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EINLEITUNG

1. Kommunikationswege zwischen Immunsystem und Gehirbei
systemischen Grunderkrankungen

Bis noch vor etwa 30 Jahren wurde das Gehirn als womuhsystem isoliertes Organ im
Korper angesehen (Barker and Billingham, 1977), weddliber kein Lymphsystem verflgt.
Seitdem und gerade in jungster Vergangenheit samiozeinverdichten sich Beobachtungen
und Hinweise, die einen Zusammenhang zwischen dem Qestssiatus des Korpers und
des Gehirns aufzeigen. Eine ganzheitliche Vorstellumg @esundheit des Korpers und des
Geistes ist zwar nicht zuletzt seit der Zeit der afigiechen bekannt (Sorabji, 1974), wird
allerdings erst in den letzten Jahren zu einem wiskaftich belegten und ernst zu
nehmenden Gesundheitskonzept (Kaplin and Bartner,)2805st das Gehirn ein Organ mit
einer selektiven und modifizierten Immunantwort, ele eben nicht vollstdndig vom
Immunsystem isoliert ist. Beispielsweise besitzt es sehrl wole dem Lymphsystem
ahnliche Drainage von interstitieller und zerebroala@n Flissigkeit, welche zum Beispiel
entlang deBulbus Olfaktoriusbis zu 50% zu zervikalen lymphatischen Organen eafligel
wird (Boulton et al, 1999; Ransohofét al, 2003). Die Basis fur das bessere Verstandnis
einer Interaktion bzw. Kommunikation zwischen Gehumd dem aktivierten Immunsystem
in peripheren Organen des Korpers bei Infektion umnankheit wird mittlerweile in neuen
sehr angesehenen Forschungsdisziplinen gebildet. Die hbogcin den Ubergreifenden
Grenzdisziplinen wie der Psychoneuroimmunologie oder Psychoneuroendokrinologie
befasst sich hierbei mit bidirektionalen Eigenschafsicher Signalwege, die vom
Gleichgewicht der Kérperfunktionen wie beispielsweikam Ern&hrungszustand (Fantuzzi,
2009), Schlaf (Lortoret al, 2006) oder Stress (Kaplin and Bartner, 2005) beesiflwerden
konnen. Die sehr interessante ,Forschungsrichtung” @eflisse des Gehirns auf das
Immunsystem wird in einem kurzen Abschnitt entspredhiarer biologischen Relevanz in
der hier vorliegenden Arbeit angesprochen. Der Folkushiér dargelegten Forschungsarbeit
liegt allerdings in der Untersuchung der unidirekdilem SignalUbertragung vom
Immunsystem zum Gehirn bei Infektion und Entzindung.

Bei systemischen Krankheitsgeschehen agiert das Imstensywie ein ,Sensor”, leitet
die ,wahrgenommenen“ Informationen zum ZNS weiterd uragt nach zentralnervéser
Verarbeitung zur Entstehung von Krankheitssymptomeie Wieber, Anorexie und

verringerter motorischer Aktivitat bei (Wrona, 200&). ihrer Gesamtheit werden diese
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Symptome auch als ,sickness behavior* bezeichnet (H888). Die Vielzahl von Analogien
dieser Symptome zum Krankheitsbild der Depressionen dem@n Zusammenhang zu
chronischer Aktivierung des Immunsystems verdeutlicden Bedeutung eines besseren
Verstandnisses der zugrundeliegenden Mechanismen und\8ege (Dantzer and Kelley,
2007). Systemische Entztindungsreaktionen peripheran@rgeeinflussen dabei also auch
die normalen Funktionen des Gehirns (Dantzeml, 2008) und kdnnen vor allem sogar
bestehende Grunderkrankungen des zentralen Nervemsygezschlimmern (D'Mello et al.,
2009; McCaoll et al., 2007; Perry et al., 2007; Riazalet 2008; Spencer et al., 2007b). Die
molekularen Mechanismen und Signalwege, die hierbe@ &olle spielen, sind demnach
Grundlage fir das Aufzeigen und Entwickeln moglichi@erapieanséatze bzw. gleichzeitig
Grundlage zur Pravention der sich summierenden Effekéntraler und peripherer
entzundlicher Prozesse auf das Gehirn. Nicht zuletdt rsguropsychiatrische Erkrankungen
wie Depressionen aber auch Tumor- bzw. Tumortheragienittelte Krankheitsbilder
(Anorexie, Fieber, Lethargie...) durch immun-basiererideerapien zu behandeln und
erfordern eine genaue Kenntnis der Wirkung und Neb&ong von Immunstimulantien,
Mediatoren und Signalwegen, die auf das Gehirn wirken kor@apugfon and Miller, 2011).

In Folgendem werden die verschiedenen Kommunikatieggw vom peripheren

Immunsystem zum Zentralnervensystem kurz dargestellt (ddoigl 1, Seite 12).

1.1. Humorale Hypothese

Der Signalweg Uber zirkulierende Botenstoffe und lmaellen (humoraler Signalweg) ist
am langsten bekannt und am besten erforscht (Klu§éd,;1Zeisberger, 1999). Das Prinzip
dieser Kommunikation wird wie folgt beschrieben. Siiation des angeborenen
Immunsystems zum Beispiel durch Lipopolysaccharid {l.Rgem Bestandteil von gram
negativen Bakterienzellwanden, fuhrt zur Produktemdogener Immunmediatoren aus der
Gruppe der Zytokine. Vor allem pro-inflammatorischgtckine wie Interleukin (IL)-6,
Tumor Nekrose Faktor (TNE)und IL-1 wirken als humorale Botenstoffe direkt al#s
Gehirn und fihren zu einer genomischen und an besami@trukturen auch elektrischen
Aktivierung von Zellen. Die Blut-Hirn-Schranke (BBBbestehend aus Endothelzellen mit
Tight Junctions, dem perivaskularen Raum (in dem Maeoz\perivaskulare Makrophagen
und T-Lymphozyten zu finden sind) und dglia limitans perivascularisschiitzt in seiner
Gesamtheit das Gehirn vor dem unkontrollierten Kantak lipophoben Makromolekilen
wie den Zytokinen aber auch Immunzellen (Bechmainal, 2007). Die vom Immunsystem

in der Peripherie gebildeten humoralen Botenstdier auch exogene Pathogen Assoziierte
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Molekulstrukturen (PAMPS) gelangen Uber das Blut zunhi®eund Uben ihre Wirkung
wahrscheinlich tber mehrere Mechanismen gemeinsam aus:

1) Uber die so genannten Zirkumventrikularen Orga@ehirn-Strukturen mit einer
unvollstandigen BBB, ist eine direkte Detektion sotcBetenstoffe aus dem Blut moéglich
(Roth et al., 2004a).

2) Die zu vermittelnde Information erhélt indirekt2ugang zum Gehirnparenchym durch
Stimulation von Anteilen der BBB [Endothelzellen (t¢amura and Kobayashi, 2004) und
perivaskulare Makrophagen (Schiltz and Sawchenko, 2308 Produktion einer zweiten
Welle von in diesem Fall lipophilen Mediatoren wie$taglandinen oder Stickstoffmonoxid
(NO). Die lipophilen Botenstoffe wiederum dringen ghodert Gber kurze Distanzen in das
Gehirngewebe ein und aktivieren dort Gliazellen Welrone. Dies ist gefolgt von einer
dritten Welle an abgegebenen Mediatoren bzw. Signmi@daitungen, durch die die
Information auch in die entsprechend weiter entferntenr@srukturen gelangen kann.

3) AuBBerdem ist fir manche Zytokine ein limitierfBransport durch die BBB in das
Gehirn beschrieben worden (Bangsal, 2002). Es ist allerdings nicht davon auszugehen,
dass in den meisten Fallen solch ein Transport ausreieldengen aller Mediatoren in das
Gehirnkompartiment zu tberfihren vermag.

Zytokine und PAMPs wie LPS vermitteln Ihre Hauptwingulber Rezeptor-vermittelte
genomische Aktivierung von Zellen. Pro-inflammatorescA ranskriptionsfaktoren wie
Nuklear Faktor (NRB (Nadjaret al, 2003) aktiviert durch IL{1, TNFo und LPS und Signal
Transducer und Aktivator von Transkription (STAT)3temanderem stimuliert durch IL-6
aber auch IL-10 (Gautron et al., 2002; Hibschle et24lQla) regulieren digle novo
Expression inflammatorischer Gene, die schliel3lich zemttlung und Verarbeitung der
Information im Gehirn beitragen. Das genaue zeitlichesammenspiel der einzelnen
Zytokine und Transkriptionsfaktoren und deren Bedegtiiir die Expression verschiedener
inflammatorischer Mediatoren sind allerdings weitgeheamtklar. Zumindest wird dem
Zytokin IL-1p und dem Transkriptionsfaktor KB eine Schlusselrolle bei der Expression
von zentralen Mediatoren und bei der Vermittlungn wWGrankheitssymptomen zugewiesen
(Kozak et al., 2006; Nadjar et al., 2005b).

1.2. Immunzell-Wanderung

Die Vorstellung des Gehirns als ein immunprivilegie@gan ruhrt nicht zuletzt von
Beobachtungen Mitte des letzten Jahrhunderts her, dagésnliationen von Fremdgewebe im

Gehirn zu keinerlei AbstoRungsreaktionen gefihrt hgbtedawar, 1948). Perry und Gordon
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charakterisierten in mehreren Studien die fur dasrZerervensystem lediglich limitierte und
verzbgerte Einwanderung von Immunzellen. Sie undlegeh zeigten, dass neutrophile
Granulozyten (NG) und Makrophagen nur in geringem éaR das Gehirn bei
Entziindungsreaktionen einwandern (Andersson et al. a1 #92Anthony et al., 1997). Diese
Vorgange entsprechen nicht annd&hernd der dramatisbh&sion von Immunzellen in
peripheren Organen vor allem bei dem Schweregraglerehbaren Entziindungsprozessen.
Neutrophile und Makrophagen werden dabei auRerdemseserzégert zum Gehirn rekrutiert
und binden an Endothelzellen (Bohatschek et al., 206Mine jedoch mal3geblich in das
Parenchym einzuwandern. Die potentielle Einwandemomgimmunzellen in das Gehirn bei
Entztindungsreaktionen ist auf3erdem altersabhangigdoéien Ratten war die Rekrutierung
von NG im Vergleich zu jungen Ratten drastisch veeih (Lawson and Perry, 1995). So
wurde lange Zeit angenommen, dass lediglich Stabgarlgen oder autoimmune
Erkrankungen wie Multipler Sklerose (MS) mit einer d#igganten Einwanderung von
Immunzellen in das Gehirngewebe einhergehen. In spldrallen wird namlich die Blut-
Hirn-Schranke (BBB) durchlassig, welche lange als éimemmunzellen uniberwindliche
Barriere angesehen wurde (Barker and Billingham, L9%9g bleibt allerdings zu bemerken,
dass Immunzellwanderungen nicht zwingend mit einddlgen BBB Durchlassigkeit
korrelieren (Muller et al., 2005) und sogar transzetlatattfinden und damit nicht direkt von
einer veranderten Dichtigkeit von Tight Junctiong @&BB abhangen (Engelhardt and
Wolburg, 2004; Wolburg et al., 2005).

Kirzlich wurde von Rivest und Kollegen postuliert, das&ulierende Monozyten, also
periphere Immunzellen aus dem Knochenmark, einengeenten Ersatz und Austausch von
Mikroglia im ZNS ermdglichen und damit das Gesamtvedé des Zusammenwirkens von
Immunsystem und Gehirn quasi revolutionar verandemdes (Simard and Rivest, 2006).
Dennoch scheinen neuere Ergebnisse eher darauf hisemvelass das gesunde Gehirn
Erneuerungen von Mikroglia eher aus Gehirn intrinsisch@rlauferzellen zu beziehen
scheint und die Methode einer Bestrahlung bei den ¥besuvon Rivest und Kollegen die
BBB fur Makrophagen durchlassig gemacht hatten (Laoith Wyss-Coray, 2009). Alternativ
zu einer Bestrahlung von Tieren und Transplantatioon viluoreszenz-markierten
Makrophagen konnte durch Parabiose (einer Technik,etiien Austausch Uber Gefal3e
zwischen zwei Tieren ermdglicht) ein Eindringen wvorarkierten Makrophagen aus der
Zirkulation in das Gehirn nicht beobachtet werdefa(# et al., 2007). Trotzdem sind die
Ergebnisse von Rivest und Kollegen interessant fur Walheeingeschrankter BBB Funktion

wéahrend Gehirnerkrankungen (Mildnet al, 2007). Gerade neue Erkenntnisse Uber ein
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Patrouillieren von T-Lymphozyten durch das gesunder dalanke Gehirn als Bestandteil
normaler physiologischer Prozesse (Engelhardt, 200Gnlared Wyss-Coray, 2009) haben
das Konzept der Immunzellen vermittelten reziprokemmunikation des Immunsystems
mit dem Gehirn neuerdings zu einem zentralen Forgdihama gemacht. So exprimieren
verschiedene Gehirnzellen MHC1-Molekile und sind sehrhlwm der Lage mit
Lymphozyten zu kommunizieren (McAllister and van dat&/, 2009). Aul3erdem konnte in
zwei Studien gezeigt werden, dass nicht nur bei alemirdas Gehirn direkt betreffenden
sondern auch bei peripheren Entziindungen von Orgaresler Leber, Monozyten in das
Gehirn rekrutiert werden konnen (D'Mello et al., 208@rfoot et al., 2006); ein wichtiger
Hinweis auf die Bedeutung dieses zellular getragengnaBveges, auch wenn dies in
weiteren Studien zu bestatigen ist und genauere Mechanismenezsuchen bleiben.

