; Toellner et al. 2000) verschoben sich zugunsten von direkt gegen TNF- 

gerichtete monoklonale Antikörper („Infliximab“; Keating & Perry, 2002). Jedoch wird auch 

das Prinzip eines „falschen“ löslichen TNF-Rezeptors mit neutralisierenden Eigenschaften 

weiterhin verfolgt („Etanercept“; Jarvis & Faults; 1999).  

 

 

1.3.1.3 Biologische Wirkung 

Die Bedeutung von TNF- geht weit über seine Rolle als körpereigener Mediator des 

septischen Schocks hinaus. Es wurde diesem Zytokin eine Beteiligung an der Pathogenese 

zahlrecher weiterer Erkrankungen zugesprochen. Hierzu gehören unter anderem 

Abstoßungsreaktionen nach Transplantationen, (cerebrale) Malaria, maligne Tumore, 

Rheumatoide Arthritis oder Autoimmunerkrankungen (Tracey & Cerami, 1993).  

Im Bezug zu experimentell erzeugten Fieberreaktionen sind die Vorstellungen zur Rolle von 

TNF- nicht ganz einheitlich. Die Beobachtungen, dass man TNF- bereits 15 min nach 

Injektionen von LPS im Blut von Versuchtieren nachweisen kann, dass der Peak der 

zirkulierenden TNF-Konzentration bereits nach 60-90 min erreicht wird, und dass seine 

Konzentration im Plasma danach rasch wieder absinkt, sprechen für eine Funktion dieses 

Zytokins bei der frühen Induktion des Fiebers (Roth et al. 1993; Jansky et al., 1995). 

Versuche mit neutralisierenden Antikörpern gegen TNF-, löslichen TNF-Rezeptoren oder 

Mäusen mit defizienten TNF-Rezeptoren führten jedoch zum Teil zu widersprüchlichen 

Befunden. So wurden bei Mäusen, bei denen beide TNF-Rezeptoren ausgeschaltet wurden 

(Leon, 2002), bzw. bei Ratten, die mit TNF-Antiserum behandelt wurden (Long et al., 1990), 

verstärkte Fieberreaktionen nach Gabe von LPS beobachtet. Allerdings führte eine 

nachgewiesene Neutralisation von TNF nach LPS-Stimulation bei Meerschweinchen zu einer 

Abschwächung des LPS-Fiebers (Roth et al., 1998). Ob TNF- auch in der frühen Phase 

einer durch PIPC induzierten Fieberantwort nachweisbar ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit 

erstmals untersucht.  
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1.3.2 IL-6 

Auch IL-6 wurde mehrfach unabhängig voneinander entdeckt und bezüglich der 

identifizierten Effekte des Zytokins ursprünglich als Interferon-2, B-Zell-stimulierender 

Faktor oder Hepatozyten-stimulierender Faktor genannt. Die beiden letztgenannten 

Bezeichnungen beruhten auf den Beobachtungen, dass die Substanz Wachstung und 

Differenzierung von B-Lymphozyten stimuliert bzw. in Leberzellen die Bildung von Akute-

Phase Proteinen induziert (Akira et al., 1990). Von allen Zytokinen, die im Verlauf von 

Infektionen oder Entzündungsreaktionen gebildet werden, ist IL-6 dasjenige, das im Blut am 

längsten und in den höchsten Konzentrationen messbar ist (Roth & Blatteis, 2014).  

1.3.2.1 IL-6 an sich  

Bei IL-6 handelt es sich um ein Zytokin, das zunächst als Vorläufermolekül aus 212 

Aminosäuren von zahlreichen Zelltypen gebildet wird, zu denen Lymphozyten, Monozyten / 

Makrophagen, Fibroblasten, Mikroglia und Astrozyten gehören (Hirano et al., 1989). Nach 

seiner Prozessierung erscheint IL-6 im Organismus als biologisch aktives Molekül; es besteht 

dann aus 184 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht von 26 kD (Hirano et al. 1989; 

Akira et al. 1990).  

1.3.2.2 Sein Rezeptor 

IL-6 ist bezüglich seines Rezeptors Mitglied einer Familie von Zytokinen, zu der auch IL-11, 

Ciliary Neurotrophic Factor, Leukemia Inhibitory Factor, Oncostatin-M und Cardiotrophin-1 

gehören (Kishimoto et al., 1995). Diese benötigen das die Zellmembran durchspannende 

Glykoprotein 130 (gp130), um eine Signaltransduktion durchführen zu können. Nach 

Bindung von IL-6 an seine Rezeptoruntereinheit erfolgt somit die Signalübermittlung in die 

Zelle über zwei assoziierte gp130 Moleküle des Rezeptorkomplexes (Heinrich et al., 1998). 

Nach Bindung von IL-6 an seiner Rezeptoruntereinheit, werden im inneren der Zelle zwei 

gp130 assoziierte Januskinasen (JAKs) phosphoryliert. Hierdurch wird an jeder der beiden 

gp130 Untereinheiten eine Bindungsstelle für ein Molekül frei, das die Bezeichnung „Signal 

Transducer and Activator of Transcrition 3“ (STAT3) erhalten hat. Die STAT3 Moleküle 

werden nun phosphoryliert und dimerisieren. In dieser Form bilden sie den aktiven 

Transkriptionsfaktor STAT3, der nun durch die Kernmebran zum Zellkern wandert und zur 

Transkription von Zielgenen führt (Takeda & Akira, 2000).  
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Auch von den Molekülen des IL-6-Rezeptorkomplexes gibt es lösliche Formen. Im Gegensatz 

zu den löslichen TNF-Rezeptoren, scheint der lösliche IL-6 Rezeptor verstärkende, 

agonistische Wirkung zu entfalten (Schöbitz et al. 1995). Lösliche IL-6-Rezeptoren entstehen 

entweder durch Proteolyse aus der in der Zellmembran verankerten Form („Rezeptor-

shedding“) oder aber durch Sekretion nach alternativem „slicing“ der mRNA und 

anschliessender Translation (Müllberg et al. 1993; Heinrich et al. 1998). Nach Bindung von 

IL-6 an seinen löslichen Rezeptor kann dieser Komplex mit den auf vielen Zelltypen 

vorhanden gp130 Molekülen assoziieren und somit eine Signaltransduktion auslösen. Auch 

von dem Signaltransduktionsmolekül gp130 gibt es eine lösliche Form, die jedoch 

antagonistische Wirkung bei überschiessender IL-6-Freisetzung zu vermitteln scheint 

(Müller-Newen et al., 1998).  

1.3.2.3 Biologische Wirkung 

Neben seiner zentralen Bedeutung im Rahmen der Akute-Phase Reaktion (Akira et al., 1990), 

hat IL-6 besondere Bedeutung für Wachstums- und Differenzierungsprozesse bei der 

Blutbildung, der Immunantwort, aber auch im ZNS und gehört somit zu denjenigen Zytokinen 

mit hämatopoetischen und neuropoetischen Eigenschaften (Kishimoto et al., 1995). Speziell 

die neurotrophen Eigenschaften dieses Zytokins legen eine Rolle für IL-6 als physiologischer 

Neuromodulator nahe, der unterschiedliche Hirnfunktionen beeinflussen kann (Jüttler et al., 

2002). IL-6 nimmt im Rahmen der z.B. durch LPS induzierten „Zytokin-Kaskade“ eine 

Schlüsselstellung ein. TNF- und IL-1, die beide sehr schnell nach einer LPS-Stimulation 

freigesetzt werden, können die Bildung und Freisetzung von IL-6 stimulieren. Das 

freigesetzte IL-6 übt wiederum als negatives „feedback“ Signal eine hemmende Wirkung auf 

die Produktion von TNF- und IL-1 aus (Schindler et al., 1990).  

Die Rolle von IL-6 als endogenes Pyrogen im Rahmen von (meistens durch LPS) 

experimentell erzeugtem Fieber wurde intensiv untersucht und diskutiert (Kluger, 1991; Conti 

et al., 2004; Roth et al., 2004b). Die Evidenz für eine Bedeutung dieses Zytokins als 

essentieller körpereigener Fiebermediator lässt sich wie folgt kurz zusammenfassen. Von 

allen während des Fiebers im Blut nachweisbaren Zytokinen korreliert zirkulierendes und im 

Gehirn nachweisbares IL-6 am besten mit dem Fieberverlauf (LeMay et al., 1990; Roth et al., 

1993; Roth et al. 1994a; Roth et al. 1994b). Behandlung mit neutralisierenden IL-6-

Antikörpern schwächt das durch LPS erzeugte Fieber deutlich ab (Cartmell et al., 2000; 

Rummel et al. 2006; Harden et al., 2011). IL-6-defiziente („knockout“) Mäuse entwickeln 

nach Injektion von LPS kein Fieber (Chai et al. 1996). Eine reduzierte Fieberreaktion wurde 
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auch bei Mäusen festgestellt, bei denen der IL-6-Rezeptor im Hirnendothel ausgeschaltet 

wurde (Eskilsson et al., 2014). Zwar lässt sich durch periphere Injektion von spezies-

spezifischem IL-6 lediglich ein moderates Fieber erzeugen (Harré et al., 2002; Rummel et al. 

2006), Mikroinjektion von IL-6 in das zerebrale Ventrikelsystem rufen jedoch robuste 

Fieberantworten hervor (LeMay et al., 1990; Lenczowski et al., 1999). IL-6 wird daher auch 

oft als „zentral wirksames endogenes Pyrogen“ bezeichnet (Conti et al., 2004; Roth et al. 

2004b; Roth & Blatteis, 2014). Die Untersuchung der endogenen Bildung und Freisetzung 

von IL-6 nach Stimulation mit PIPC beinhaltete einen Teilaspekt der vorliegenden Arbeit.  

1.3.2.4 Prostaglandine 

Zytokine wie TNF- und IL-6 erzeugen Fieber über eine induzierte Bildung von 

Prostaglandinen (PG). PG gehören zusammen mit den Thromboxane und Leukotrienen zu den 

Eikosanoiden, einer Gruppe von Gewebehormonen, die aus Arachidonsäure gebildet werden. 

Diese wird durch das Enzym Phospholipase-A2 (PLA2) aus Phospholipiden der 

Zellmembranen freigesetzt. Diese Fettsäurekette wird unter dem Einfluss von 

Lipooxygenasen zu den linear aufgebauten Leukotrienen umgewandelt.  

Prostaglandine und Thromboxane hingegen enthalten einen 5 bzw. 6 gliedrigen Ring. Die 

Umsetzung der Arachidonsäure zu diesen zyklischen Molekülen erfolgt über die 

Zwischenschritte zu PGG2 und PGH2, der von den Cyclooxygenasen (COX) vollzogen wird. 

Je nachdem auf welche Weise die Sauerstoff-Sauerstoff Bindung dieses Endoperoxids durch 

terminale Prostaglandin-Synthasen geöffnet wird, entstehen die verschiedenen Prostaglandine 

(PGD2, PGE2, PGF2, PGI2) oder Thromboxane A2 (Samuelsson, 1983). 

Als Rezeptoren fungieren die sogenannten Prostaglandinrezeptoren, die durch ein P 

gekennzeichnet sind, dem der Kennbuchstabe des jeweiligen Prostaglandins vorangestellt 

wird (z.B. EP) gefolgt von der Nummer des jeweiligen Rezeptorsubtyp (z.B. EP1-4). Bei 

diesen handelt es sich um G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die sich aufgrund ihrer 

Signaltransduktion in drei Gruppen einteilen lassen. EP1 erhöht den intrazellulären Ca2+ 

Spiegel, die Rezeptoren EP2 und EP4 die cAMP Freisetzung. Ligandenbindung am EP3 

hingegen hemmt die cAMP Bildung. 

Am Entzündungsgeschehen sind insbesondere PGE2 und PGI2 beteiligt (Higgs et al., 1978; 

Mnich et al., 1995; Portanova et al., 1996; Murata et al., 1997). Beide Prostaglandine 

bewirken eine Herabsetzung der Aktivierungsschwelle nozizeptiver Nervenendigungen 

(Ferreira et al., 1978; England et al., 1996; Stock et al., 2001), eine erhöhte 

Gefäßpermeabilität und Vasodilatation, aber auch Vasokonstriktion in Abhängigkeit von der 
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Verteilung der EP-Rezeptorsubtypen (FitzGerald et al., 1983). Die vasodilatative Wirkung 

von PGE2 ist bei einer Reihe weiterer physiologischer Prozesse beteiligt. In der Niere fördert 

es beispielsweise den renalen Blutfluss, ebenso wird die Durchblutung der Magenwand 

gefördert. Gleichzeitig bewirkt es eine Verringerung der Säureproduktion und eine Förderung 

der Schleimproduktion des Magens.  

Daneben wirkt PGE2 auf Zellen des Immunsystems als negative Rückkoppelung, indem es 

hemmend auf die Zytokinproduktion und die Aktivität dieser Zellen wirkt (Roth et al., 2002).  

In der Fieberentstehung nimmt PGE2 eine wichtige Rolle ein. Warm-sensitive Neurone des 

anterioren Hypothalamus verringern ihre Impulsrate als Reaktion auf PGE2, 

temperaturinsensitive Neurone zeigen dagegen eine Erhöhung (Ranels & Griffin, 2003). Die 

warm-sensitiven Neurone reagieren somit auf PGE2 wie auf eine niedrigere Temperatur und 

bewirken so eine Anhebung der oberen Grenze des Sollwertes. Warm-sensitive Neurone 

werden von temperaturinsensitiven Neuronen überwiegend inhibitorisch beeinflusst (Griffin 

et al., 2001). Deren Anstieg in der Impulsrate in Folge der PGE2 Gabe könnte also die 

Verringerung der Impulsrate der warm-sensitiven Neurone verstärken. Außerdem wird für die 

Neurone, die die Wärmeabgabe kontrollieren, eine inhibitorische Beeinflussung durch 

temperaturinsensitive Neurone vermutet (Hammel, 1965). Der Anstieg des inhibitorischen 

Einflusses könnte so die Wärmeabgabe verringern. Somit stellt PGE2 ein bedeutendes Signal 

in der zentralen Einstellung des thermoregulatorischen Sollwertes dar; ein Anstieg der PGE2 

Konzentration in der präoptischen Region kann Fieber bewirken. 

Die Verhinderung der Prostaglandinsynthese durch Cyclooxygenaseinhibitoren ist ein seit 

mehreren Jahrtausenden praktiziertes Konzept der Fiebersenkung (Jack, 1997). 1971 konnte 

gezeigt werden, dass die Hemmung dieses Enzyms und damit die Verhinderung der 

Prostaglandinsynthese die Wirkungsweise nicht steroidaler  Antiphlogistika (NSAID) darstellt 

(Vane, 1971). Mikroinjektionen eines nichtsteroidalen Antiphlogistikums in die 

anteroventrale präoptische Region verringern die Fieberreaktion durch Lipopolysaccharide 

(LPS, Kap. 1.2.2) (Scammell et al., 1998). Prostaglandin Injektionen in die präoptische 

Region oder die Gehirnventrikel bewirken dagegen rapide Anstiege der Körpertemperatur 

(Milton & Wendlandt, 1970; Feldberg & Saxena, 1971a, b; Milton & Wendlandt, 1971; 

Nakamura et al., 2002; Oka, 2004). Während der Fieberreaktion können erhöhte 

Prostaglandinspiegel in der präoptischen Region und den Gehirnventrikeln gemessen werden 

(Coceani et al., 1983; Sirko et al., 1989). Im POA reagierten die Regionen OVLT, MnPO, 

MPO und VMPO besonders sensibel auf PGE2 mit Erhöhung der Körpertemperatur 

(Scammell et al., 1996). Der hierfür verantwortliche Rezeptor konnte durch Knock-out Mäuse 
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als EP3 identifiziert werden (Ushikubi et al., 1998). Der Rezeptor EP3 findet sich über das 

gesamte Gehirn unterschiedlich intensiv verteilt. Zu den Regionen mit starker Expression von 

EP3 gehören die thermointegrativen Nuclei MnPO und MPO. Dem efferenten Fiebersignal 

folgend sind weiter „Stromabwärts“ im DMH, PVN und Raphe magnus, Raphe obscurus und 

Raphe pallidus Nuclei ebenfalls EP3-Rezeptoren nachweisbar (Nakamura et al., 1999; 

Nakamura et al., 2000). Zellen der präoptischen Region exprimieren über Stimulation mit IL-

6 das Enzym COX-2 (Rummel et al., 2006). Hierbei spielen Hirnendothelzellen eine 

entscheidende Rolle (Eskilsson et al., 2014; Wilhelms et al., 2014).  

Zusammenfassend ergibt sich eine starke Unterstützung für die Vorstellung, dass das 

Fiebersignal in der präoptischen Region unter anderem durch Zytokine die PGE2 Synthese 

bewirkt. Das freigesetzte PGE2 hemmt inhibitorische Neurone in MPO und MnPO, die unter 

physiologischen Bedingungen verhindern, dass Neurone vor allem in DMH die 

Thermogenese stimulieren (Morrison & Nakamura, 2019). 

 

1.3.3 Beeinflussung von Zielzellen 

Um nach peripherer Injektion eines exogenen Pyrogens (hier: PIPC) eine Aktivierung von 

Gehirnstrukturen nachzuweisen, die in direktem Zusammenhang mit der Fieberentstehung 

stehen, benötigt man geeignete inflammatorisch induzierte Aktivierungsmarker. Diese sollten 

in Zellen von Gehirnstrukturen, die nach peripherer Injektion von PIPC zur Fieberentstehung 

beitragen könnten, sichtbar gemacht werden können. Im Rahmen anderer Fiebermodelle, in 

denen LPS oder mykoplasmale Lipopeptide als exogene Pyrogene herangezogen wurden, 

hatten sich hierfür der Transkriptionsfaktor STAT3 und das induzierbare Enzym zur 

Prostaglandinsynthese COX-2 als besonders geeignet herausgestellt (Harré et al., 2002; Harré 

et al., 2003; Rummel et al., 2004; Rummel et al., 2005a; Rummel et al. 2005b; Rummel et 

al., 2006; Knorr et al., 2008; Knorr et al., 2010; Welsch et al., 2012). Diese beiden Moleküle 

sollten daher auch im Rahmen dieser Studie zum Nachweis einer direkten Aktivierung von 

Gehirnzellen bzw. Gehirnstrukturen nach Stimulation der Versuchstiere mit PIPC eingesetzt 

werden.  

1.3.3.1 STAT 3 

IL-6 hat eine besondere Bedeutung als zirkulierendes endogenes Pyrogen nach 

experimenteller Stimulation mit unterschiedlichen exogenen Pyrogenen (siehe: Abschnitt 
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1.3.2.3; Roth et al., 2004a; Roth et al., 2004b). Die Translokation des IL-6-induzierten 

Transkriptionsfaktors STAT3 in die Kerne von denjenigen Gehirnzellen, die durch 

zirkulierendes IL-6 erreicht werden können, ist mittels Immunzytochemie sehr gut 

nachweisbar. So konnte nach Injektion von LPS bei mehreren Spezies von Versuchstieren 

gezeigt werden, dass speziell in Gehirnstrukturen mit unvollständiger Blut-Hirn Schranke 

(den CVOs, siehe Abschnitt 1.1.2.2), eine Anreicherung von STAT3 besonders in Astrozyten 

nachweisbar ist. STAT3 eignet sich somit hervorragend als inflammatorischer 

Aktivierungsmarker im ZNS im Verlauf systemischer Entzündungsreaktionen. Neben den 

CVOs stellten sich Endothelzellen von Blutgefäßen sehr unterschiedlicher Hirnregionen als 

Zielstruktur für zirkulierendes IL-6 heraus (Rummel et al., 2005b; Rummel et al., 2006; 

Eskillson et al., 2014). Ob sich eine derartige IL-6-vermittelte Aktivierung von Gehirnzellen 

auch nach Stimulation mit PIPC nachweisen lässt, war Gegenstand der hier vorgestellten 

Untersuchungen.  

1.3.3.2 COX-2 

Als Folge der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFB und STAT3, findet im Gehirn 

die vermehrte Expression und Bildung von COX-2 statt. COX-2 ist zusammen mit mPGES-1 

für die Bildung größerer Mengen an PGE2 im Gehirn, und damit letztendlich für die 

Ausbildung einer Fieberreaktion zuständig (Roth & Blatteis, 2014). Eine Visualisierung von 

COX-2 im Gehirn, die unter basalen (nicht-inflammatorischen) Bedingungen dort kaum 

nachweisbar ist, wäre somit ein hervorragender inflammatorischer Aktivitätsmarker in Bezug 

zur Fieberreaktion. In einigen Studien gelang es in der Tat, mittels Immunzytochemie die 

Bildung von COX-2 besonders in Hirnendothelzellen nachzuweisen, auch im Bereich der zur 

Fieberentstehung besonders wichtigen POA (Matsumura et al., 1998; Yamagata et al., 2001; 

Konsman et al. 2004; Knorr et al., 2010). Diese Studien wurden alle bei der Spezies Ratte 

durchgeführt, was dadurch möglich war, dass ein Antikörper gegen die COX-2 der Ratte 

verfügbar ist. Einen Antikörper gegen die COX-2 der Spezies Meerschweinchen gibt es 

jedoch nicht. Um dennoch eine mögliche Induktion der Expression von COX-2 in den 

Gehirnen PIPC-behandelter Meerschweinchen durchführen zu können, wurde die Methode 

der in situ Hybridisierung eingesetzt (siehe Abschnitt 2.2.4). Mit Hilfe dieser Methode konnte 

sowohl bei Ratte (Cao et al., 1995) als auch beim Meerschweinchen (Rummel et al. 2005a) 

die Induktion von COX-2 auf mRNA-Ebene in LPS-behandelten Tieren in Gehirnschnitten 

nachgewiesen werden. Somit stand diese Methode auch zur Verfügung, um in relevanten 
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Gehirnarealen eine Induktion der COX-2 bei Meerschweinchen auch nach Stimulation mit 

PIPC nachzuweisen.  

1.4 Toleranzerscheinungen gegenüber Pyrogenen 

Das Phänomen der Entwicklung einer Toleranz gegenüber exogenen Pyrogenen wurde 

erstmals 1947 für LPS beschrieben (Beeson, 1947), dessen Struktur damals noch nicht 

bekannt war, und das daher als „Endotoxin“ bezeichnet wurde. Prinzipiell ist unter einer 

Toleranz gegenüber fiebererzeugenden Substanzen eine vorübergehende Phase reduzierter 

Responsivität des Organismus nach einer erstmaligen Stimulation mit dem Pyrogen zu 

verstehen (Zeisberger & Roth, 1998). So führt beispielsweise die Vorbehandlung mit einer 

nicht-letalen LPS-Dosis dazu, dass eine ansonsten letale Dosis nicht mehr zum Tod von 

Versuchstieren führt (Liu et al., 2018). Mit Bezug zur Fieberreaktion bedeutet dies, dass sich 

das Fieber gegenüber wiederholten LPS-injektionen in kurzen Zeitabständen progressiv 

abschwächt (Roth et al. 1994; Rosenthal et al., 1996). Während dieses Phänomen einer 

Toleranzentwicklung für LPS sowohl in vivo als auch in vitro unter Verwendung von 

kultivierten Makrophagen reproduzierbar in zahlreichen Spezies nachgewiesen und 

beschrieben wurde (Zeisberger & Roth, 1998; Liu et al., 2018), sind andere exogene Pyrogene 

/ TLR-Agonisten diesbezüglich nur wenig untersucht. Hierbei handelt es sich um einzelne 

Studien mit Muramyl-Dipeptid (MDP, eine Studie), Fibroblasten-stimulierendes Lipopeptid-1 

(FSL-1, eine Studie) und PIPC (zwei Studien). Die hierbei beschriebenen Daten ergaben 

folgendes Bild. Gegenüber wiederholten Injektionen von MDP schwächte sich lediglich eine 

späte Phase der relativ langen Fieberreaktion ab (Soszynski et al., 1991; Roth et al., 1997b). 

Wiederholte Injektionen von PIPC führten bei Kaninchen zu keiner Toleranz bezüglich des 

Fiebers (Soszynski et al., 1991), bei Meerschweinchen kam es zu einer vorübergehenden 

Toleranz nach der dritten Injektion des Pyrogens, die nach weiteren Injektionen wieder 

verschwand (Cooper et al., 1988). Keine Abschwächung des Fiebers wurde beim Vergleich 

der Reaktion auf fünf i.a. Injektionen von FSL-1 in Abständen von jeweils drei Tagen 

beobachtet (Greis et al., 2009). Wurde FSL-1 jedoch nach demselben zeitlichen Schema i.p. 

injiziert, manifeste sich eine moderate Toleranzentwicklung bis zur dritten Injektion des 

Pyrogens, die danach offenbar wieder aufgehoben wurde (Greis et al., 2009).  

In einigen Untersuchungen zur Toleranzentwicklung gegenüber exogenen Pyrogenen wurden 

parallel zur Fieberentwicklung auch die zirkulierenden Zytokine TNF- und IL-6 gemessen. 

Hierbei ergaben sich besonders für LPS, aber in gewissem Umfang auch für MDP und FSL-1, 
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sehr gute Korrelationen zwischen der Abschwächung des Fiebers und der reduzierten Bildung 

der genannten Zytokine (Roth et al., 1994; Roth et al., 1997b; Greis et al., 2009). Für PIPC 

lagen experimentelle Studien zur Bildung von Zytokinen nach wiederholten Injektionen des 

Pyrogens noch nicht vor. Derartige Messungen sollten daher im Rahmen dieser Arbeit 

erstmals durchgeführt werden.  

Die meisten Studien zur Toleranzentwicklung gegenüber LPS, aber auch anderer exogener 

Pyrogene, stammen aus der Zeit vor der Beschreibung und Charakterisierung der TLRs und 

ihrer Signalwege. Somit wurden als erste Versuche zur Erklärung der molekularen 

Mechanismen speziell der Endotoxin-Toleranz zunächst eine Einschränkung der Stabilität der 

Zytokin-mRNA bei wiederholter Stimulation mit LPS sowie die Beteiligung eines labilen 

Transkriptions-Repressormoleküls herangezogen (Knopf et al., 1994; LeRue & McCall, 

1994). Heute sehen die Vorstellungen zur Erklärung der molekularen Mechanismen der 

Endotoxin-Toleranz gänzlich anders aus. Von einer Arbeitsgruppe wurde die Unterdrückung 

der Expression des LPS-Rezeptors TLR4 als Mechanismus zur Entstehung der Endotzoxin-

Toleranz vorgeschlagen (Nomura et al., 2000). Für diese Hypothese konnten jedoch keine 

Belege in weiteren Studien dokumentiert werden. Wie bereits in Abschnitt 1.2 ausgeführt 

führt die Aktivierung von TLR4 durch LPS über eine Reihe von extra- und besonders 

intrazellulären Adaptermolekülen letztendlich zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors 

NFB. Nach Translokation in den Zellkern sorgt NKB für die Transkription von 

inflammatorischen Zielgenen, zu denen auch TNF- und IL-6 gehören (Zeisberger & Roth, 

1998; Biswas & Lopez-Collazo, 2009). NFB besteht aus zwei Untereinheiten, die 

normalerweise bevorzugt ein Heterodimer bilden (p50/p65). Mehrere Studien zeigten, dass im 

Zustand der LPS-Toleranz zu einer Verschiebung der Zusammensetzung von NFB vom 

Heterodimer p50/p65 hin zu einer homodimeren Form p50/p50 kommt (Ziegler Heitbrook et 

al., 1994; Ziegler Heitbrook, 1995). Dieser Wechsel in der Zusammensetzung dieses 

Transkriptionsfaktors soll dazu führen, dass nach seiner Translokation in den Zellkern die 

Transkription anti-inflammatorischer Zytokine (IL10) verstärkt wird, die Expression von 

Zytokinen mit pro-inflammatorischen Zytokinen dagegen reduziert wird (Frankenberger et 

al., 1995).  

1.5 Zielsetzung und Fragestellung 

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollten die fiebererzeugenden Eigenschaften von PIPC, 

einer synthetischen doppelsträngigen RNA, untersucht werden. Besonderes Augenmerk 
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wurde hierbei auf die Abhängigkeit der fiebererzeugenden Potenz von der Art der Applikation 

gelegt. Hierzu sollten die Effekte von intra-artiellen (i.a.), intra-peritonealen (i.p.), 

intramuskulären (i.m.) und subkutanen (s.c.) Injektionen von PIPC im Bezug zur 

Fieberreaktion und den begleitend auftretenden zirkulierenden Konzentrationen der 

endogenen Pyrogene TNF- und IL-6 analysiert werden.  

Die nächste zu untersuchende Fragestellung beschäftigte sich einer möglichen 

Toleranzentwicklung gegenüber in relativ kurzen Zeitabständen wiederholten Injektionen von 

PIPC. Diese Thematik hat wegen der potentiellen therapeutischen Einsatzmöglichkeiten von 

TLR-Agonisten als Adjuvantien z.B. bei pharmakologischer Tumorbekämpfung besondere 

Bedeutung gewonnen (Wiegand, 2012). Als Endpunktparameter zur Charakterisierung einer 

möglichen Toleranzentwicklung bei wiederholter Gabe von PIPC wurden wiederum die 

Stärke der begleitend auftretenden Fieberreaktionen und die Konzentrationen von TNF- und 

IL-6 im Blutplasma herangezogen.  