Den Mechanismus einer direkten Wirkung von Immunzedigihdas Gehirn kann man sich
wie folgt vorstellen: Immunzellen aus der Periph&andern in das Gehirn und fihren tber
gebundene oder von Immunzellen lokal (parakrin)ildete Faktoren zu einer Modulation
bestimmter Gehirnfunktionen (Capuron and Miller, 20Z&jsberger, 1999). Entsprechend
konnte gezeigt werden, dass solche Immunzellen prarmflatorische Eigenschaften haben
und zum Beispiel das Zytokin ILBlsowie die induzierbare NO-Synthase bilden (Proesthold
et al, 2002) und damit zur Verschlimmerung ischamischer ddinddigungen beitragen.
Folgerichtig fihrt die Hemmung der Invasion von NGreuroprotektiven Effekten (Jiang et
al., 1995; Matsuo et al., 1994). Bei verschiedenen Kratsthlelern wie Meningitis (Kim,
2003) oder viraler Enzephalitis (Andrewsal, 1999) kommt es zu vermehrtem Einwandern
von NG, was mit gravierenden Nebeneffekten auf desu@dheitszustand in Zusammenhang
gebracht wird. Aktivierte NG flihren namlich nicht rn@eum Abtéten von potenziell
gefahrlichen Mikroorganismen, sondern auch zu Gewebdsoh@awson and Perry, 1995).
Die Kontrolle der Einwanderung solcher Immunzellen stédth 2in mogliches Verfahren dar,
solche Wirkungen des Immunsystems im Gehirn zu minaniefrotzdem sind NG natdrlich
wichtige Entziindungszellen und es bedarf einer khitecMenge an NG, um erfolgreich
Bakterien abt6ten zu kénnen (Li et al., 2002b). UkerBkteiligung dieses zellvermittelten
Signalweges an der Entstehung zentralnervos konttelli&rankheitssymptome ist bisher
noch sehr wenig bekannt und es bedarf weiterer Urdleusigen, zumal einwandernde
Immunzellen hdchst wahrscheinlich durch AktivierungnvZytokin-Signalkaskaden bei
verschiedenen Krankheitsbildern des ZNS wie Multiplele®se eine entscheidende Rolle
spielen (Dantzeet al, 2008).
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1.3. Neuronale Hypothese

Neben den vom Blut getragenen Signalwegen, welche pigtizaufde novoSynthese von
Mediatoren wie den Zytokinen in der Peripherie odaerch in das Gehirn einwandernde
Immunzellen beruhen, wurde erkannt, dass es einen remite schnelleren
Kommunikationsweg geben muisse. Dieser konnte als so genamuronaler Signalweg
identifizieren werden (Dantzest al, 2000). Die Hypothese dieses Signalweges rihrt von
Beobachtungen her, dass Vagotomie zu reduziertem &zhfwvatkins et al., 1994a; Watkins
et al., 1994b) oder Fieber fuhrt (Sehic and Blatte®96) wenn LPS oder Zytokine
intraperitoneal appliziert worden waren. In weite@udien konnte eine Vermittlung einer
Vielzahl anderer Symptome wie soziales Verhaltent{i#let al, 1996; Luheshet al, 2000)
oder Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden (H&senaktivitat (Gaykemet al,
1995) durch Affarenzen dé¢ervus vagugezeigt werden (Quan, 2008; Romanovsky, 2004).
In Modellen lokaler, peripherer Inflammation wurdd3atdem zu frihen Zeitpunkten bereits
eine Induktion von Krankheitssymptomen und HPA-Aclagénierung beschrieben, obwohl
noch keine humorale Mediatoren in der Zirkulatioessbar waren (Campisit al, 2003)
bzw. ohne eine Aktivierung von IL-1- und Zyklooxygeae 2 (COX2)-Expression im Gehirn
(Zhang et al, 2008), die typischer Weise Uber humorale Botenstatfie Gehirn bei
systemischen Entziindungsreaktionen exprimiert werddnmaf3geblich an der Vermittlung
der Krankheitssymptome beteiligt sind (Caoegitial, 2004).

Es gibt allerdings auch Hinweise, dass die RolleNlegaguszum Beispiel fur Fieber von
begrenzter Bedeutung ist. Lediglich fir mittel- bis rigggradige periphere
Entziindungsreaktionen nach Stimulation mit niedriDesierungen an LPS oder IL-1 konnte
die Beteiligung des nervalen Signalweges an der Feabstehung belegt werden (Goldbach
et al, 1997; Rummekt al, 2005a). Zur Erklarung wurde angenommen, dass berafiem
Ausmal’ einer humoralen Beteiligung von Mediatoremlat, neuronale Einflisse Uberdeckt
werden und deshalb nicht mehr nachweisbar sind. Aueh Bdideutung von vagalen
Affarenzen bei der Vermittlung von Anorexie wahrendnfektionen und
Entziindungsreaktionen ist teilweise umstritten undbblén Weiteren noch n&her zu
untersuchen (Schwartz, 2002).

Funktionell kann man sich den neuronalen Signalf@gendermal3en vorstellen: Als
Sensor Uber den Aktivierungszustand des Immunsystemsden verschiedenen
Kompartimenten des Korpers, fuhren lokale Entzindwags$ionen vermittelt Uber die

Produktion der inflammatorischen Mediatoren von zuneispiel Zytokinen und
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Prostaglandinen zu einer Stimulation der Nervenemdjgn bzw. Zellen in der Néhe der
Nervenendigungen, die Rezeptoren fur die entspreemefRdktoren besitzen und damit die
Aktivitat solcher Neurone beeinflussen (Ross et al., 2B@@h and De Souza, 2001; Rummel
et al., 2005a). Die Information wird dann Uber ddrcleus tractus solitariuals Eintrittsstelle
des Vagus in den Hirnstamm Uuber Konnektivitaiten zu detonomen Zentren des
Hypothalamus wie denNucleus paraventricularis (PVN) weiter geleitet. Mittels
Untersuchungen von FOS-IR, einem relativ spezifischerk@dir neuronale Aktivierung,
konnten solche Signalwege naher beschrieben weRkemeret al, 2000; Konsmaret al,
2000; Marvelet al, 2004).

Zusatzlich zu solch einem vagalen Signalweg, gibt eereeStudien, die eine Beteiligung
von sensiblen afferenten Hautnerven an der Signaviaiing von peripheren Organen zum
Gehirn belegen (Ross et al., 2000; Roth and De Sougd, Bummel et al., 2005a). Eine
kurzlich veroffentliche Studie konnte sogar zeigergssd ein Monitoring peripherer
Entzindungsreaktionen in lokalitatsspezifischer Art Welse in bestimmten Gehirnregionen
von statten geht (Belevyadt al, 2010). Eine lokale aseptische Entziindungsreaktiorziedu
durch Gabe des Milcheiweil3es Kasein filhrte entsprecimrfeVN zu FOS-Aktivierung in
ahnlich lokalisierten Anteilen. Je nachdem ob diez&mdung das rechte oder linke, hintere
oder vordere Bein betraf, war mehr der rechte, |inkewdere oder hintere Bereich dieser
Gehirnstruktur aktiviert. Analog zum somatotopen Hokulus der Grof3hirnrinde scheint es
also eine zwar eingeschrankte aber dennoch spezifidaektion der Information kodiert
nach ihrem Grad und der Lokalisation ebenfalls im d¢ilgplamus zu geben. Dadurch kdnnte
das Gehirn auf unterschiedlich lokalisierte Stimuk aer Peripherie differenziert reagieren.
Wenn also an einer Hand eine frische Wunde und am Bwie abheilende Wunde zu
beklagen ware, konnte man annehmen, dass diese Infonmaséich Schweregrad und
Lokalisation abgestuft nicht nur im somatosensibles d«ortles Gyrus postcentralis
abgebildet wird, sondern auch in Strukturen des Hyathus wie dem PVN. Entsprechend
bleibt zu beweisen, ob solch ein Prozess auch von abggstuften Beeinflussung efferenter
Anteile des vegetativen Nervensystems gefolgt ist, deglevum die Heilung der Hand und
des Fulles bzw. die lokale Immunantwort modulieren t&nikin immunologischer
Homunkulus im Gehirn, der somatotopisch organisiert ipeze Immunfunktionen steuert,

wurde zumindest bereits postuliert (Tracey, 2007).
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Abbildung 1

Schematische Darstellung der moglichen Signalwege vormmunsystem zum Gehirn
wahrend systemischer Entzindungsreaktionen. In den Koémr eindringende exogene
Pathogene stimulieren die Bildung von endogenen Med@en, den so genannten Zytokinen,
welche zusammen Uber drei Hauptsignalwege zu zentramnvos kontrollierten
Krankheitssymptomen wie reduzierter Nahrungsaufnahme (Anorexie) oder erhdhter
Korpertemperatur (Fieber) (,sickness response) fuhren: (1) Einem humoralen Signalweg
bei dem Zytokine und Pathogen assoziierte Molekulstrukturen (PMPS) (A) im Bereich von
Gehirnstrukturen mit einer unvollstandigen Blut-Hirn-Schra nke (BBB) den so genannten
Zirkumventrikularen Organen direkten Kontakt zu Gehirng ewebe erlangen, (B)
Endothelzellen zur Produktion von sekundéren lipophien Mediatoren stimulieren, welche
durch die BBB zum Gehirnparenchym gelangen oder (Cliber Transportprozesse durch die
BBB ins Gehirn eindringen. (Il) Dariber hinaus vermittelt eine neuronale Aktivierung
durch PAMPS und Zytokine and andere Mediatoren (kutaneHautnerven, Nervus Vagus)
inflammatorische Informationen von der Peripherie zumGehirn. (Ill) Zusatzlich tragen in
das Gehirn einwandernde Immunzellen tber lokale Prduktion vom Zytokinen als dritter
Signalweg zur Informationsiibertragung von der Peripheie zum Gehirn bei. Zytokine und
PAMPS fiihren damit schlieBlich zu einer genomischenAktivierung von Zellen
hypothalamischer und extrahypothalamischer Gehirnstruktwen. Uber den ,signal
transducer and activator of transcription® (STAT3)- und dem Nuklear Faktor (NF)kB-
Signalweg regulieren sie hierdurch die Expressionpgzifischer Zielgene, welche wiederum
zur Entstehung der genannten Krankheitssymptome beitragen.
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2. Biologische Relevanz

Untersuchungen am Modell von zentralnervos kontrtdre Krankheitssymptomen
ermdoglichen die Ermittlung mehrerer Zielparametat emtsprechender Relevanz fir ein
besseres Verstandnis der ablaufenden Prozesse bei Tibtamsdh bei der Kommunikation
zwischen Immunsystem und Gehirn. Daruber hinaus komechanismen aufgeklart und
maogliche Zusammenhange und Therapieansétze bei lafd@ktProzessen im Gehirn und des
Gesamtorganismus ermittelt werden. Hierbei stellen sitjefide Fragen, deren Bedeutung

und Hintergrund hier kurz dargestellt werden sollen.

Wie erkennt das Gehirn, die Gefahren bei Infektiod imflammation bzw. welche

Sensoren finden sich im Gehirn, die solche Zustande detekkénmen?

Wie und wodurch wirkt das Gehirn auf die peripher®ngane bei solchen

,Gefahrensituationen® ein?
Welche Funktionen hat das Immunsystem im Gehirn?

Welche Folgen haben systemische Entzindungsreaktiameh ein aktiviertes

Immunsystem fir das Gehirn?

2.1. ,Sensoren“ des angeborenen Immunsystems im Gehirn

Wie in vielen Studien von Rivest und Kollegen getaigagiert das Gehirn ausgesprochen
sensibel auf akute Stimulation des angeborenen Immstemyg (Rivest, 2003; 2009). So
finden sich eine Reihe von Rezeptoren, die so gendPAMPs viralen oder bakteriellen
Ursprungs erkennen konnen unter anderem auf Endetleelzder BBB, perivaskularen
Makrophagen sowie Mikrogliazellen. Uber Kartierungem @é&tivierung und induzierten
Expression dieser Rezeptoren und Mediatoren konnteigeewichtige Gehirnstrukturen
naher definiert werden, welche besonders sensible agear und endogene Stimulantien
angeborener Immunitat reagieren. Hierunter fallen Zirkumventrikularen Organe (CVOs)
sowie das Endothel selbst (Laflamme and Rivest, 199BglLet al., 2000; Nadeau and
Rivest, 1999; Rivest, 1999; Rummel et al., 2005b; Vateand Rivest, 1997). Wir (Rummel
et al, 2005b) und andere (Konsmahal, 2004) konnten dabei zeigen, dass die Reaktion von
Endothelzellen nicht alle Gehirngefaldtypen betrdfese aber Uber das ganze Gehirn verteilt
relativ gleichmaflig bei systemischer Entzindungsreakéktiviert werden. Trotz dieser
umfangreichen Reaktion scheinen lediglich fir Homesestwichtige Gehirnstrukturen tber
die relevanten Rezeptoren fur in der BBB gebildetekundare Mediatoren (z.B.
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Prostaglandine) zu verfigen und damit die Infornmataufzunehmen und in neuronale
Aktivierungsmuster umzusetzen. So ist dducleus medianus praeopticyMnPO) eine
zentrale Schalt-Struktur vieler homeostatischer Rseavie der Temperaturregulation und
weist eine hohe Dichte an PG-Rezeptoren auf (Lazatusal, 2007). Uber welche
Mechanismen und mit welcher Funktion eine Aktivierwann Zellen der BBB das gesamte
Gehirn beeinflusst und welche Bedeutung sie hat, bledaith zu untersuchen. Unter
bestimmten Bedingungen ist aber davon auszugehen, dabspsiente Signaltrager wie
PGE2 in einer Reihe von Gehirnregionen regulatorisgitken werden bzw. die
Rezeptorexpression sicher eine gewisse Plastizitat aifwed sich dem Milieu anpassend
andern kann. Interessanter Weise scheinen perivaskuldkeoph@agen neben dem pro-
inflammatorischen PGE2 sogar entzindungshemmende rE€aktoeizusetzen, die eine
ungehinderte Weiterleitung inflammatorischer Sigreals Endothelzellen begrenzen (Serrats
et al, 2010).

Insgesamt ermoglichen mikroneuroanatomische Untersgemuin Kombination mit der
Aufzeichnung von physiologischen Parametern nachmudition des angeborenen
Immunsystems Aufschlisse Uber beteiligte Mechanismen uedirrGtrukturen. Die
Stimulation mit verschiedenen PAMPs ist auRerdem vgchiim die differentielle Antwort
des angeborenen Immunsystems im Gehirn bei verschiedenakheitsprozessen besser zu
verstehen. Madglicherweise sind protektive Funktionen h&slcReaktionen durch Gabe
spezifischer synthetischer PAMPs fur die Behandlung Kiankheiten nutzbar (Kong and
Le, 2011). Ob eine Aktivierung des angeborenen Imnsiegys positive oder negative
Effekte auf das Gehirn hat, bleibt jeweils fir denzeinen Fall zu untersuchen und kann

nicht generalisiert werden (Rivest, 2009).

2.2. Verstandnis des Zusammenwirkens der Kérperorgane mit dem ZNS
bei Krankheiten

Die bidirektionale Kommunikation des Gehirns mit démmunsystem liegt in einer
Balance, die Uber die bereits angesprochenen Signalwerqittelt wird (Abbildung 2). Bei
Krankheiten wird die Bedeutung einzelner Komponeritesonders deutlich, vor allem wenn
einzelne Signalwege ausfallen und inflammatorisch@zdase aufller Kontrolle des
Immunsystems und des Gehirns geraten und folglich webeg zu chronischen
Auswirkungen fuhren. Gerade das sich neu entwickeVWelstandnis, dass das vegetative
Nervensystem nicht nur unter zentraler Kontrolle d&shirns steht sondern auch in

begrenztem Umfang bewusst trainiert bzw. gesteuert emerdann, bietet neue



Einleitung -15-

Lunkonventionelle therapiebegleitende Methoden vdmfeedback oder Psychologische

Betreuung, die mal3geblich zu einer verbesserten mestihen Versorgung von Menschen

e

Hypothalamus

beitragen kann.

‘ "'.. -
Immunsystem: z.B. Q

in Blut, Leber, Milz

Abbildung 2

Die bidirektionale Kommunikation zwischen Immunsystemund Gehirn. Neben den drei
Hauptwegen der Wirkung des aktivierten Immunsystems Ubr Zytokine, Immunzellen dem
Vagus und sensorischen Afferenzen auf das Gehirn kowolliert wiederum das Gehirn Uber
mehrere Wege die Aktivitat des Immunsystems in seinerevschiedenen Kompartimenten in
der Peripherie (z.B. Blut, Milz, Leber). Darunter fallt zunachst die Hypothalamus —
Hypophysen - Nebennierenrinden — (HPA)Achse. InNucleus paraventricularis(PVN) wird
Corticotropin Releasing Hormon (CRH) durch inflammatorische (z.B. Zytokine) oder
psychologische Stressoren zur Freisetzung stimuliert @ fihrt Ober den portalen
Hypophysenkreislauf zur Freisetzung von andrenocortiotropem Hormon (ACTH) aus dem
Hypophysenvorderlappen, welches schlie3lich aus dédebennierenrinde Glukokortikoide
(Cortisol bei Mensch, Corticosteron bei Ratte und Maus)n die Zirkulation absondern lasst.
Glukokortikoide wirken vorwiegend immunsuppressiv. D& periphere Nervensystem (PNS,
z.B. Substanz P) sowie teilweise der Sympathikus (SNS) k&m pro-inflammatorisch
wirken. Allgemein wirken sowohl Parasympathikus als ach Sympathikus allerdings
vorwiegend anti-inflammatorisch [abgewandelt nach (Sternberg, @6)].
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2.2.1. Wirkungen des Gehirns auf das Immunsystem

Die Wirkung des Gehirns auf das Immunsystem konnte hn aeschaulichen Versuchen
bei Sepsis gezeigt werden (Borovikogta al, 2000). Eine Stimulation des Nervus Vagus
fuhrte zu einer verminderten Entziindungsreaktioremggiditet von niedrigeren TNFPlasma
Spiegeln. In einer anderen Studie reduzierte eingu¥&timulation 50% der Anfélle sowie
zirkulierende Zytokin- und Corticosteron-Konzentoatn bei Epilepsiepatienten (Majoie et
al., 2011; Rijkers et al., 2010). Solch eine so genarimaed, wired“ Verbindung Uber das
vegetative Nervensystem genauer gesagt des Parasjkupaiim Sinne des neuronalen
Signalweges kann also uber Neurotransmitter vermit@hti-inflammatorisch auf
Immunzellen wirken (Steinman, 2004a). Im Einzelnemrke gezeigt werden, dass uber
nikotinerge Rezeptoren der typische parasympathische TittersAcetylcholin diesen Effekt
vermittelt (Wanget al, 2003). Es entstehen hierbei so genannte immunolog&yhapsen,
die allerdings noch weniger festgelegt sind, als marildagas Gehirn mit seinen plastischen
Vorgangen herausgefunden hat. Kompliziert wird diggesammenhang dadurch, dass auch
Immunzellen Neurotransmitter bilden und freisetzennd@n und damit reziprok an solche
Synapsen wirken kodnnten (Steinman, 2004b). Solch eoe genannte ,autonomic
neuroeffector junction* zwischen Neuronen und Imnalien wird seit langerem diskutiert
(Thayer and Sternberg, 2010). Obwohl eine Interaktierschen den zwei Systemen sicher
ist, ist sie nicht statisch festgelegt und wahrscheinlidirektional. Gerade die Leber wird
nach Gehirnverletzungen Uber den Vagusnerv starkiaktund scheint wahrscheinlich Gber
eine ausgepragte Chemokinproduktion zu systemiscNebenwirkungen beizutragen
(Campbell et al., 2008; Campbell et al., 2005). Es sindnfalis typischer Weise
hauptsachlich anti-inflammatorische Einflisse des Symnipst zum Beispiel durch
Noradrenalin Ubep, Rezeptoren (Le Tulzo et al., 1997) auf Immunzelteder Milz (Straub,
2004) und sogar Einflisse des somatischen Nervensystemslmauntinzellen und
Inflammation beschrieben worden (Sternberg, 2006). Bdsspiel sei hier die neurogene
Entzindung genannt, die in reflexartigen Bogen @rgidrome Zurlckleitung zur sensibel
detektierten Entziindungsreaktion das Entztindungsgleschverstarken kann (Brain and
Williams, 1988; Steinhoff et al., 2000; Sternberg, 20060 wurde gezeigt, dass solche
dinnen C-Fasern Substanz P freisetzen, welche im @ewabeiner Stimulation von
Zytokinproduktion oder Rekrutierung von Immunzelleizb&agen scheint.

Ein Training der vegetativen Outputfunktion ist durdas so genannte Biofeedback
moglich. Hier werden Programme und besonderes Mongoron vegetativ beeinflussten
Korperfunktionen verwendet, um die willentliche Bdkissung zu trainieren und das Mafl3
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der Regulation zu verbessern und zu starken. Ein qdslarer Parameter hierbei ist
beispielsweise die Variabilitat des Herzschlagrhythmust sehr einfach Gdber ein
Elektrokardiogramm (EKG) aufgezeichnet werden kahiher die Atmung kommt es
physiologisch durch periphere und zentrale Stimubato des Sympathikus und
Parasympathikus zur respiratorischen Arrhythmie. Durgkzielte Steuerung der
Atemfrequenz kann also der Einfluss auf die Herzfregumait Feedback trainiert werden
(Lehrer et al., 2003). Eine grof3e Breite an Herzsctdggkenzanderungen ist hierbei ein guter
Indikator fir eine hohe ausgleichende Aktivitdt d&egenspieler Sympathikus und
Parasympathikus. Nach Biofeedback mit hoherer Bartdbiieser Herzschlagfrequenz
konnten tatséchlich Symptome von Asthmas reduziertevel(Lehrer et al., 2004). Erste
Versuche der Verwendung des Biofeedback bei LPS-iader Entziindungsreaktion beim
Menschen waren allerdings nur teilweise erfolgreich, wasler Studie von Lehrer und
Kollegen (2010) allerdings auch auf zu kurze Tragsizeiten flr das Biofeedback zuriick
gefuhrt wird (Lehreret al, 2010). Weitere Studien und Fortschritte in diesegr@gsanten,
obgleich haufig nicht ernst genommenen Forschungsspaitbemi@bzuwarten.

Interessant in diesem Zusammenhang sind auch der klassisétaviowschen
Untersuchung &hnelnde Versuchsergebnisse. Mit einer f@askksinneswahrnehmung
gekoppelt ,erlernten“ Patienten hierbei eine Untécung von Immunreaktionen. Menschen
und Tieren wurde ein gesufRtes Getrdnk verabreicht ugléichzeitig ein
immunsupprimierendes Medikament appliziert. Nach deasPhdes Erlernens dieses
Zusammenhangs zwischen Geschmack und Immunsuppressiadit{g@erung), vermochte
der Stimulus Geschmack, die Immunsuppression bereits Glale des entsprechenden
Medikamentes verursachen (Goebthl, 2002). Diese erstaunlichen Effekte sind allerdings
noch nicht genau verstanden, wirden allerdings Mogitbk er6ffnen, den Medikamenten-
Einsatz zyklisch reduzieren zu koénnen, wenn man solotermittierende Lernphasen
einsetzt. Die Hoffnung dabei liegt natirlich in  dermgehung unerwiinschter
Nebenwirkungen, falls diese nicht auch erlernt werffechedlowski and Pacheco-Lopez,
2010). Bekannt ist allerdings beispielsweise, dass Chenapikebegleitende Symptome wie
Ubelkeit oder Miidigkeit alleine durch die geistigeendurch Bilder vermittelte Erinnerung
an die Therapie bei den Patienten Uber Jahre hiramey Beispiel zu den regelmaldigen
Nachkontrollen induziert werden kénnen (Dadds et X97; Redd et al., 1993). Es bleibt
insgesamt zu bemerken, dass es umstritten ist, ob unefémwisolch ,konditioniertes
Lernen® tatsachlich therapeutisch bei verschiedenelkdtionen wie Immunsuppression

einsetzbar sein wird.
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2.2.2. Wirkung des Immunsystems auf das Gehirn / im Gehirn

Prinzipiell ist wie schon Eingehens erklart, das Gehicht immunprivilegiert sondern
sollte eher als ,immunspezialisiert® bezeichnet werdé@mthony et al, 2012). Mit
Aufkommen der zwei Photonentechnologie wurde eStadie von Nimmerjahn et al. (2005)
besondere Aufmerksamkeit zu Teil, die mit faszinieeen®ildernin vivo filmisch zeigen
konnten, wie ruhende kortikale Mikroglia permanent mhiren sich verlangernden und
verkirzenden Fortsatzen die unmittelbare Umgebutastdn, ,aufraumen” und sofort auf
Stressoren reagieren (Nimmerjakh al, 2005). Darlber hinaus spielen Immunzellen im
Gehirn fur die Homeostase und normale Funktion desr@ehine wichtige Rolle. 80% der
migrierenden Immunzellen, die sich im Liquor, den Nbgein oder inPlexus choroideubei
gesunden Menschen finden, sind interessanter Weise TH@eiddellen (Ransohofét al,
2003). Eher zufallig entdeckte man, dass Immundefiziditre Lerndefizite aufwiesen und
tatsachlich ist von meningealen T-Zellen produzielite$ fir vom Hippocampus abhangiges
Lernen physiologisch notwendig (Brynskikh et al., 20D&yrecki et al., 2010). Aul3erdem
scheinen vor allem zirkulierende T-Zellen und Makragen von entscheidender Bedeutung
zu sein, in einem regulierten kontinuierlichen ,Dgilanit dem zentralen Nervensystem,
lokale mikroglial vermittelte Entziindungsreaktiorezudampfen oder gar zu beenden (Ron-
Harel et al., 2011; Shechter et al., 2009).