Schließlich wurde die Beeinflussung von Gehirnstrukturen auf zellulärer Ebene nach 

Stimulation mit PIPC untersucht. Hierzu wurde die Aktivierung des IL-6-induzierten 

Transkriptionsfaktors STAT3 anhand seiner Translokation in Zellkerne bestimmter 

Hirnstrukturen nach Stimulation mit PIPC mittels immunzytochemischer Methoden 

analysiert. Zusätzlich erfolgte die Untersuchung der Expression von COX-2 in den Gehirnen 

PIPC-behandelten Versuchstiere. Letztgenannter Versuchsansatz wurde durch die 

Untersuchung des PIPC-induzierten Fiebers unter dem Einfluß eines nicht-selektiven COX-

Inhibitors bzw. eines spezifischen COX-2-Inhibitors supplementiert.  

Die durchgeführten Untersuchungen beinhalteten somit eine umfassende Charakterisierung 

des TLR3 Agonisten PIPC als exogenes Pyrogen.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Aqua bidest Anlage Milli-Q Biocel (Millipore, D- Eschborn) 

Brutschrank NuAire US Autoflw Modell No. Nu 4500E (NuAire, Plymouth MN., USA) 

Computer: IBM kompatible Pentiumrechner 

  Macintosh Performa 5200 (Apple Computer Inc., Cupertino CA., USA) 

Elisa – Reader DigiScan 340T (ASYS Hitech GmbH, A- Eugendorf) 

Fluoreszenzmikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, D- Hamburg) mit Quecksilber-

 Hochdrucklampe (HBO® 100W/2, Osram, D- Augsburg), digitaler schwarz-weiß 

 Kamera (Spot Insight, Diagnostic Instruments - Visitron Systems, D- Puchheim) und 

 dazu gehöriger Software (Spot Insight Software, Diagnostic Instruments, Michigan, 

 USA) 

Gefriermikrotom (Modell 1205, Jung, D- Heidelberg) 

Kryostat Typ HM 500 O (Microm GmbH, D- Walldorf) 

Lötkolben LS DIGI 60 (Conrad Electronic GmbH, D- Hirschau) 

Microflow biological safety cabinet (Bioquell UK Ltd., UK- Andover) 

Perfusionsanlage (W.G. Kerckhoff Institut, D- Bad Nauheim) 

Pipetten (1000, 500, 200, 100, 50, 20, 100-1000, 10-100, 2-10, 0,5-2 µl) (Eppendorf AG, D-

 Hamburg) 

Schüttler (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe) 

Telemetrieanlage: 

Sender (Transmitter PDT-4000 E-Mitter, Mini Mitter Company Inc., Sunriver Or., 

USA) 

Empfänger (ER-4000 Receiver, Mini-Mitter Company Inc., Sunriver OR. USA) 

Tierkäfige (Ehret Labor- und Pharmatechnik GmbH & Co. KG, D-Emmendingen) 

Tischrühr- und Heizgerät Combimag (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe) 

Ultraschallgerät Transsonic T460H (Elma, D-Singen-Hohentwiel)  

Vortexer Typ VF2 (Jahnke& Kunkel GmbH&Co KG, D- Staufen im Breisgau) 

Waagen: 
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 Mettler P1210N (Mettler Toledo, D- Gießen) 

 Sartorius universal (Sartorius AG, D- Göttingen) 

Wolfram-Glühdraht 

Zentrifuge Digifuge Gl (Heraeus GmbH, D- Hanau) 

Zentrifuge 5414S (Eppendorf AG, D- Hamburg) 

2.1.2 Gebrauchsmaterial 

Computerprogramme: 

Adobe Photoshop, Version 7.0 (Adobe Systems GmbH, D- Unterschleißheim) 

GraphPad Prism, Version 3.02 (GraphPad Software, Inc., San Diego CA, USA) 

Metamorph, Version 5.05 (Diagnostic Instruments - Visitron Systems, D- Puchheim) 

SigmaPlot 2000, Version 6.0 (Jandel Scientific, Corte Madera CA, USA) 

Windows Microsoft Word, Version 6.0 (Microsoft Corporation, D- München) 

Windows Microsoft Excel, Version 6.0 (Microsoft Corporation, D- München) 

VitalView 3.1 (Mini Mitter Company, Inc. OR, USA) 

Färbeküvetten (MAGV, D- Rabenau-Londorf) 

Inkubationskammern- Instrumentenbehälter(Eickemeyer, D- Tuttlingen) 

Laborglas (SCHOTT Duran GmbH & Co. KG, D- Mainz) 

Objektträgerracks (MAGV, D- Rabenau-Londorf) 

Objektträgermappen (MAGV, D- Rabenau-Londorf) 

Operationsbesteck (Aesculap- Werke AG, D- Tuttlingen) 

Plexiglasplatten für Immunhistochemie (W. G. Kerckhoff-Institut, D- Bad Nauheim) 

Polycarbonat Karussells mit acht Sektoren (institutseigene Herstellung) 

2.1.3 Verbrauchsmaterial 

Aluminiumfolie 

Altromin Animal-Bedding -Fibre- (Altromin GmbH, D- Lage-Lippe) 

Ascorbinsäure-Pulver, Ph. Eur. 1 (AGA Med, D- Gießen) 

Bepanthen® Augen- und Nasensalbe (Hoffmann- La Roche, D- Grenzach-Wyhlen  

50 ml Cent tube PP Zentrifurenröhrchen (Nunc A/S, DK- Roskilde) 

Cutasept® F Haut Antiseptikum (Bode Chemie, D- Hamburg) 

Deckgläschen 24 x 50 mm (Menzel GmbH, D- Braunschweig) 

Einmalkanülen Sterican® 0,45 x 12 mm, 26 G (Braun, D- Melsungen) 
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Einwegspritzen 1ml (BD Plastipak™, Becton-Dickinson, D- Heidelberg) 

Hansaplast® Sprühpflaster (Beiersdorf AG, D- Hamburg) 

Mersilene® SH1-plus 1,5 metric, chirurgische Nadel-Fadenkombination (ETHICON,  

 D– Norderstedt) 

Objektträger 76 x 26 mm (Menzel GmbH, D- Braunschweig) 

Parafilm® (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe) 

Pelletiertes Meerschweinchen Zuchtfutter Altromin 3113(Altromin GmbH, D- Lage-Lippe) 

Pipettenspitzen (Greiner BIO ONE GmbH, D- Frickenhausen) 

Polyethylenkatheter (PE– 10, Ref. 800/140/100, Fa. Portex Ltd, Kent England) 

Polytetrafluoroethenrohr PTFE (Teflon®) 

PS Röhrchen, steril 12 ml (Greiner BIO ONE GmbH, D- Frickenhausen) 

Reaktionsgefäße 1,5ml (Sarstedt AG &Co., D- Nürmbrecht) 

Vicryl®, 1,5 metric, chirurgisches Nahtmaterial (ETHICON, D– Norderstedt) 

Weck Visistat® Hautklammergerät (Teleflex Medical GmbH, D- Kerne) 

2.1.4 Reagenzien und Lösungen 

2.1.4.1 Injektionen 

Antisedan® (Atipamezolhydrochlorid, Pfizer GmbH, D-Karlsruhe) 

Diclofenac (Diclofenac Sodium, Calbiochem, EMD Biosciences, San Diego CA, USA) 

Dimethyl Sulfoxid DMSO Hybri-Max® (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

Domitor® (Medetomidinhydrochlorid, Pfizer GmbH, D-Karlsruhe) 

Ethanol absolut (RdH Laborchemikalien GmbH & Co. KG, D- Seelze) 

Heparin (Heparin-Natriumlösung Liquemin® N25000, Hoffmann-La Roche AG, D-

 Grenzach-Wyhlen) 

Recombinant Rat IFN-(BioSource International Inc., Camarillo CA, USA) 

Recombinant Rat IFN-(BioSource International Inc., Camarillo CA, USA)  

Ketavet® (Ketaminhydrochlorid, Pharmacija Upjohn, D-Erlangen) 

Metacam® (Meloxicam, Boehringer Ingelheim GmbH, S-Basel) 

Narkoren® (Bentobarbital, Boehringer Ingelheim GmbH, S-Basel) 

Nimesulide (Cayman Chemical Company, Ann Arbor MI, USA) 

Polyinosinic-polycytidylic acid, PIPC (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

Pyrogenfreie physiologische Kochsalzlösung (B. Braun Melsungen AG, D-Melsungen) 
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2.1.4.2 Zytokinanalytik 

Actinomycin D (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Lösung 

Fötales Kälberserum, hitzeinaktiviert (PAA Laboratories GmbH, D-Cölbe) 

Gentamycin (Biochom AG, D-Berlin) 

L-Glutamin (PAA Laboratories GmbH, D-Cölbe) 

IL-6 Standard (Referenz-Code 89/548, National Institute for Biological Standards and Control 

 (NIBSC), Potters Bar, Großbritannien) 

2-Mercaptoethanol (Merck KGaA, D-Darmstadt) 

2-Propanol, Isopropanol (Merck KGaA, D-Darmstadt) 

Penicillin-Streptomycin (PAA Laboratories GmbH, D-Cölbe) 

RPMI Medium 1640 mit L-Glutamin (PAA Laboratories GmbH, D-Cölbe) 

Salzsäure, HCl 2M (Merck KGaA, D-Darmstadt) 

TNF Standard (Referenz-Code 88/532, National Institute for Biological Standards and 

 Control (NIBSC), Potters Bar, Großbritannien). 

Trypsin, UV inaktiviert (PAA Laboratories GmbH, D-Cölbe) 

2.1.4.3 Immunhistochemie 

Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (MoBiTec GmbH, D- Göttingen) 

Alexa Fluor® 488 donkey anti-sheep IgG (MoBiTec GmbH, D- Göttingen) 

Anti rabbit IgG – Biotin conjugated AffiniPure Goat anti rabbit IgG (Vector Laboratories, 

 Burlingame CA, USA) 

Citifluor AF1 Einbettmedium (Citifluor Ltd, UK- Leicester) 

Cy3-gekoppeltes Streptavidin (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove PA, 

 USA) 

4',6-Diamidino-2-Phenyindol, Dilactat, DAPI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

Diaminobenzidin Tetrahydrochloride, DAB (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

Dinatriumhydrogenphosphat NA2HPO4 (Merck KGaA, D-Darmstadt) 

Entellan® (Merck KGaA, D-Darmstadt) 

Essigsäure100%, Eisessig (Merck KGaA, D-Darmstadt) 

Gelatine (Serva Feinbiochemica, D- Heidelberg) 

GFAP Antikörper – anti glial fibrilary acidic protein made in mouse (MoBiTec GmbH, D- 

 Göttingen) 

Histo-Clear™ (National Diagnostics, Atlanta GA, USA) 
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Kresylviolettacetat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

Natriumdihydrogenphosphat NaH2PO4 (Merck KGaA, D-Darmstadt) 

NeuN Antikörper – anti neuronal specific nuclear protein made in mouse (MoBiTec GmbH, 

 D-Göttingen) 

Normal horse serum NHS (PAA Laboratories GmbH, A-Linz) 

Paraformaldehyd, PFA (Merck KGaA, D-Darmstadt) 

Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

Saccharose (Merck KGaA, D-Darmstadt) 

Stat3 Antikörper - anti Stat-3; rabbit polyclonal IgG made in rabbit (Santa Cruz 

 Biotechnology, Santa Cruz-CA, USA) 

Tissue Tek® (Leica InstrumentsGmbH, D-Nussloch)  

t- Octylphenoxypolyethoxyethanol, Triton X-100 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-

Steinheim) 

Trockeneis (Balser, D-Lich) 

Tyramin Amplifizierungs Kit TSA™ Biotin System NEL 700 (NEN™ Life Science Products 

 Inc., Boston MA, USA) 

Vectastain Elite Avidin Biotin Kit (ABC Kit- Standard), (Vector Laboratories, Burlingame 

 CA, USA) 

vWF Antikörper (anti- van Willebrand Faktor made in sheep; Haemochrom Diagnostica 

 GmbH, D-Essen) 

Wasserstoffperoxyd 30% (Merck-Schuchardt OHG, D- Hohenbrunn) 

Xylol (Merck KGaA, D-Darmstadt) 

2.1.4.4 In situ Hybridisierung 

50 % deionisiertes Formamid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

5 x Denhardts Lösung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

10 % (w/v) Dextransulfat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

25 mM EDTA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

250 µg/ml Heringsperma DNA  

Hybridisierungs- Puffer, (Boehringer, D-Mannheim) 

Hypam, Fixierer (Ilford, UK- Cheshire) 

Kodak BioMax Detektionsfilm (Kodak Amersham, D- Freiburg) 

0,75 M NaCl (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

Phenisol, Entwickler (Ilford, UK- Cheshire) 
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25 mM PIPES (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

0,2 % (w/v) SDS (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

SSC, Standard Saline Citrate (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim) 

Sonden 7,5-10 x 105 cpm/ul je Oligonukleotid (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe) 

2.1.5 Verwendete Lösungen, Puffer und Antikörper 

2.1.5.1 NaCl 

Physiologische Natrium-Chlorid-Lösung (NaCl) diente bei den Perfusionen dazu, das im 

Körper vorhandene Blut möglichst vollständig zu verdrängen. 

2.1.5.2 Phosphatpuffer 

Für alle Wasch- und Inkubationsschritte des immunhistochemischen Protokolls stellte 0,1 M 

Phosphatpuffer die Grundlage dar. Der Phosphatpuffer (PB) wurde aus Stocklösungen einer 

0,2 M/l Dinatriumhydrogen-Phosphat (Na2HPO4)- und einer 0,2 M/l Natriumdihydrogen- 

Phosphat (NaH2PO4)-Lösung in Aqua bidest hergestellt. Die Stocklösungen konnten bei 

Raumtemperatur (RT) gelagert werden. Durch Mischung der beiden Stocklösungen (720 ml 

NaH2PO4 und 280 ml Na2HPO4) wurde ein 0,2 molarer PB erhalten, welcher mit der gleichen 

Menge Aqua bidest (1 l) auf eine Molarität von 0,1 M/l verdünnt wurde. Der gewünschte pH-

Wert zwischen 7,2 – 7,4 wurde mit pH Indikatorpapier kontrolliert. Der PB wurde immer 

direkt vor den entsprechenden Versuchen frisch angesetzt. 

2.1.5.3 Paraformaldehyd-Lösung  

Für die Immunhistologie ist die Belassung des Antigens in seiner natürlichen Umgebung und 

in seiner natürlichen Konformation von entscheidender Bedeutung. Um dies zu gewährleisten, 

wurde das Gewebe fixiert, um die Antigene vor der anschließenden chemischen sowie 

physikalischen Behandlung zu schützen. Die Wirkung des Fixationsmittels Paraformaldehyd 

beruht auf der Kreuzvernetzung reaktiver Gruppen in Polypeptidketten von Proteinen. Die 

PFA-Lösung wurde unmittelbar vor jedem Versuch frisch angesetzt. Um eine 4 % PFA-

Lösung zu erhalten, wurde zunächst eine entsprechende Menge Paraformaldehyd unter dem 

Abzug abgewogen und unter Rühren in PB gelöst. Nachdem die Lösung auf 60 °C erhitzt 

worden war, wurde gerührt bis sich das PFA vollständig gelöst hatte und die Lösung klar war. 

Abschließend wurde die PFA-Lösung filtriert und auf Eis auf 4 °C gekühlt. 
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Die 4 % PFA Lösung wurde für Perfusionen eingesetzt, bei denen die Gehirne nach der „free 

floating Methode“ behandelt wurden. 

Bei den Mehrfachmarkierungen kam 2 % PFA als Immersionsfixierung zum Einsatz, mit 

welcher die bereits auf Objektträgern aufgebrachten Gehirnschnitte fixiert wurden. 

2.1.5.4 Saccharose 

Die Saccharose diente zum Auswaschen der Fixationslösung sowie zur Kryoprotektion der 

Gewebeproben, bevor diese eingefroren wurden. Grundlage der 20 % Saccharoselösung war 

ebenfalls der PB. Saccharose wurde in einer entsprechenden Menge abgewogen und unter 

Rühren zum PB gegeben. Nach der vollständigen Auflösung der Saccharose wurde die 

Lösung bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. 

2.1.5.5 Polyinosinic-polycytidylic acid (PIPC) 

Die Reinsubstanz wurde in pyrogenfreier physiologischer Kochsalzlösung gelöst und in 

Aliquots von 1000µg/1000µl bei –40°C gelagert. Direkt vor den einzelnen Versuchen wurde 

die PIPC- Lösung aufgetaut.  

 

 

 

Der Buchstabe „n“ hinter der Klammer deutet an, dass es sich bei PIPC um ein Molekül von 

vergleichsweise hohem Molekulargewicht handelt. Je nach Präparation setzt sich das Molekül 

aus 1000-6000 Nukleotiden zusammen. Für alle in dieser Arbeit durchgeführten Versuche 

wurde die gleiche Charge PIPC verwendet.  
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2.1.5.6 Diclofenac 

5 mg Diclofenac wurden in 1ml Solvent (Diclofenac) gelöst 

 

 

Diclofenac wurde als unspezifischer Inhibitor der Cyclooxygenase verwendet, da sowohl die 

konstitutive Form Cox-1 als auch die induzierbare Form COX-2 in ihrer Funktion gehemmt 

wird und Diclofenac sich als potentes Antipyretikum beim Meerschweinchen bewährt hat 

(Roth et al., 2002; Rummel et al., 2005a). Der Index der Cyclooxygenase (COX)-2 

Selektivität (COX-2/COX-1 Ratio) der Prostaglandinsynthese, errechnet aus dem Verhältnis 

der IC50-Werte für die beiden Enzymvarianten, beträgt bei peritoneralen 

Meerschweinchenmakrophagen 2,2 (Engelhardt et al., 1996). Mit anderen Zellarten (bovine 

Endothelzellen aus der Aorta, bzw. murine Makrophagen) ergab sich eine COX-2/COX-1 

Ratio von 0,7 (Mitchell et al., 1993). 

2.1.5.7 Solvent (Diclofenac) 

Als Lösungsmittel für Diclofenac kam pyrogenfreie Kochsalzlösung und Ethanol in einem 

Volumenverhältnis von 20:1 zum Einsatz. 

2.1.5.8 Nimesulide 

5 mg Nimesulide (N-(4-nitro-2-phenoxyphenyl)-Methansulfonamid) wurden in 1ml Solvent 

(Nimesulide) gelöst 

 

 

 

Nimesulide wurde verwendet um die induzierbare Form der 

Cyclooxygenase, die COX-2, selektiv zu hemmen, bei möglichst 

geringer Beeinflussung der Cox-1. Der Index der COX-2 

Selektivität (COX-2/COX-1 Ratio) wird abhängig von dem 

verwendeten Assay mit Werten zwischen 0,76 und 0,0004 
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angegeben (Grossman et al., 1995; Huff et al., 1995; Famaey, 1997). Nimesulide kann daher 

zu den relativ selektiven COX-2 Inhibitoren gezählt werden. 

2.1.5.9 Solvent (Nimesulide) 

Nimesulide wurde in pyrogenfreier physiologischer Kochsalzlösung mit 10% Dimethyl 

Sulfoxid (DMSO) gelöst. Um den Lösungsprozess zu unterstützen, wurde eine 5minütige 

Behandlung im Ultraschallbad bei Raumtemperatur angeschlossen. Die Lösung wurde 

ausschließlich frisch angesetzt verwendet. 

2.1.5.10 Heparin 

Da Heparin mit Antithrombin III und Thrombin ternäre Komplexe bildet und dadurch die 

Inaktivierung des Thrombins durch das Antithrombin III um den Faktor 1000 beschleunigt, 

wurde es als Gerinnungshemmer verwendet, um die intraarteriellen Katheter über einen 

längeren Zeitraum durchgängig zu halten und eine mögliche Gerinnungsbildung zu 

verhindern. Die Katheter wurden jeden dritten Tag mit einer heparinhaltigen Lösung gespült. 

Hierzu wurde ein Volumenteil Heparin (5000 I.E./ml) mit 5 Volumenteilen NaCl verdünnt. 

Von dieser Mischung wurden 0,2 ml in den Katheter injiziert. Somit erhielten die Tiere bei 

jeder Katheterspülung eine Dosis von 167 I.E. Heparin, von der je nach verbliebener 

Katheterlänge etwa die Hälfte als Flüssigkeitssäule im Katheter verblieb. 

2.1.5.11 Interferon- 

Die Meerschweinchen erhielten eine Dosis von 1200IU Interferon- unabhängig von ihrem 

Körpergewicht. 

2.1.5.12 Interferon- 

Die Meerschweinchen erhielten eine Dosis von 10µg Interferon- unabhängig von ihrem 

Körpergewicht. 
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2.1.5.13 Primäre Antikörper 

Tabelle 1: Übersicht über die bei der Immunhistologie verwendeten Primärantikörper 

Antikörper Code Wirt Zielstruktur Hersteller 

Anti Stat3 IgG sc 482 Kaninchen 
Stat3 Monomere und 

Dimere 

Santa Cruz 

Biotechnologie,     

D- Heidelberg 

Anti von Willebrand 

IgG 

STARTW-

IG 
Schaf 

Endothelialer von 

Willebrand Faktor 

Haemochrom 

Diagnostica GmbH,       

D- Essen 

Anti NeuN IgG MAB377 Maus 
Neuronenspezifisches 

Nukleäres Protein 

MoBiTec GmbH, 

D- Göttingen 

Anti GFAP IgG D097-3 Maus 
Saures gliales 

Faserprotein 

MoBiTec GmbH, 

D- Göttingen 

2.1.5.14 Sekundäre Antikörper und Detektionssystem 

Tabelle 2: Übersicht über die bei der Immunhistologie verwendeten Sekundärantikörper und das 

Detektionssystem zur Erkennung des sekundären Stat3 Antikörpers 

Substanz Wirt Zielstruktur Hersteller 

Biotin-conjungated 

AffiniPure Goat 

Anti-Rabbit IgG 

Ziege Anti Stat3 IgG 

Vector BA-1000, 

Linaris Biologische Produkte, 

D-Wertheim- Bettingen 

Alexa Flour® 488-

Donkey Anti-sheep 

IgG (vWF) 

Esel 
Anti von Willebrand 

IgG 

MoBiTec GmbH, 

D-Göttingen 

Alexa Flour® 488-

Goat Anti-Mouse 

IgG 

Ziege 
Anti NeuN IgG 

Anti GFAP IgG 

MoBiTec GmbH, 

D-Göttingen 

Cy3-conjungated 

Streptavidin 
 Biotin 

Jackson ImmunoResearch 

West Grove-PA, USA 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Tiermodell 

2.2.1.1 Haltung und Aufzucht 

Für diese Studie wurden Meerschweinchen (Cavia aperea porcellus) verwendet, die aus der 

institutseigenen Zucht stammten. Die Tiere wurden in vier Gruppen gehalten, die aus zwei bis 

drei weiblichen, einem männlichen Tier und der jeweiligen Nachzucht bestanden.  

Die Jungtiere wurden bei einem Körpergewicht von 220-250 Gramm abgesetzt, um dann nach 

Geschlechtern getrennt und in Gruppen ähnlichen Gewichts unterteilt gehalten zu werden. Die 

Käfige der Zuchttiere hatten eine Grundfläche von 2,28m2, die der Absetzer 0,41m2. Die 

Raumtemperatur wurde auf 22 +/- 2 °C konstantgehalten, der Tag/Nacht-Zyklus wurde auf 12 

Stunden festgesetzt (Beginn der Helligkeitsperiode um 7:00). 

Die Tiere hatten zu jeder Zeit freien Zugang zu frischem Trinkwasser und zu Heu. Zusätzlich 

erhielten sie pelletiertes Meerschweinchen Zuchtfutter, ebenfalls ad libitum. Einmal 

wöchentlich wurden den Meerschweinchen mit Vitamin C versetzte Karotten zur Deckung 

ihres Vitamin C Bedarfs angeboten. 

Ab einem Körpergewicht von 380 Gramm wurden die Tiere mittels Operation auf die 

Versuche vorbereitet. Das durchschnittliche Operationsgewicht lag bei 425 Gramm. Im 

Anschluss an die Operationen wurden die Tiere einzeln in transparenten Polycarbonatkäfigen 

mit den Maßen 42 x 26,5x 15 [cm] (Länge x Breite x Höhe) im Versuchsraum gehalten.  

Nach der Operation hatten die Meerschweinchen mindestens eine Woche Zeit zur Erholung, 

bevor die Versuche begannen. In dieser Zeit wurde das für die Versuche notwendige 

Handling mindestens zweimal simuliert, um die Versuchstiere an die Versuchsbedingungen 

zu gewöhnen und die Stressreaktionen zu minimieren. Bei Versuchsbeginn betrug das 

durchschnittliche Körpergewicht 415 Gramm. Der Gesundheitszustand und die Versorgung 

der Tiere mit Futter und Wasser wurden täglich kontrolliert.  

Die Versuche wurden mit Genehmigung der lokalen Tierschutzkommission (Projektnummer 

GI 18/2 Nr. 42/2000) durchgeführt. 
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2.2.1.2 Telemetrie 

Den Versuchtieren wurden zur Messung der Körperkerntemperatur Sender (Transmitter, 

PDT-4000) operativ in die Bauchhöhle eingesetzt. Die äußere Umhüllung der Sender war von 

zylindrischer Form, 24 mm lang und 8 mm im Durchmesser. Ein Ende des Zylinders war zu 

einer Halbkugel abgerundet. Die äußere Umhüllung der Sender bestand aus einem 

transparenten Kunststoff, der mit einer Silikonschicht überzogen war, welche dem Schutz des 

Senders vor Feuchtigkeit und der Vermeidung von Fremdkörperreaktionen diente.  

Im Inneren dieser Umhüllung befand sich als eigentliche Temperaturmessvorrichtung ein 

Thermistor, der einen negativen Temperatur-Koeffizienten (NTC) besaß, also bei steigenden 

Temperaturen einen geringeren elektrischen Widerstand hatte. 

Der für die Messung benötigte elektrische Strom wurde über Induktion an einer Kupferspule 

erzeugt, die Transmitter waren damit unabhängig von Batterien. Die Übertragung der 

gemessenen Temperatur erfolgte über einen Sender, dessen ausgesandte Frequenz von der 

erfassten Temperatur abhängig war und mit steigenden / fallenden Temperaturen steigende / 

fallende Frequenzen im Bereich von 300-700 Hz sendete.  

Die von den Transmittern ausgesandten Signale wurden von Empfängerplatten (ER-4000 

Receiver) empfangen, die direkt unter den Einzelkäfigen platziert waren.  

Diese waren an einem handelsüblichen Personal Computer angeschlossen, welcher die Daten 

von der Software VitalView erfassen und speichern ließ. 

2.2.1.3 Katheter 

Um den Tieren im Rahmen des Versuchsablaufs wiederholt und weitgehend stressfrei 

Blutproben entnehmen zu können und intravasale Injektionen vornehmen zu können, wurden 

den Meerschweinchen intraarterielle Katheter implantiert. 

Zur Herstellung dieser intraarteriellen Katheter wurde ein Polyethylen Schlauch mit einem 

Außendurchmesser von 0,8 mm und einem Innendurchmesser von 0,4 mm verwendet (PE - 

10; Ref. 800/140/100). 38 mm von einem Ende wurde durch zirkuläres Erhitzen mittels einer 

Glühdrahtschlaufe eine Verformung bewirkt, die in einer ca. 1-2 mm durchmessenden Blase 

resultierte. Das 38 mm lange Katheterende wurde durch Einführen einer leicht gekrümmten 

Drahtschablone und Eintauchen in ein kochendes Wasserbad der Krümmung der 

Drahtschablone angepasst und durch anschließendes Abkühlen in einem kalten Wasserbad 

fixiert. Das andere Katheterende wurde ca. 30 bis 40 cm von der Blase entfernt abgeschnitten. 

6,5 cm von der Blase entfernt wurde der Schlauch um eine herkömmliche 1 ml Spritze 

gewickelt, ebenfalls erhitzt und abgekühlt und dadurch zu einer Spirale umgeformt. 
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2.2.1.4 Kammer 

Die subkutane Kammer (Ross et al., 2000) stellt eine Weiterentwicklung des sogenannten 

"Air-pouch" (Miller et al., 1997a; Miller et al., 1997b; Cartmell et al., 1999; Roth et al., 

2000) dar. Sie besteht aus einem Polytetrafluoroethenrohr PTFE (Teflon®) mit einer 

Wandstärke von einem Millimeter und einem Durchmesser von einem Zentimeter. Die Länge 

des zylindrischen Körpers betrug 30 mm, beide Enden wurden unter einem Winkel von 45° 

angeschrägt, so dass die Kammer in der seitlichen Projektion die Form eines 

gleichschenkligen Trapezes erhielt. Dadurch entstand ein Rohr, dessen Mantelfläche in der 

Länge zwischen 30 und 18 mm variierte. 