2.3. Einfluss systemischer Entziindungsreaktionen auf ZNS
Erkrankungen

Mensch und Tier haben regelmaRig akute virale undebake Infektionen oder zeigen
chronische Zustéande wie bei Obesitas (Konner and Byur#@l11), die von systemischen
Entzindungsreaktionen begleitet sind. In vielen Féallemerden bestehenden
Gehirnpathologien wie Alzheimer, Hirntraumata, Paskimsche Krankheit, Depressionen
oder Hirnentfarkte verstarkt bzw. der Verlauf negdaeeinflusst, wenn solche zusatzlichen
systemische Entziundungsreaktionen auftreten (Petryal, 2007). So verschlimmern
chronische systemische Entzindung bei DarminfektioBehdden bei Gehirnischamie
(Deneset al, 2010). Ulcerative Kolitis erhoht LPS-induzierte Dhléssigkeit der Blut-Hirn-
Schranke (BBB) und damit verbundene Verluste doparger Neurone (Villararet al,
2010). Systemische Entztuindung durch das Zytokinflloder LPS potenzieren traumatische
Gehirnlasionen oder -Entfarkte (Denes et al., 2011ePeat al., 2010; McColl et al., 2007;
Spencer et al, 2007b; Utagawa et al., 2008). Insgesailfitrerf periphere

Entziindungsreaktionen neben der bereits genannteitisKaber auch Osteoarthritis
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(Kyrkanideset al, 2011) oder Leberentziindungen (D'Medibal, 2009) Uber verschiedene
nur zum Teil verstandene Mechanismen zu schwerwiegeRdkgen fir das Gehirn und
bestehende Gehirnpathologien. Nicht zuletzt sind wiede akute systemische
Entziindungsreaktionen wichtige Risikofaktoren fir Brewicklung von Gehirnpathologien
wie beispielsweise von Hirnentfarkten (McCell al, 2009). Weitere Untersuchungen des
Zusammenspiels und der Folgen unterschiedlichsterakitenen zwischen dem aktivierten
Immunsystem in der Peripherie und dem Gehirn sovépeldive Folgen fur die Gesundheit
sind folglich notwendig, um neue Therapien und prévenMalinahmen entwickeln zu
kénnen. In der hier vorliegenden Arbeit werden engyundsatzliche Mechanismen und
Signalwege der Kommunikation des Immunsystems mit d&shirn bei Infektion und
Inflammation néaher charakterisiert und mégliche lEggfaktoren bestimmt sowie potentielle

Therapieansétze getestet.
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SCHRIFTTUM

1. ,Sensoren” des angeborenen Immunsystems

Beim angeborenen Immunsystem handelt sich es um @wicklungsgeschichtlich sehr
altes System (Beutler, 2004; Cooper and Alder, 200@hee die Integritat des Organismus
gegen moglicherweise schadigende Einwirkungen undriegende Mikroorganismen ohne
ZeitverzOgerung verteidigt. Es ist perfekt in seinendafen darauf abgestimmt, cirka 1000
verschiedene so genannte Pathogen und nicht Pathaggoriierte Molekullstrukturen
exogenen oder sogar endogenen Ursprungs zu detektizaberi sind die ,Sensoren“ nicht
nur auf spezialisierten Immunzellen der zellularengedorenen Immunabwehr wie
Beispielsweise Makrophagen oder neutrophilen Granwozyt finden sondern prinzipiell
auf fast allen Korperzellen. Diese breit verstreuten8ucach mdoglicherweise schéadlichen
Zustanden ist sehr effektiv und Uberbriickt nicht nerZit bis die erworbene Immunabwehr
mit spezifischen Antikorpern gezielt und effektiv dibwehr verstarkt, sondern sie moduliert
und aktiviert sogar den erworbenen Teil der Abwatts@&eidend (Miyaji et al., 2011). So
wird durch spezifische Zytokinmilieus die Differenziag von T-Helfer Lymphozyten
gesteuert bzw. moduliert und die Expression von Kontaldkilen beeinflusst. Die sich
anschlieenden nicht weniger wichtigen MechanismenEffektorfunktion nach erfolgter
Erkennung eines potentiellen Pathogens durch das barege Immunsystem
(Abwehrmechanismen) sowie Mechanismen der Tolerank@kereigene Substanzen sind
nicht Gegenstand dieser Arbeit und sollen deshalb nicht gebaachrieben werden.

1.1. Pattern Recognition Rezeptoren (PRR)

Man unterteilt die Vielzahl an Rezeptoren, die als ns®een” des angeborenen
Immunsystems fungieren nach ihrer Lokalisation, Fumnktiond ihrer charakteristischen
Liganden bzw. Erkennungsstrukturen. Entsprechend dersehiedlichen Mdglichkeiten,
wie Organismen oder Toxine auf Zellen wirken konrght es Rezeptoren fur extrazellular
zu detektierende Stimuli in der Zellmembran, furgeytierte Molekile im Phagosom bzw.
Endosom sowie im Zytoplasma. Das heil3t sie erkennenimgetide Mikroorganismen im
Extrazellularraum, sowie nach Phagozytose aber auchdién Zelle eingedrungene
Mikroorganismen im Zytoplasma. In der Zellmembran fimdsich neben Toll-like-
Rezeptoren (TLR) auch C-Typ Lektin Rezeptoren. TLRBR7, TLR8 und TLR9 sind

endosomal lokalisiert. So genannte Retinoic acid-itdeicgene (RIG-1), Sensoren flr
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doppelstrangige RNA, sowie nucleotide-binding domaind leucin-rich repeat containing
Rezeptoren (NLRs) und andere DNA Sensoren sind zwaalaisch lokalisiert (Miyaji et al.,
2011). Teilweise kooperieren die verschiedenen Redgpém bei der Abwehr eines
Mikroorganismus auf verschiedenen Ebenen der Zellkammpamte oder erkennen
unterschiedliche Anteile des gleichen ,Eindringlingaif seinem Weg in die Zelle, sei es
aktiv oder durch Phagozytose (Akira et al., 2006). ¢hilmitig konnen mehrere
unterschiedliche Rezeptortypen redundant die gleMbkekilstruktur erkennen (Kawai and
Akira, 2011; Miyaji et al., 2011). So werden beispielsweisale Strukturproteine in der
Zellmembran bzw. in Phagosomen und virale RNA zy&mpktisch aber auch prozessiert in
Endosomen durch unterschiedliche Rezeptorfamiligektiert (Takeda and Akira, 2005). In
der vorliegenden Arbeit wurden mehrere LigandenmiRs zur Stimulation des angeborenen
Immunsystems verwendet (Abbildung 3). Im Weiteren wiwd genauer auf diese Familie an
PRR eingegangen.

1.2. Toll-like-Rezeptoren und deren Liganden

Insgesamt sind bisher 13 verschiedene TLRs mit untediathen extrazellularen
Doménen fir eine Reihe von Liganden identifiziedreen (siehe auch Abbildung 3). Sie
sind etwa vor 600 Millionen Jahren entstanden und kemwor allem bei Wirbeltieren und
Insekten vor (Leulier and Lemaitre, 2008). TLR1-13 gihbei der Maus, wobei TLR10 nicht
funktionell ist. TLR11-13 sind beim Menschen nicht melr Genom vorhanden und
lediglich flr TLR1-9 konnten bisher Liganden nachgesen werden. Manche Subtypen sind
nur in einer Spezies beschrieben wie beispielsweise FUsEL Fischen. AuRerdem sind
teilweise funktionelle Redundanzen zwischen TLRs bésohin worden. So konnte kirzlich
nachgewiesen werden, dass das Huhneranalog zum TLR9&dgsti®rs TLR21 darstellt
(Brownlie et al., 2009). Tabellarisch sind in mehreresfihrlichen Ubersichtsartikeln die
unterschiedlichen Liganden der einzelnen TLRs zusamefasst und sollen hier nur
exemplarisch aufgefiihrt werden (Akira et al., 2006wKiaand Akira, 2011; Miyaji et al.,
2011) (Abbildung 3).
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MALP2 LPS

PLASMA MEMBRAN

ENDOSOM

Typ | Interferone... Zytokine...
TRANSKRIPTION DER TARGET GENE

Abbildung 3

Vereinfachte schematische Darstellung der wichtigsten Teike-Rezeptoren (TLR) sowie
die verwendeten Liganden in der vorliegenden Arbeitind Signalwege. TLR3, 7-9 liegen in
Endosomen und die anderen Rezeptoren in der Zellmemdn. Hauptsignalweg Uber das
Adaptermolekil MyD88 (myeloid differentiation primary r esponse gene 88) ist NB.
Lediglich TLR3 besitzt kein MyD88 und reguliert Uber den interferon regulatory factor
(IRF)3 die Expression von Typ | Interferonen. TLR4 kann ebenfalls Uber das
Adaptermolekil TRIF [TIR damain-containing adapter inducing Interferon(INF) g] und
andere Signalwege wirken [abgewandelt nach (Miyaji eal., 2011)]. andere = zum Beispiel
STAT3 (signal tranducer and activator of transcription, indirekt) und NF-IL6 (nuclear
factor interleukin-6, direkt)

TLR1, 2, 6 kommen als Heterodimere in unterschiedticKkembinationen vor. Je nach
Kombination werden unterschiedliche, spezifische Mdkikikturen wie unter anderem
Lipoproteine erkannt. In der vorliegenden Arbeit deurder TLR2/6 Ligand Makrophagen
stimulierendes Lipoprotein 2 (MALP2) voNlycoplasma fermentanaus dieser Gruppe
verwendet (Morr et al., 2002). TLR3 erkennt doppelstigea&NA, ein Nebenprodukt bei der
Replikation zahlreicher Viren. Das synthetische AnalBglyinosinic:polycytidylic acid
(PIPC) solcher RNA ist ein haufig verwendetes Modallviidiale Infektionen (Fortier et al.,
2004) und wurde hier ebenfalls in zwei Teilstudieamgesetzt. TLR4 wird durch bakterielles

Lipopolysaccharide (LPS) aktiviert und war bei Sédiggen als erster Rezeptor dieser Familie



[l Schrifttum -23-

charakterisiert worden (Rock et al., 1998). LPS stedt dm haufigsten verwendete und
untersuchte PAMP dar und war deshalb auch ein wich@®jenulator des angeborenen
Immunsystems in dieser Arbeit. Des Weiteren aktiviaktéxielles Flagellin TLR5 (Smith et
al., 2003) und einzelstrangige RNA, wie sie bei RNA-Nikermehrt vorkommt, bindet an
TLR7 und 8 (Lee et al., 2003a). Unmethylierte CpGADNt der spezifische Ligand fir
TLR9. Dieser wird nicht durch korpereigene DNA akdnj weil diese in der Regel
hochgradig methyliert vorkommt, nicht endosomal Igeit ist und extrazellular schnell
enzymatisch degradiert wird (Takeda and Akira, 200%ggesamt kann also bis zu einem
gewissen Mal3e garantiert werden, dass TLRs nur Korperferatkennen und nicht auf
korpereigene Molekilstrukturen reagieren. Trotzdensést lAngerem bekannt, dass neben
den PAMPs auch endogene so genannte Danger Associateduldol Patterns (DAMPS)
TLRs aktivieren kénnen. Solche korpereigenen Substamzrden zum Beispiel bei starken
Gewebeschadigungen freigesetzt und geben das Alamhsagndas Immunsystem weiter
(Miyaji et al., 2011). Zu diesem Alarmsystem gehdrt belspreise high-mobility group box
1 (HMGB1), welches Zytokin &hnliche Funktionen hat durbeispielsweise bei
postischamischen Schaden im Gehirn freigesetzt wirth (& al., 2006). Viele potentielle
endogene und exogene Liganden fur TLRs sind allesdgegade flr das ZNS noch nicht
bekannt (Kong and Le, 2011).