In der Mitte der Stelle der kürzesten Ausdehnung der Mantelfläche wurde ein Katheter durch 

ein Loch in die Kammer eingeführt und zum einen durch Einschmelzen einer Blase (s.o.) in 

der Kammer fixiert, zum anderen wurde das in der Kammer liegende freie Ende des Katheters 

durch thermisches Verformen an die Krümmung einer halbkreisförmigen Drahtschablone mit 

einem Radius von 2mm angeglichen. Dieser Bogen verhindert ein Anliegen des 

Katheterendes an die Wand der Kammer oder die subkutanen Gewebsschichten und einen 

damit verbundenen Verschluss des Katheters. 

PTFE wurde aufgrund seiner chemisch-physikalischen Eigenschaften gewählt. Zum einen ist 

es aufgrund der besonders starken Bindung zwischen dem Kohlenstoff und den Fluoratomen 

sehr reaktionsträge und beständig gegen Säuren und Basen, zum anderen besitzt es eine 

äußerst geringe Oberflächenspannung und einen sehr geringen Reibungskoeffizienten. 

Zusätzlich zu den abgeschrägten Enden der Kammer trug dies zu einer Verringerung der 

mechanischen Belastung und zur Vermeidung von Abstoßungsreaktionen bei. 

2.2.1.5 Narkose  

Domitor® (Medetomidin) ist ein prae- und postsynaptisch wirkender -Adrenozeptor Agonist 

mit einer hohen 2-Selektivität und erzeugt eine dosisabhängige Sedation bis hin zur 

Analgesie. Medetomidin wurde den Tieren in einer Dosis von 0,25 mg/kg Körpergewicht 

intramuskulär in die Muskulatur des Oberschenkels injiziert. 

Ketavet® (Ketaminhydrochlorid) wirkt beim Meerschweinchen analgetisch und hypnotisch. 

Ketaminhydrochlorid wurde den Tieren in einer Dosierung von 100 mg/kg Körpergewicht 

intraperitoneal injiziert, nachdem die durch Medetomedin bewirkte Sedation eingetreten war, 

um eine vollständige Aufhebung des Schmerzempfindens und Bewusstseins hervorzurufen. 
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Antisedan® (Atipamezolhydrochlorid) antagonisiert die Wirkung von Medetomidin und 

wurde den Tieren nach Beendigung der Operation in einer Dosierung von 1,25 mg/kg 

Körpergewicht zur Verkürzung der postoperativen Nachschlafphase intramuskulär in die 

Muskulatur des Oberschenkels injiziert. 

Metacam® (Meloxicam) wurde den Tieren in einer Dosierung von 250 µg/kg Körpergewicht 

subkutan vor Beginn der Operation injiziert, um zu vermeiden, dass sensible Afferenzen 

durch Metaboliten der Arachidonsäure (insbesondere Prostaglandin E2) in einen Zustand der 

Hyperalgesie versetzt wuden. 

Narkoren® (Pentobarbital) wurde zur für die Perfusionen notwendigen Euthanasien der Tiere 

aufgrund seiner atem- und kreislaufdepressiven Eigenschaften eingesetzt. Den Tieren wurden 

200 mg/kg Körpergewicht intraperitoneal injiziert. 

2.2.1.6 Operationen 

2.2.1.6.1 Implantation des intraarteriellen Katheters 

Für die Versuche wurden männliche Tiere mit einem Körpergewicht von 380 bis 500 Gramm 

verwendet. Die Tiere wurden mit Domitor® und Ketavet® narkotisiert, die Narkosetiefe durch 

Kontrolle der Sensibilität der Haut überprüft und die Augen durch Augensalbe vor 

Austrocknung geschützt. 

Der zu implantierende Katheter wurde mit 70%iger Alkohollösung desinfiziert, heparinisiert 

und mit Kochsalzlösung gefüllt. 

Zur Implantation des intraarteriellen Katheters wurde eine Sektion der Arteria carotis 

vorgenommen. Hierzu wurden zunächst das an der ventralen Seite des Halses gelegene 

Operationsfeld und die zwischen den Schulterblättern gelegene Austrittstelle des Katheters 

geschoren und mit Enthaarungscreme enthaart. Nach Reinigung und Desinfektion mit einem 

alkoholischen Desinfektionsmittel wurde das Tier in Rückenlage gelegt. 

Die Haut des Halses wurde entlang der Medianen auf einer Länge von 2cm in der Mitte 

zwischen den Unterkieferwinkeln und dem Sternum inzisiert und von dem darunter gelegenen 

Hautmuskel stumpf abpräpariert. Dieser wurde ebenfalls entlang der Medianen durchtrennt. 

Nach Darstellung der Arteria carotis wurde diese mit der Spitze einer gebogenen Pinzette 

unterminiert und freigelegt. Durch Entspannen der Pinzettenwangen wurde die Durchblutung 

des Gefäßes unterbrochen und der zwischen den Wangen der Pinzette gelegene Abschnitt der 

Arterie aus der Tiefe an die Oberfläche des Operationsfeldes gehoben. Das Gefäß wurde nun 

mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial nach cranial ligiert. Die Arterie wurde transversal 
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eingeschnitten und die entstandene Öffnung mit einer Mikro-Präparierpinzette gespreizt, um 

die gebogene Spitze des Katheters in das Lumen der Ader einzuführen. Der Katheter wurde 

nun bis über die oben beschriebene Blase in die Arterie vorgeschoben. Nach Überprüfung der 

richtigen Lage des Katheters durch Aspiration wurde dieser durch Erhitzen verschlossen und 

rostral und caudal der Blase wurden Ligaturen um das Gefäß und den Katheter gesetzt um 

den Sitz des Katheters zu fixieren.  

Die Hautmuskulatur wurde mit resorbierbarem Nahtmaterial vernäht und der Katheter durch 

einen stumpf präparierten subkutanen Gang bis unter die Haut zwischen den Schulterblättern 

und durch einen Hautschnitt nach außen geführt. Mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial 

wurde der Hautschnitt vernäht und der Katheter an der Naht fixiert. Das freie Ende des 

Katheters (Spirale) wurde mit einem Pflaster umklebt und kompakt verpackt, um zu 

verhindern, dass das Tier es mit Krallen oder Zähnen erreichen und beeinflussen konnte. 

Der Hautschnitt am Hals wurde ebenfalls mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial ligiert. 

2.2.1.6.2 Implantation der subkutanen Kammer 

Zur Implantation der subkutanen Kammer wurde das Tier auf der rechten Seite gelagert. Das 

im Bereich der Scapula gelegene Operationsfeld wurde geschoren und mit Enthaarungscreme 

enthaart. Nach Reinigung und Desinfektion wurde etwa 2 cm unterhalb der Wirbelsäule 

beginnend ein Hautschnitt gesetzt und 2 cm nach distal verlängert. Anschließend wurde mit 

einem konisch zulaufenden Plexiglasstab der Bereich für den späteren Sitz der Kammer 

präformiert. Die erzeugte Höhlung hatte denselben Durchmesser und die gleichen Ausmaße 

wie die subkutane Kammer, welche dort anschließend platziert wurde. Für den Katheter 

wurde linksseitig zur Regio cervicalis dorsalis ein subkutaner Gang stumpf präpariert und 

dieser anschließend über einen Hautschnitt nach außen geführt. Die Austrittstelle des 

Katheters der subkutanen Kammer lag etwa 1 cm caudal der Austrittsstelle des arteiellen 

Verweilkatheters, wenn dieser gleichzeitig implantiert wurde. Der Hautschnitt für die 

Kammer wurde mit einem Haut-Klammergerät verschlossen, zusätzlich erfolgte eine 

Abdeckung des Operationsbereiches mit Sprühpflaster. Der Hautschnitt für die Austrittsstelle 

des Katheters wurde mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial durch ein Einzelheft verschlossen 

und der Katheter mit demselben Faden an seiner Austrittsstelle fixiert. 

Das freie Ende des Katheters (Spirale) wurde mit einem Pflaster umklebt und kompakt 

verpackt, um zu verhindern, dass das Tier es mit Krallen oder Zähnen erreichen und 

beeinflussen konnte. Die Klammern wurden nach 10 Tagen mit einem Klammerentferner 

entfernt. 
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2.2.1.6.3 Implantation des Senders 

Zum Abschluss wurde den Tieren ein telemetrischer Sender (Transmitter, PDT-4000) zur 

Temperaturerfassung in die Bauchhöhle implantiert. Hierzu wurde die Bauchhaut von caudal 

des Nabels bis zum Rippenbogen geschoren und mit Enthaarungscreme enthaart. Nach 

Reinigung und Desinfektion des Operationsfeldes wurde die Bauchhaut cranial des Nabels 

auf einer Länge von ein bis zwei Zentimetern inzisiert und im Bereich des Hautschnittes von 

der Bauchmuskulatur stumpf freipräpariert. Durch einen ein Zentimeter langen Einschnitt 

entlang der Linea alba wurde der Sender in die Bauchhöhle eingebracht. Die 

Bauchmuskulatur wurde anschließend mit resorbierbarem Nahtmaterial mit sultanschen 

Diagonalheften verschlossen, der Hautschnitt wurde geklammert. Zusätzlich wurde die 

Wunde mit Sprühverband zum Schutz vor Verschmutzung abgedeckt. Die Entfernung der 

Klammern fand nach 7 Tagen statt. 

2.2.1.7 Durchführung der in vivo Versuche 

Es wurden subkutane, intramuskuläre, intraperitoneale und intraarterielle Injektionen 

vorgenommen. Die subkutanen und intraarteriellen Injektionen wurden über den jeweiligen 

Katheter vorgenommen. Intraperitoneal wurde paramedian cranial des Nabels das jeweilige 

Volumen injiziert. Intramuskuläre Injektionen wurden in die caudale 

Oberschenkelmuskulatur gesetzt. Volumina die 0,5 ml überstiegen wurden auf beide 

Oberschenkel verteilt. 

Die Injektionen in die subkutane Kammer und über den intraarteriellen Katheter fanden statt, 

während das Tier in einem nach oben offenen Glaszylinder mit einem Durchmesser von 

25 cm und einer Höhe von 20 cm saß, um eine möglichst stressfreie Versuchsdurchführung 

durch Beschränkung des Handlings auf ein Mindestmaß zu gewährleisten. Das Tier konnte so 

ohne direkte Manipulation in seiner Bewegung eingeschränkt werden, während gleichzeitig 

der Zugang zum Katheter von oben möglich war. 

Vor jeder Injektion wurde das aktuelle Körpergewicht mit einer Präzisionswaage bestimmt, 

um das zu injizierende Volumen dem Körpergewicht anzupassen.  

Bei der subkutanen Kammer wurde nach Abschneiden des verschweißten Katheterendes eine 

Aspirationsspritze aufgesetzt, um gegebenenfalls vorhandene seröse Flüssigkeit aus der 

Kammer abzuziehen. Nach Injektion des jeweiligen Volumens wurde die im Katheter 

verbliebene Flüssigkeit mit 0,2 ml Luft in die Kammer gespült. Nach Verschweißen des 

Katheterendes war der Injektionsvorgang abgeschlossen. Das Tier wurde zur telemetrischen 

Erfassung des Temperaturverlaufs zurück in seinen Käfig gesetzt. 
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Für die intraarteriellen Injektionen bedurfte es neben dem zu injzierendem Volumen 

außerdem einer Spülspritze mit Kochsalzlösung und eine weitere Spritze mit 1:6 verdünnter 

Heparinlösung. 

Die im Katheter stehende Flüssigkeitssäule wurde nach Eröffnung des Katheterendes durch 

den Blutdruck langsam verdrängt. Es folgte die eigentliche Injektion, bei der das im Katheter 

verbliebene Volumen der injizierten Flüssigkeit durch 0,3 ml NaCl mit in das Kreislaufsystem 

des Tieres gespült wurde. 

Abschließend wurde der Katheter mit 0,2 ml der verdünnten Heparin Lösung gespült und 

verschweißt.  

Insgesamt wurden folgende Injektionen durchgefürt: 

 

1. Subkutane Injektionen:   a.  Hohe Dosis PIPC (1000µg/kg KG) 

     b.  Niedrige Dosis PIPC (500µg/kg KG) 

     c.  Kontrollen mit gleichen Volumina NaCl 

 

2. Intramuskuläre Injektionen: a.  Hohe Dosis PIPC (1000µg/kg KG) 

     b.  Niedrige Dosis PIPC (500µg/kg KG) 

     c.  Kontrollen mit gleichen Volumina NaCl 

 

3. Intraperitoneale Injektionen: a.  Hohe Dosis PIPC (1000µg/kg KG) 

     b.  Niedrige Dosis PIPC (500µg/kg KG) 

c. Kontrollen mit gleichen Volumina NaCl 

 

4. Intraarterielle Injektionen: a.  PIPC (500µg/kg KG) 

     b.  Kontrolle mit gleichem Volumina NaCl 

c. PIPC mit Diclofenac (5mg/kg KG) 

d. PIPC mit Solvent (Diclofenac) 

e. NaCl mit Diclofenac 

f. NaCl mit Solvent (Diclofenac) 

g. PIPC mit Nimesulide (5mg/kg KG) 

h. PIPC mit Solvent (Nimesulide) 

i. NaCl mit Nimesulide 

j. NaCl mit Solvent (Nimesulide) 

k. IFN- (1200 I.U./Tier) 
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l. IFN- (10 µg/Tier) 

m. PIPC Toleranz (5 Injektionen PIPC i.a. im Abstand 

von jeweils 3 Tagen) 

 

Die Kontrollversuche wurden so angesetzt, dass der jeweilige Wirkstoff, dessen Wirkung 

kontrolliert wurde, herausgelassen wurde und nur sein Lösungsmittel in gleichem Volumen 

zum Einsatz kam. 

Die Toleranzversuche fanden im Abstand von jeweils 3 Tagen an 5 aufeinander folgenden 

Terminen statt. 

Bei allen intraarteriellen Injektionen wurde am Tag vor der eigentlichen Injektion der 

Katheter gespült. Dazu wurde analog zu den eigentlichen Injektionen zunächst die im 

Katheter verbliebene Heparinlösung abgelassen, mit NaCl gespült und der Katheter mit der 

1:6 verdünnten Heparinlösung gegen Gerinnselbildung geschützt. 

2.2.1.8 Blutproben 

Blutproben für die Zytokinanalytik (Kap 2.2.2) wurden aus dem intraarteriellen Katheter 

entnommen. Dies geschah in ähnlicher Weise wie die Injektionen (Kap 2.2.1.7). Die 

Versuchstiere befanden sich hierzu in den Glaszylindern und es wurde Blut aus dem Katheter 

entnommen, nachdem es die im Katheter stehende Flüssigkeitssäule verdrängt hatte. Mit einer 

herkömmlichen 1 ml Spritze wurden 0,7 ml Blut abgesogen. Die Spritze wurde vor der 

Blutentnahme mit 0,01 ml Heparin gefüllt, um die Gerinnung des Blutes zu verhindern. Nach 

der Blutentnahme wurde der Katheter wie nach Injektionen versorgt und verschlossen.  

Zur Gewinnung von Blutplasma folgte eine 5-minütige Zentrifugation in einem 1,5ml 

Reaktionsgefäß bei 5000 Umdrehungen pro Minute (Zentrifuge 5414S Eppendorf). Die 

Überstände wurden abpipettiert und wiederum in 1,5ml Reaktionsgefäßen bei -40°C bis zur 

weiteren Analytik gelagert. 

Blutproben wurden je nach Stimulationsart zu verschiedenen Zeitpunkten genommen. Bei den 

intraarteriellen Injektionen kamen die Zeitpunkte –60min, +60min, +120min und +240min 

zum Einsatz. Zeitpunkt Null war immer der Zeitpunkt der Injektion. Bei den intramuskulären 

und intraperitonealen Injektionen war +120min der Zeitpunkt der Blutprobennahme. 

Bei den Perfusionen und Präparationen wurde den Tieren direkt nach der Euthanasie aus dem 

Herz eine Blutprobe entnommen, um die Stimulation der Tiere über die Zytokinwerte 

abzusichern. 
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2.2.1.9 Perfusionen 

Zur Euthanasie wurde Narkoren® (Pentobarbital) in einer Überdosis (1ml/kg KG) 

intraperitoneal injiziert. Bei Aussetzen der Atmung folgt die transkardiale Perfusion. 

Hierzu wurden die Tiere in Rückenlage mit Klebeband an einem Gitterrost fixiert, der über 

einer Perfusionswanne lag. Nach Eröffnung der Bauchhöhle, des Thorax und des Perikards 

wurde physiologische Kochsalzlösung unter einem Druck von 120-140mm Hg (~16000-

18600 Pa) in die linke Herzkammer geleitet, während gleichzeitig das rechte Herzohr 

aufgeschnitten wurde. Pro Meerschweinchen wurden etwa 400-500 ml NaCl benötigt, bis das 

Blut vollständig gegen Kochsalzlösung ausgetauscht war. 

Wenn die Schnitte für Mehrfachmarkierungen (Kap. 2.2.3.4) benutzt werden sollten, wurden 

hiernach die Gehirne präpariert (Kap. 2.2.1.10). Zum Anfertigen von Präparaten, die 

immunenzymatisch gefärbt werden sollten (Kap.2.2.3.3), wurden die Tiere zusätzlich mit 

ebenfalls 400-500 ml 4% Paraformaldehyd Lösung (PFA) perfundiert, um das Gewebe zu 

fixieren. 

2.2.1.10 Präparationen 

Die Präparation der Gehirne für die beiden verschiedenen Immunhistochemieverfahren lief 

grundsätzlich gleich ab. Nach Dekapitation wurde die Haut in rostraler Richtung vom Schädel 

abpräpariert. Der Beginn des Rückenmarks wurde durch Präparation mit einer Lüer-Zange 

freigelegt. Nach Aufbrechen des Os occipitale und der Pars petrosa der Ossa temporale 

konnten die Ossa parietale nach oben geklappt werden. Das Kleinhirn und caudale Anteile 

des Großhirns wurden auf diese Weise freigelegt. Nach Entfernung der Hirnhaut wurde der 

gesamte Schädel mit der Oberseite nach unten gehalten, um die caudalen Gehirnnerven und 

den Hypophysenstiel zu durchtrennen. Die Sehnerven wurden unter Schonung des optischen 

Chiasmas durchschnitten, der Bulbus olfaktorius wurde mit einem Spatel durchtrennt. Jetzt 

konnte das Gehirn entnommen und zwischen Großhirn und Kleinhirn durchtrennt werden. 

Die perfusionsfixierten Gehirne für die „free-floating“ Methode wurden zur weiteren Fixation 

für 2 Stunden in 4% PFA gelegt, hiernach folgte eine Lagerung für mindestens 12 Stunden bei 

4°C in 20% Saccharose. 

Die Gehirne, die für in situ Hybridisierungen (Kap. 2.2.4) und immunhistochemische 

Mehrfach-markierungen verwendet werden sollten, wurden nach der Präparation in 

pulverisiertem Trockeneis schockgefroren, in Parafilm und Aluminiumfolie verpackt und bei 

–80°C gelagert. 
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2.2.2  Zytokinanalytik 

2.2.2.1 Tumor Nekrose Faktor  (TNF-) 

Die TNF- Spiegel im Plasma der Versuchstiere wurden mit einem Bioassay gemessen, der 

sich die zytotoxische Eigenschaft von TNF- auf bestimmte Zelllinien zunutze macht. 

Hierbei werden die Zellen mit Verdünnungen der Plasmaproben inkubiert und die 

Überlebensrate der Zellen nach Ablauf einer bestimmten Zeit bestimmt. Im Vergleich zu einer 

Verdünnungsreihe einer TNF- Standardlösung kann dann der Gehalt an diesem Zytokin in 

der zu untersuchenden biologischen Probe (Plasma) errechnet werden. Das Überleben der 

Zellen wird anhand der Fähigkeit vitaler Zellen, einen Farbstoff enzymatisch umzusetzen, 

photometrisch bestimmt. 

In dem hier verwendeten TNF- Bioassay wurden Zellen der murinen Fibrosarkomzelllinie 

WEHI 164 (Walter and Elizabeth Hall Institute) Subklon 13 verwendet. Die Zelllinie WEHI 

164 wurde aus einem Fibrosarkom gewonnen, das durch Injektionen des Karzinogens 3-

Methylcholanthren in BALB/c Mäuse hervorgerufen wurde (Rollinghoff & Warner, 1973). 

Der Subklon 13 zeigt eine besonders hohe Sensitivität gegenüber TNF, die die der 

ursprünglichen Zelllinie um den Faktor 1000 übertrifft (Espevik & Nissen-Meyer, 1986). 

Mit dieser Zelllinie erreicht dieser Bioassay eine Nachweisgrenze für TNF von 6pg/ml. 

Außerdem zeigt sich dieser Assay relativ tolerant gegenüber der Probenqualität. So konnte 

weder ein bis zu elfmaliges Auftauen und wieder Einfrieren noch in der Probe enthaltene 

weitere Zytokine (humanes oder murines rekombinantes IL-1 ( und , hrIL-2 und hrIL-6 in 

Konzentrationen von 0,02pg/ml bis 1.0µg/ml oder murines IFN- in einer Konzentration von 

100pg/ml bis 10ng/ml) einen Einfluss auf die gemessene TNF Aktivität ausüben (Eskandari et 

al., 1990). 

Aus diesen Gründen wird der TNF Bioassay mit der Zelllinie WEHI 164 Subklon 13 als ein 

Nachweisverfahren mit einem hohen Grad an Reproduzierbarkeit, Sensitivität und Spezifität 

angesehen (Eskandari et al., 1990). Jedoch muss angemerkt werden, dass die gemessene 

Aktivität nicht nur den TNF- Gehalt widerspiegelt, sondern weitere Zytokine der TNF 

Superfamilie ähnliche Wirkungen auf die WEHI Zellen entfalten und daher deren Aktivität 

zusammen mit der Aktivität des TNF- erfasst wird. Daher spricht man auch von einer „TNF-

ähnlichen Aktivität“. Diese wird im Folgenden vereinfachend als TNF Aktivität bezeichnet. 
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Die Kultur der Fibroblasten wurde in Rothwell Park Memorial Institute Medium (RPMI-

Medium) durchgeführt. Dieses war mit einem Zusatz von 10% fötalem hitzeinaktiviertem 

Kälberserum (FCS), 1% Glutamin und 1% Penicillin-Streptomycin [50000 I:E:/ml] versetzt. 

Das Wachstum fand in Kulturflaschen in einem Brutschrank bei 37°C, einem CO2 

Partialdruck von 5% und einer relativen Luftfeuchte von 95% statt. 

Nach drei bis vier Tagen waren etwa 80% der Fibroblasten spindelförmig am Boden der 

Zellkulturflasche festgewachsen. Das Medium wurde durch Dekantieren entfernt und durch 

kalzium- und magnesiumfreie phosphat-gepufferte Kochsalzlösung ersetzt. Diese diente dazu 

vorhandene Kalziumionen auszuwaschen, die das nachfolgende Ablösen der Fibroblasten 

vom Untergrund durch Trypsin verhindern würden. Hierzu wurde die Spüllösung wiederum 

durch Dekantieren entfernt und die Zellen mit 3ml Trypsinlösung versetzt. Nach einer drei- 

bis fünfminütigen Inkubation konnten die nun vom Untergrund abgelösten Fibroblasten mit 

20 ml Kulturmedium ausgewaschen werden. Von dieser Lösung wurde ein Volumen von 1,5 

ml mit 20 ml Kulturmedium in Kulturflaschen überführt und wiederum für drei bis vier Tage 

inkubiert. 

Die bei diesem Passagierschritt übrige zellhaltige Suspension wurde für die eigentlichen 

Assays benutzt. Hierzu wurden die Zellen bei 2300 U/min 10 Minuten zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Die Zellen wurden mit RPMI-Medium ohne Antibiotika resuspendiert 

und erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Nach Abschluss dieses 

Waschschrittes wurde die Zelldichte der vitalen Zellen mit einer Zählkammer 

(Hämatozytometer nach Thoma) bestimmt und durch Verdünnung mit Assaymedium auf eine 

Zelldichte von 500 Zellen/µl verdünnt. Dieser Suspension wurde Actinomycin D hinzugefügt 

(4µg/ml Zellsuspension), um das weitere Zellwachstum zu stoppen.  

Von den Plasmaproben, die zur Vermeidung des unspezifischen Plasmaeffektes 1:20 

vorverdünnt wurden, wurden mit Assaymedium Verdünnungsreihen im Doppelansatz auf 

sterilen Mikrotiterplatten hergestellt. Hierzu wurden in die ersten beiden Vertiefungen einer 

Reihe der Mikrotiterplatten mit 200µl der jeweiligen vorverdünnten Plasmaprobe befüllt. Die 

restlichen Zellen der Mikrotiterplatte einer Reihe wurden mit 100 µl Assaymedium versehen. 

Von den zu untersuchenden Proben wurden jeweils 100 µl entnommen und mit dem 

Assaymedium der übernächsten Vertiefung dieser Reihe vermischt und so eine Verdünnung 

von 1:40 hergestellt. Hiervon wurden wieder 100 µl mit dem Assaymedium der übernächsten 

Vertiefung gemischt. Am Ende einer Reihe wurden aus den letzten beiden Vertiefungen 

100µl verworfen, so dass jeder Brunnen das gleiche Füllungsvolumen enthielt. 
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Da Mikrotiterplatten mit 8 Reihen mit 12 Vertiefungen benutzt wurden, konnten die Proben 

im Doppelansatz 5-mal verdünnt werden. Hieraus ergibt sich folgende Verdünnungsreihe: 

1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640. Für Proben mit einem hohen TNF-Gehalt, bei denen 

diese Verdünnungen nicht ausreichten um in den messbaren Bereich zu gelangen, wurden die 

Proben vor Beginn der Wiederholung des Assays stärker vorverdünnt. 

Die oberste Reihe jeder Mikrotiterplatte diente der Erstellung einer Eichkurve. Die erste 

Vertiefung wurde nicht beschickt, in die zweite wurden 200µl einer Lösung mit 

rekombinantem murinem TNF- [1000pg/ml] pipettiert. Die folgenden Vertiefungen dieser 

Reihe waren mit 100 µl Assaymedium gefüllt. Analog zum oben beschriebenen Doppelansatz 

einer Verdünnungsreihe wurde zur Erstellung der Eichkurve ein Einfachansatz durchgeführt, 

d.h. die TNF- Standardlösung wurde kontinuierlich in den nachfolgenden Vertiefungen 

verdünnt, wobei als Abschluss der Reihe reines Assaymedium diente. Die entstandene 

Verdünnungsreihe enthielt folgende TNF- Konzentrationen: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 

31,25; 15,625; 7,8125; 3,90625; 1,953125 und 0 (jeweils in pg/ml). Zur Ermittlung von TNF 

Konzentrationen, die außerhalb des hiermit ermittelbaren Bereichs lagen, konnte die 

Anfangskonzentration der TNF-Standard-Lösung ebenso wie die Vorverdünnung variiert 

werden. 

Die so mit den Proben bzw. TNF- Standardlösung beschickten Mikrotiterplatten wurden 

anschließen mit jeweils 100µl der Zellsuspension (entsprechen 50000 Fibroblasten je Zelle 

der Mikrotiterplatte) versetzt. 

Nach einer Inkubation von 24h wurden in jede Vertiefung 25µl des gelben Farbstoffs 3-[4,5-

Dimethylthiazol-2yl]2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid (MTT) pipettiert. Es folgte eine 

weitere Inkubation von vier Stunden. 

In diesem Zeitraum wird das gelbe MTT in den Mitochondrien vitaler Zellen durch das 

Enzym Succinyl-Dehydrogenase zu blauen MTT-Formazankristallen reduziert. 

Aus den Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurden 125µl des zellfreien Überstands 

abpipettiert und die Zellen mit einer Isopropanol/Salzsäure Lösung (2% 2N HCl in 

Isopropanol) versetzt, um die Membranen der Zellen und Organellen aufzulösen und die 

Formazankristalle in Lösung zu bringen. Dieser Vorgang war nach 12h abgeschlossen und 

sollte aufgrund der Lichtempfindlichkeit des MTT-Formazons lichtgeschützt stattfinden. 

Bei einer Wellenlänge von 570nm wurde die optische Dichte jeder einzelnen Probe 

photometrisch mittels eines ELISA- Readers (Digiscan) bestimmt.  
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2.2.2.2 Interleukin-6 

Das Prinzip des IL-6 Bioassays beruht auf dem IL-6 abhängigen Wachstum der Zelllinie B9, 

eines Subklons der murinen B-Zell Hybridoma Zelllinie B13.29. Diese entstand aus der 

Fusion von Milzzellen mit Plasmazytomzellen, die durch die Injektion von Pristane 

(2,6,10,14–Tetramethylpentacane) in die Bauchhöhle von Balb/c Mäusen hervorgerufen 

wurden (Lansdorp et al., 1986). 

Der Subklon B9 weist eine besonders hohe Sensitivität gegenüber IL-6 auf (Aarden et al. 

1987). Der Nachweis der Proliferation der Hybridoma Zellen erfolgte ebenso wie bei dem 

TNF Bioassay (2.2.2.1) durch Analyse der enzymatischen Umsetzung des Farbstoffs MTT (3-

[4,5-Dimethylthiazol-2yl]2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid) im Vergleich zu Zellen, die mit 

verschieden konzentrierten IL-6 Standardlösungen inkubiert wurden. 

Die Kultur der Zellen fand in Zellkulturflaschen bei einer Temperatur von 37°C, 95% 

relativer Luftfeuchtigkeit und einem CO2 Gehalt von 5% in Rothwell Park Memorial Institute 

Medium (RPMI) mit einem Zusatz von 8 % fötalem, hitzeinaktiviertem Kälberserum,         

1% L-Glutaminsäure (Konzentration 1 mmol/ml), 0,13% Gentamycin sowie 0,25% 

Mercaptoethanol statt. Aufgrund der erwähnten IL-6-Abhängigkeit der Zelllinie wurde der 

Kultur zum Wachstum IL-6 in einer Konzentration von 5 IU/ml des fertigen 

Wachstumsmediums zugesetzt. 

Nach 3 Tagen wurden die Zellen in neues Medium passagiert. Hierbei wurde 1 ml der 

vorangegangenen Kultur in 9 ml überführt. 

Die für den Assay benötigten Zellen wurden der fortlaufenden Kultur entnommen und durch 

Zentrifugation bei 2300 U/min für 10 min vom Medium getrennt, welches durch Dekantieren 

entfernt wurde. Nach Resuspension der Zellen in 9 ml IL-6-freien Medium wurde dieser 

Vorgang zweimal wiederholt. 

Im Anschluss an die dritte Resuspension wurde mit einer Zählkammer (Hämatozytometer 

nach Thoma) die Zelldichte bestimmt und die Suspension auf einen Gehalt von 50000 

Zellen/ml mit Assaymedium (Wachstumsmedium ohne Zusatz von IL-6) verdünnt. 

Von den Plasmaproben wurden mit Assaymedium Verdünnungsreihen im Doppelansatz auf 

sterilen Mikrotiterplatten hergestellt. Die Proben mussten zur Vermeidung des unspezifischen 

Plasmaeffektes 1:20 vorverdünnt werden. Da die IL-6-Spiegel bei inflammatorisch 

stimulierten Tieren stark ansteigen, waren bei Proben von stimulierten Tieren stärkere 

Verdünnungen nötig (1:100 bzw. 1:1000). 
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In den Mikrotiterplatten wurden jeweils die ersten beiden Vertiefungen einer Reihe mit 200 µl 

der jeweiligen vorverdünnten Plasmaproben befüllt. Die restlichen Vertiefungen der 

Mikrotiterplatte einer Reihe wurden mit 100 µl Assaymedium versehen. 

Von den zu untersuchenden Proben wurden jeweils 100 µl entnommen und mit dem 

Assaymedium der jeweiligen übernächsten Vertiefung dieser Reihe vermischt. Hiervon 

wurden wieder 100µl mit dem Assaymedium der übernächsten Vertiefung gemischt. Am 

Ende einer Reihe wurden aus den letzten beiden Vertiefungen 100 µl verworfen, so dass jede 

Vertiefung das gleiche Füllungsvolumen enthielt. 

Da Mikrotiterplatten mit 8 Reihen mit jeweils 12 Vertiefungen benutzt wurden, könnten die 

Proben im Doppelansatz 5-mal verdünnt werden. Abhängig von der Vorverdünnung wurden 

so in der letzten Vertiefung einer Reihe Verdünnungen von 1:640, 1:3200 und 1:32000 

erreicht. 

Die oberste Reihe jeder Mikrotiterplatte diente der Erstellung einer Eichkurve. Die erste 

Vertiefung wurde frei gelassen, in die zweite wurden 200 µl humanes rekombinantes IL-6 mit 

einer Konzentration von 50 IU/ml pipettiert. Die folgenden Vertiefungen dieser Reihe waren 

mit 100 µl Assaymedium gefüllt. Analog zum oben beschriebenen Doppelansatz einer 

Verdünnungsreihe wurde zur Erstellung der Eichkurve ein Einfachansatz durchgeführt, d.h. 

die IL-6 Standardlösung wurde kontinuierlich in den nachfolgenden Vertiefungen verdünnt, 

wobei als Abschluss der Reihe reines Assaymedium diente. Die entstandene 

Verdünnungsreihe enthielt folgende IL-6 Konzentrationen: 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625; 

0,78125; 0,390625; 0,1953125; 0,09765625 und 0 (jeweils in IU/ml). 

Die so mit den Proben bzw. IL-6 Standardlösung beschickten Mikrotiterplatten wurden 

anschließen mit jeweils 100µl der Zellsuspension (entsprechen 5000 B9-Zellen) versetzt und 

72 Stunden bei den oben beschriebenen Bedingungen inkubiert. 

Nach Ablauf der Inkubation wurden in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte 25 µl MTT 

(5mg/ml) gefüllt und für weitere 4 Stunden in den Brutschrank gestellt. 

Das weitere Vorgehen entsprach der bereits im Rahmen des TNF- Assays beschriebenen 

Vorgehensweise, mit dem Unterschied, dass eine hohe IL-6 Konzentration zu einem 

vermehrten Wachstum der Zellen führte und deshalb ein verstärkter Substratumsatz stattfand. 

2.2.3 Immunhistochemie 

Zur Detektion von Zielstrukturen wird bei der Immunhistochemie die spezifische Bindung 

von mono- oder polyklonalen Antikörpern mit antigenen Determinanten (Epitope) dieser 
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Zielstrukturen ausgenutzt. Um die Antigen-Antikörper Komplexe nachweisbar und damit für 

die Mikroskopie auswertbar zu machen, werden verschiedene Markersubstanzen verwendet, 

die mit der Koppelung von färbenden Substanzen an diese Antigen-Antikörper Komplexe 

einhergehen.  

In dieser Arbeit kam zum einen ein Verfahren zum Einsatz, bei dem Meerrettichperoxidase, 

die an einen Avidin-Biotin Komplex gekoppelt ist, (Hsu et al., 1981) zum enzymatischen 

Umsatz des Farbstoffes Diaminobenzidin und dessen Bindung an die Zielstruktur dient. Als 

zweites Verfahren wurde Immunfluoreszenz angewendet, bei der die Anregung von 

Fluoreszenzfarbstoffen, die an Antikörper und damit an die Zielstruktur gebunden sind 

(Coons & Kaplan, 1950), zur Emission von Licht bestimmter Wellenlänge führt und damit die 

Antigen-Antikörper Komplexe sichtbar macht. 

2.2.3.1 Antikörper 

Zur Detektion von aktivierten Stat3 Molekülen wurden der aus dem Kaninchen stammende 

polyklonale Stat3 Antikörper sc-482 verwendet. Dieser erkennt und bindet die 

Aminosäuresequenz 750-769 am carboxyterminalen Ende des Stat3 Moleküls. Die 

Phosphorylierungsstelle von Stat3 liegt an Position TYR705 (Kaptein et al., 1996), wobei 

dieser Antikörper sowohl phosphorylierte als auch unphosphorylierte Stat3 Moleküle erkennt 

und damit sowohl die Monomere als auch die dimerisierte Form markiert. 

Die Spezifität des Stat3 Antikörpers in der Ratte wurde durch Bestimmung des 

Molekülgewichtes des detektierten Proteins, durch Verhinderung der Antikörperbindung 

mittels Präinkubation mit dem Peptid (sc-482 P), gegen das der Antikörper gerichtet ist und 

durch Vergleich mit einem anderen Stat3 Antikörper nachgewiesen (Stromberg et al., 2000). 

Im Meerschweinchen wurde die Spezifität des Antikörpers durch Unterdrückung der 

immunhistochemischen Stat3 Signale nach Vorinkubation des Antikörpers mit seinem 

Blockungspeptid sc-482 P Signale in unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen (Bortz, 1989; 

Rummel et al., 2004) 

2.2.3.2 Amplifizierungen 

Um die Signalstärke der Antigen-Antikörper Komplexe zu intensivieren und damit die 

Sensitivität zu erhöhen, wurden Amplifizierungsverfahren durchgeführt. 

Bis auf die Kernfärbungen wurden ausschließlich sogenannte indirekte immunhistochemische 

Verfahren benutzt, bei denen nicht der primäre Antikörper mit der mikroskopisch 
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detektierbaren Substanz gekoppelt ist, sondern sich die Farbstoffe erst am sekundären gegen 

die Tierart des ersten Antikörpers gerichteten Antikörper oder an daran gebundenen weiteren 

Strukturen anlagern. 

Die immunenzymatische Methode arbeitete des Weiteren mit einer Tyramin- Signal- 

Amplifizierung, bei der der zweite Antikörper Biotin-gekoppelt ist. An dieses Biotin wird 

Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase angelagert, welche wiederum dazu dient biotiniliertes 

Tyramin zu aktivieren. Die entstehenden kurzlebigen Tyraminradikale dimerisieren mit 

Tyrosin Molekülen der Antikörper oder des umliegenden Gewebes und markieren so die 

unmittelbare Umgebung des gebundenen Antigens, die nun weitere Biotin Moleküle als 

Bindungsstellen aufweist. 

Aufgrund der hohen Bindungsaffinität des Hühnereiweiß- Glycoproteins Avidin respektive 

Streptavidin zu Biotin und dem Vorliegen mehrerer Bindungsstellen für Biotin konnte durch 

Anlagerung von verzweigten Avidin-Biotin Komplexen eine weitere Verstärkung des 

immunhistochemischen Signals erreicht werden. 

Bei der immunenzymatischen Methode wurde Biotin benutzt, welches mit Meerrettich- 

Peroxidase konjugiert war, um in einem letzten Schritt die Diaminobenzidinreaktion zu 

katalysieren, die die markierten Zielstrukturen braun anfärbte. 

Bei der Immunfluoreszenz wurden ebenfalls biotinylierte Sekundärantikörper verwendet. An 

diese wurden Streptavidin gekoppelte Fluorochrome angelagert. Aufgrund der 

signalverstärkenden Wirkung der Fluoreszenzfarbstoffe konnte auf weitere Amplifizierungen 

verzichtet werden. 

2.2.3.3 Immunenzymatische Methode 

Die Schnitte für die Diaminobenzidinfärbung wurden am Gefriermikrotom angefertigt. Hierzu 

wurden die zwischen Groß- und Kleinhirn durchgetrennten Gehirnanteile bis zum Absinken 

in der Lösung, mindestens jedoch 12 Stunden, in 20%iger Saccharose entwässert. 

Die Proben wurden anschließend mit der Schnittfläche auf das Gefriermikrotom aufgeblockt 

und mittels eines Einbettmediums (Tissue Tek®) durch Kohlendioxidverdampfung 

festgefroren. Nach vollständigem Durchfrieren des Gewebes wurden 40 µm starke Schnitte 

angefertigt und mit einem Pinsel zur Rehydrierung in 0,1 molaren Phosphatpuffer (pH 7,2-

7,4) überführt. 

Die Rehydrierung und alle weiteren Schritte bis auf die Inkubationen fanden bei dieser 

Methode in sogenannten Karussellen statt. Bei diesen handelt es sich um 15 cm 

durchmessende Polykarbonatreifen eigener Herstellung mit einer Mantelhöhe von 5 cm, die 
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durch vier Querstreben in acht Sektoren unterteilt sind. Der Boden der Karusselle ist mit 

einem Polyethylennetz mit einer Maschenbreite von 0,5 mm bezogen. Die Karusselle standen 

in 16 cm durchmessenden Glasgefäßen mit einer runden Grundfläche. 200 ml Phosphatpuffer 

sind ausreichend, um die Gefäße ca. 10mm hoch zu befüllen und so eine ausreichende 

Flüssigkeitsmenge in jedem Sektor zu gewährleisten. Aufgrund des innerhalb der Sektoren 

frei schwimmenden Zustandes der Gewebeschnitte wird diese Methode auch als „free-floating 

Methode“ bezeichnet. 

In jeden Sektor wurden 20-25 Schnitte überführt, so dass die für diese Arbeit relevanten 

Gehirnregionen eines Gehirns in einem Karussell prozessiert werden konnten. 

Bei der auf das Schneiden folgenden Rehydrierung wurde der Puffer zweimal nach 5 Minuten 

ausgetauscht, so dass dieser wie alle folgenden Waschschritte 3mal 5 Minuten dauerte und 

unter kontinuierlichem Schwenken stattfand. Um den Phosphatpuffer zu erneuern, wurden die 

Karusselle mit den Gewebeschnitten aus dem Pufferbad entnommen und in Glasgefäße mit 

neuem Puffer gestellt. Die Schnitte wurden dabei von dem Bodennetz des Karussells 

zurückgehalten. 

Für die Inkubationsschritte wurden die Schnitte mit einem Pinsel in 5 ml Reaktionsröhrchen, 

die mit 1 ml der zu inkubierenden Lösung befüllt waren, überführt. 

Im Anschluss an die in Tabelle 3 dargestellte Prozessierung der Gehirnschnitte fand die DAB-

Reaktion in den Karussellen statt. Die Schnitte wurden in 0,05%iger DAB-Lösung in 0,1M 

Phosphatpuffer für 15 Minuten lichtgeschützt unter Schwenken inkubiert. Die Zugabe von 10 

µl 10% H2O2 startet die Umsetzung der löslichen, violetten Form des DAB in die feste 

bräunliche Form durch die Meerrettich Peroxidase im Bereich der detektierten Stat3 

Moleküle. Diese Reaktion wurde nach ausreichender Färbung durch die Überführung der 

Schnitte in 0,1M Phosphatpuffer abgebrochen. Nach 3x5min Waschvorgang konnten die 

Schnitte auf mit Gelatine beschichteten Objektträger aufgezogen werden und für 12 Stunden 

staubfrei trocknen. 

Zur Gegenfärbung mit Kresylviolett wurden die Objektträger mit den Gehirnschnitten für 

zwei Stunden in Histoclear™ gereinigt und entfettet. Anschließend wurden die Schnitte in 

einer absteigenden Alkoholreihe (2x100%, 1x90%, 1x70%, 1x50% jeweils für 2 Minuten) 

gewässert mit Aqua dest. abgespült und für 10-20 Sekunden in der Kresylviolettlösung (0,1% 

Kresylvilett, 0,25% Eisessig in 0,1M Phosphatpuffer) gefärbt. Es folgte eine aufsteigende 

Alkoholreihe (1x50% und 1x90% für jeweils 5-10 Sekunden, dann 1x95% und 1x100% für 

jeweils 2 Minuten).  
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Nach jeweils zwei Minuten in Histoclear™ und Xylol wurden die Objektträger mit Entellan 

mit Deckgläschen versehen und getrocknet. 

Tabelle 3: Arbeitsprotokoll der Immunhistologie für die DAB-Färbung (ra=made in rabbit) 

Vorgang Substanz Dauer Temperatur 

Rehydrierung 0,1M PB 3x5min 
Raumtemperatur 

(Rt) 

Blockung der unspezifischen 

Antikörperbindungsstellen 

NHS 10%, TritonX-100 0,3% in 

0,1M PB 
1h Rt 

Blockung der unspezifischen 

Tyramin Bindungsstellen 

0,5% Blocking-powder NEL 700 

in 0,1M PB 
30min Rt 

Inkubation mit dem ersten 

Antikörper 

Anti-Stat3 IgG (ra) 1:12000 in 

0,1M PB mit 2%NHS und 0,1% 

TritonX-100 

36-48h 4°C 

Waschen 0,1M PB 3x5min Rt 

Inkubation mit dem zweiten 

Antikörper 

Biotinyliertes anti-rabbit IgG 

1:200 in 0,1M PB mit 2% NHS 

und 0,1% TritonX-100 

1h Rt 

Waschen 0,1M PB 3x5min Rt 

Koppelung von 

Streptavidin Meerrettich-

peroxidase 

Streptavidin HRP 1:100 

in 0,1M PB und 0,1%TritonX-

100 

30min 
Rt 

(lichtgeschützt) 

Waschen 0,1M PB 3x5min Rt 

Tyramin Amplifikation 
Biotinyliertes Tyramin 1:100 in 

0,1M PB mit 0,1%TritonX-100 
10min 

Rt 

(lichtgeschützt) 

Vorinkubation des Avidin 

Biotin Komplex 

Avidin 1:100 und biotinylierte 

Meerrettichperoxidase in 0,1M 

PB mit 0,1% TritonX-100 

30min 
Rt 

(lichtgeschützt) 

Waschen 0,1M PB 3x5min 
Rt 

(lichtgeschützt) 

Inkubation mit Avidin 

Biotin Komplex 

Avidin-Biotin Komplex 1:100 in 

0,1M PB mit 0,1% TritonX-100 
1h 

Rt 

(lichtgeschützt) 

Waschen 0,1M PB 3x5min 
Rt 

(lichtgeschützt) 
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2.2.3.4 Mehrfachmarkierungen für Fluoreszenzmikroskopie 

Zur Bestimmung der Zelltypen der Stat3 markierten Zellen wurden gemeinsam mit den Stat3 

Markierungen zelltypspezifische Marker verwendet. Diese sind in Tabelle 1 aufgeführt. 

In einer Schnittserie wurde jeweils die Stat3 Markierung mit einer zellspezifischen 

Markierung kombiniert.  

Am Kryostaten wurden 20 µm Schnitte bei –18°C Umgebungstemperatur und –8°C 

Objekttemperatur angefertigt und auf Poly L-Lysin beschichtete gekühlte Objektträger 

aufgetragen. Durch langsames Erwärmen wurden die Schnitte aufgetaut und in 

Objektträgerhaltern auf Eis bis zur weiteren Prozessierung gelagert.  

Für die Inkubationsschritte wurden die Objektträger aus den Racks entnommen und mit der 

schnitttragenden Seite nach unten auf eine Plexiglasschiene gelegt, bei der die Ränder durch 

Klebestreifen erhöht waren. Zwischen den Objektträgern und den Plexiglasschienen ergab 

sich so ein kapillärer Spalt mit einem Volumen von 200 µl. 

Zur Vermeidung des Austrocknens der Schnitte fanden die Inkubationen in verschließbaren 

Metallboxen mit den Maßen 30 x 20,5x 5 [cm] (Länge x Breite x Höhe) statt, die mit 

angefeuchtetem Zellstoff ausgekleidet waren.  

Um überschüssige Inkubationslösung am Ende der jeweiligen Inkubation zu entfernen, 

wurden die Objektträger von den Schienen vorsichtig abgehoben und in die Racks 

zurückgestellt. In diesen wurden die Gehirnschnitte in 200 ml fassenden Färbeküvetten für 

jeweils 3 mal 5 Minuten in 0,1 molarem Phosphatpuffer gewaschen. Die Färbeküvetten 

konnten ebenfalls lichtdicht verschlossen werden, um ein vorzeitiges Ausbleichen der 

Fluorochrome zu verhindern. 

Zur Mehrfachmarkierung wurden im Falle der GFAP- und der NeuN- Schnittserie die 

jeweiligen primären Antikörper (anti-GFAP bzw. anti-NeuN) zusammen mit dem gegen Stat3 

gerichteten primär Antikörper gemeinsam zur Inkubation auf die Gewebsschnitte gegeben. 

Bei der vW-Schnittserie wurde der gegen den von Willebrand-Faktor gerichtete Antikörper 

erst mit dem sekundären Antikörper der Stat3 Detektion auf die Gehirnschnitte aufgetragen.  

Bei allen Schnittserien fand im Anschluss an das immunhistochemische Protokoll (Tabelle 4) 

eine Färbung der Zellkerne mit DAPI (4,6 diaminido-2-phenylindol-2HCl) statt. Der blau 

fluoreszierende Farbstoff DAPI bindet an der DNA besonders an A-T Basenpaaren im 

Bereich der kleinen Furche (Lin et al., 1977) unabhängig vom Zelltyp. 

Die Objektträger wurden mit Citifluor AF1 eingedeckelt und bis zur Auswertung bei 4°C 

liegend in geschlossenen Mappen aufbewahrt. 
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Tabelle 4: Arbeitsprotokoll der immunhistologischen Mehrfachmarkierungen  

(ra=made in rabbit, mo=made in mouse, sh=sheep) 

Vorgang Substanz Dauer Temperatur 

Fixierung 2% Paraformaldehyd in 0,1M PB 10min Rt 

Waschen 0,1M PB 3x5min Rt 

Blockung der unspezifischen 

Antikörperbindungsstellen 

NHS 10%, TritonX-100 0,3% in 

0,1M PB 
1h Rt 

Ko-Inkubation mit den 

beiden ersten Antikörpern 

Anti-Stat3 IgG (ra) 1:4000 mit anti-

NeuN IgG (mo) 1:200 oder anti-

GFAP IgG (mo)1:2000, bzw. anti 

Stat3 exklusiv in 0,1M PB mit 

2%NHS und 0,1% TritonX-100 

36-48h 4°C 

Waschen 0,1M PB 3x5min Rt 

Sättigung der endogenen 

Avidin Bindungsstellen 
Avidin 5% in 0,1M PB 15min Rt 

Waschen 0,1M PB 3x5min Rt 

Sättigung der Biotin- 

Bindungsstellen des Avidins 
Biotin 5% in 0,1M PB 15min Rt 

Waschen 0,1M PB 3x5min Rt 

Inkubation mit den zweiten 

Antikörpern bzw. Ko-

Inkubation des sekundären 

Stat3 Antikörpers mit dem 

primären vWF Antikörper 

Biotinyliertes anti-rabbit IgG mit 

Alexa 488 anti-mouse IgG, bzw. 

mit anti-vWF IgG (sh) 1:3000 in 

0,1M PB mit 2%NHS und 0,1% 

TritonX-100 

90min Rt 

Waschen 0,1M PB 3x5min Rt 

Detektion von Stat3 bzw. 

Detektion von Stat3 und 

vWF-Faktor 

Cy-3 gekoppeltes Streptavidin 

1:800, bzw. Cy-3 gekppeltes 

Streptavidin 1:800 mit Alexa488 

anti sheep IgG 1:400 in 0,1M PB 

mit 2%NHS und 0,1% TritonX-100 

90min Rt 

Waschen 0,1M PB 3x5min Rt 

DAPI Kernfärbung DAPI 1:800 in 0,1M PB 10min Rt 

Waschen 0,1M PB 3x5min Rt 
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2.2.4 In situ Hybridisierung 

Mit Hilfe der in situ Hybridisierung kann die Expression verschiedener Nukleinsäuren am 

histologischen Schnitt (in situ) nachgewiesen werden. Es kommen einzelsträngige DNA oder 

RNA Moleküle zum Einsatz (Sonden), die eine zu der nachzuweisenden Nukleinsäure 

komplementäre Struktur besitzen und gleichzeitig eine Markierung aufweisen, die später 

detektiert wird.  

In diesem Fall sollte die mRNA, die für die Cox-2 des Meerschweinchens kodiert, 

nachgewiesen werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Kodierende cDNA-Sequenz der Cyclooxygenase-2 (COX-2) des Meerschweinchens (Cavia 

porcellus,: Zu den gelb hinterlegten Sequenzen wurden drei Oligonukleotide erstellt, die 33 P markiert als 

Sonden-Mix im Verhältnis 1:1:1 zum Nachweis der mRNA in der in situ Hybridisierung eingesetzt 

wurden. 

 

15  atgctc gcccgcgcgc tgctgctctg cgcagcgctg gctctcggcc 

61  aggcagccaa tccttgctgt tccaacccgt gtcaaaaccg aggggaatgt ctgagtgtag 

121  gatttgaccg gtacaagtgc gactgcaccc ggacaggcta ttacggtgaa aactgtacca 

181  cacctgaatt tctaacaaga ataaaattac tgctgaagcc cacccccaac acggtgcact 

241  atatactgac ccacttcaaa ggagtctgga acatcgtcaa taacattccc ttcctgcgca 

301  atgcaatcat gatatatgtg ttgacgtcca gatctcatct gatcgacagt ccaccaactt 

361  acaatgcgca ttatggctac aaaagctggg aagccttctc taacctctcc tactacacca 

421  gagcgcttcc tcccgtggcg gatgactgcc ccactcccat gggtgtgaaa gggaagaagg 

481  agcttcctga ttcaaatgag gttctggaaa aagttcttct aagaaggaag ttcatccctg 

541  atccccaagg cacaaatatg atgttcgctt tctttgccca gcattttact catcagtttt 

601  tcaagtcaga tcaaaaacgg ggaccagctt tcaccacggg actggcccat ggggtggacc 

661  taagtcatat ttatggtgaa actctagata gacagcacaa actgcgcctt ttcaaggatg 

721  gaaaaatgaa ataccagata attgatggag agatgtaccc tcccactgtc aaagaaactc 

781  aagtagagat gatgtaccca ccctacatcc ccgagcatgc acgctttgct gtgggccagg 

841  aggtcttcgg tctggtgcca ggcctgatga tgtacgccac catctggctg cgggagcata  Sonde A 

901  acagagtgtg cgatgtgctt aaacaggagc atccagagtg ggatgatgaa cgcctgttcc 

961  agacaagccg gctaatattg ataggagaaa cgattaagat agtgattgaa gactatgtac  Sonde B 

1021  agcatttgag cgggtatcat ttcaaactga agtttgaccc agagctgctt ttcaaccagc 

1081  aattccagta ccagaaccgc attgcttccg agtttaacac gctgtatcac tggcatcccc 

1141  ttctgcctga cacctttcaa attgatgacc aagtttataa ctttcaacag tttctctaca 

1201  acaactctat attagtagaa catggactta cccagtttgt tgaatcattc accaagcaaa 

1261  ttgccggcag ggtcgctggc ggtaggaatg ttccccttgc agtccaaagg gtggcaaagg    Sonde C 

1321  cttccattga gcacagcaga aagatgaaat accaatctct gaatgaatac cgcaaacgct 

1381  tcttgatgaa accgtatacg tcatttgaag aacttacagg tgagaaggaa atggctgcag 

1441  gattggaagc cctctacggt gacattgatg cgatggagct gtatcccgcc cttctcgtgg 

1501  aaaaacctcg gccagacgct attttcgggg agaccatggt ggagatggga gcaccattct 

1561  ccttgaaagg acttatgggt aaccctatat gctcacctca ctactggaag ccgagtactt 

1621  ttggaggaga agtgggtttt cagatcgtca acactgcctc catccagtct ctcatctgca 

1681  ataacgtgaa gggctgtcct gtcactgcgt ttaatctccc agatccgcag cttgccaaaa 

1741  cagtcaccat taacgcgagt gcttcccact ccagactgga agacctcagc cccactgtac 

1801  tgctaaaagg acgttcgacg gagctgtag 
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Das Auftreten oder die signifikante Zunahme einer bestimmten mRNA kann als Nachweis für 

die stimulierte Transkiption eines bestimmten Gens genutzt werden, wobei keinerlei Aussage 

über die Expression des kodierten Proteins oder dessen biologische Aktivität getroffen werden 

kann. Es gibt zwar bereits Studien in anderen Tierspezies, die das Enzym COX-2 auf 

Proteinebene nachweisen (Matsumura et al., 1998; Konsman et al., 2004), für die COX-2 des 

Meerschweinchens sind allerdings keine spezifischen Antikörper verfügbar, so dass auf die 

Methode der in situ Hybridisierung zurückgegriffen wurde. Um eine hohe Sensitivität zu 

erreichen und die exprimierte COX-2 möglichst auch in niedrigen Konzentrationen 

nachzuweisen, wurden Sonden verwendet, die mit radioaktiven Isotopen markiert waren. 

Deren Strahlung wiederum wurde durch den belichtenden Effekt radioaktiver Strahlung auf 

Röntgenfilm nachgewiesen. Am entwickelten und vergrößerten Film konnte so die Verteilung 

der Cycloxgenase-2 Expression in verschiedenen Gehirnregionen dargestellt werden, ohne 

jedoch eine genaue morphologische Zuordnung zu erlauben. Zu Vergleichszwecken wurde in 

einigen Versuchen auch die Expression IL-1 mittels in situ Hybridisierung untersucht (IL-1 

cDNAs nt181-nt225, nt431-nt475, nt641-nt685; GenBank accession no. AF119622; siehe: 

Voss et al. 2007). 