Vielschichtiger wird die Betrachtung der einzelnagdnden dadurch, dass abhangig vom
einzelnen Serotyp der Mirkoorganismen die zellularewdrt entsprechend variieren bzw.
starker oder schwécher ausfallen kann. Gerade das sg hauofvendete LPS ist in seiner
Reaktion neben der Dosierung deutlich abhangig @arotyp (Akarsu and Mamuk, 2007,
Dogan et al., 2000) und unter Umstanden sogar von ideeleen Charge (Reinheit) des
Herstellers. Folglich sollte im Vergleich von untersdhtiehen Studien immer mit besonderer
Vorsicht die jeweilige Dosierung nicht nur im Bezugf @ie verwendete Tierspezies und
Zuchtlinie sondern auch auf Grund der verwendetent@sen kritisch betrachtet werden. In
der vorliegenden Arbeit wurden die Serotypen 0O141:8nd 0128:B12 verwendet.
Schlie3lich ist bekannt, dass es zuséatzlich mehrere Bgiynsmen fir einzelne TLR bei
Tier und Mensch gibt, die nicht zuletzt fur untergechiche Reaktivitaten und Anfalligkeiten
fur Krankheiten pradisponieren. So konnte gezeigtemrdass ein solcher Polymorphismus
fur TLR5 mit erhohter Anfalligkeit fir Lungenentzdmngen mitLegionella pneumophila
darstellt (Hawn et al., 2003), Polymorphismen fur TLRAGBen das Risiko fur bakterielle
Infektionen und Sepsis, und fur TLR2 sind sie assoziigtt emer Pradisposition fr

Tuberkulose aber Schutz vor spaten Stadien von Bmsee[Casanova et al., 2011). Einige
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Unterschiede zwischen Zuchtlinien und EinzeltiererRagten und Mausen konnen hierdurch
erklart werden. Komplette Defizienzen solcher TLR &tearen stellen betrachtliche

gesundheitliche Einschrankungen dar und konnen dasumsystem empfindlich in seiner

Funktion einschranken. Insgesamt sind fur ErkrankuigsnZNS sowohl protektive als auch
schadliche Wirkungen durch TLRs beschrieben worden (Kondg.@n2011).

1.3. Zielzellen

Zielzellen von TLR-Agonisten umfassen diverse Zellpligmen im ganzen Korper.
Prinzipiell werden neben allen grof3en inneren uaBe&en Oberflichen auch im Gewebe
TLRs exprimiert. Die Schutzfunktion von TLRs auf exjgsten Stellen des Kérpers wie dem
Epithel liegt nahe. Auf Epithelzellen des Bronchiahd Magendarm-Traktes finden sich
beispielsweise TLR2-5 aber auch andere Zellen wie thBettllen, Thrombozyten,
Adipozyten, Muskel- oder Leber-Zellen exprimieren TLR®pkins and Sriskandan, 2005;
Kong and Le, 2011). Zellen des Immunsystems sind hiersgiirlich besonders
hervorzuheben und zeigen einige Besonderheiten (Ma¢kedind O'Neill, 2007). So sind vor
allem dendritische Zellen und Makrophagen wichtigagér von TLR7 (Blasius and Beutler,
2010). Endothelzellen des Gehirns kénnen TLR2-4 expren, was allerdings auch je nach
Aktivierungsstatus verschieden sein kann und wie beierand Zellen als dynamische
Expression bezeichnet wird (Hopkins and Sriskandan,)2005Gehirn konnte prinzipiell die
Expression aller TLRs nachgewiesen aber nur teilweiphZmotypisch charakterisiert /
spezifiziert werden (Letiembre et al., 2007). Neberzigsenterschieden zwischen Maus und
Mensch exprimieren vor allem Mikroglia die kompletteeNalt dieser Rezeptorfamilie (Kong
and Le, 2011). Im Einzelfall sind neben der Expressiated tiber die Funktionalitat von
TLRs im ZNS noch recht unvollstdndig. Dies liegt siclaeich daran, dass spezifische
Antagonisten nicht immer erhéltlich sind und eine wmmstochemische Detektion haufig
wenig Erfolg verspricht. Der Nachweis per in situ Hygisierung wurde haufiger
durchgefihrt, ist aber wesentlich weniger sensitiv @rafhe and Rivest, 2001; Letiembre et
al., 2007).

1.4. Zellulare Signalwege und therapeutisches Potenzial

Nachdem ein Agonist an den entsprechenden Rezegdianden hat, kommt es vermehrt
zu Dimerisationen der Rezeptoren und anschlieRenkivigrung einer zytoplasmatischen
TIR-Doméne (Abbildung 3). Diese nachfolgende Signadkieéingt von den Toll-interleukin-1

receptor  domain containing adaptor protein (TIRA®Man-beinhaltenden
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Adaptermolekillen ab. Prinzipiell haben alle TLRs auBeR3 am TIRAP das MyD88
Adaptermolekil (myeloid differentiation primary resse gene 88), welches schlie3lich
ahnlich wie beim IL-1-Signalweg zur Aktivierung vodiFkB fuhrt. Klassischer Weise wird
hierdurch die Expression von pro-inflammatorischen okiyten, Chemokinen,
Adhasionsmolekilen und  Metalloproteinasen  reguliert. terAbtiv = |&uft  die
Signalweiterleitung von TLR3 aber auch von TLR4 rib¢éR domain-containing adapter
inducing Interferon(INA) (TRIF), welches Uber interferon regulating factoRK)3 zur
Induktion von Typ | Interferonen fihrt. Diese Gruppge Zielgenen beinhaltet INFund
INFB. TLR4 besitzt mehrere Adaptermolekile und kann weifignalwege aktivieren [zur
Ubersicht (Kawai and Akira, 2011; Miyaji et al., 2011gKEda and Akira, 2005)]. So wurde
gezeigt, dass unter gewissen Umstdnden LPS auch anddtemmatorische
Transkriptionsfaktoren und zwar MyD88-abhangig inklirSTAT3-Aktivierung (Yamawaki
et al., 2010) oder direkt NF-IL6 Expression reguliedeann (Lu et al., 2009). Eine
detailliertere Beschreibung der Signalwege geht dlee Rahmen dieser Arbeit hinaus und
soll daher hier nicht weiter konkretisiert werden.

Als therapeutische Zielstrukturen sind TLRs von groRererésse. Therapieansatze
umfassen so genannte protektive Wirkungen nach Pralamerung bei Gehirnischamie
mittels TLR2, 4 oder 9 Agonisten (Hua et al., 2008; &tswet al., 2008; Tasaki et al., 1997),
Behandlung von Leukamie (TLR7, 9) (McGettrick and @lINe2007), subkutanen
Melanomen (TLR7) (Ma et al., 2010) und Asthma (TLR2atéP et al., 2005). TLR3-
Agonisten als Vorbehandlung auf eine Herpes simplenziedte Virus-Enzephalitis erhdhte
dramatisch die Uberlebensraten (Boivin et al., 2008y alnch TLR7/8-Agonisten wurden
bereits als antivirale Strategien eingesetzt (Millerak, 2008). Ein anderes wichtiges
Einsatzgebiet fir TLR-Agonisten liegt in Impftherapiebzw. als Bestandteil von
Adjuvantien. Sie werden sowohl als Einzelzusatze odgarsm Kombination verschiedener
TLR-Agonisten verwendet. Potentielle Nebenwirkungemdsi hierbei durch pro-
inflammatorischen Reaktionen allerdings zu erwartad stellen mdgliche Gefahren fur
Mensch und Tier dar (McGettrick and O'Neill, 2007; Miyaji et 2011). Gerade deshalb sind
detaillierte Studien Uber die Einflisse solcher Stantien auf den Gesamtorganismen im
Tiermodell wie in dieser Arbeit mehrfach durchgetikon grundséatzlicher Bedeutung.
Neben dem Wissensfortschritt Gber Kommunikationswegeschen Immunsystem und
Gehirn konnen Risikofaktoren zum moglichen therapebhen Einsatz charakterisiert und
abgeschatzt werden.
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2. Endogene Immunmediatoren - Zytokine

Nach Stimulation mit PAMPs oder DAMPs werden wie bererwvahnt eine Vielzahl von
endogenen Immunmediatoren gebildet, welche lokalakper direkt im Gewebe am
Entziindungsort oder als humorale Botenstoffe systemisghBeispiel auch auf das Gehirn
wirken konnen. Viele dieser durch das Immunsystem detfaeih Botenstoffe werden
Ubergreifend in der Gruppe der Zytokine zusammesgefeHierbei handelt es sich um
hydrophile Makromolekile mit Molekulargewichten zwieoh15-25 kDa, die sich dadurch
auszeichnen, dass sie prinzipiell nach Stimulationddec novoSynthese gebildet werden
und aufller TN& nicht gespeichert werden. Man unterscheidet so genapmnbe
inflammatorische Zytokine zu denen T&F IL-13 und IL-6 gehdren von anti-
inflammatorischen Zytokine wie beispielsweise IL-1 Reae Antagonist (IL-1ra) oder IL-10
(Conti et al., 2004). Bei der Gruppe der InterferoiF§), die ebenfalls zu den Zytokinen
gezahlt werden, fallt die Einteilung etwas schweRzimzipiell haben INFs sowohl pro- als
auch anti-inflammatorische Wirkungen. So konnte ggzeierden, dass bei experimentell
induzierter Influenzainfektion von Frettchen intsale INk-Gabe Fieber und
Krankheitssymptome hemmt und die Viruslast reduzieugél et al., 2009). INf-hingegen
induziert Fieber (Morimoto et al., 1987) und ist detitl pro-inflammatorisch (Chen and
Ivashkiv, 2010; Kluger, 1991)n vivo treten Zytokine nicht isoliert auf, sondern immer in
einem so genannten Zytokinmilieu. Zusatzlich wird aeswierte Betrachtung der Wirkung
von Zytokinen erschwert, weil sie vielfach in ihrer Wirkunduedant sind, pleiotrop auf eine
Vielzahl von Zielzellen wirken und nicht nur Rezepintereinheiten zwischen einzelnen
Zytokinen gleich sind, sondern auch wichtige intreg&fe Signalwege von mehreren
Zytokinen geteilt werden (Ozaki and Leonard, 2002).wiken aus der Familie der Typ |
Zytokine IL-6 (Uber das gp130 Signaltransduktionsmigileltnd das zytokindhnliche Hormon
Leptin wie auch das anti-inflammatorische Zytokin 1Q; welches zur Interferon-Familie
gezahlt wird, unter anderem uber den Janus Kinask)(3AAT3-Signalweg (Kisseleva et
al., 2002).

TNFa ist das erste Zytokin, welches gefolgt von Spuren ehfl und grol3en Mengen
von IL-6 im Blut freigesetzt wird (Roth et al., 2006jervorzuheben bleibt, dass IL-6 als
einziges Zytokin auch basal im Blut ohne jeglichanstation detektierbar ist. Es ist das
wichtigste zirkulierende Zytokin, welches durchweg Bieiber im Blut von Tier (Cartmell et
al., 2001; Cartmell et al.,, 2000; Miller et al., 1997) uk@nsch (Nijsten et al., 1987)
detektierbar ist und in Dauer und Menge mit der Hi¢reFieberantwort korreliert (LeMay et
al., 1990; Roth et al., 1993; Roth et al., 1994b; Rotld4200bwohl IL-6 auch bei vielen
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akuten und chronischen inflammatorischen Prozessenpe&im Altern (Bruunsgaard and
Pedersen, 2003; Kim et al., 2012; Stowe et al., 2010) leetésucht (Eder et al., 2009) erhéht
im Blut vorkommt und sogar als ein Risikofaktor zumdpeel fur Arteriosklerose diskutiert
wird (Lee et al., 2007; Lobbes et al., 2006), ist seirs@tdiche Rolle fir die Homeostase in
Gesundheit oder Krankheit weitgehend unklar. Auchnrwelie Rolle von IL-6 bei der
Entstehung von Fieber durch neutralisierende Antgo(artmell et al., 2000) und in IL-6
defizienten Mausen (Chai et al., 1996; Kozak et al., 188&leutig gezeigt werden konnte,
gibt es auch andere Studien, bei denen eine ehegratedBlatteis et al., 1990; Dinarello et
al., 1991; Harré et al.,, 2002; Helle et al., 1988; Sakatal., 1991) oder sogar gar keine
Fieber-induzierende Wirkung nach Injektion von makinantem IL-6 in verschiedenen
Tierspezies gezeigt werden konnte (Cartmell et al.0208May et al., 1990; Wang et al.,
1997a). Damit war vor allem die Rolle von IL-6 als iBtut zirkulierender, humoraler
Mediator bisher weithin unklar. Prinzipiell wurden terien zur Definition eines echten
endogenen humoralen Fieber erzeugenden Stoffesggryroetwas modifiziert wie folgt

aufgestellt (Kluger, 1991).
Systemische Injektion eines endogenen Pyrogens sollte Fieloereren.
Entzindliche Stressoren (LPS) sollten diese endogene Pyrioglerzéesren.

Die endogenen Pyrogene sollten bei solchen systemigatiziindungsreaktionen als

humorale Botenstoffe erhoht im Blut nachweisbar sein.

Endogene Pyrogene sollten den Prostaglandin-Synthese-We@ @22 induzieren.

Klassisch werden diese Kriterien durch Ig-arfillt, dieses Zytokin ist also ein endogenes
Pyrogen (Conti et al., 2004; Dinarello, 1983; 2010uddr, 1991). Systemische II3-1
Injektion induziert Fieber, IL{1 selbst wird durch LPS stimuliert und I3 Bktiviert den PG-
Syntheseweg im Gehirn (Nadjar et al., 2005b). Im Geagfzreu IL-6 kommt allerdings ILBL
wenn Uberhaupt nur in geringen Mengen im Blut wéthreriektion und Inflammation vor
(Kluger, 1991). Fur IL-6 wurde die Induktion des PMiByesewegs bisher nicht gezeigt.
Zusammen mit der eher moderat Fieber erzeugenderkuMgr war die Rolle von
zirkulierendem IL-6 als Pyrogen demnach noch zu lseme Auch die Rolle von TNFzum
Beispiel in der Fieberentstehung ist nicht eindeuedlart. Ein Antiserum gegen TNF
verstarkte LPS-induziertes Fieber (Long et al., 19%@r alie Neutralisation des |6slichen

P55-TNFw Rezeptors fihrte zu einer verringerten Fieberaritwaor allem zu spéateren
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Fieberphasen (Conti et al., 2004; Roth et al., 1998). WeitereeBtadr Rolle dieser Zytokine

(vor allem IL-6, TNF und Interferone) bei der Komnikation zwischen Immunsystem und
dem Gehirn bei Infektion und Inflammation sind desinaoch notwendig und waren unter
anderem Bestandteil der hier vorliegenden Arbeit.

3. Transkriptionsfaktoren

TLR-Agonisten und Zytokine regulieren die Expressiam spezifischen Zielgenen tber
die Aktivierung von inflammatorischen Transkriptioridgfaren. Zu den wichtigsten z&hlen
wie bereits erwahnt (Kapitel | 1.1) nuclear factopga B (NKB), signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT3), aber auch NB-(Synonym = CEBPB) (Akira, 1992;
Ramji and Foka, 2002). Sie wurden bereits in einel2dhl von Studien untersucht und
tragen zur Expression von wichtigen inflammatoriscBestigenen bei. Dazu gehdren neben
Zytokinen, die geschwindigkeitsbestimmenden EnzymeRdestaglandin (PG)E2 Synthese
namlich Zyklooxygenase 2 (COX2) und mikrosomale Rglsndin E Synthase (mMPGES)
aber auch Chemokine und Adhasionsmolekile (Kapitdl).lIDie Funktion scheint hierbei
gewebespezifisch von der Ausstattung der respektivelerZebzuhdngen und wird im
Rahmen des Transkriptionskomplexes in seiner Funktiodufiest. Dabei handelt es sich
beispielsweise um funktionelle Interaktionen der Trapsknsfaktoren einem so genannten
.crosstalk, bei dem diese Faktoren physisch miteinamteragieren. Dies fihrt zu einer
Stabilisierung der Bindung an die genomische DNA aategar an Promotoren, fir die der
einzelne Transkriptionsfaktor eigentlich gar keinedgingsstelle im Promotor des Zielgens
besitzt, was unter anderem in einer Studie fir dieré&Sgon von C-reaktivem Protein in
Leberzellen gezeigt werden konnte (Agrawal et al., 20@3hia et al., 2004).

Immunhistochemische Detektion zumindest vonkBIFund STAT3 wurde bereits
mehrfach zum Nachweis einer Aktivierung von Zellemdu damit bestimmter
Gehirnstrukturen verwendet, um funktionelle Ruckschlissaf die Rolle dieser
Gehirnregionen bei Infektion und Inflammation zwgeen (Gautron et al., 2002; Hubschle
et al., 2001a; Hubschle et al., 2001b; Nadjar et al.32B0mmel et al., 2004; Rummel et al.,
2005b). Eine Akkumulation des Transkriptionsfaktors inerds also eine nukleére
Translokation, markiert hierbei eindeutig die Aktivieg der jeweiligen Zelle. Im
unstimulierten Zustand ist die Immunreaktivitat (IR) iZytoplasma oder gar nicht
detektierbar und daher deutlich von aktiviertenlefelzu unterscheiden (Abbildung).4
AulBerdem fungiert die Analyse endogener Inhibitod=m einzelnen Signalwege mittels
quantitativer PCR als Detektionsmethode ihrer Aktiuig. Dazu gehdren supressor of
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cytokine signaling 3 (SOCS3) fur STAT3 (Lebel et @&000), der inhibitor of cytokine
signaling (kBa) fur NF«B (Laflamme and Rivest, 1999) und der kurzlich erkteeoegative
Regulator der NF-IL6-Aktivierung ein serin/threorkimase like protein (Tribl) fir NF-IL6
(Yamamoto et al., 2007). Die genaue funktionelle Rdie Transkriptionsfaktoren fur die
Kommunikation zwischen dem Immunsystem und dem Gehienauch fur die Entstehung
von zentralnervos kontrollierten Krankheitssymptongsickness behavior) oder der damit
zusammenhangenden inflammatorischen Prozessen im nGedtir allerdings weiterhin

weitgehend unklar und sollte im Rahmen dieser Arbeit naherautht werden.

Abbildung 4

Exemplarische Darstellung zweier Immunfluoreszenzaimahmen von Gefal3strukturen des
Rattengehirns. Nach LPS-Stimulation haben sich die Transkptionsfaktoren NF-IL6 und
NFkB (rot) im Kern (blau) akkumuliert. NF-IL6 befindet sich in von Willebrand Faktor
(VW, griin) positiven Endothelzellen und anderen Zellphanotypen.

3.1. NFxB

NF«xB ist der am besten bekannte und vielleicht auch twgste Transkriptionsfaktor bei
Entziindungsreaktionen, der nicht zuletzt direkt dauliehmeisten TLR-Aktivatoren aber auch
durch die wichtigen pro-inflammatorischen Zytokinel und TNFu aktiviert wird. Er ist
der wichtigste Transkriptionsfaktor bei sickness behaffkogber, Anorexie und verringerte
soziale Interaktion) (Kozak et al., 2006; Lee et alQ3) Nadjar et al., 2005a; Shao et al.,
2004) und ist mafRgeblich an der Induktion zum Belsges wichtigen Zielgens COX2
(Nadjar et al., 2005b) aber auch der Zytokine IL-@ OiNFo. sowie IL-13 beteiligt. NFB
wird fur die initiale Phase des Fiebers eine wichBgeleutung beigemessen (Nadjar et al.,

2005a) und stellt ein wichtiges Ziel fur therapeutesS8irategien dar (Lee et al., 2003b). Die
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frihe Aktivierung im Gehirn klingt allerdings bereitca. 2 Stunden nach LPS/j-1
Stimulation wieder ab (Laflamme and Rivest, 1999; jhiadt al., 2003) und durfte demnach
nicht direkt fir spatere Phasen der Entzindungsresaktidsehirn verantwortlich sein. Hinzu
kommt, dass vor allem Zytokine wie IL-6, die nicht Ublen NkB-Signalweg ihre Effekte
vermitteln, vermehrt bei chronischen bzw. langeren ziimdungsprozessen im Blut
vorkommen (Kapitel 1 2) und grof3e Bedeutung bei Bathogenese von Krankheiten zu
haben scheinen. Deshalb ist es wichtig die Rolle diesderan Signalwege und deren
maogliche Interaktion mit dem NB-Weg zu untersuchen sowie das Potenzial fir

therapeutische Strategien zu analysieren und zu testen.

3.2. STAT3

Die potentielle Rolle von STAT3 im Gehirnendothel bystemischer Inflammation wurde
in einer Studie von Kano et al. (2003) mit Hilfe vé&onditionellen Knockout M&usen
untersucht und ergab dass STAT3 in diesem Zelltyp doaeimnti-inflammatorische
Funktion zu haben scheint und gegen LPS-induziett@anhmation schutzt (Kano et al.,
2003). Im Gegensatz zu NB (Kozak et al., 2006) oder NF-IL6 (Liu et al., 1999 dcskeine
STAT3 defizienten Mause verfluigbar, da diese embryobatelitat zeigen (Takeda et al.,
1997). Nicht zuletzt in Studien der eigenen Doktoe#r konnte die zeitlich und raumlich
differenzierte Aktivierung von STAT3 bei Meerschwédiea und Ratten untersucht werden,
wobei eine besondere Rolle fir Endothelzellaktivigriboeobachtet wurde (Rummel et al.,
2005b). Die Aktivierung von STAT3 kommt etwas versedber auch teilweise (2-6h)
Uberlappend zu N&B in verschiedenen Gehirnstrukturen vor (Gautron.e2802; Rummel
et al., 2004; Rummel et al., 2005b). Dabei scheint STAF3die Aufrechterhaltung von
Fieber eine Rolle zu spielen (Rummel et al., 2004). d&eau funktionelle Bedeutung von
STAT3 wurde im Rahmen einiger Teilstudien dieser Arbeiter untersucht. Dazu zahlt
auch die Untersuchung, welche tGber STAT3 wirkendenidteen an der LPS-induzierten
Aktivierung der einzelnen Gehirnregionen und Z@iéy sowie sickness behavior beteiligt
sind. Damit kann also nicht nur die Bedeutung von S3-AKtivierungen an sich sondern
auch der einzelnen Mediatoren naher untersucht weElpar dieser Faktoren ist neben dem
Zytokin IL-6 das Appetit-hemmende und Energiehaushegulierende Hormon Leptin
(Kapitel 11 6.2) aber auch verschiedener TLR-Agonisten (i&dqybli 1.2.).
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3.3. NF-IL6

NF-IL6 existiert in mehreren funktionell unterschieden Isoformen: einem liver —
enriched activating protein (LAP), einem liver-ehed inhibitory protein (LIP), dem die
Aktivierungsdoméane fehlt und dem LAP, welches in volleange vorliegt (LAP?*)
(Descombes and Schibler, 1991; Ejarque-Ortiz et al.,/200bwohl NF-IL6 bereits als
wichtiger inflammatorischer Transkriptionsfaktor seghmals 20 Jahren bekannt ist (Akira et
al., 1990; Landschulz et al., 1988), sind erst in kinzljublizierten Studien neue
Erkenntnisse fur die Bedeutung dieses Transkriptiongfakito Gehirn bekannt geworden.
NF-IL6 ist ein Schllsselfaktor bei Neuroinflammatidte(ez-Capote et al., 2006; Straccia et
al., 2011), bei excitotoxischen Gehirnlasionen (Cortest€liaet al., 2008), postischamischer
Entzindung (Halterman et al., 2008; Kapadia et al.6200 et al., 2007), neuronalen
(Nadeau et al., 2005) oder/ und mikroglial-vermigelGehirnlasionen (Cortes-Canteli et al.,
2004; Straccia et al.,, 2011) und scheint eine wiehtigolle bei der amyotrophen
Lateralsklerose zu spielen (Valente et al., 2011). Nelogr Rolle in hippokampaler adulter
Neurogenese (Cortes-Canteli et al., 2011) scheint NR#lrt6 Bedeutung fiir Hippocampus-
abhangige Gedachtnis Konsolidierung zu spielen (Tdeliept al., 2001). Eine zeitlich und
raumlich differenzierte Analyse der NF-IL6-Aktivierg im Gehirn nach systemischer
Inflammation und seine Rolle fir Gehirninflammationd sickness behavior fehlte bislang

und war damit eines der Teilziele dieser Arbeit (Manuskriptat€by 1.1, 1.3, 1.5).

4. Zielgene

De novoSynthese von Zielgenen uber inflammatorische Trapissnisfaktoren spielt eine
wichtige Rolle zur Regulation der Expression der mveWelle an Zytokinen/Mediatoren im
Gehirn nach systemischer Stimulation in der Perighéror allem die langer anhaltenden
Entziindungsreaktionen im Gehirn bei LPS-vermittel®stemischen Reaktionen sind
abhangig von direkter Wirkung des LPS auf das Gdlairakravarty and Herkenham, 2005).
Zirkulierende Botenstoffe gebildet von hamatopoegschellen in der Peripherie spielen vor
allem fur die initiale Phasen der Entzindung im @ehind Fieber eine wichtige Rolle
(Steiner et al., 2006a). Die Analyse der Expression sol@ene ist ein guter Marker fir den
Grad des Entzindungsgeschehens im Gehirn. Darllmausisind solche Mediatoren
funktionell fir die Entstehung von sickness behavian goof3er Bedeutung. Dazu gehdren
neben Zytokinen selbst auch einer der wichtigsten iteden Mediatoren fur die
Fieberentstehung und andere Krankheitssymptome ramlEE2 (Roth et al., 2009) sowie
oxidativer Stress (Riedel et al., 2003). Im Zuge vomumzellinvasion in das Gehirn als
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zellular gebundener Signalweg von der Peripherien zGehirn sind Chemokine,
Adhéasionsmolekiile sowie Metalloproteasen entscheidendliiAttraktion, das Anheften
und die Penetration/Extravasation von Immunzellerdas Gehirn und deshalb ebenfalls
interessante und relevante Zielgene. Im Folgendemsstiiehe Zielgene deshalb kurz néher
erlautert werden, die bei der Untersuchung von Komkationswegen zwischen dem

Immunsystem und dem Gehirn in der vorliegenden Arbeit \eateBtung waren.