Die Durchführung der in situ Hybridisierungen fand in Zusammenarbeit mit Dr. Stephan 

Barth (Institut für Ernährungsphysiologie, Bundesforschungsanstalt für Ernährung und 

Lebensmittel, Karlsruhe) statt. Die Tiere wurden im Institut für Veterinärphysiologie der JLU 

Gießen stimuliert und präpariert. Die Gehirne wurden auf Trockeneis an Herrn Dr. Barth 

gesandt, in dessen Labor die eigentliche in situ Hybridisierung stattfand. 
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Tabelle 5: Arbeitsprotokoll der In situ Hybridisierung 

Vorgang Substanz Dauer Reaktionsbedingungen 

Fixierung 
4% Paraformaldehyd in 0,1M 

PB 
10 min Rt 

Waschen 0,1M Phosphatpuffer 2x5min Rt 

Dehydrierung 
Aufsteigende Äthanolreihe 

(60%, 80%, 100%) 

jeweils 

5min 
Rt 

Trocknung  5min Rt, Vakuum 

Hybridisierung 
Hybridisierungspuffer 

50µl/Schnitt, Sonden 
16h 

52°C, 100% relative 

Luftfeuchtigkeit 

Waschen SSC 3x5min Rt 

Waschen SSC 3x5min 37°C 

Trocknung  3h Rt, Vakuum 

Belichtung Kodak BioMax 7d 4°C 

Entwicklung Ilford Phenisol   Rt (lichtgeschützt) 

Fixierung Ilford Hypam  Rt, (lichtgeschützt) 
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2.3 Auswertung und Statistik 

2.3.1 Telemetrie 

Aus den telemetrisch erfassten Verläufen der Körpertemperatur der Einzeltiere wurden die für 

die Versuchsauswertung relevanten Zeiträume herausgeschnitten und für die weitere 

Auswertung herangezogen. Für die einzelnen Injektionen waren dies folgende Zeiträume 

(jeweils mit t=0 als Injektionszeitpunkt): subkutane und intramuskuläre Injektionen –2h bis 

+6h, intraperitoneale und intraarterielle Injektionen –2h bis +24h. Von den 5-Minuten Werten 

wurde zur graphischen Auswertung jeder dritte Wert verwendet, so dass zur weiteren 

Auswertung Viertelstundenwerte benutzt wurden. Aus diesen Viertelstundenwerten der 

Einzeltiere wurde der arithmetische Mittelwert errechnet. Die jeweiligen Temperaturwerte 

wurden auf der Ordinate gegen die Zeit auf der Abszisse aufgetragen und dargestellt. 

In den Temperaturdiagrammen ist zusätzlich zu dem Mittelwert der Körpertemperatur der 

Standardfehler SE (SE= Sandardabweichung/ Wurzel aus Versuchstierzahl) als nach oben 

gerichteter Fehlerbalken dargestellt. Ebenso sind die Temperaturwerte im Text mit der 

Angabe des Standardfehlers versehen. Die Temperaturverläufe der einzelnen 

Applikationsarten wurden gegen die Werte der jeweiligen Kontrollversuche mittels 

zweifaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) verglichen. Nach demselben Verfahren wurden 

die einzelnen Versuchstage der Toleranzversuche gegeneinander verglichen. Der 

Gruppenfaktor wurde hierbei durch die unterschiedlichen Stimulationen festgelegt. Als 

zweiter Faktor wurden die Zeitpunkte der Messungen verwendet. Als Maß zur 

Quantifizierung der Fieberreaktion wurde aus den im 5-minütigem Abstand gemessenen 

Werten der abdominalen Körpertemperatur der Fieberindex errechnet. Dieser stellt die 

Integration der Fläche unter der Temperaturkurve dar, bezogen auf die durchschnittliche 

Temperatur in den zwei Stunden vor der Stimulation als Basiswert. Aus den Fieberindices der 

Einzeltiere wurde der arithmetische Mittelwert gebildet und samt Standardfehler zur 

graphischen Darstellung verwendet. Mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) wurden 

die Fieberindices miteinander verglichen. Im Anschluss an die Varianzanalysen wurde ein 

post-hoc-Test nach Scheffé durchgeführt. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,05 

lagen statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen vor (Bortz, 

1989). 
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2.3.2 Zytokinanalytik 

Zur Erstellung einer Eichgerade wurden die gemittelten Absorptionen der TNF- bzw. IL-6 

Standardproben auf der Ordinate gegen die bekannten TNF- bzw. Il-6 Konzentrationen auf 

der Abszisse aufgetragen (Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Beispiel einer Eichkurve zur Bestimmung der TNF Aktivität    

  mit Regressionsformel und Korrelationskoeffizient R2 

 

Anstelle der hier gezeigten fallenden Kurve ergibt sich bei dem IL-6 Assay mit steigenden 

Interleukin-6 Konzentrationen eine steigende optische Dichte. 

Von den Plasmaproben wurden die Verdünnungen ermittelt, deren Absorptionswerte in den 

linearen Teil der Eichkurve fielen und die Absorptionswerte der Verdünnungsstufe in die 

Regressionsformel als Unbekannte y eingesetzt, um die Zytokinkonzentration x unter 

Berücksichtigung der Verdünnungsstufe der Probe zu ermitteln. 

Da Zytokinspiegel nicht normalverteilt sind, wurden die zu Stimulationsgruppen 

zusammengefassten Werte logarithmiert zur graphischen Darstellung und statistischen 

Analyse verwendet. 

Analog zu den Fieberindices wurden die logarithmierten Zytokinwerte mittels einfaktorieller 

ANOVA und post-hoc-Test nach Scheffé analysiert, wobei wiederum eine 

Irrtumswahrscheinlichkeit von <5% als signifikant angesehen wurde. 
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Die graphische Darstellung wurde mit dem Programm GraphPad Prism 3.0 durchgeführt. Die 

logarithmierten Zytokinspiegel wurden gegen die Zeitpunkte der Probennahme aufgetragen 

und mit Fehlerbalken, die den Standardfehler anzeigen, dargestellt. Buchstaben über den 

Baken geben an, ob sich die Werte statistisch signifikant voneinander Unterscheiden. Gleiche 

Buchstaben zeigen an, dass kein signifikanter Unterschied zwischen zwei Werten vorliegt, 

verschiedene Buchstaben bedeuten einen signifikanten Unterschied. 

Die Daten der Zytokinwerte im Text sind ebenfalls mit Angabe des Standardfehlers versehen. 

2.3.3 Immunhistochemie 

2.3.3.1 Mikroskopie und Auswertung 

Die Gehirnschnitte wurde mit dem Mikroskop Olympus BX 50 ausgewertet. Für die DAB 

gefärbten Schnitte wurde das Durchlichtverfahren verwendet. Die Dokumentation fand mit 

Hilfe einer an das Mikroskop angeschlossenen Digitalkamera statt. Helligkeit und Kontrast 

wurden zu Verbesserung der Darstellbarkeit mit dem Programm Adobe Photoshop 7.0 

modifiziert. 

Zur Auswertung der Immunfluoreszenz wurden die Schnitte ebenfalls mit dem Mikroskop 

Olympus BX 50 betrachtet. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte im Auflichtverfahren.  

Als Lichtquelle diente eine Quecksilber Hochdrucklampe, deren Spektrum durch geeignete 

Filter auf die Wellenlängenbereiche beschränkt wurde, die erforderlich waren, um die 

einzelnen Fuorochrome distinkt in ihrem Absorptionsmaximum anzuregen und damit eine 

möglichst intensive Fluoreszenz zu erhalten. Durch geeignete Sperrfilter wurde das 

Erregerlicht aus dem weiteren Strahlengang herausgefiltert. 

Die Dokumentation der Immunfluoreszenz erfolgte mit der digitalen Schwarz-Weiß Kamera 

Spot Insights/ Visitron. Jedes Fluorochrom wurde nacheinander angeregt und die 3 schwarz-

weiß Bilder desselben Ausschnitts mit der Software Metamorph/ Visitron 

übereinandergelagert und in den jeweiligen Farben der Fluoreszenz eingefärbt. 
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Tabelle 6: Übersicht über die einzelnen Fluorochrome mit Erregungs- und Emissionsspektrum 

Fluorochrom Zur Detektion von Erregungsspektrum Emissionsspektrum 

Cy-3  Stat3-Signalen 510-530nn 630-660nn (rot) 

Alexa488  Astrozyten 

Endothelien  

Neurone 

450-490nn 510-530nn(grün) 

DAPI  Zellkernen 358nn 461nn (blau) 

 

Die Auswertung der nukleären Translokationen von Stat3 Molekülen wurde semiquantitativ 

vorgenommen: +++ = starke Immunreaktivität, ++ moderate Immunreaktivität, + schwache 

Immunreaktivität, +/- vereinzelte Immunreaktivität, - keine Immunreaktivität. 

Zur anatomischen Orientierung und Nomenklatur der Hirnregionen wurden die für die Ratte 

angegebenen Verhältnisse und Bezeichnungen herangezogen (Paxinos & Watson, 2005) und 

auf die Gegebenheiten des Meerschweinchengehirns und die deutsche Sprache angepasst. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Einfache Injektionen von PIPC 

Zunächst wurde die Abhängigkeit der Fieberreaktion auf Injektionen von PIPC von der 

Applikationsart untersucht. Hierzu wurden den Versuchstieren subkutane, intramuskuläre, 

intraperitoneale und intraarterielle Injektionen gesetzt. Bei jeder Injektionsart lief eine 

Kontrollgruppe mit, der ein äquivalentes Volumen 0,9%iger pyrogenfreier Natrium-Chlorid-

Lösung (Saline) injiziert wurde. 

Bei der Injektion in die subkutane Kammer (Abbildung 3) ergab sich sowohl auf die Injektion 

von 500µg/kg als auch auf 1000µg/kg PIPC kein signifikanter Unterschied der 

Körperkerntemperatur, sowohl untereinander (F= 0,560; p= 0,4957; ANOVA) als auch im 

Vergleich zur Kontrollgruppe (500µg/kg vs. Saline: F= 0,036; p= 0,8581; bzw. 1000µg/kg vs. 

Saline: F= 0,493; p= 0,5215; ANOVA). Jede Versuchsgruppe bestand aus drei Tieren (n=3).  

 

Abbildung 3: Verlauf der Körpertemperatur nach Injektion von 500µg/kg PIPC, 1000µg/kg PIPC und 

Saline in die subkutane Kammer (n=3 für alle Versuchsgruppen, alle Injektionen erfolgten zum Zeitpunkt 

t=0) 
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Bei den intramuskulären Injektionen (Abbildung 4) wurden ebenfalls zwei verschiedene 

Dosierungen von 500 µg/kg (n=6) und 1000 µg/kg (n=3) verwendet. 120 Minuten nach der 

Injektion war ein Anstieg der Körperkerntemperatur der mit Pyrogen behandelten 

Meerschweinchen zu verzeichnen. Bei der hohen Dosierung wurde nach 300 Minuten ein 

Maximalwert von 40,12 ±0,16°C erreicht, die niedrige Dosierung hatte ihren Maximalwert 

nach 270 Minuten mit 39,99 ±0,08°C. Im Vergleich dazu blieb die Temperatur der 

Kontrolltiere über den Beobachtungszeitraum stabil mit Werten zwischen 38,92°C und 

39,26°C.  

Im Zeitraum von 0 bis 120 Minuten nach der Injektion ergab sich sowohl zwischen den 

stimulierten Tieren (500 µg/kg vs. 1000 µg/kg: F= 0,137; p= 0,7208; ANOVA) als auch im 

Vergleich zu den Kontrolltieren (500µg/kg vs. Saline: F= 2,789; p= 0,1231; bzw. 1000 µg/kg 

vs. Saline: F= 1,506; p= 0,2594; ANOVA) kein signifikanter Unterschied. Im Zeitraum von 

150 bis 360 Minuten nach der Injektion wurden sowohl bei der Gabe der niedrigen 

(F= 18,521; p= 0,0012; ANOVA), als auch der hohen Dosis (F= 25,274; p= 0,0015; ANOVA) 

signifikante Anstiege der Körpertemperatur im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet. 

Zwischen den beiden Dosierungen bestand im Hinblick auf ihre pyrogene Wirkung kein 

signifikanter Unterschied (F= 1,128; p= 0,3192; ANOVA).  

 

Abbildung 4: Verlauf der Körpertemperatur nach intramuskulärer Injektion von 500µg/kg PIPC, 

1000µg/kg PIPC und Saline (n=6 für 500 µg/kg und Saline, n=3 für 1000 µg/kg). Alle Injektionen fanden 

zum Zeitpunkt t=0 statt. 
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Abbildung 5 zeigt die Temperaturverläufe von -2h bis +24h nach intraperitonealer Injektion 

von 500 µg/kg PIPC (n=4), 1000 µg/kg PIPC (n=6) und Saline (n=6). Im Anschluss an die 

Injektion der hohen Dosis stieg die Körpertemperatur über einen Zeitraum von 3,5h an und 

erreichte einen Maximalwert von 40,64 ±0,20°C. Der Maximalwert der Körpertemperatur 

wurde bei Gabe der niedrigen Dosis nach 3h mit 40,35 ± 0,37°C erreicht. Bei den 

Kontrollversuchen zeigte sich im Anschluss an die Injektion im Verlauf der ersten halben 

Stunde ebenfalls ein Temperaturanstieg von 0,4°C. Da dieser Anstieg moderat und transient 

war, muss dieses Phänomen im Zusammenhang mit dem Injektionsstress gesehen werden. 

Subjektiv erschien die intraperitoneale Injektion für die Tiere unangenehmer als die anderen 

Injektionsarten zu sein und war mit den stärksten Abwehrbewegungen verbunden. 

Ein ebenfalls deutlicher Anstieg der Körperkerntemperatur der Kontrolltiere um 0,6°C war im 

Zeitraum zwischen 7,5 und 20h nach der Injektion zu verzeichnen. Dieser dürfte in einer 

Aktivitätssteigerung aufgrund der zirkadianen Rhythmik begründet sein. Ebenso findet sich in 

allen Versuchtiergruppen ein mehrstündiges Absinken der Körpertemperatur 19-20 h nach der 

Injektion, welches mit dem Einsetzen der Ruhephase der Tiere verbunden ist. 

Im Zeitraum +60min bis +480 min (Helligkeitsperiode) unterschieden sich die beiden 

Pyrogendosierungen nicht signifikant in ihrem Einfluss auf die Körperkerntemperatur 

(F= 5,022x10-3; p= 0,9452; ANOVA). Im weiteren Verlauf bis +1200 min ergab sich 

ebenfalls kein signifikanter Unterschied (F= 0,544; p= 0,4817; ANOVA). Die pyrogene 

Wirkung beider PIPC Dosierungen war dagegen in dem ersten Zeitraum hochsignifikant 

verschieden von der Kontrollgruppe (500 µg/kg: F= 37,719; p= 0,0003; 1000 µg/kg: 

F= 28,374; p= 0,0003; ANOVA). Im weiteren Verlauf bis zum Zeitpunkt +1200min zeigte 

lediglich die Wirkung der niedrigeren PIPC Dosierung einen signifikanten Effekt auf den 

Temperaturverlauf der Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe (500 µg/kg: F= 16,081; 

p= 0,0039; 1000 µg/kg: F= 4,647; p= 0,0565; ANOVA). 

In Abbildung 6 ist der mittlere Verlauf der Körpertemperatur von 9 Meerschweinchen über 24 

Stunden nach der intraarteriellen Injektion von 500 µg/kg PIPC im Vergleich zum 

Temperaturverlauf nach Injektion einer äquivalenten Menge des Lösungsmittels (0,9% NaCl, 

n=8) dargestellt. Im direkten Anschluss an die Injektion des Pyrogens begann ein 

Temperaturanstieg, der nach drei Stunden mit einer Temperatur von 40,78 ±0,07°C sein 

Maximum erreichte und im weiteren Verlauf kontinuierlich abfiel, um nach 20,5h erstmalig 

wieder unter 39,5°C zu sinken. 
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Abbildung 5: Verlauf der Körpertemperatur nach intraperitonealer Injektion von 500 µg/kg PIPC, 1000 

µg/kg PIPC und Saline (n=6 für 1000 µg/kg und Saline, n=4 für 500µg/kg). Alle Injektionen fanden zum 

Zeitpunkt t=0 statt. 

 

Abbildung 6: Verlauf der Körpertemperatur nach Injektion von 500 µg/kg PIPC (n=9) bzw. Saline i.a. 

(n=8). Alle Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 statt. 
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Sowohl die Fieberwerte in der Helligkeitsperiode am Versuchstag (+60 min bis +480 min) als 

auch in der folgenden Dunkelperiode (+510 min bis +1200 min) waren hochsignifikant 

verschieden von den Temperaturen, die bei den Kontrolltieren gemessen wurden (F= 134,531; 

p= <0,0001; bzw. F= 32,632; p= <0,0001; ANOVA). 

Aufgrund der deutlichen und lange anhaltenden Wirkung dieser Dosierung an PIPC wurde 

darauf verzichtet, bei der intraarteriellen Injektion eine Dosis von 1000 µg/kg einzusetzen. 

3.1.1 Induktion proinflammatorischer Zytokine durch PIPC 

3.1.1.1 Tumor Nekrose Faktor  

In Abbildung 7 sind die Blutplasmaspiegel des Zytiokins TNF- nach intraarterieller 

Injektion von 500 µg/kg PIPC im Vergleich zu den Spiegeln der mit Saline behandelten Tiere 

dargestellt. Bei beiden Versuchsgruppen ist 60min vor dem Versuch kein TNF nachweisbar. 

Bei den stimulierten Tieren betrug der TNF Gehalt des Plasmas 60 min nach Injektion 4592 

±1401 pg/ml; n=5) und fiel nach weiteren 6 0min auf 324 ±59 pg/ml; n=6). Allerdings konnte 

zu diesem Zeitpunkt bei weiteren sechs Tieren kein TNF mehr nachgewiesen werden. 240 

min nach der Injektion wurde bei keinem Meerschweinchen mehr eine TNF Aktivität (n=6) 

im Blutplasma detektiert. 

Im Anschluss an die Injektion des Lösungsmittels für PIPC konnte zu keinem der Zeitpunkte 

TNF nachgewiesen werden (n=3 für alle Zeitpunkte). Somit zeigt sich ein Gipfel der TNF 

Aktivität zum Beginn der Fieberreaktion, wohingegen während des Fiebermaximums kein 

TNF mehr im Blut zirkuliert. 

Bei den intraperitonealen Injektionen konnte nach 60 min kein TNF nachgewiesen werden. 

Nach 120 min waren bei der niedrigen PIPC Dosis (n=3) 223 ±64 pg/ml TNF im Plasma 

vorhanden, bei der hohen Dosis (n=4) stieg der Wert auf 1892 ±915 pg/ml an. Einer 

statistischen Auswertung hält dieser Unterschied nicht stand (F = 1,213, p = 0,3325). 

Weder durch intramuskuläre noch durch subkutane Injektionen von PIPC wurde eine 

nachweisbare TNF Aktivität im Blutplasma hervorgerufen. 
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Abbildung 7: TNF- Spiegel im Blutplasma nach i.a. Injektion von 500 µg/kg PIPC bzw. Saline (Saline i.a. 

–60, +60, +120, +240 und PIPC i.a. –60: n=3, PIPC +60: n=5, PIPC +120, +240: jeweils n=6; bei weiteren 6 

Tieren war zum Zeitpunkt +120 kein TNF nachweisbar) Alle Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 statt. 

 

3.1.1.2 Interleukin-6 

In Abbildung 8 sind die Blutplasmaspiegel des Zytokins IL-6 nach intraarterieller Injektion 

von 500 µg/kg PIPC im Vergleich zu den Spiegeln der mit Saline behandelten Tiere 

dargestellt. Bei beiden Versuchsgruppen war 60 min vor dem Versuch ein basaler IL-6 

Spiegel von 23 ±1 I.U./ml (n=3) bei den mit PIPC zu stimulierenden Tieren beziehungsweise 

31 ±20 I.U./ml (n=3) bei den Kontrolltieren nachweisbar. 

Bei den Kontrolltieren war nach der Injektion keine Veränderung festzustellen (+60min: 21 

±3 I.U./ml; +120 min: 22 ±2 I.U./ml; +240 min: 17 ±3I.U./ml; jeweils n=3) 

Nach PIPC Stimulation stieg der IL-6 Spiegel an und erreicht nach 60min 661 ±258 I.U./ml 

(n=5). 120min nach der Injektion lag der Mittelwert bei 6283 ±2318 I.U./ml (n=10), fiel im 

Folgenden leicht ab und erreichte nach 240min einen Wert von 2959 ±1321 I.U./ml (n=4). 

Dieser Anstieg des IL-6 Spiegels war zu allen drei Zeitpunkten signifikant verschieden von 
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den Werten der Kontrolltiere (60min: F = 36,761, p = 0,0009; 120 min: F = 109,245, p < 

0,0001; 240 min: F =60,421, p = 0,0006). 

Im Gegensatz zu TNF zeigte sich eine Korrelation der Höhe der IL-6 Spiegel mit der Höhe 

der Fieberreaktion. 

 

Abbildung 8: IL-6 Spiegel im Blutplasma nach i.a. Injektion von 500 µg/kg PIPC bzw. Saline (Saline i.a.    

–60, +60, +120, +240 und PIPC i.a. –60: n=3, PIPC +60: n=5, PIPC +120: n=10, +240: n=4) 

Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede der Werte eines Zeitpunktes an. Alle 

Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 statt. 

 

Zum Zeitpunkt +120 min war bei den Tieren, denen 500 µg/kg PIPC intraperitoneal injiziert 

worden war (n=4), ein IL-6 Spiegel von 1919 ±524 I.U./ml feststellbar. Die hohe PIPC Dosis 

(n=3) induzierte zirkulierende IL-6 Konzentrationen von 3021 ±1335 I.U./ml. Ähnlich wie bei 

den TNF-Werten stellte dies keinen signifikanten Unterschied zwischen der Wirkung der 

beiden PIPC Dosierungen dar (F = 0,683, p = 0,4461). Bei den intramuskulären Injektionen 

wurden zum gleichen Zeitpunkt IL-6 Werte von 127 ±34 I.U./ml bei der niedrigen Dosis und 

303 ±62 I.U./ml bei der hohen Dosis gemessen. Die IL-6 Spiegel im Plasma der Tiere, die 

eine subkutane Stimulation erhalten hatten, lagen ausnahmslos im Bereich der Werte der 

Kontrolltiere (10-70 I.U./ml). 
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Da nach intraarteriellen Injektionen von PIPC sowohl die Fieberreaktionen als auch die 

Zytokininduktionen am stärksten ausgeprägt waren, und außerdem die Applikation des 

Pyrogens ohne Schmerzempfindungen und Abwehrbewegungen durchgeführt werden konnte, 

wurde diese Stimulationsart für alle weiteren im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Versuche 

angewendet. 

 

 

PIPC wurde traditionell als Interferon-Stimulator verwendet. Daher wurden in einigen 

Versuchen auch i.a. Injektionen von IFN- bzw. IFN- durchgeführt. Hierdurch konnte weder 

ein Anstieg der Körpertemperatur, noch eine vermehrte Bildung von TNF- und IL-6 

induziert werden. Weitere Untersuchungen mit Interferonen wurden daher nicht durchgeführt.  
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3.2 Effekt wiederholter PIPC Injektionen auf Fieberreaktion und 

Zytokinproduktion 

3.2.1 Fieberreaktionen 

Um zu überprüfen, ob sich Toleranzerscheinungen bei wiederholter Konfrontation mit PIPC 

manifestieren, wurde einer Gruppe von 8 Meerschweinchen PIPC in einer Dosis von 500 

µg/kg fünfmal im Abstand von jeweils drei Tagen i.a. injiziert. 

Die Fieberreaktionen, die sich auf wiederholte PIPC Injektionen einstellten, ähnelten in ihrer 

Form der Fieberreaktion, die bei erstmaliger Injektion hervorgerufen wurde (Abbildung 9, 

Abbildung 10). Die ersten 150 Minuten der fünf aufeinander folgenden Toleranzversuche 

unterschieden sich im Hinblick auf die Körpertemperatur nicht signifikant voneinander 

(Daten der statistischen Auswertung in Tabelle 7). 

Im weiteren Verlauf der Helligkeitsperiode (180 min bis 480 min) zeigte sich bei der ersten 

Injektion im Vergleich zu allen weiteren Injektionen ein signifikant höheres Fieber (Tabelle 

8). Das Temperaturmaximum war bei Injektion 1 nach 2,75 h mit 40,90 ±0,12°C erreicht und 

blieb für eine Stunde auf diesem Niveau (Abbildung 9). Die folgenden Versuche zeigten ein 

Temperaturmaximum zu ähnlichen Zeitpunkten mit deutlich niedrigeren Werten (Inj. 2: 40,41 

±0,15°C nach 3,5h; Inj. 3: 40,29 ±0,18°C nach 3,25h; Inj. 4: 40,37 ±0,23°C nach 3,25h und 

40,29 ±0,23°C nach 3,5h bei der fünften Injektion). Im Anschluss an diesen Fiebergipfel fiel 

die Körpertemperatur an allen Versuchstagen relativ kontinuierlich ab. Bei den Injektionen 2 

bis 5 wurden im Zeitraum 14 bis 15 Stunden nach der Injektion erstmals wieder 

Körpertemperaturen unter 39,5°C erreicht. Bei der ersten Injektion geschah dies nicht vor 

Beginn der nächsten Helligkeitsperiode. 

Somit zeigte sich nach wiederholter Injektion von PIPC zunächst eine Reduktion der Stärke 

der Fieberreaktion, die über die gesamte Versuchsdauer erhalten blieb, bis zur dritten 

Injektion stärker wurde, dann sich jedoch sukzessive abschwächte. Diese Nuancen in der 

Stärke der Fieberreaktion halten einer statistischen Überprüfung allerdings nicht stand 

(Tabelle 7 bis Tabelle 9). 
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Abbildung 9: Verläufe der Körpertemperatur nach den ersten drei im Abstand von drei Tagen erfolgten 

Injektionen von PIPC im Vergleich zur Gruppe der mit Saline behandelten Tiere (jeweils n=8) - alle 

Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 statt. 

 

Abbildung 10: Verläufe der Körpertemperatur als Reaktion auf die vierte und fünfte wiederholte 

Injektion von PIPC im Vergleich zum ersten Fieber und den mit Saline behandelten Tieren (jeweils n=8) - 

alle Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 statt. 
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Um die Dauer der Fieberreaktion zu bestimmen, wurden die Temperaturwerte der einzelnen 

Injektionstermine mit den Werten der Kontrollgruppe „Saline“ verglichen. Für die Zeiträume 

von 12 bis 20 Stunden bzw. 14 bis 20 Stunden ergab eine statistische Überprüfung für die 

fünfte Injektion keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe (F = 3,883; p = 0,0689; 

bzw. F = 1,981; p = 0,1811). Die vorherigen Injektionen zeigten in diesen Zeitspannen noch 

signifikant erhöhte Temperaturwerte. 

 

Tabelle 7: Statistischer Vergleich der Fieberreaktionen nach wiederholten Injektionen im Zeitraum 0-150 

min (ANOVA mit anschließendem Scheffé-Test; n=8 bei allen Versuchsgruppen; signifikante 

Unterschiede sind fett gedruckt) 

 Injektion 1 Injektion 2 Injektion 3 Injektion 4 Injektion 5 

Injektion 1 X 
F = 2,547 

p = 0,1347 

F = 1,136 

p = 0,3060 

F = 0,921 

p = 0,3536 

F = 1,429 

p = 0,2518 

Injektion 2 - X 
F = 0,078 

p = 0,7848 

F = 0,021 

p = 0,8882 

F = 0,013 

p = 0,9124 

Injektion 3 - - X 
F = 0,0056 

p = 0,9417 

F = 0,088 

p = 0,7716 

Injektion 4 - - - X 
F= 0,042 

p = 0,8402 

 

Tabelle 8: Statistischer Vergleich der Fieberreaktionen nach wiederholten Injektionen im Zeitraum 180-

480 min (ANOVA mit anschließendem Scheffé-Test; n=8 bei allen Versuchsgruppen; signifikante 

Unterschiede sind fett gedruckt) 

 Injektion 1 Injektion 2 Injektion 3 Injektion 4 Injektion 5 

Injektion 1 X 
F = 8,080 

p = 0,0130 

F = 15,303 

p = 0,0016 

F = 11,904 

p = 0,0039 

F = 5,807 

p = 0,0303 

Injektion 2 - X 
F = 1,102 

p = 0,315 

F = 0,359 

p = 0,5588 

F = 0,0048 

p = 0,9456 

Injektion 3 - - X 
F = 0,203 

p = 0,6594 

F = 1,034 

p = 0,3264 

Injektion 4 - - - X 
F= 0,371 

p = 0,5525 
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Tabelle 9: Statistischer Vergleich der Fieberreaktionen nach wiederholten Injektionen im Zeitraum 480-

1200 min (ANOVA mit anschließendem Scheffé-Test; n=8 bei allen Versuchsgruppen; signifikante 

Unterschiede sind fett gedruckt) 

 Injektion 1 Injektion 2 Injektion 3 Injektion 4 Injektion 5 

Injektion 1 X 
F =10,196 

p = 0,0066 

F = 20,048 

p =0,0005 

F = 18,657 

p = 0,0007 

F = 17,87 

p = 0,0008 

Injektion 2 - X 
F = 0,271 

p = 0,6107 

F = 0,018 

p = 0,8964 

F = 0,205 

p = 0,6575 

Injektion 3 - - X 
F = 0,276 

p = 0,6073 

F = 0,0039 

p = 0,9511 

Injektion 4 - - - X 
F= 0,185 

p = 0,6734 

 

Im Zeitraum von 16 bis 20 h glich sich neben der fünften auch die vierte Fieberreaktion in 

ihrem Ausmaß den Werten der Kontrolltiere an (4.Inj.: F = 3,881, p = 0,0690; 5.Inj.: F = 

0,279, p = 0,6058). Die erste bis dritte Injektion rief auch in dieser Zeitspanne signifikant 

erhöhte Körpertemperaturen hervor. 

Die Fieberindices während der Helligkeitsperiode des Versuchstages sind in Abbildung 11 

dargestellt. Es zeigte sich ein Absinken der integrierten Fläche der Fieberreaktion im Zuge der 

ersten drei Injektionen. Die Fieberindices der vierten und fünften Injektion stiegen sukzessive 

wieder an ohne das Niveau der ersten Injektion zu erreichen. Eine statistische Auswertung 

ergab, dass lediglich der erste Fieberindex signifikant verschieden von den folgenden drei 

Fieberindices war. Der zweite bis vierte Index zeigten untereinander keine signifikanten 

Unterschiede. Der fünfte Index unterschied sich weder von dem ersten noch von den weiteren 

Fieberindices signifikant.  
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Abbildung 11: Fieberindices [°Cxh](8h) nach wiederholter intraarterieller Injektion von 500 µg/kg PIPC 

(n=8) als Maß zur Quantifizierung der Stärke der Fieberreaktion, verschiedene Buchstaben über den 

Balken zeigen statistisch signifikante Unterschiede an, gleiche Buchstaben zeigen statistisch nicht 

signifikante Unterschiede an 

Auch dieser Vergleich zeigte eine Abschwächung der Fieberreaktion in Folge der 

wiederholten Pyrogengaben, die jedoch nicht zur Unterdrückung der Fieberreaktion führte. 

Stattdessen deutete sich ab der vierten Injektion eine Verstärkung der Fieberreaktion an, die 

jedoch weder einer statistischen Überprüfung standhielt, noch den Wert der ersten Injektion 

erreichte. 

Die Dauer des Fiebers wird hingegen im Laufe des Versuchsgeschehens signifikant verkürzt. 

3.2.2 Zytokinspiegel nach wiederholter Injektion von PIPC 

Zur Analyse der Zytokinfreisetzung als Reaktion auf die wiederholten Pyrogengaben standen 

für den Zeitpunkt +60 Minuten n=4 Plasmaproben zur Verfügung. Für den Zeitpunkt 

+120 Minuten konnten von den ersten vier Injektionsterminen jeweils 5 Plasmaproben 

gewonnen werden. Am letzten Versuchstag ließen sich nur noch von drei Tieren Blutproben 

gewinnen. Der Zeitpunkt +240 Minuten lieferte an den ersten drei Terminen jeweils 5 Proben, 

an den beiden folgenden Versuchstagen dagegen nur noch 4 Proben. 
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3.2.2.1 Tumor Nekrose Faktor  

 

Abbildung 12: TNF- Werte im Blutplasma nach wiederholten Pyrogengaben (500 µg/kg PIPC i.a.; n=4 

zum Zeitpunkt +60 min). Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den 

TNF Spiegeln, gleiche Buchstaben zeigen Mittelwerte ohne signifikante Unterschiede. Alle Injektionen 

fanden zum Zeitpunkt t=0 statt. 

Abbildung 12 zeigt die TNF Spiegel im Blutplasma nach den wiederholten Injektionen von 

PIPC. TNF konnte ausschließlich zum Zeitpunkt 60 min nach der Injektion detektiert werden.  

Die Werte, die durch die zweite und dritte Pyrogengabe hervorgerufen wurden, sind 

signifikant niedriger als die zu Beginn des ersten Fiebers gemessenen Spiegel (F= 18,011; p= 

0,0054; bzw. F= 17,025; p= 0,0062; ANOVA). Die TNF Freisetzung als Reaktion auf die 

vierte Injektion zeigte keinen signifikanten Unterschied zum ersten Versuch auf (F= 2,574; p= 

0,1597; ANOVA). Ebenso verhielt es sich mit der Bildung von TNF auf die fünfte Gabe von 

PIPC (F= 5,682; p= 0,0545; ANOVA).  

Die TNF Spiegel nach der zweiten bis fünften Injektion unterschieden sich nicht signifikant 

voneinander. Die p-Werte rangierten zwischen 0,2156 und 0,8210. 
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3.2.2.2 Interleukin-6 

Abbildung 13 zeigt die Plasmaspiegel des Zytokins IL-6 zu den Zeitpunkten +60 min, +120 

min und +240 min an den fünf Versuchstagen. Verglichen wurden jeweils die Werte zu einem 

bestimmten Zeitpunkt. Dabei zeigte sich, dass als Reaktion auf wiederholte Injektionen die 

Plasmaspiegel einer Reduktion unterworfen wurden. Der bei der einmaligen Injektion 

auftretende IL-6 Peak zum Zeitpunkt +120 min blieb jedoch nach allen 

Wiederholungsinjektionen erhalten. 

Daten der statistischen Auswertung finden sich in Tabelle 10, Tabelle 11 und Tabelle 12. 

Im Gegensatz zu den TNF- Spiegeln blieb die Reduktion der IL-6 Spiegel im Vergleich zur 

ersten Injektion signifikant und relativiert sich nicht im Laufe des Versuchsgeschehens. 

 

 

Abbildung 13: IL-6 Werte im Blutplasma nach wiederholten Pyrogengaben (500 µg/kg PIPC i.a.; +60 

min: n=4; +120 min Injektion 1-4: n=5, Injektion 5: n=3; +240min Injektion 1-3: n=5, Injektion 4&5: 

n=4). Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den IL-6 Spiegeln, gleiche 

Buchstaben zeigen Mittelwerte ohne signifikante Unterschiede. Alle Injektionen fanden zum Zeitpunkt 

t=0 statt. 
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Tabelle 10: Statistische Auswertung der IL-6 Werte 60 Minuten nach den wiederholten Injektionen von 

500µg/kg PIPC (ANOVA mit anschließendem Scheffé-Test; signifikante Unterschiede sind fett gedruckt) 

 Injektion 1 Injektion 2 Injektion 3 Injektion 4 Injektion5 

Injektion 1 X 
F = 8,429 

p = 0,0272 

F = 9,526 

p =0,0215 

F = 31,077 

p = 0,0014 

F =60,002 

p =0,0002 

Injektion 2 - X 
F = 0,544 

p = 0,4885 

F = 6,933 

p = 0,0389 

F = 18,259 

p = 0,0052 

Injektion 3 - - X 
F = 1,464 

p = 0,2717 

F = 4,028 

p = 0,0915 

Injektion 4 - - - X 
F = 1,095 

p = 0,3356 

 

Tabelle 11: Statistische Auswertung der IL-6 Werte 120 Minuten nach den wiederholten Injektionen von 

500µg/kg PIPC (ANOVA mit anschließendem Scheffé-Test; signifikante Unterschiede sind fett gedruckt) 

 Injektion 1 Injektion 2 Injektion 3 Injektion 4 Injektion5 

Injektion 1 X 
F = 1,347 

p = 0,2793 

F = 5,245 

p =0,0512 

F = 22,700 

p =0,0014 

F = 19,665 

p =0,0044 

Injektion 2 - X 
F =2,882 

p = 0,1280 

F = 6,761 

p = 0,0316 

F = 19,368 

p = 0,0046 

Injektion 3 - - X 
F = 6,761 

p = 0,0316 

F =19368 

p = 0,0046 

Injektion 4 - - - X 
F = 0,368 

p = 0,5665 

 

Tabelle 12: Statistische Auswertung der IL-6 Werte 240 Minuten nach den wiederholten Injektionen von 

500µg/kg PIPC (ANOVA mit anschließendem Scheffé-Test; signifikante Unterschiede sind fett gedruckt) 

 Injektion 1 Injektion 2 Injektion 3 Injektion 4 Injektion5 

Injektion 1 X 
F = 34,642 

p = 0,0004 

F = 60,074 

p < 0,0001 

F = 22,279 

p = 0,0015 

F = 36,532 

p = 0,0005 

Injektion 2 - X 
F = 1,456 

p = 0,2621 

F = 0,013 

p = 0,9112 

F = 3,044 

p = 0,1246 

Injektion 3 - - X 
F = 1,423 

p = 0,2671 

F = 0,763 

p = 0,4114 

Injektion 4 - - - X 
F = 2,878 

p = 0,1336 
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3.3 Einfluss von Cyclooxygenaseinhibitoren  

Um die Abhängigkeit des PIPC- Fiebers von der Aktivität der Cyklooxygenasen zu 

überprüfen, wurden den Meerschweinchen zusammen mit dem Pyrogen 

Cyklooxygenaseinhibitoren verabreicht.  

3.3.1 Diclofenac 

Die gleichzeitige intraarterielle Injektion von 5 mg/kg Diclofenac zusammen mit 500 µg/kg 

PIPC bewirkte eine vollständige Unterdrückung der Fieberreaktion (Abbildung 14). 

Aus Abbildung 15 wird deutlich, dass sich im Zuge der Fieberunterdrückung durch 

Diclofenac eine leichte Hypothermie zwischen der vierten und achten Stunde nach der 

Injektion manifestierte und einen Minimalwert von 38,57°C zum Zeitpunkt 390 min nach der 

Injektion erreichte. Mit Beginn der Dunkelheitsperiode glich sich die Temperaturkurve der 

mit Pyrogen und Antiphlogistikum behandelten Tieren den Werten der Tiere an, denen 

Diclofenac zusammen mit Saline injiziert wurde (Abbildung 15). 

 

Abbildung 14: Verlauf der Körpertemperatur nach Injektion von 500 µg/kg PIPC mit 5 mg/kg Diclofenac 

(n=8) bzw. PIPC mit dem Lösungsmittel für Diclofenac (n=7) - alle Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 

statt. 
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Abbildung 15: Verlauf der Körpertemperatur nach Injektion von 500 µg/kg PIPC mit 5mg/kg Diclofenac 

(n=8) bzw. NaCl mit Diclofenac (n=8) - alle Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 statt. 

 

Die Unterdrückung der Fieberreaktion durch das Diclofenac war sowohl für die 

Helligkeitsperiode (+60 min bis +480 min) als auch für die anschließende Dunkelheitsperiode 

(+510min bis +1200min) hochsignifikant (F = 266,561, p < 0,0001; bzw. F = 37,657, 

p < 0,0001; ANOVA).  

Vergleicht man den Zeitraum des Temperaturabfalls (+270 min bis +450 min) nach 

gleichzeitiger Injektion von Pyrogen und Antiphlogistikum mit den Temperaturen nach 

gemeinsamer Injektion von Lösungsmittel des Pyrogens und Diclofenac, so ergibt sich 

ebenfalls ein signifikanter Unterschied (F = 11,324, p = 0,046). 

Um einen Einfluss von Diclofenac in Abwesenheit von PIPC auf die Körpertemperatur 

auszuschließen, wurden jeweils 8 Tiere mit Saline und Diclofenac bzw. Saline und dem 

Lösungsmittel von Diclofenac behandelt. Aus Abbildung 16 wird ersichtlich, dass die 

Temperaturverläufe nahezu kongruent waren. Die Schwankungen bewegen sich im Rahmen 

der statistischen Streuung. 
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Abbildung 16: Verlauf der Körpertemperatur nach Injektion von Saline und Diclofenac im Vergleich zu 

den Temperaturen nach Injektion von Saline und dem Lösungsmittel von Diclofenac (jeweils n=8) – alle 

Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 statt. 

 

Die TNF Plasmaspiegel (Abbildung 17) lagen 60 min nach Injektion von PIPC und 

Diclofenac bei 6926 ±6469 pg/ml und sind damit nicht signifikant verschieden von den 

Werten der Tiere, denen anstelle des Diclofenac dessen Lösungsmittel verabreicht wurde 

(10616 ±3029 pg/ml; F = 1,859, p = 0,2445; ANOVA; n=3 für alle Werte). 

120 Minuten nach der Injektion war lediglich bei einem der Tiere mit unterdrückter 

Fieberreaktion ein TNF Gehalt des Plasmas von 329 pg/ml festzustellen. Die beiden anderen 

Tiere zeigten zu diesem Zeitpunkt keine nachweisbaren Plasmaspiegel dieses Zytokins. Die 

Daten dieses Zeitpunktes entzogen sich somit einer statistischen Auswertung.  

Zu den Zeitpunkten –60 und +240 min lagen bei keinem Tier, welches mit PIPC und 

Diclofenac beziehungsweise dessen Lösungsmittel behandelt wurde, detektierbare 

Plasmaspiegel von TNF vor (n=3 für alle Gruppen). 

In Abbildung 18 sind die IL-6 Spiegel der Tiere gezeigt, die mit Diclofenac, bzw. dessen 

Lösungsmittel, zusammen mit PIPC behandelt wurden. Hier zeigte sich ebenfalls keine 

signifikante Beeinflussung der Zytokinwerte durch den Cyclooxygenase Inhibitor (60 min: F 

= 1,131, p = 0,3476; 120 min: F = 0,774, p = 0,4287; 240 min: F = 6,318x10-4, p= 0,9812). 
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Abbildung 17: TNF Spiegel im Plasma der Versuchstiere nach Koinjektion von 500 µg/kg PIPC mit 5 

mg/kg Diclofenac oder dessen Lösungsmittel (jeweils n=3 außer PIPC+ Diclofenac n=1) alle Injektionen 

fanden zum Zeitpunkt t=0 statt  

 

Abbildung 18: IL-6 Spiegel im Plasma der Versuchstiere nach Koinjektion von 500 µg/kg PIPC mit 

5mg/kg Diclofenac oder dessen Lösungsmittel (jeweils n=3) alle Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 

statt. 
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Bei den Kontrollgruppen Saline + Diclofenac und Saline + Solvent D war bei keinem Tier 

zirkulierendes TNF zu detektieren (n=3 für beide Gruppen und die Zeitpunkte –60, +60, +120 

und +240 min). Die IL-6 Werte der beiden Gruppen zu denselben Zeitpunkten lagen im Mittel 

allesamt zwischen 10 und 61 I.U./ml und zeigten ebenfalls keine Beeinflussung durch die 

Injektionen. 

3.3.2 Nimesulide 

Die gleichzeitige Gabe von 5 mg/kg Nimesulide und 500 µg/kg PIPC bewirkte eine 

signifikante Unterdrückung der frühen Fieberreaktion F = 24,114, p = 0,0027 für den 

Zeitraum +90 bis +240 Minuten; ANOVA; PIPC + Nimesulide: n = 6, PIPC + Solvent: n = 

4). Die sich in Abbildung 19 abzeichnende Verlängerung der Fieberreaktion bei den mit PIPC 

und Nimesulide behandelten Tieren erwies sich für den Zeitraum von 660 Minuten bis 1080 

Minuten nach der Injektion jedoch als nicht signifikant (F = 3,337, p = 0,1175). 

Um einen Einfluss von Nimesulide in Abwesenheit von PIPC auf die Körpertemperatur 

auszuschließen, wurden jeweils 4 Tiere mit Saline und Nimesulide bzw. Saline und dem 

Lösungsmittel von Nimesulide behandelt. Aus Abbildung 20 wird ersichtlich, dass die 

Temperaturverläufe nahezu kongruent waren. 

 

Abbildung 19: Verlauf der Körpertemperatur nach Injektion von 500 µg/kg PIPC mit 5 mg/kg Nimesulide 

(n=6) bzw. PIPC mit dem Lösungsmittel von Nimesulide (n=4) - alle Injektionen fanden zum Zeitpunkt 

t=0 statt. 
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Abbildung 20: Verlauf der Körpertemperatur nach Injektion von Saline und Nimesulide im Vergleich zu 

den Temperaturen nach Injektion von Saline und dem Lösungsmittel von Nimesulide (jeweils n=4) – alle 

Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 statt. 

Da von allen Tieren, die zur Untersuchung des selektiven Cox-2-Hemmers Nimesulide 

sowohl zum Zeitpunkt +60 min als auch 120 min nach der Injektion Blutproben gesammelt 

werden konnten, entsprechen die n-Zahlen der Zytokinanalytik denen der Verläufe der 

Körpertemperatur. Für den Tumor Nekrose Faktor (Abbildung 21) ergaben sich 60 Minuten 

nach der Injektion Werte von 3677 ±1045pg/ml (PIPC + Nimesulide) und 7528 ±4488pg/ml 

(PIPC + Solvent N). Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant (F = 9,713x10-3, p = 

0,9239; ANOVA). 120 Minuten nach der Injektion konnte bei 3 Tieren der Nimesulide/ PIPC 

Gruppe ein TNF Spiegel von durchschnittlich 88 ±10pg/ml im Plasma nachgewiesen werden. 

Die anderen drei stimulierten Tiere zeigten keine detektierbaren TNF Konzentrationen im 

Blut. Von den Kontrolltieren war bei einem Tier kein TNF nachzuweisen, bei den übrigen 

lagen durchschnittlich 130 ±32pg/ml TNF im Plasma vor. Hier zeigte sich ebenfalls keine 

signifikante Änderung (F = 1,617, p = 0,2724; ANOVA). 

In Abbildung 22 sind die IL-6 Spiegel der Tier gezeigt, denen Nimesulide, bzw. dessen 

Lösungsmittel zusammen mit PIPC injiziert wurde. Hier zeigte sich ebenfalls keine 

signifikante Beeinflussung der Zytokinwerte durch den Cox-2-Inhibitor (60 min: F = 0,917, p 

= 0,3664; 120 min: F = 0,323, p = 0,5855). 
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Abbildung 21: TNF Spiegel im Plasma der Versuchstiere nach Koinjektion von 500 µg/kg PIPC mit 5 

mg/kg Nimesulide oder dessen Lösungsmittel (n=6 für PIPC+ Nimesulide +60min, n=4 für PIPC+ Solvent 

N +60 min, jeweils n=3 für +120 min) alle Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 statt 

 

Abbildung 22: IL-6 Spiegel im Plasma der Versuchstiere nach Koinjektion von 500 µg/kg PIPC mit 5 

mg/kg Nimesulide oder dessen Lösungsmittel (n=6 für beide Zeitpunkte von PIPC+ Nimesulide, n=4 für 

beide Zeitpunkte PIPC+ Solvent N) alle Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 statt. 
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Bei den Kontrollgruppen Saline + Nimesulide und Saline + Solvent N konnte bei keinem Tier 

weder zum Zeitpunkt +60 noch +120 min zirkulierender TNF detektiert werden. Die IL-6 

Werte der beiden Gruppen lagen im Mittel allesamt zwischen 37 und 49 I.U./ml und blieben 

durch die Injektion unbeeinflusst. 
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3.4 Nachweis der Cox-2 Induktion im Gehirn 

Da die durch PIPC induzierte Fieberreaktion offensichtlich von Produkten der 

Cyclooxygenase abhängig war, sollte eine mögliche PIPC induzierte Expression der Cox-2 im 

Gehirn untersucht werden. 

180 Minuten nach systemischer Stimulation mit PIPC wurden vier Tieren das Gehirn 

entnommen, um mit Hilfe der in situ Hybridisierung die Expression von Cox-2 mRNA zu 

detektieren. Zur Überprüfung der Wirksamkeit der pyrogenen Stimulation wurde die 

Fieberreaktion bis zur Euthanasie telemetrisch aufgezeichnet (Abbildung 23). 

 

Abbildung 23: Körpertemperatur der für die in situ Hybridisierung mit PIPC stimulierten Tiere (n=4) - 

alle Injektionen fanden zum Zeitpunkt t=0 statt. 

Drei Stunden nach Stimulation mit PIPC manifestierte sich die bereits in Kap. 3.1 

beschriebene Fieberreaktion. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte aufgrund der Labilität der mRNA 

eine möglichst zügige Präparation der Gehirne. Daher wurde bei diesen Tieren auf die 

Entnahme einer Blutprobe verzichtet. 

Im Vergleich zu unstimulierten Kontrolltieren, die gemeinsam mit den stimulierten Tieren 

prozessiert wurden, wurden im gesamten Gehirn einzelne Cox-2 Signale entlang von 

Blutgefäßen gefunden. Des Weiteren konnte eine Häufung der Cox-2 mRNA in den 
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sensorischen zirkumventrikulären Organen der Lamina terminalis, insbesondere im 

Subfornikalorgan (SFO) nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass in diesen Gebieten 

nach systemischer PIPC Stimulation eine verstärkte Prostaglandinsynthese stattfindet. Im 

Subfornikalorgan, aber auch im Plexus choroideus war neben den COX-2-Signalen auch IL-

1b auf mRNA-Ebene nachweisbar.  

Zusammen mit der Unterdrückung der Fieberreaktion durch Cyclooxygenase Inhibitoren 

(Kap. 3.3) zeigt dieser Befund eine Abhängigkeit der Fieberreaktion auf pyrogene Reize von 

der Bildung von Arachidonsäuremetaboliten in spezifischen Gehirnstrukturen. 

 

 

       

Abbildung 24: Nachweis der mRNA der induzierbaren Cyclooxygenase (COX-2, a-c) und Interleukin-1 

(d-f) im Subfornikalorgan (SFO) und im Plexus choroideus (CP) nach Stimulation durch 500µg/kg PIPC 

i.a. (a, b, d, e). Kontrolltiere (c, f) wurden steriler Kochsalzlösung behandelt. Schwärzungen auf den mit 

Röntgenfilm beschichteten Objektträgern zeigen radioaktive Signale der mRNA für COX-2 bzw. IL-1 

an. Diese Signale traten im SFO der mit PIPC behandelten Tiere auf (a, b) und waren in den Kontrollen 

kaum nachweisbar (c, f). Signale der IL-1b-mRNA traten auch im Plexus choroideus (CP) der mit PIPC 

stimulierten Tiere auf (e), während COX-2 in dieser Hirnstruktur auf mRNA-Ebene nicht nachweisbar 

war (b). Der schwarze Balken in f entspricht 1mm.  
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3.5 Immunhistochemischer Nachweis der nukleären 

Translokation des Transkriptionsfaktors STAT3  

Um zu untersuchen, ob nach Stimulation mit PIPC eine direkte Aktivierung fieberrelevanter 

Gehirnstrukturen dokumentierbar ist, wurden die Gehirne von 5 intraarteriell mit 500µg/kg 

PIPC stimulierten Meerschweinchen 120 Minuten nach der Injektion zum Nachweis nukleärer 

Translokationen des Transkriptionsfaktors STAT3 entnommen. Der Erfolg der pyrogenen 

Stimulation wurde wiederum mittels Telemetrie (Abbildung 25) und Zytokinanalytik 

sichergestellt. Die mittleren IL-6 Plasmaspiegel betrugen zum Zeitpunkt der Perfusion 

4684pg/ml ±1434pg/ml. 

 

Abbildung 25: Körpertemperatur der für die DAB-Immunhistochemie mit PIPC stimulierten Tiere (n=5) 

die Injektion von PIPC erfolgte zu Zeitpunkt t=0 

 

Die STAT3 spezifische Immunreaktivität stellte sich als braunes Präzipitat dar, das im Falle 

der nukleären Translokationen mit der Kresylviolett Kernfärbung kolokalisiert war 

beziehungsweise diese überdeckte. 

In der Lamina Terminalis des dritten Ventrikels konnte in Zellen der sensorischen 

zikumventrikulären Organen, dem Organum vaskulosum laminae terminalis (OVLT) und 

dem Organum subfornikale (SFO), STAT3 spezifische Immunreaktivitäten nachgewiesen 
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werden. Als weitere Region mit starker STAT3 Aktivierung stellte sich die Area postrema in 

der Medulla oblongata dar. 

Des Weiteren fanden sich auch in den Meningen nukleäre STAT3 Signale. Da diese über die 

gesamte Hirnoberfläche verteilt anzutreffen waren, konnte für die Meningen keine spezifische 

Lokalisation ausgemacht werden. 

In den CVOs fanden sich STAT3 Signale sowohl gefäßassoziiert als auch im Parenchym. Die 

abgeflachten Zellkerne an der Begrenzung des Gefäßlumens, die sich in allen drei CVOs 

zeigten (Abbildung 26), ließen sich aufgrund ihrer Morphologie und Lokalisation als Nuklei 

von Endothelzellen identifizieren. Bei den übrigen Zellkernen war eine weitere 

Differenzierung der Zelltypen mit dieser immunhistochemischen Methode nicht zweifelsfrei 

möglich. 

Da die sensorische zirkumventrikulären Organe keine vollständige Bluthirnschranke 

aufweisen, lässt sich feststellen, dass sich die nukleären STAT3 Signale nicht innerhalb der 

von der Bluthirnschranke abgegrenzten Gebiete detektieren ließen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 26 (nächste Seite): Nukleäre Translokationen des Transkriptionsfaktor STAT3 in Zellen der 

zirkumventrikulären Organe (CVO), der Area postrema (AP), des Organum vasculosum laminae 

terminalis (OVLT), des Subfornikalorgans (SFO) und in den Meningen. Die spezifische STAT3 

Immunreaktivität stellt sich als braunes Reaktionsprodukt der Diaminobenzidin Hydrochlorid 

Konversion dar. Kresylviolett wurde zur Kernfärbung und zur Darstellung der allgemeinen 

Neuroanatomie verwendet. Im Gegensatz zu den Kontrolltieren (rechte Spalte) wurden in den Gehirnen 

der mit 500 µg/kg PIPC stimulierten Tiere 2 Stunden nach der Injektion in den CVO und den Meningen 

nukleäre STAT3 Signale nachgewiesen. (Die Balken in den Übersichten entsprechen 100 µm, die in den 

Vergrößerungen 50µm). 
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3.6 Charakterisierung der STAT3 aktivierten Zelltypen 

Zur Differenzierung der Zelltypen, die eine nukleäre STAT3 Translokation erfahren, wurden 

immunhistochemische Mehrfachmarkierungen mit zellspezifischen Markern an den Gehirnen 

von vier Tieren durchgeführt. 

Der Erfolg der pyrogenen Stimulation wurde bei dieser Versuchsserie ebenfalls mittels 

telemetrischer Erfassung der Körpertemperatur (Abbildung 27) und Zytokinanalytik 

überprüft. Die mittleren IL-6 Plasmaspiegel betrugen zum Zeitpunkt der Perfusion 9255 

±6257 I.U./ml 

 

Abbildung 27: Körpertemperatur der für die immunhistochemischen Mehrfachmarkierungen mit PIPC 

stimulierten Tiere (n=4) die Injektion von PIPC erfolgte zu Zeitpunkt t=0 

 

STAT3 Signale zeigten eine rote Fluoreszenz, die mit DAPI markierten Zellkerne eine blaue. 

Nukleäre STAT3 Translokationen stellten sich durch Überlagerung dieser Farben als rosa bis 

rote Signale dar. 

Die jeweiligen zellspezifischen Marker vWF (Endothelzellen), GFAP (Astrozyten) und NeuN 

(Neurone) wurden mit grüner Farbe abgebildet (Abbildung 28). 
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Abbildung 28: Beispiel für die Überlagerung der einzelnen Farbkomponenten: Links sieht man die DAPI 

markierten Zellkerne blau dargestellt. Gleichzeitig ist auf allen Bildern der Astrozytenmarker GFAP 

grün eingefärbt. Im mittleren Bild sieht man die STAT3 Immunreaktivität, die mit roter Fluoreszenz 

sichtbar gemacht wurde. Durch Übereinanderlagerung der einzelnen Farbkomponenten lässt sich dem 

rechten Bild entnehmen, dass die STAT3 Immunreaktivität mit DAPI kolokalisiert ist und damit im 

Nukleus zu finden ist. Zur zellulären Phänotypisierung, die der nukleären Translokation des 

Transkriptionsfaktors STAT3 unterworfen war, konnte durch Markierung des sauren Gliafaserproteins 

rings um den Zellkern die Zelle als Astrozyt identifiziert werden. Analog hierzu wurden durch Antikörper 

gegen den van Willebrand Faktor bzw. das neuronenspezifische nukleäre Protein Endothelzellen und 

Neurone identifiziert. 

Da für die Mehrfachmarkierungen eine modifizierte Perfusionstechnik verwendet wurde 

(Kap. 2.2.1.9), war mit dieser Methode ein stärkerer Nachweis der STAT3 Translokationen zu 

beobachten. Hierbei wurden die Gehirne nicht perfusionsfixiert, sondern erst im Anschluss an 

das Anfertigen der Schnitte eine Immersionsperfusion durchgeführt (Kap. 2.2.3.4, Tabelle 4). 