4.1. Zytokine

Zytokine kommen im gesunden Gehirn in niedrigen Kmmationen vor (Pollmécher et
al., 2002) und spielen zum Beispiel (IL-6 und Ig)1fir Gedachtniskonsolidierung eine
wichtige Rolle bei normalen Gehirnfunktionen (Besesky and del Rey, 2011). Bei
systemischen Entzindungsreaktionen kommt es zu einsatzhahen dramatischen
Hochregulation und die entsprechenden Effekte zuihdge gleichen Mediatoren wie IL-6,
TNFa und IL-1B (Layé et al., 1994) fuhren zu vollig unterschiedéichin den meisten Fallen
negativen Effekten (Besedovsky and del Rey, 2011mRoher et al., 2002). Die meisten
Zytokine zeigen also eine niedrige basale Expressiofsehirn, die akut nach Stimulation
um ein Vielfaches erhdht werden kann und mittels tjiziver RT-PCR messbar ist. Die
Detektion von Zytokinen auf der Proteinebene istGmhirn aufgrund der relativ gesehen
immer noch niedrigen Konzentration immunhistochemisder per Western Blot h&aufig
schwierig. Funktionell kann aber ihre Wirkung anhaitker Transkriptionsfaktoraktivierung
dargestellt werden, auch wenn dies nicht unbedingtifegme fir ein Zytokin sein muss.
Alternativ kann in Uberstanden primarer Zellkulturgie Sekretion solcher Zytokine relativ
unkompliziert bestimmt werden (Kapitel IV 1.2). Dieozentrationen entsprechen dann
allerdings nicht mehr den Verhéaltnissanvivo. Anders als fur periphere bzw. zirkulierende
Zytokine nicht zuletzt mit Hilfe von Zytokin defienten Mausen, ist eine Fieber erzeugende
Wirkung im Gehirn fur IL-6, TNE und IL-1B eindeutig bewiesen worden (Chai et al., 1996;
Dinarello et al., 1991; Luheshi et al., 1993; Luhestalgt1997). Vor allem IL-f im Gehirn
ist ebenfalls ein wichtiger Mediator fUr die Entstehwog LPS-induzierter Anorexie (Bluthé
et al., 2000; Laye et al., 2000).

4.2. Prostaglandinsyntheseweg

PGE2 spielt eine kritische Rolle fir die Fieberentsitgh(lvanov and Romanovsky, 2004;
Nilsberth et al., 2009b; Roth et al., 2006). Es induziéeber Uber Bindung an den EP3
Rezeptor(R) Subtyp inNucleus medianus praeopticMnPQO) (Lazarus et al., 2007).
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Entsprechend ist die Konzentration des EP3R (Ek €2@0Q) und PG-Bindung (Matsumura
et al., 1990) im MnPO besonders hoch. Prinzipiell stimmideratur darin Gberein, dass im
Gehirn gebildetes PGE2 zumindest fir die spatereneRhdss Fiebers verantwortlich zu
machen ist (Gaetano et al., 2010; Nakamura, 2011)inRiale Phase der Fieberentstehung
konnte Anteilig auch tber PGE2 in Makrophagen demde und Leber gebildet werden. Ein
PGE2 Antiserum reduzierte beispielsweise die intitlkeberphase nach LPS-Stimulation
(Steiner et al., 2006b). Eine kirzlich durchgefuhried® konnte allerdings zeigen, dass die
Aktivitat der PG-produzierenden Enzyme bereits zesein Zeitpunkt aktiv ist und
wahrscheinlich zentral gebildetes PGE2 wichtiger @&adtano et al., 2010). Als Marker der
Aktivierung des fir die Entstehung von Krankheitssyonmpgn und der Kommunikation
zwischen Immunsystem und Gehirn so wichtigen PG-Bigdkenn die Sekretion von PGE2
im Blut oder der Zerebrospinalflissigkeit bestimmt veerdKapitel V 1.6, (Inoue et al.,
2008)]. Die geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme deSiiihese im Gehirn sind COX2
und die nachgeschaltete mPGES (Lacroix and Rivest, 1998gNisét al., 2009a; Oka et al.,
2007; Turnbull et al., 2003; Valliéres and Rivest, 19@®mentsprechend wird die Detektion
einer erhdohten Expression dieser beiden so wichtigezyrim ebenfalls als Marker der
Aktivierung der PG-Synthese angesehen (Gaetano, @040; Inoue et al., 2002; Lacroix and
Rivest, 1998) und wurde auch in dieser hier vorlieganéirbeit mit Hilfe von RT-PCR und
Immunhistochemie (Kapitel V 1.1, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.8, 1.9,,11112, 1.13) oder in situ
Hybridisierung (Kapitel V 1.11) eingesetzt. AufRerdemlitsidie Verwendung von nicht
steroidalen Entzundungshemmern aus der Gruppe derodgidenasehemmer eine
Mdoglichkeit dar, physiologisch die Wirkung von PGE2mmmen und die entsprechenden
Effekte aufzuzeichnen. In der vorliegenden Arbeitrdeuhierfir bei Meerschweinchen ein
nicht selektiver Inhibitor (Diclofenac) und ein seigkr Inhibitor fir COX2 (Nimesulid)
verwendet (Kapitel V 1.11) sowie ein praferentiell¥X2 Inhibitor bei Ratten (Meloxicam,
Kapitel V 1.6).

4.3. Marker fur Zellinvasion in das Gehirn

Es gibt eine Reihe von Chemokinen, die mehr oder geerspezifisch fur die Attraktion
von Subtypen an Immunzellen zu sein scheinen. Inetdit komplizierten Nomenklatur der
Chemokine in 4 Subfamilien bestehen weiterhin diggi@alnamen der Erstbeschreibung
verschiedener wichtiger Chemokine (Thorpe, 2002). Dater Paar an Zysteinmolekullen
(Gruppe C-C) kann durch eine (Gruppe C-x-C) oden é&minosduren (Gruppe GoC)

getrennt sein oder es fehlt ein Zystein (Gruppe CHen vorliegenden Studien wurde das
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Makrophagen spezifische Chemokin monocyte chemoattraprotein 1 (MCP1) oder auch
CC Ligand (L)2 genannt sowie die flr neutrophile r&idazyten der Maus relativ
spezifischen Chemokine KC (CXCL1) und MIP2 (CXCL2)dkan et al., 2001) als Marker
der aktivierten Attraktion von Immunzellen in dash@e untersucht (Kapitel V 1.7, 1.9). Fur
alle drei untersuchten Chemokine (KC, MIP2 und MCPdnrite in friheren Studien eine
erhohte LPS/IL-f induzierte Expression nachgewiesen werden (Rovai, ét998; Thibeault
et al., 2001). Neben Chemokinen sind im néachsten SderitExtravasation von Immunzellen
im Gehirn Adhasionsmolekile von grol3er Bedeutung. Zntersuchung der experimentell
LPS-induzierten Invasion von neutrophilen Granulemytwar eine 50% Reduktion bei
intercellular adhesion molecule (ICAM)1 defizientenudén erzielt worden (Bohatschek et
al., 2001). Dieses wurde deswegen auch hier als Markergendié vorliegenden
Untersuchungen verwendet. SchlieRlich ist eine gewissriqy der Blut-Hirn-Schranke und
Degradation extrazellularer Matrix bei Extravasatiootwendig, damit Zellen in das
Gehirngewebe eindringen kénnen (Rosenberg et al.,)2@lZzyme aus der Gruppe der
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) spielen bei diesen Prozesssn entscheidende Rolle
und werden bei Infektion und Inflammation vermegebildet und durch endogene tissue
inhibitors of MMPs (TIMP) in ihrer Aktivitat reguliertRagenstecher et al., 2000). TIMP1
scheint hierbei eine besondere Bedeutung zu habérzwm Beispiel eine kontrollierende
Rolle bei experimenteller autoimmuner EnzephalEAE) zu spielen (Crocker et al., 2006).
In zwei Teilstudien wurden Hinweise einer Beteiligumon Leptin bei LPS-induzierter
Invasion von Immunzellen in das Gehirn untersucht uddshalb Chemokine,
Adhéasionsmolekile und Metalloproteinasen als Zielgenersucht (Manuskripte Kapitel V
1.7, 1.9).

4.4. Oxidativer Stress

Wie erwahnt ist oxidativer Stress auch als MechanismuRahmen der Fieberentstehung
beschrieben worden (Riedel et al., 2003). Proliferatbizated receptor (PPAREoactivator
(PGC)X wird als der zentrale Regulator von oxidativem &treezeichnet, aktiviert nuclear
respiratory factor (NRF)1 und erhéht die Expressiom natochondrial transcription factor A
(TFAM). Dies fihrt schlieBlich zu einer vermehrten AS$ynthese und gesteigerten
Duplikation der Mitochondrien (Vina et al., 2009). Dieb#arker von mitochondrialer
Biosynthese / oxidativem Stress werden im Gehirn exprt (Cowell et al., 2007; Hertel et
al., 2002). Einflisse LPS-induzierter systemischer Entmigdauf die Expression dieser
Molekile im Gehirn sind allerdings bisher nicht bekamnteiner Teilstudie wurde hier das
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Potenzial eines mdglichen NB-Inhibitors auf oxidativen Stress mit Hilfe dieser Markm
Gehirn getestet (Kapitel V 1.3).

5. Krankheitssymptome

Krankheitssymptome, die bei Mensch und Tier Ublichers@/bei systemischer Infektion
und Inflammation mit Mikroben auftreten und mit Feeleinhergehen, werden als sickness
behavior bezeichnet (Hart, 1988). Dies beinhaltet argfle (verringerte motorische
Aktivitat), Mudigkeit, Anorexie, Adipsie aber auch ved@éntes Schlafverhalten und
verringerte Libido (Hart, 1988; Kent et al., 1992). liemdelt sich im Allgemeinen um eine
prazise gesteuerte Reaktionen des Organismus, um di#idnfeu bekampfen (Hart, 1988).
Wichtig ist dabei, dass Mensch und Tier nicht als simmlesequenz von Schwéche durch
das Fieber eine Lethargie und verandertes Verhaitevickeln. Sie sind vielmehr motiviert,
sich krank zu verhalten (Holmes and Miller, 1963; mm 2002). In Analogie zum
Symptomkatalog, der zur Diagnose von Depressioneneratet wird, wurde eine Parallele
zwischen sickness behavior und Depression gezogen (Mrgtiyal., 1999). Depressionen
konnten dabei einfach chronisch verlangerte Manifiestabh von nicht kontrollierten
unspezifischen Krankheitssymptomen darstellen; zumindestine erhohter Inzidenz von
Depressionen unter anderem mit chronischen inflamimsal@n Prozessen wie bei
Immuntherapie und Altern assoziiert (Dantzer and é4glR007). Ein besseres Verstandnis
der einzelnen Signalwege bei der Kommunikation aesidnsystems mit dem Gehirn bei
Krankheiten dirfte auch hinsichtlich dieser Hypothaése Verbindung zwischen Depression
und Inflammation neue Erkenntnisse bringen.

Neben diesen bei akuter Stimulation des angeborememuhsystems normaler Weise
begrenzt andauernden Krankheitssymptomen konnennsgstee Entziindungsreaktionen
Uber besagten Signalweg bestehende krankhafte Praze&shirn zusatzlich verstarken und
stellen deshalb ein grofRes Problem dar. In der vorigige Arbeit sind die hier stressfrei
aufgezeichneten Krankheitssymptome Fieber, Anorexigpste und Lethargie aul3erdem als
physiologische Endpunktparameter verwendet worden, um Misoham der Kommunikation
wie betroffene Gehirnstrukturen (zum Beispiel CVOserodlas Gehirnendothel) und
Mediatoren (IL-6, Leptin, PGE2) zu untersuchen und daterizial von Nebenwirkungen
induziert durch verschiedene PAMPs zu definieren bzZwuschatzen (MALP2, PIPC,

Imiquimod).
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5.1. Fieber
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Abbildung 5

Vereinfachte schematische Darstellung der zentralen Vechaltungen bei der
Fieberentstehung. Neurone aus der praoptischen Region@A) steuern die zentralnervise
Fieberentstehung. Aus demNucleus medianus praeopticudinPO) aber auch teilweise aus
der lateralen und medialen préaoptischen Region (nichtlargestellt) inhibieren GABAerge
Verbindungen tonisch denNucleus paraventricularifPVN) sowie derNucleus dorsomediales
hypothalami(DMH) und geben zuséatzlich hemmende Bahnen an déyucleus raphe pallidus
(RPa) in den Hirnstamm. Der DMH und PVN hingegen besitze tonisch aktivierende
Verbindungen zum RPa, der Gehirnregion, wo prasympattiche Neurone ihren Ursprung
nehmen und zusammen mit den somatischen Efferenzen gelfdlich die
Thermoeffektororgane ansteuern [Vasokonstriktion, Braune Fégewebe (BAT), Zittern der
Muskulatur (somatisch innerviert)]. Kéltesignale aus der Rripherie sowie Prostaglandin E2
(PGE2) hemmen Neurone in der POA und vor allem im MnB und fihren dadurch zu
einer Desinhibition der tonischen Aktivierung von Effekororganen und damit zu
Hyperthermie bzw. Fieber. Zusatzlich gibt es in der potinen Region eine tonische
Inhibition des RPa, was wie eine zusatzliche ,Bremsefu wirken scheint. PGE2 wirkt Uber
den EP3R Fieber-induzierend durch Hemmung von MnPQ(und OVLT) Neuronen. Eine
PGE2 vermittelte EP4R-Aktivierung im Organum vasculosum laminae terminali@OVLT)
oder dem Nucleus ventromedialis praeopticuMPO) koénnen die Inhibition des DMH
verstarken. Fieberreaktionen gehen Uber den PVN ebenfa mit einer Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden(HPA)-Achse elrer. Modifiziert nach
(Lazarus, 2006; Nakamura, 2011; Yoshida et al., 2009) sowkongressmitteilungen vom
PPTR 2006 Symposium in Phoenix, Arizona.