Zudem enthielt die Fixationslösung nur 2% Paraformaldehyd statt 4%. Dieser Effekt zeigte 

sich insbesondere bei den Endothelien, die bei der immunenzymatischen Methode 

ausschließlich in den CVOs STAT3 Signale aufwiesen. Mit der schwächeren 

Fixationsmethode konnte in Endothelien im gesamten Gehirn eine nukleäre STAT3 

Immunreaktivität nachgewiesen werden. Zellen außerhalb der CVOs, die STAT3 Signale 

aufwiesen, waren nahezu ausnahmslos mit Signalen des vW-Faktors kolokalisiert und 

konnten so als Endothelzellen identifiziert werden (Abbildung 33). 

Die in Kapitel 3.5 getroffene Aussage, dass es sich bei einigen in den CVO vorhandenen 

STAT3 Signal tragenden Zellen aufgrund von Morphologie und Lokalisation um 

Endothelzellen handelt, konnte mit Hilfe der spezifischen Markierung des van Willebrand-

Faktors bestätigt werden (Abbildung 29, Abbildung 30 und Abbildung 31, jeweils links 

oben). Es zeigte sich aber auch, dass die nukleären Translokationen der STAT3 Signale sich 

nicht auf Endothelien beschränkten.  

In den Bildern jeweils rechts neben den Detektionen des vW-Faktors sind die sauren 

Gliafaserproteine (GFAP) wiederum mit grüner Fluoreszenz markiert. Man erkennt in 

Abbildung 29 einen breiten Wall von Astrozyten um das OVLT herum. Innerhalb dieses CVO 

konnte wiederum keine Immunreaktivität dieses Proteins nachgewiesen werden. 

Kolokalisationen von STAT3 Signalen mit Astrozyten ließen sich im Randbereich des OVLT 
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feststellen. Die im Zentrum dieser Hirnregion gelegenen Zellen zeigen zwar zu einem 

Großteil STAT3-, aber keinerlei GFAP- Immunreaktivität, und stellen somit einen anderen 

zellulären Phänotyp als Astrozyten dar. 

Im Organum subfornicale (Abbildung 30) stellte sich ein etwas modifiziertes Bild dar. 

Wieder war eine große Anzahl der im SFO vorkommenden Zellkerne STAT3 positiv. 

Kolokalisationen dieser Zellen mit dem sauren Gliafaserprotein fanden sich vorwiegend im 

Randbereich dieser Struktur. Im Zentrum hingegen waren vereinzelte STAT3 positive 

Astrozyten zu erkennen, jedoch nicht ausreichend viele, um die einzige genomisch aktivierte 

Zellpopulation neben den Endothelzellen in dieser Hirnregion zu repräsentieren. 

Die rostralen und caudalen Begrenzungen des SFO stellten ebenfalls ein Wall aus GFAP 

positiven Zellen dar, so dass das Subfornikalorgan als mehr oder weniger kugeliges Gebilde 

gesehen werden kann, das von einer Schicht aus Astrozyten umgeben ist und im Inneren 

ebenfalls einzelne Astrozyten besitzt. 

Die stärksten Kolokalisationen des sauren Gliafaserproteins mit STAT3 Immunreaktivität 

fanden sich in der Area postrema. Hier zeigten die STAT3 Signale ein besonderes 

Verteilungsmuster. Sie waren in den mittleren Abschnitten besonders an der Grenze zu dem 

Nucleus gracilis und Nucleus tractus solitarius angeordnet. Caudale Schnitte der AP zeigten 

eine gleichmäßige Verteilung der Signale über die gesamte Schnittfläche dieser Hirnregion, 

so dass sich in der räumlichen Projektion ein caudaler Abschluss der Area postrema mit 

Zellen mit nukleären STAT3 Signalen ergab. Cranial stellte die AP einen Gewebesteg dar, der 

sich im Bereich des Übergangs des vierten Ventrikels in den Zentralkanal über diesen spannt. 

Hier war die Signalverteilung vornehmlich auf die Grenzbereiche zu den umliegenden 

Strukturen beschränkt und glich damit den mittleren Abschnitten. 

Das Zentrum der AP zeigte zwar ebenfalls STAT3 positive Zellkerne, jedoch waren diese 

sowohl in Intensität als auch Häufigkeit vermindert. 
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Abbildung 29: Endothelzellen und Astrozyten des OVLT reagieren zwei Stunden nach Stimulation mit 

500 µg/kg PIPC i.a. mit nukleären Translokationen des Transkriptionsfaktors STAT3. Nukleäre STAT3 

Immunreaktivität (rot) ist mit nukleärer DAPI Färbung kolokalisiert und resultiert in rosa Signalen. Der 

endotheliale van Willebrand Faktor (vW, links oben), das saure Gliafaserprotein (GFAP, rechts oben) 

und das neuronale nukleäre Protein (NeuN, links unten) wurden jeweils mit grüner Färbung zur 

Demonstration der Phänotypen der STAT3 aktivierten Zellen benutzt. Rechts unten ist ein OVLT Schnitt 

eines mit Saline behandelten Kontrolltieres abgebildet. Als zellspezifischer Marker wurde hier GFAP 

verwendet. Die Pfeile zeigen auf STAT3 positive Zellkerne, die zu Zellen des jeweiligen zu detektierenden 

Zelltyps gehören, die Pfeilspitzen zeigen auf Zellen eines anderen nicht markierten Zelltyps. Die weißen 

Balken in den Übersichtsaufnahmen entsprechen 100µm, die Balken in den Detailaufnahmen entsprechen 

25 µm. 
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Abbildung 30: Kolokalisation von STAT3 Signalen mit nukleärer DAPI Färbung und zellspezifischen 

Markern in mittleren Bereichen des SFO. Links oben ist die Kolokalisation von STAT3 Signalen mit den 

Zellkernen von Endothelzellen gezeigt. Rechts oben ist die astrozytäre Begrenzung des SFO zu erkennen, 

die wiederum Kolokalisationen mit einigen der STAT3 Signalen aufweist. Im Inneren der mittleren 

Bereiche des SFO ist nur eine geringe Anzahl von Astrozyten zu erkennen, die aber ebenfalls STAT3 

positiv sind. Dagegen finden sich im gesamten SFO keine NeuN positiven Zellen (links unten). Als 

Vergleich ist rechts unten das SFO eines Kontrolltieres gezeigt, bei dem GFAP als zellspezifischer Marker 

verwendet wurde. Man erkennt zum einen zytoplasmatische STAT3 Immunreaktivität in Zellen des 

Plexus choroideus und außerdem ein einzelnes nukleäres STAT3 Signal an der Grenze zum dritten 

Ventrikel. Die Pfeile zeigen auf STAT3 positive Zellkerne, die zu Zellen des jeweiligen zu detektierenden 

Zelltyps gehören, die Pfeilspitzen zeigen auf Zellen eines anderen nicht gelabelten Zelltyps. Die weißen 

Balken entsprechen in den Übersichten 100 µm und in den Detailaufnahmen 25 µm. 

Ein Großteil der genomisch aktivierten Zellen in der AP war mit dem sauren Gliafaserprotein 

kolokalisiert. Als Ausnahme stellten sich vor allem Endothelien dar, die auch in dieser 

Hirnregion deutliche STAT3 Signale zeigten. 

Um zu überprüfen, ob eine Aktivierung von Neuronen über die STAT3 Signalkaskade nach 

Injektion von PIPC erfolgte, wurde als neuronaler Marker das neuronenspezifische nukleäre 

Protein (NeuN) detektiert. Mit diesem Zellmarker ergaben sich weder Kolokalisationen mit 

STAT3 Signalen in den CVOs noch in anderen Hirnregionen.  
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Abbildung 31: Kolokalisation von STAT3 Signalen mit nukleärer DAPI Färbung und zellspezifischen 

Markern in mittleren Bereichen der Area postrema. Links oben ist die Kolokalisation von STAT3 Signalen 

mit den Zellkernen von Endothelzellen gezeigt. Man erkennt eine Häufung von STAT3 Signalen im 

Randbereich der AP. Innerhalb der AP sind die Signale sowohl schwächer als auch weniger häufig. 

Unabhängig von der Lokalisation finden sich Endothelzellen mit STAT3 positiven Zellkernen. Rechts 

daneben sieht man STAT3 positive Astrozyten, ebenfalls in besonderem Maße in den Randbereichen der 

AP an der Grenze zum Nucleus gracilis und dem Nucleus tractus solitarius. Die Zellen stellen sich 

größtenteils als GFAP positiv dar. Dementsprechend ist hier ebenfalls der Anteil der Astrozyten an den 

genomisch aktivierten Zellen hoch. In dieser Hirnregion finden sich wiederum keine Zellen, die sowohl 

NeuN als auch STAT3 positiv sind. Rechts unten ist die Area postrema eines Kontrolltieres zu sehen. Sie 

zeigt keinerlei STAT3 Immunreaktivität. Als zellspezifischer Marker wurde wiederum GFAP verwendet. 

Die Pfeile zeigen auf STAT3 positive Zellkerne, die zu Zellen des jeweiligen zu detektierenden Zelltyps 

gehören, die Pfeilspitzen zeigen auf Zellen eines anderen nicht gelabelten Zelltyps. Die weißen Balken 

entsprechen in den Übersichten 100 µm und in den Detailaufnahmen 25 µm. 
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Abbildung 32 Caudale Abschnitte des SFO (links) und der AP (rechts). Im linken Bild erkennt man, dass 

das SFO in seinen Grenzbereichen eine hohe Astrozytendichte aufweist. Diese reagieren auf PIPC 

Stimulation ebenso wie die Zellen nicht astrozytären Ursprungs im Zentrum dieser Region mit nukleärer 

Translokation von STAT3 Molekülen. Die caudale AP hingegen weist weniger eine Veränderung des 

Phänotyps der Zellen auf, als vielmehr eine Veränderung der Signalverteilung. Die Signale sind nicht wie 

in den zentraleren Abschnitten V-förmig in den lateralen Rändern akkumuliert, sondern gleichmäßig 

über die gesamte Region verteilt. Die weißen Balken entsprechen in den Übersichten 100 µm und in der 

Detailaufnahme 25 µm. 

 

 

Abbildung 33: Endothelzellen im gesamten Gehirn reagieren auf intraarterielle Stimulation mit 500 µg/kg 

PIPC mit nukleärer Translokation des Transkriptionsfaktors STAT3 (linkes Bild). Der Pfeil zeigt 

exemplarisch eine Endothelzelle dieses corticalen Gefäßes mit Immunreaktivität für STAT3 im DAPI 

gelabelten Zellkern und vW-Faktor im Zytoplasma. Alle im Umfeld dieses Gefäßes vorkommenden 

STAT3 Signale sind ebenfalls mit dem vW-Faktor assoziiert. Im rechten Bild ist ein Gefäß aus dem 

Cortex eines Kontrolltieres abgebildet. Die weißen Balken entsprechen einer Länge von 25 µm. 
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Als weitere Hirnregion zeigte der Nucleus supraopticus (SON) eine Häufung von nukleären 

STAT3 Signalen, die sich nicht auf die Endothelien beschränkten, sondern auch in Astrozyten 

anzutreffen waren. Der SON stellte damit die einzige Hirnregion außer den sensorischen 

zirkumventrikulären Organen dar, in der genomisch aktivierte Astrozyten in nennenswertem 

Umfang nachgewiesen werden konnten. 

 

 

Abbildung 34: Außerhalb der Hirngebiete mit fenestrierter Blut- Hirn- Schranke fanden sich lediglich im 

Nucleus supraopticus nennenswerte Mengen an genomisch aktivierten Astrozyten (rechts oben). Neben 

Astrozyten konnten auch in dieser Region Endothelzellen als STAT3 positiv identifiziert werden (links 

oben). Mit dem Marker NeuN ergaben sich keine Kolokalisationen von STAT3 im SON (links unten). Das 

Bild unten rechts stammt von einem Kontrolltier. Als zellspezifischer Marker ist wieder das saure 

Gliafaserprotein (GFAP) grün dargestellt. Die weißen Balken in den Übersichtsaufnahmen repräsentieren 

jeweils 100 µm, in den Detailaufnahmen stellen die weißen Balken 25 µm dar. 
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Die pyrogene Wirkung, die von PIPC beim Meerschweinchen hervorgerufen wird, ist 

abhängig von der Applikationsart und geht mit der Induktion von Zytokinen einher. 

Subkutane Injektionen bewirkten weder einen Anstieg der Körpertemperatur noch von 

inflammatorischen Zytokinen im Blut. Intramuskulär verabreicht zeigte sich eine moderate 

Erhöhung der Körpertemperatur die von einem leichten Anstieg des zirkulierenden IL-6 

Spiegels begleitet war. 

Nach intraperitonealer oder intraarterieller Injektion wurde ein starkes Fieber ähnlicher Höhe 

ausgebildet. Die Dauer des Fiebers, das auf die i.p. Injektion folgte, war mit ca. 8 h deutlich 

kürzer als die Fieberreaktion auf intraarterielle Administration dieses Pyrogens (ca. 20h).  

60 min nach i.a. Injektionen konnte im Plasma eine TNF Aktivität von ca. 4500 ±1400pg/ml 

detektiert werden. Nach weiteren 60 min zeigte nur noch die Hälfte der Versuchstiere eine 

TNF Aktivität, die, wenn vorhanden, um eine Zehnerpotenz verringert war. Die IL-6 Werte 

stiegen langsamer an und erreichten ihren Peak nach 120 min mit ca. 6300 ±2300 I.U./ml, um 

sich nach weiteren 120 min zu halbieren. Intraperitoneal injiziert trat die Induktion von TNF 

erst nach 120 min auf und erreichte dosisabhängig Werte, die bei der niedrigen Dosis den i.a. 

Werten nach 120 min ähnelten. Bei der hohen Dosis zeigte sich eine Übereinstimmung mit 

den TNF Werten 60 min nach PIPC i.a. 

Wiederholte intraarterielle Injektionen bewirkten Modifikationen sowohl im Bezug zur 

Fieberantwort, als auch zu den induzierten Zytokinspiegeln. Die Höhe des Fiebers war schon 

nach der zweiten Injektion im Vergleich zur ersten signifikant reduziert. Die Wirkung der 

dritten Injektion war tendenziell noch schwächer. Im Laufe der vierten und fünften Injektion 

zeigte sich ein moderater Wiederanstieg der Höhe der Fieberreaktion, die aber nicht die 

Ausgangsstärke erreichte. Die Dauer der Erhöhung der Körpertemperatur hingegen war nach 

der vierten Injektion von über 20 Stunden auf 16 Stunden abgesunken. Nach der fünften 

Stimulation sank die Temperatur bereits nach 12 Stunden auf normale Werte ab. 

Die TNF Werte sanken bis zur dritten Injektion ab, um dann wieder tendenziell leicht zu 

steigen. Die IL-6 Werte hingegen zeigten eine recht einheitliche Abschwächung im Laufe des 

Versuchsgeschehens. 
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Das durch PIPC induzierte Fieber ist Cyclooxygenaseabhängig. 

Das durch PIPC hervorgerufene Fieber ließ sich durch gleichzeitige Verabreichung des nicht 

selektiven Cyklooxygenasehemmers Diclofenac vollständig unterdrücken. Es fand 4-8 

Stunden nach der Injektion sogar ein Absinken der Körpertemperatur unter die Werte der 

Kontrolltiere statt. Der selektive COX-2-Hemmer Nimesulide bewirkte eine Reduktion der 

frühen Fieberphase. Seine Wirkung endete nach etwa 6 Stunden. 

Weder Diclofenac noch Nimesulide hatten einen Einfluss auf die zirkulierenden 

Zytokinspiegel.  

3 Stunden nach der Injektion von PIPC konnte eine Induktion der Cox-2 mRNA im Gehirn 

entlang der Gefäße und in Gebieten mit fenestrierter Blut- Hirn- Schranke festgestellt werden. 

 

 

PIPC bewirkt die nukleäre Translokation des Transkriptionsfaktors STAT3 im Gehirn. 

Gebiete mit fenestrierter Blut- Hirn- Schranke zeigten 2 Stunden nach PIPC Stimulation 

STAT3 Signale in Zellkernen von Astrozyten und Endothelzellen. Sowohl im 

Subfornikalorgan als auch im Organum vasculosum laminae terminalis kommt mindestens 

eine weitere Zellpopulation vor, deren Phänotyp nicht durch zellspezifische Marker erkannt 

wurde. Die Area postrema hingegen zeigte eine hohe Zahl an genomisch aktivierten 

Astrozyten.  

Der Nucleus supraopticus stellt die einzige Hirnregion dar, die nicht zu den sensorischen 

circumventrikulären Organen gehört und nach Behandlung mit PIPC nukleäre STAT3 Signale 

aufwies. 

Abhängig von dem immunhistochemischen Protokoll konnten in Endothelzellen bzw. den 

Meningen des gesamten Gehirns STAT3 Signale nachgewiesen werden.  
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4 Diskussion 

4.1 PIPC als exogenes Pyrogen 

Eine Behandlung von Versuchstieren mit PIPC wurde von einigen Autoren als ein in vivo 

Modell zur experimentellen Simulation der Akute-Phase Reaktion angesehen („viral 

mimetic“), die im Zusammenhang mit viralen Infektionen auftritt (Fortier et al. 2004; Traynor 

et al. 2004). Die Übertragbarkeit der hier erhobenen Daten auf tatsächliche virale Infektionen 

ist jedoch nur bedingt möglich. Bei einer natürlichen Infektion kommt es zu einer 

kontinuierlichen Produktion der Pyrogene, die nicht mit der hier verwendeten Bolusinjektion 

zu vergleichen ist. Die Bolusinjektion einer Reinsubstanz ermöglicht es jedoch, die pyrogenen 

Eigenschaften dieser Substanz zu charakterisieren, da sowohl Verunreinigungen, als auch der 

Einfluss anderer pyrogener Komponenten einer viralen Infektion ausgeschlossen werden 

können. In einer Studie an TLR3-defizienten Mäusen konnte jedoch gezeigt werden, dass die 

Veränderungen der Körpertemperatur und das Krankheitsverhalten, die sich bei Wildtyp-

Mäusen bei einer experimentell erzeugten Infektion mit Influenzaviren entwickeln, bei den 

TLR3-knockout Mäusen sehr stark abgeschwächt sind (Majde et al., 2010). Dies zeigt, dass 

eine Behandlung von Versuchstieren mit dem TLR3-Agonisten PIPC wesentliche 

Komponenten einer Virusinfektion in der Tat experimentell simulieren kann.  

In den meisten Studien zur Charakterisierung der Mechanismen, die zur Ausbildung einer 

Fieberreaktion führen, wurde und wird LPS gram-negativer Bakterien eingesetzt (Roth & 

Blatteis, 2014). Injektionen von LPS können bei Versuchstieren je nach eingesetzter Dosis 

nicht nur zur Ausbildung von Fieber führen. In hoher Dosierung verursacht LPS eher einen 

dem septischen Schock entsprechenden Zustand, der zumindest in der Anfangsphase nach der 

Injektion von einer regulierten Hypothermie begleitet wird (Töllner et al., 2000; Romanovsky 

et al., 2005; Garami et al. 2018). Derartige Effekte können durch PIPC nicht ausgelöst 

werden (Fortier et al. 2004; Abschnitt 3.1 der vorliegenden Arbeit). Somit entspricht die 

pyrogene Kapazität von PIPC der für andere Agonisten endosomaler TLR beschriebenen 

Wirkung. Auch durch Agonisten für TLR7 (Imiquimod; Damm et al., 2012) bzw. TLR9 

(ODN 1668; Damm et al., 2014) lässt sich zwar Fieber, jedoch weder Hypothermie oder ein 

dem septischen Schock entsprechender Zustand induzieren. Dieser Unterschied lässt sich 

durch die Stärke und Zusammensetzung der so genannten „Zytokin-Kaskade“ erklären, die 

durch verschiedene exogene Pyrogene in unterschiedlicher Stärke induziert werden. Die 
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Ausbildung eines septischen Schocks wird in diesem Zusammenhang der exzessiven Bildung 

von TNF- zugeschrieben, die beispielsweise nach Injektion von LPS zu beobachten ist 

(Beutler & Cerami, 1989; Töllner et al., 2000). Zwar konnte in der vorliegenden Arbeit 

reproduzierbar belegt werden, dass PIPC einen Anstieg an TNF- im Blutplasma verursacht. 

Dieser fällt jedoch im Vergleich zu einer Stimulation mit LPS oder mycoplasmalen 

Lipopeptiden deutlich schwächer aus (Roth et al., 1994; Hübschle et al., 2006; Welsch et al., 

2012). Dies könnte an der endosomalen Lokalisation des TLR3 und des vergleichsweise 

hohen Molekulargewichts und der damit verbundenen Molekülgröße von PIPC liegen. Um 

eine TLR-vermittelte Signalkaskade zu induzieren, muss PIPC zunächst die Endosomen 

erreichen, in denen TLR3 nach seiner Faltung im endoplasmatischen Retikulum über den 

Golgi-Apparat platziert wird (Blasius & Beutler, 2010). Dies erklärt die im Vergleich zu LPS, 

MALP-2 oder FSL-1 schwächere Kapazität von PIPC zur Induktion von TNF- und die 

fehlende Kapazität des TLR3-Agonisten zur Verursachung eines septischen Schocks. Die 

TLRs für die genannten Moleküle (TLR4, TLR2 und TLR6) sind aufgrund ihrer Lokalisation 

in den Zellmembranen für ihre Agonisten wesentlich leichter zugänglich. Dennoch zeigen die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die klassische Vorstellung von PIPC als reinem 

Interferonstimulator (Absher & Stinernbring, 1969; Cooper et al., 1988) revidiert werden 

sollten. PIPC sorgt, wenn auch im schwächeren Umfang, für eine zirkulierende Zytokin-

Kaskade, die in Zusammensetzung und Kinetik den durch LPS induzierten Zytokinen 

entspricht (Jansky et al., 1995). Dies bedeutet, dass besonders die Rolle von IL-6 als 

kritisches zirkulierendes endogenes Pyrogen (Chai et al., 1996; Cartmell et al., 2000; Roth et 

al., 2004; Rummel et al., 2006; Eskillson et al., 2014) auch auf die durch PIPC-induzierbare 

Fieberreaktion übertragen werden kann. Der Zusammenhang zwischen dem durch PIPC 

induzierten Fieber und den das Fieber begleitenden zirkulierenden IL-6-Spiegeln wurde 

besonders in den Versuchen deutlich, in denen unterschiedliche Applikationswege (i.a., i.p., 

i.m., s.c.) für PIPC verglichen wurden (Abb. 35). Dieser Zusammenhang wird in Abbildung 

35 anhand der Daten, die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen wurden, zusammenfassend 

dargestellt. Injektionen von PIPC in eine subkutan implantierte Kammer mit Hautkontakt der 

in die Kammer injizierten Lösung (s.c.) führte bei Meerschweinchen zu keinem signifikanten 

Anstieg der Körperkerntemperatur (siehe Abb. 3). I.m. Injektionen von PIPC verursachten 

einen sehr moderaten Anstieg der Körpertemperatur. Korrelierend dazu war im Blut der s.c. 

mit PIPC behandelten Tiere kein signifikanter Anstieg an IL-6 messbar, i.m. Injektionen des 

TLR3 Agonisten verursachten nur einen geringen Anstieg von IL-6 im Plasma. Die starken 

Fieberreaktionen, die nach i.p. und besonders nach i.a. Injektionen bei Meerschweinchen 
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auftraten, waren dagegen mit dazu korrespondierenden, sehr hohen zirkulierenden IL-6-

Spiegeln assoziiert. Entsprechende Befunde ließen sich auch für TNF- erheben (Abb. 35).  

 

 

 

 

Abbildung 35: Vergleich der höchsten gemessenen TNF- und IL-6-Konzentrationen im Blutplasma von 

Meerschweinchen, die i.a., i.p., i.m. oder s.c. mit PIPC behandelt wurden (Abbildung aus: Voss et al., 

2006). Korrespondierend zur Stärke der in Abschnitt 3.1 beschriebenen Fieberreaktionen verhielten sich 

die zirkulierenden Spiegel der beiden untersuchten Zytokine. Säulen mit denselben Buchstaben 

unterscheiden sich nicht signifikant voneinander, während unterschiedliche Buchstaben über den Säulen 

signifikante Unterschiede anzeigen. Nach s.c. und i.m. Injektionen von PIPC war TNF- im Blut nicht 

nachweisbar (n.d.).  

 

Auch für das in den meisten experimentellen Fieberstudien verwendete LPS wurde eine 

Abhängigkeit zwischen der Art der Applikation, den jeweils nachzuweisenden zirkulierenden 
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IL-6-Spiegeln und der Stärke der Fieberreaktion beschrieben (Rummel et al., 2004). Der 

diesbezüglich deutlichste Unterschied zwischen LPS und PIPC manifestiert sich darin, dass 

die Injektionen von PIPC in eine subkutane Kammer nicht mit einer Fieberreaktion 

beantwortet werden (Abbildung 3), während LPS in diesem Experimentalmodell einer lokalen 

subkutanen Entzündungsreaktion von einer deutlichen Fieberantwort begleitet wird (Ross et 

al., 2000; Rummel et al., 2004). Mehrere Gründe könnten hierfür verantwortlich sein. Zum 

einen könnte in den subkutanen Gewebestrukturen TLR3 im Gegensatz zu TLR4 nicht in 

relevantem Ausmaß vorhanden sein. Dies erscheint jedoch deshalb unwahrscheinlich, da 

andere Agonisten endosomaler / intrazellulärer TLRs (TLR7 bzw. TLR9) nach subkutaner 

Injektion sehr wohl Fieber induzieren können (Damm et al., 2012; Damm et al., 2014). Im 

Gegensatz zu den synthetischen Agonisten von TLR7 und TLR9 handelt es sich bei PIPC 

jedoch um ein Molekül von vergleichsweise hohem Molekulargewicht (1000-6000 

Nukleotide). Derart große Moleküle werden eventuell nicht so leicht zu dem intrazellulär 

gelegenen TLR3 gelangen können oder aber bei zu schwacher Expression von TLR3 im 

subkutanen Gewebe aus der Kammer in den Blutkreislauf übertreten. Die Überprüfung dieser 

Hypothese war jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich, da eine Möglichkeit zur 

Messung von PIPC im Blut nach den unterschiedlichen Applikationen nicht verfügbar war. 

Die Problematik des Einflusses der Variabilität des Molekulargewichtes unterschiedlicher 

PIPC-Präparationen auf das Ausmaß der Aktivierung angeborener Immunität wurde erst 

kürzlich experimentell untersucht (Mueller et al., 2019). Da die hier beschriebenen Versuche 

jedoch alle mit derselben PIPC Präparation durchgeführt wurden, sollte dies keinen Einfluss 

auf die erhobenen Befunde gehabt haben.  

Es bleibt festzuhalten, dass die pyrogenen Eigenschaften des TLR3-Agonisten PIPC gut mit 

den zirkulierenden Konzentrationen von IL-6 korrelieren und somit der Mechanismen zur 

Fieberinduktion nach Stimulation mit PIPC denen entsprechen könnten, die besonders für 

LPS intensiv erforscht und beschrieben wurden (siehe auch: Abschnitt 4.3).  

4.2 Toleranzerscheinungen gegenüber PIPC 

Die beiden bislang publizierten Studien zur Untersuchung einer möglichen 

Toleranzentwicklung gegenüber wiederholten Stimulationen mit PIPC lieferten 

widersprüchliche Befunde. Die erzielten Befunde entsprachen etwa den Ergebnissen, die bei 

der Analyse von fünf wiederholten i.p. Injektionen von FSL-1 beschrieben wurden (Greis et 

al., 2009). Das nach der zweiten und dritten Injektion von i.a. injiziertem PIPC registrierte 
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Fieber schwächte sich progressiv ab, um nach der vierten und fünften Injektion des Pyrogens 

wieder anzusteigen. Bemerkenswert hieran war, dass die frühe Fieberphase (0-120 min nach 

Injektion von PIPC) nach allen fünf Stimulationen identisch war. Passend dazu war der 

zirkulierende IL-6-Spiegel ab der dritten Injektion nach 240 min nicht, aber nach 120 min 

signifikant reduziert. Somit muss man postulieren, dass sich die frühe Phase des durch PIPC 

induzierten Fiebers unabhängig von zirkulierenden Zytokinen entwickelt, die Zytokine somit 

nur Aufrechterhaltung des Fiebers beitragen. Die Zytokin-unabhängige frühe Fieberphase 

könnte sich durch eine direkte Wirkung von PIPC auf das Gehirn manifestieren. Hierfür 

könnte eventuell die Existenz von TLR3 in Hirnstrukturen mit unvollständiger Blut-Hirn-

Schranke verantwortlich sein (Ott et al., 2012; siehe auch Abschnitt 3.4). Wie bereits in 

Abschnitt 1.4 ausgeführt, ist das Phänomen einer Toleranzentwicklung für LPS am stärksten 

ausgeprägt (Roth et al., 1994; Zeisberger & Roth, 1998). Als wahrscheinlichster Mechanimus 

gilt eine Veränderung der Zusammensetzung des Transkriptionsfaktors NFB weg von dem 

Heterodimer p50/p65 hin zu dem Homodimer p50/p50 bei wiederholter Stimulation mit LPS 

in kurzen Abstanden (Ziegler-Heitbrock et al., 1994). Die Hochregulation der p50 

Untereinheit des Transkriptionsfaktors bei unveränderter Expression der p65 Untereinheit 

wird nach gängiger Vorstellung dafür verantwortlich gemacht, dass die Genexpression von 

TNF- unterdrückt, die Induktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 dagegen 

verstärkt wird (Frankenberger et al., 1995; Kastenbauer & Ziegler-Heitbrock, 1999). Da es 

sich bei IL-10 um ein Zytokin mit starken antipyretischen Eigenschaften handelt (Leon et al., 

1999; Harden et al., 2014), lässt sich die progressiv abgeschwächte Fieberanwort gegenüber 

wiederholter Stimulation mit LPS gut erklären. Für das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte 

exogene Pyrogen PIPC sieht dieser Sachverhalt etwas komplizierter aus. Die Abschwächung 

des Fiebers und der Bildung von Zytokinen mit fiebererzeugenden Eigenschaften auf 

wiederholte Injektionen von PIPC ist vergleichsweise moderat und sogar nur transient. (siehe: 

Abschnitt 3.2). Durch die Interaktion von PIPC mit seinem Rezeptor TLR3 wird ebeso wie 

wie nach der Aktivierung von TLR4 durch LPS der Transkriptionsfaktor NFB aktiviert 

(Alexopoulo et al., 2001), wobei jedoch Unterschiede bei den jeweils induzierten 

Genexpressionsmustern gibt (Huang et al., 2006). Ob es Veränderungen in der 

Zusammensetzung von NFB nach wiederholter Stimulation mit PIPC gibt, ist bislang nicht 

bekannt. Würde der Mechanismus der moderaten Toleranzententwickung gegenüber PIPC der 

starken Toleranzentwicklung gegenüber LPS entsprechen, müsste man postulieren, dass die 

vermehrte Bildung von p50/p50 homodimeren NFB-Molekülen nach mehrfacher PIPC-

Injektion wesentlich schwächer erfolgt als es für LPS beschrieben wurde. Außerdem müsste 
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sich die Veränderung der NFB-Zusammensetzung nach mehr als drei PIPC-Injektionen 

wieder abschwächen. Da diesbezügliche Untersuchungen bislang nicht durchgeführt wurden, 

bleibt die genaue Erklärung, warum sich die Reaktionen von Versuchstieren gegenüber 

wiederholten Injektionen von PIPC und LPS doch recht deutlich unterscheiden, zunächst 

spekulativ. Zur Klärung dieser Frage sollten jedoch auch neuere Erkenntnisse zu potenziellen 

Mechanismen und Mediatoren der LPS-Toleranz herangezogen werden, die sich 

möglicherweise auf die durch wiederholte PIPC-Behandlung nachweisbaren, wenn auch 

schwächer ausfallenden, Toleranzeffekte übertragen lassen (Mages et al., 2008; Lopez-

Collazo & del Fresno, 2013; Seely & Gosh, 2017; Liu et al., 2018; Lajqi et al., 2019).  

4.3 Rolle der Zyklooxygenasen 

In den meisten Studien der experimkentellen Fieberforschung wurde der TLR4 Agonist LPS 

als fiebererzeugendes Agens eingesetzt (Roth & Blatteis, 2014). Speziell für das Modell des 

LPS-induzierten Fiebers wurde eine zentrale Rolle für PGE2 als letztendlich finaler 

Fiebermediator herausgearbeitet. Einige experimentelle Befunde sprechen dafür, dass in der 

Peripherie, vornehmlich in den in Makrophagen von Leber und Lunge, gebildetes PGE2 an 

der Frühphase des einsetzenden Fiebers beteiligt ist, während das zentral in der POA 

gebildete PGE2 für die Aufrechterhaltung der länger andauernden späteren Fieberphasen 

verantwortlich zeichnet (Li et al., 2006; Steiner et al., 2006). Beide Arbeitsgruppen stellten 

fest, dass die Aktivierung peripherer Makrophagen durch LPS mit dem Einsetzen des Fiebers 

zeitlich korrelliert. Der Mechanismus, wie peripher generiertes PGE2 zur Fieberentstehung 

führt, wird von den jeweiligen Autoren jedoch unterschiedlich interpretiert. Li et al. (2006) 

postulierten eine Aktivierung von Afferenzen des N. vagus durch das in der Leber (eventuell 

auch in der Lunge) freigesetzte PGE2. Steiner et al. (2006) stellten die Hypothese auf, dass 

PGE2 durch spezifische Transporter über die Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke in den 

Bereich der POA transportiert wird. Weniger umstritten ist der zweite Pool an PGE2, der 

leicht verzögert direkt im Gehirn gebildet wird. Hierbei sind unumstritten hauptsächlich 

Endothelzellen der Blutgefäße im Bereich der POA und der CVOs an der Bildung dieses 

kritischen Fiebermediators beteiligt (Rummel et al., 2006; Eskilsson et al., 2017). Auf die 

zentrale Rolle der durch Pyrogene induzierten Expression von COX-2, besonders im Gehirn, 

wurde bereits verwiesen (siehe Abschnitt 1.3.3.2). Um die Bedeutung von PGE2 und COX-2 

auch für die durch PIPC induzierbaren Fieberreaktion nachzuweisen, wurden zum einen 

COX-Inhibitoren eingestzt; zum anderen wurde mittels in situ Hybridisierung versucht, eine 
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PIPC-induzierte Expression von COX-2 im Gehirn des Meerschweinchens nachzuweisen. Bis 

dato wurde lediglich in einer mit Kaninchen durchgeführten Studie die Rolle von PGE2 beim 

Fieber nach intravenöser Injektion von PIPC untersucht (Rotondo et al. 1987; Rotondo et al. 

1988). In dieser Studie konnte durch Gabe von Ketoprofen, einem nicht-selektiven COX-

Inhibitor, nicht nur das Fieber, sondern auch der mit dem Einsetzen der Fieberreaktion 

beobachtete Anstieg an PGE2 im Blut vollständig unterdrückt werden. Im Rahmen der hier 

vorgelegten Arbeit wurden mit Diclofenac und Nimesulide ein nicht-selektiver und ein 

selektiver COX-2 Hemmer bei der Spezies Meerschweinchen eingesetzt. Hierbei erwies sich 

Diclofenac als deutlich potenter, was die Unterdrückung der durch PIPC hervorgerufenen 

Fieberreaktion betraf. So wirkte sich Nimesulide stärker auf die frühere Phase des Fiebers aus. 

Dies stand in gewissem Widerspruch zu einer anderen Studie, in der Nimesulide ebenfalls 

beim Meerschweinchen eher die späteren Phasen einer durch LPS induzierten Fieberreaktion 

abschwächte (Steiner et al., 2001). Es könnte sein, dass durch Nimesulide präferentiell die 

periphere COX-2-vermittelte Bildung von PGE2 durch Makrophagen in Leber und Lunge 

gehemmt wurde, ein Mechanismus, wie er für LPS-Fieber beim Meerschweinchen 

beschrieben wurde (Blatteis, 2006). Ob ein solcher Mechanismus tatsächlich auch für das 

PIPC-induzierte Fieber existiert, erfordert jedoch weiterführende Untersuchungen.  

Zumindest für die größten Anteile des LPS-induzierten Fiebers, wird die gekoppelte 

Expression von COX-2 / mPGES-1 als entscheidend für die Aufrechterhaltung der 

Fieberreaktion angesehen (Roth & Blatteis, 2014; Blomqvist & Engblom, 2018). Dies konnte 

mit Hilfe von „knockout“ Mäusen, bei denen entweder das COX-2 oder das mPGES-1 Gen 

ausgeschaltet wurde, nachgewiesen werden (Li et al. 1999; Saha et al. 2005). Bei den Spezies 

Ratte und Maus wurde auf mRNA (PCR) und Proteinebene (Immuncytochemie, Western-

Blot) in verschiedenen Fiebermodellen eine vermehrte Bildung dieser beiden Enzyme 

nachgewiesen (Cao et al., 1995; Matsumura et al., 1998; Yamagata et al., 2001; Konsman et 

al. 2004; Fortier et al., 2004; Rummel et al. 2005; Knorr et al., 2010; Damm et al., 2012; 

Damm et al., 2014). Für die Spezies Meerschweinchen besteht mangels spezifischer 

Antikörper keine Möglichkeit COX-2 oder mPGES-1 auf Proteinebene nachzuweisen. Mit 

Hilfe einer radioaktiv markierten Gensonde konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit zum 

ersten Mal eine vermehrte Expression von COX-2 im Gehirn des Meerschweinchens nach 

Stimulation mit PIPC dokumentiert werden. Die stärksten Signale waren in den CVOs, 

Strukturen mit unvollständiger Blut-Hirn-Schranke sichtbar. Man kann also festhalten, dass 

alles für zentrale Bedeutung von PGE2 für die durch PIPC induzierbare Fieberreaktion 
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spricht, ähnlich wie es in anderen Experimentalmodellen zur Fieberentstehung postuliert und 

nachgewiesen wurde.  

4.4 Nukleäre STAT3 Aktivierung im Gehirn 

Damit es nach Gabe eines Pyrogens zur Transkription und letztendlich zur Bildung von COX-

2 und mPGES-1 im Gehirn kommt, ist zunächst eine Aktivierung inflammatorischer 

Transkriptionsfaktoren erforderlich. Wegen der guten Korrelation zwischen den 

zirkulierenden IL-6-Spiegeln und der Stärke der durch PIPC hervorgerufenen Fieberreaktion 

wurde im Rahmen dieser Arbeit besonderes Augenmerk auf den durch IL-6 induzierten 

Transkriptionsfaktor STAT3 gelegt. Im Modell des LPS-induzierten Fiebers war nämlich 

gezeigt worden, dass zirkulierendes IL-6 über eine STAT3 Aktivierung in CVOs und 

Endothelzellen des Gehirns zur Bildung von COX-2 und damit von PGE2 führt (Rummel et 

al., 2006; Eskillson et al., 2014). Tatsächlich konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals 

gezeigt werden, dass eine experimentelle Stimulation mit dem TLR3 Agonisten PIPC zu einer 

massiven Aktivierung von STAT3 im Gehirn führt. Dies wurde über die Translokation von 

STAT3 in die Zellkerne und den immunzytochemischen Nachweis derselben dokumentiert. 

Zwar ist IL-6 nicht das einzige Zytokin, das seine Wirkung über den Transkriptionsfaktor 

STAT3 entfaltet. Auch IL-11, Leukämia Inhibiting faktor, Oncostatin, Ciliärer Neurotropher 

faktor und Leptin wirken über eine STAT3-vermittelte Aktivierung von Zielzellen (Takeda & 

Akira, 2000). Jedoch wurde von diesen Zytokinen bislang nur für IL-6 ein massiver Anstieg 

im Blut beim Einsetzen eines Fiebers nachgewiesen. Man kann somit davon ausgehen, dass 

die massiven STAT3 Signale in den Gehirnen PIPC-behandelter Meerschweinchen mehr oder 

weniger ausschießlich durch IL-6 verursacht wurden. Vornehmlich waren die nukleären 

STAT3 Signale in so genannten sensorischen CVOs (AP, OVLT und SFO) zu beobachten. 

Wegen des Fehlens einer dichten Blut-Hirn-Schranke sind die in diesen Strukturen 

lokalisierten Zellen direkt zirkulierenden Botenstoffen ausgesetzt und werden im Rahmen 

systemischer Entzündungsreaktionen als Eintrittspforten für Zytokine in das Gehirn 

angesehen. Tatsächlich sind in diesen spezialisierten Gehirnstrukturen Rezeptoren für die 

wichtigsten fiebererzeugenden Zytokine (TNF-, IL-1 und IL-6) massiv exprimiert (Roth et 

al., 2004; Rummel, 2016). Sogar Rezeptoren für PAMPs (TLR4 und TLR2) wurden in den 

sensorischen CVOs nachgewiesen (Rivest, 2003; Roth et al., 2004; Wuchert et al. 2008; Ott et 

al. 2010). Es gibt sogar Hinweise dafür, dass zumindest einige Zellen im Bereich des OVLT 

direkt auf den TLR3 Agonisten PIPC reagieren können (Ott et al. 2012). Dies führt zur 
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lokalen Bildung von IL-6 im Bereich des OVLT, was die durch zirkulierendes IL-6 

eingeleitete nukleäre STAT3 Aktivierung sogar noch verstärken könnte (Ott et al. 2012). 

Mittels Doppelmarkierungen durch Antikörper gegen STAT3 und Zelltyp-spezifische 

Markerproteine konnte festgestellt werden, dass die IL-6-vermittelte STAT3 Aktivierung 

vornehmlich in Astrozyten und Endothelzellen und einem dritten noch nicht identifizierten 

Zelltyp erfolgte. STAT3-aktivierte Endothelzellen wurden darüber hinaus auch im 

Hirnparenchym festgestellt, das nicht zu den CVOs gehört. Diese Beobachtung steht in 

Einklang mit publizierten Befunden, die zeigen, dass Rezeptoren für IL-6 und andere 

Zytokine in Endothelzellen des Gehirns verbreitet sind (Konsman et al. 2004; Eskilsson et al. 

2014; Rummel, 2016). Endothelzellen in vielen Bereichen des Gehirns werden mittlerweile 

neben den CVOs als wichtigste „Relaisstation“ für den Übertritt systemischer 

Entzüngsprozesse von der Peripherie in das ZNS angeshen (Vasilache et al., 2015; Roth, 

2015). STAT3 aktivierte Astrozyten waren dagegen ausschließlich in den untersuchten CVOs 

nachweisbar, was auch bei Ratten nach Stimulation mit LPS beschrieben wurde (Harré et al. 

2003). Durch IL-6 aktivierte Astrozyten könnten in den CVO zur Produktion weiterer 

Entzündungsmediatoren beitragen oder aber zur Freisetzung von Gliotransmittern stimuliert 

werden (Ott et al. 2012). Die dritte, vom Phänotyp her noch nicht identifizierte 

Zellpopulation, in der nukleäre STAT3 Signale IL-6-vermittelt auftraten war hauptsächlich in 

den kernregionen von OVLT und SFO lokalisiert. Unsere Vermutung, dass es sich hierbei um 

Neurone handeln könnte, wurde insofern nicht bestätigt, als eine Kolokalisation von nukleärer 

STAT3-Immunoreaktivität mit dem neuronalen Marker NeuN nicht nachgewiesen werden 

konnte. Der Phänotyp dieser Zellen bleibt also noch zu identifizieren. 

Es konnte im Rahmen dieser Studie gezeigt werden, dass eine systemische Stimulation mit 

dem TLR3 Agonisten PIPC ein ähnliches Aktivierungsmuster von Gehirnzellen verursacht, 

wie es auch nach peripherer Gabe von LPS zu beobachten ist. Dies bedeutet, dass die 

Aktivierung unterschiedlicher Rezeptoren des angeborenen Immunsystems (TLRs) zu 

vergleichbaren zellulären Reaktionen im Gehirn führt. Dies könnte erklären, warum 

unterschiedliche PAMPs letztendlich zu vergleichbaren stereotypen, vom Gehirn 

kontrollierten Krankheitssymptomen führen, zu denen auch die Ausbildung einer 

Fieberreaktion gehört.  
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5 Zusammenfassung 

Zentrales Ziel des ersten Teils der vorgelegten Dissertationsschrift war die Chrakterisierung 

von Polyinosin : Polycytosin (PIPC) als exogenes Pyrogen beim Meerschweinchen. Bei PIPC 

handelt es sich um eine synthetischen doppelstängige RNA, die als Agonist des Toll-like 

Rezeptors-3 wirkt. Es wurde untersucht, wie sich die Art der Applikation von PIPC auf die 

Fieberentwicklung und die Bildung ausgewählter Zytokine bei der untersuchten Spezies 

auswirkt. Die Körperkerntemperatur wurde bei frei beweglichen Tieren mittels Radiotelemtrie 

erfasst, die Zytokine Tumor Nekrose Faktor- (TNF-) und Interleukin-6 (IL-6) wurden im 

Blutplasma mittles spezifischer Bioassays gemessen. Bei einer Dosis von 500 µg/kg hing die 

fiebererzeugende Wirkung von PIPC sehr star von der Art der Applikation des Pyrogens ab. 

Intra-arterielle (i.a.) oder intraperitoneale (i.p.) Injektionen von PIPC induzierten starke 

Fieberreaktionen und verursachten hohe zirkulierende Konzentrationen an TNF- und IL-6. 

Intramuskuläre (i.m.) Injektionen des synthetischen Pyrogens induzierten nur mäßiges Fieber 

und geringfügige Anstiege an Zytokinen im Blut. Nach Injektionen von PIPC in sukutan (s.c.) 

impalntierte Kammern aus Teflon traten weder Fieber noch Anstiege der untersuchten 

Zytokine im Plutplasma der Versuchstiere auf. Wurde PIPC in Abständen von 3 Tagen 5-mal 

wiederholt injiziert, entwickelten sich jeweil ähnliche Fieberveräufe und Zytokinmuster im 

Blut. Jedoch war die Stärke beider Antworten bei wiederholten Stimulationen mit PIPC, im 

Vergleich zu den Reaktionen auf die erste Injektion, signifikant abgeschwächt. Es scheint sich 

somit eine partielle Entwicklung einer Toleranz bei wiederholter Konfrontation der 

Versuchstiere mit PIPC gegenüber diesem Pyrogen zu manifestieren. Die Modulation der 

Stärke des PIPC-induzierten Fiebers durch die Art der Applikation und die partielle 

Toleranzentwicklung korreliert somit mit dem Ausmaß der PIPC-induzierten Bildung der 

beiden untersuchten Zytokine.  

Im zweiten Teil dieses Dissertationsprojekts wurde die direkte Auswirkung von i.a. 

Injektionen des synthetischen Pyrogens PIPC (500 µg/kg) auf mögliche Mechanismen der 

Fieberentstehung im Gehirn des Meerschweinchens experimentell untersucht. Die bei dieser 

Dosierung und dieser Applikationsart auftretende starke Fieberreaktion wurde durch eine 

Behandlung mit dem nicht-selektiven Zyklooxygenase (COX)-Hemmer Diclofenac 

vollständig unterdrückt, durch den selektiven COX-2-Hemmer Nimesulide teilweise 

abgeschwächt (Dosierung jeweils 5 mg/kg). Es wurde weiterhin untersucht, ob eine direkte 

Aktivierung von Gehirnzellen / strukturen während der durch PIPC induziertzen 

Fieberreaktion nachweisbar war. Mittels radioaktiver in situ Hybridisierung wurde eine 
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erhöhte Expression von COX-2 und IL-1 mRNA in spezifischen Regionen des Gehirns der 

mit PIPC behandelten Meerschweinchen dokumentiert. Die COX-2-Signale waren hierbei 

hauptsächlich mit Blutgefäßen assoziiert. Injektionen von PIPC (500 µg/kg, i.a.) verursachten 

außerdem eine massive Translokation des inflammatorischen Transkriptionsfaktors STAT3 in 

die Kerne bestimmter Zellen in bestimmten Hirnstrukturen. Speziell waren STAT3-aktivierte 

Endothelzellen in zahlreichen Hirnarealen feststellbar. Zusätzlich wurden Populationen 

STAT3-aktivierter Astrozyten in Gehirnstrukturen mit unvollständiger Blut-Hirn-Schranke 

nachgewiesen. Hierbei handelte es sich vornehmlich um die sensorischen zirkumventrikulären 

Organe (Area postrema, Organum vasculosum laminae terminalis und Organum 

Subfornicale). Für eine weitere kleine Population STAT3-aktivierter Gehirnzellen konnte der 

zelluläre Phänotyp noch nicht identifiziert werden. Der Toll-like Rezeptor-3 Agonist PIPC 

verursacht somit beim Meerschweinchen ein Aktivierungsmuster von Gehirnstrukturen, wie 

es auch in anderen Experimentalmodellen einer systemischen Entzündungsreaktion bei 

anderen Spezies beschrieben wurde.  

 

6 Summary 

The aim of the first part of this thesis was to characterize the properties of polyinosinic : 

polycytidylic acid (PIPC), a synthetic double stranded RNA and Toll-like receptor 3 agonist, 

to induce fever and circulating cytokines in guinea pigs. Special emphasis was directed to the 

route of PIPC administration and on a putative development of tolerance to this pyrogen. 

Changes in abdominal temperature were recorded in unrestrained animals by use of intra-

abdominally implanted radiotransmitters. Circulating concentrations of tumor necrosis factor-

a (TNF-) and interleukin-6 (IL-6) were measured by use of specific bioassays. The 

pyrogenic effect of PIPC at a dose of 500 µg/kg depended on the route of its administration. 

Intra-arterial (i.a.) or intraperitoneal (i.p.) injections of PIPC induced pronounced fevers and 

strong elevations of circulating TNF- and IL-6. Intramuscular (i.m.) injections of the 

synthetic pyrogen caused rather moderate febrile and cytokine responses. Administration of 

PIPC into artificial subcutaneously (s.c.) implanted Teflon chambers had no pyrogenic and 

cytokine-inducing effects. I.a. injections of PIPC, repeated five times at intervals of 3 days, 

resulted in fevers of similar shape and duration and similar cytokine response patterns. 

However, the strength of fever and cytokine formation was significantly reduced, although 

not abolished, in response to the repeated injections compared with the first injection, 
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indication a partial development of tolerance to repeated stimulations with PIPC. The 

modulation of the strength of PIPC-induced fever, dependent on the route of administration, 

or the state of partial tolerance to this pyrogen, may thus be related to the formation of 

pyrogenic cytokines.  

In the second part of this thesis the effects of i.a. injections of 500 µg/kg PIPC on fever-

inducing mechanisms in the brain were investigated. The pronounced fever, which was 

evoked by this dose of the pyrogen, was completely abolished by treatment with the non-

selective cyclooxygenase (COX) inhibitor diclofenac and, in part, attenuated by the 

administration of the selective COX-2 inhibitor nimesulide (dose: 5 mg/kg for both COX-

inhibitors). It was further investigated whether direct activation of brain cells during PIPC-

induced fever could be demonstrated. Using radioactive in situ hybridization, it could be 

demonstrated that treatment with PIPC resulted in an upregulation of COX-2 and IL-1 

mRNA in specific areas of the guinea pig brain. Thus, COX-2-specific hybridization signals 

seemed to be mainly associated with brain blood vessels. I.a. injections of PIPC further 

induced the pronounced nuclear translocation of the inflammatory transcription factor STAT3 

in the endothelium of various fore- and hindbrain areas and in the meninges. In brain 

structures that lack a tight blood-brain barrier, i.e. the sensory circumventricular organs (area 

postrema, vascular organ of lamina terminalis, subfornical organ), the astrocyters and a 

population of still undetermined cellular phenotype also showed marked STAT3 activation in 

response to PIPC. The Toll-like receptor-3 agonist PIPC therefore caused a similar activation 

pattern of brain cells as that reported for other experimental models of systemic inflammation.  
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7 Abkürzungen 

ANOVA Varianzanalyse 

AP  Area postrema 

APC  Adenomatous Polyposis Coli 

APR  Akute Phase Reaktion 

BAT  braunes Fettgewebe 

cAMP  zyklisches Adenosinmonophosphat 

CARD  Caspase Activation and Recruitment Domain 

CARDIF Card Adapter Inducing Interferon-β 

CD  Cluster of Differentiation 

cDNA  komplementäre Desoxyribonucleinsäure 

COX  Zyklooxygenase 

CO2  Kohlenstoffdioxid 

CpG-DNA bakterielle Desoxyribonucleinsäure 

CVO  zirkumventrikuläres Organ 

DAB  Diaminobenzidin-Tetrahydrochloride 

DAP  Diaminopimelic Acid 

DAPI  4´6-Diamidino-2-Phenylindol-Dilacetat 

DC  dendritische Zellen 

DMH  dorsomedialer Hypothalamus 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonucleinsäure 

dsRNA  doppelsträngige Ribonukleinsäure 

ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

EP  Prostaglandin E-Rezeptorsubtyp 

FSL-1  Fibroblasten stimulierendes Lipopeptid-1 

GABA  Gamma-Aminobutyric Acid 

GFAP  Glial Fibrillary Acidic Protein 

H  Human 

HCl  Salzsäure 

HMGB1  High-Mobility-Group-Protein B1 

HRIL  Human recombinant Interleukin 

HSP  Hitzeschockprotein 
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HZ  Frequenz in Hertz 

H2O2  Wasserstoffperoxid 

i.a.  intraarteriell 

IFN  Interferon 

IgG  Immunglobulin G 

i.m.  intramuskulär 

i.p.  intraperitoneal 

IκB  inhibitorischer Faktor κB 

IKK  IκB-Kinase-Komplex 

IL  Interleukin 

IL-1R  IL-1 Rezeptor 

IPS  Interferon-β Promotor Stimulator 

IRF  Interferon Regulatory Factor 

IRAK  IL-1 Receptor Associated Kinase 

IUPS  Commission for Thermal Physiology of the  

International Union of Physiological Sciences 

kD  Kilo Dalton 

KG  Körpergewicht 

LBP  LPS Bindungsprotein 

LGP  Lysosomal Membrane Glycoprotein 

LPS  Lipopolysaccharid 

LRR  Leucin Rich Repeats 

MAL  Myolin and Lymphocyte Protein 

MALP-2 Makrophagen aktivierendes Lipopeptid-2 

MAV  Mouse Adenovirus 

MD  Myeloid Differentiation Protein 

MDP  Muramyldipeptid 

MHC  Major Histocompartibility Complex 

ml  Milliliter 

mm  Millimeter 

MNPO  Nucleus praeopticus medianus 

mPGES  mikrosomale Prostaglandin-E-Synthase 

MPO  Mediale präoptische Region 

mRNA  Messenger Ribonukleinsäure 
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MTT  1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan  

MyD88  Myeloid Differentiation Factor 88 

NaCl  Natriumchlorid (Kochsalz) 

NAH2PO4 Natriumdihydrogenphosphat 

NA2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 

NEUN  Neuronen-spezifischer Nukleärer Faktor 

NK  natürliche Killerzellen 

NF-κB  Nuclear factor κB 

NHS  Normal Horse Serum 

NOD  Nucleotide Oligomerization Domain 

NSAID  Non-steroidal anti-inflammatory drug 

NTS  Nucleus tractus solitarius 

OVLT  Organum vasculosum laminae terminalis 

PAG  Polyalkylenglykolen 

PAMP  Pathogen associated molecular Pattern 

PB  Phosphate buffer 

pDC  Pyridiniumdichromat 

PFA  Paraformaldehyd 

PG  Prostaglandin 

PGE2  Prostaglandin-E2 

PI:PC  Polyinosinic : Polycytidylic Acid 

PIPES  Piperazine-N,N′-bis(2-ethanesulfonic acid) 

PLA2  Phospholipase A2 

POA  Area praeoptica hypothalami 

PTFE  Polytetrafluorethylen 

PVN  Nucleus paraventricularis hypothalami 

RGT  Reaktionsgeschwindigkeit-Temperatur-Regel 

RIG  Retinoic Acid-Inducible Gene 

RNA  Ribonucleinsäure 

RPa  Nucleus raphe pallidus 

RPMI  Rothwell Park Memorial Institute Medium 

RT  Raumtemperatur 

SARM  Selektive Androgen Rezeptor Modulator 

s.c.  subkutan 
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SE  Standardfehler 

SFO  Organum subfornicale 

SDS  Natriumdodecylsulfat 

SIRS  Systemic inflammatory response syndrome 

STAT  Signal Transducer and Activator of Transcription 

SSC  Sequence Scan for CRISP (DNA sequence) 

TACE  TNF-α converting Enzyme 

TASK  Twik -related Acid Sensitive K+-Channel 

TICAM-1/2 TIR Domain containing Adaptor Molecule 

TIR  Toll/IL-1R Homologie Domäne 

TIRP  TIR Domain Adapter Protein 

TIRAP/MAL TIR Domain containing adaptor Protein/ MyD88 adaptor-like 

TLR  Toll-like Receptor 

TNF  Tumor Nekrose Faktor 

TNFR  TNF-Receptor 

TRAAK  Twik Related Arachidonic Acid activated K+-Channel 

TRAF  TNF-Receptor associated Factor 

TRAM  TRIF-related adaptor Molecule 

TREK  Twik Related K+-Channel 

TRIF  TIR-Domain-Containing Adapter-Inducing interferon-β 

TRP  Transient receptor potential 

TRPA  Transient receptor potential/ ANKTM1-Unterfamilie 

TRPM  Transient receptor potential/ Melastatin-Unterfamilie 

TRPV  Transient receptor potential/ Vanilloid-Rezeptor-Unterfamilie 

UCP  Uncoupling Protein 

VISA  Virus-induced Sinaling Adaptor 

VMPO  Nucleus ventromedialis praeopticus  

VR  Vanilloid receptor 

vWF  von Willebrand Faktor 

WEHI  Walter and Elizabeth Hall Institute 

ZNS  Zentrales Nervensystem 
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