Fieber wird prinzipiell als adaptiv betrachtet solange ed miclhoch ist und der Wirt nicht
zu geschwacht ist (Blatteis, 1986). So wurde bei Mensch Tiar festgestellt, dass bei
bakteriellen Infektionen die Uberlebensraten héhgeh, wenn sich Fieber entwickeln konnte
(Kluger and Vaughn, 1978; Mackowiak et al., 1980). Dasham bestimmter Bakterien
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kann reduziert werden, weil die hohere TemperaMiygmoto et al., 1995) und der
Eisengehalt (Kluger and Rothenburg, 1979) ein Wachstnioiht mehr favorisieren.
AulRerdem steigt die Immunzellaktivitat mit erhohfemperatur an (Rosenspire et al., 2002).
Hier soll nun kurz der heutige Stand des zentralemomalen Netzwerkes skizziert werden,
der fur die vielfaltigen mikroneuroanatomischen UWsitiehungen in der hier vorliegenden
Arbeit von besonderer Bedeutung ist (Abbildung 5).

Das Prinzip der zentralen Regulation der AblaufedeeiEntstehung von Fieber beruht auf
einem Mechanismus der Disinhibition wie bereits 1870clludtt postuliert worden war
(Bartfai and Conti, 2010). Fieber wird letztendlichirch PGE2 ausgeldst, welches im
Endothel und durch perivaskularen Makrophagen geabide (Matsumura and Kobayashi,
2004; Schiltz and Sawchenko, 2003) und als fettlostidflediator im Bereich des MnPO
durch die BBB zu den entsprechenden Neuronen gel@wt hemmt es Uber den EP3
Rezeptor durch eine Erniedrigung der cAMP-Level Maar die zunmNucleus dorsomediales
hypothalami(DMH) und zumNucleus raphe palliduRPa) (Lazarus et al., 2007) projizieren.
Damit wird die vegetative und somatische efferentes®fealtung vom DMH und RPa zu den
thermoregulatorischen Effektoren disinhibiert und kemmt zu Warmeeinsparung-
(Vasokonstriktion) und Warmebildung (zitterfreie Tim@genese, Zittern, erhodhter
Stoffwechsel), also zu einer Erh6hung der Korperleenpieratur; Fieber (Bartfai and Conti,
2010; Nakamura, 2011).

In den letzten 10 Jahren sind besonders viele neuengirksse uber die zentrale
Verschaltung der fir Fieber bedeutenden Gehirnregionit neuen methodischen Ansatzen
wie neuroanatomischen Untersuchungen, retrogrademsstmaaptischen Tracing und
chemischen und elektrischen Ablationsversuchen gewonoesien (Manuskript Kapitel 1.8)
(Nakamura, 2011). Hierbei sind nicht zuletzt einige tlie Fieberentstehung zentrale
Gehirnstrukturen zu nennen, die in der vorliegendebeiA ebenfalls neuroanatomisch
anhand von Transkriptionsfaktoraktivierung sowie Espi@ wichtiger Zielgene (zum
Beispiel COX2 und mPGES) untersucht worden sind. Da&hdmgn das sensorische CVO
Organum vasculosum laminae terminal@VLT), der Nucleus ventromedialis praeopticus
(VMPO), derNucleus medianus praeoptic(dnPO) und deNucleus raphe pallidugRPa).
Ihre entsprechende Bedeutung in der Fieberentstajehtgaus Abbildung 5 hervor. Es bleibt
zu bemerken, dass der vielfach postulierte SollwerHypothalamus als Referenzwert des
thermoregulatorischen Regelkreises bisher nicht gefumdede und hochst wahrscheinlich
gar nicht existiert. Vielmehr gibt es eine so genarweschenschwellenzone (,balance
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point*), die aus den vielen unabhangigen Regelkredemeinzelnen Effektorsysteme mit

unterschiedlichen Schwellenwerten gebildet wird (Roowaky, 2007; Sessler, 1993).

5.2. Anorexie

Wie Fieber scheint akute Anorexie ein adaptiver €sezals Antwort auf Infektion und
Inflammation darzustellen. So sterben Tiere haufiger fuliher, wenn sie bei Infektion einer
Zwangsfutterung unterzogen werden und nicht ,selbswedt’ ihre Futteraufnahme
reduzieren bzw. einstellen kénnen (Murray and Murray9L9PAMPs und Zytokine (IL{3,
TNFa, IL-6 und INF) sind an der Vermittlung von Infektion bedingter dkexie beteiligt
(Arsenijevic et al., 2000; Langhans and Hrupka, 192hghans et al., 1993; Laye et al.,
2000; Moldawer et al., 1987). TNFwelches klassisch auch zunachst als Cachexin bekannt
wurde, ist einer der wichtigsten Mediatoren bei Krebgldeender Anorexie (Oliff et al.,
1987; Smith and Kluger, 1993; Tracey et al., 1988).eDiger synergistischer Wirkungen
von Zytokinen (Sonti et al.,, 1996) und der Komplegizider Mechanismen bei der
Interaktion mit dem Immunsystem sowie endokrinen onedabolischen Einflissen, sind die
Signalwege der Anorexieentstehung zum Teil nichtagekAsarian and Langhans, 2010). In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass LPS-indazéerorexie eher durch direkte Effekte
von LPS auf das Gehirn vermittelt zu sein scheintniockenmarksupprimierten MyD88 KO
Mausen, die mit Wildtyp-Immunzellen substituiert wordearen, konnte keine nennenswerte
Anorexie nach Gabe von LPS induziert werden (Wissad.e2007). Eine wichtige Wirkung
von LPS direkt auf das Gehirn ist demnach anzunehndg, ansonsten eine
Immunzellsubstitution mit einer Wiederherstellung von LiR@izierter Anorexie hétte einher
gehen mussen. Dennoch konnte in anderen Studien Mawtnalisierungsstrategien gezeigt
werden, dass zentrales II3-1ind zirkulierendes IL-6 eine wichtige Rolle bei L-iP8uzierter
Anorexie spielen (Bluthé et al., 2000; Harden et all,12Qaye et al., 2000). Hierbei scheinen
vor allem eine Dosisabhangigkeit sowie eine unterdtblee Sensitivitdt von
Gehirnstrukturen auf die einzelnen Mediatoren (zunsBel IL-6, PGE2) von Bedeutung zu
sein. Wie auch bei Fieber ist neben NO (Borner et @L22Riediger et al., 2010) PGE2 einer
der wichtigsten terminalen Mediatoren bei LPS-indugreAnorexie (Asarian and Langhans,
2010; Pecchi et al., 2009). Dies hebt die Bedeutungselresseren Verstandnisses der
Signalwege zur Bildung von PGE2 im Gehirn zusatztiehvor; ein zentraler Bestandteil der
hier vorliegenden Arbeit in mehreren Teilstudien (Mskripte Kapitel V 1.1, 1.2, 1.3, 1.4,
15,1.6,1.9, 1.11,1.12).
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Neben dem humoralen Signalweg gibt es auch Hinwéiseihen neuronalen Weg uber
den N vagusfur IL-1p/LPS-induzierte Anorexie (Maier et al., 1998), da subldiagmale
Vagotomie in einer Studie Anorexie zu vermindertnvechte (Bret-Dibat et al., 1995).
AulRerdem war eine direkte Aktivierung von vagalefiafenzen durch IL-f beschrieben
worden (Goehler et al., 1998; Kurosawa et al., 1997)tzdem ist hier die Literatur recht
uneinheitlich; andere Studien konnten keine vadgadteiligung bei entztindungsbedingter
Anorexie nachweisen (Porter et al., 1998; Schwartal.et1997). Interessanter Weise sind
neben anderen gastrointestinalen Hormonen auch Regepiiir das Appetit regulierende
Hormon Leptin auf dem Vagusnerv vorhanden und dikaen sogar durch Leptin aktiviert
werden (Gaige et al., 2002; Peters et al., 2006; Waaf},e1997b). Injektion von Leptin in
die Gefaldversorgung zum Magen reduzierte aul3erdetrdek&utteraufnahme in den ersten
24 Stunden nach Stimulation (Peters et al., 2005). Beteiligung von Leptin an LPS-
induzierter Anorexie konnte mit Hilfe eines spezifechAntiserums, welches endogenes
zirkulierendes Leptin neutralisiert, gezeigt werdemrgt¢n et al., 2006; Sachot et al., 2004).
Ob Leptin moglicherweise auch uber den Vagusneniéager anhaltenden Effekten LPS-
induzierter Anorexie beteiligt ist, war allerdings tark und sollte in einer Teilstudie
untersucht werden (Manuskript Kapitel V 1.10).

6. Uberernahrung und Krankheit

In einer Zeit, in der Uberernahrung und die damibuadenen Krankheitsrisiken zu einem
immer groBeren Problem in den Industrienationen wind Hunger weiterhin in anderen
Teilen der Erde zu beklagen ist, sind Einflisse des Eingbzustandes auf die Gesundheit
bzw. auf Krankheiten von grof3em Interesse (Konner and ByuR011). Nicht zuletzt hat der
Energiehaushalt, der natirlich bei der Thermoreguiagine wichtige Rolle spielt, Einfllisse
auf den Gesundheitszustand (Engineer and Garcia, 2Bdipielsweise sind in England ca.
25% aller Erwachsenen fettstichtig (Rennie and JebB5)20nd fir die USA wurde
prognostiziert, dass bis 2015 41% aller Erwachsenergéwehtig sein kénnten (Wang and
Beydoun, 2007). Auch bei Haustieren wie Hunden undzéfat steigt der Anteil
Ubergewichtiger Tiere auf ca. 30% (German et al.020h der vorliegenden Arbeit befassen
sich drei Teilstudien mit dem Appetit hemmenden umkerBiehaushalt regulierenden
Hormon Leptin (Manuskripte Kapitel V 1.7, 1.9, 1.10), weklthauptséchlich im Fettgewebe
gebildet wird und entsprechend dem Fettgehalt bés#eht in grol3eren Mengen in der
Zirkulation vorkommt (Considine et al., 1996b; Friedman, 200ffei et al., 1995).
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6.1. Obesitas

Zwei spontane Mutationen bei Mausen von den Jacksorratabies, einem Grol3ziichter
fur Versuchstiere in den USA, fuhrten zu fettstuchtig@&manotypen bei diesen Mausen
(Hummel et al., 1966; Ingalls et al., 1950). Dabei harekelsich um die so genannten ob/ob
Mause, denen das Hormon Leptin fehlt und so genanntidb ddAuse die defizient in der
langen Form des Leptin-Rezeptors (ObRb) sind. Im Gssgen zu verschiedenen
Tiermodellen fur Obesitas, sind bei Menschen genetis@iek2 im Leptin Rezeptor nicht
bekannt (Considine et al.,, 1996a) und ein absolutetirrepngel mit weniger als ca. 20
bekannten Fallen weltweit (Farooqi et al., 2002; @ztal., 1999) ist ungewdhnlich selten
(Maffei et al., 1996). Vielmehr ist Ubergewicht bei Mersthmit erhéhten Konzentrationen
von Plasma-Leptin-Spiegeln und damit einer so geeanResistenz unter anderem durch
verringerten Transport in das Gehirn (Banks, 2004) seeréanderter Leptin-Signalkaskade
(Myers et al., 2008) oder Insuffizienz von Leptin, dighkungsaufnahme zu hemmen und den
Energieumsatz zu steigern, verbunden (Engineer andiaG&012). Nur in den wenigen
Ausnahmen einer Fettsucht durch Leptin-Defizienz kemn bisher beeindruckende
Therapieerfolge mit Leptin bei Menschen erzielt werdemo@ et al., 2002).

Ubergewicht bei Mensch und Tier wurde unter andereimenmohter Anfalligkeit fir
Infektionen, Diabetes, Osteoarthritis oder Bluthochklruin Zusammenhang gebracht
(German, 2006; Kopelman, 2000; Matarese et al., 2005) isindierbunden mit einer
unterschwelligen leichten systemischen EntzindungsoeaKirayhurn, 2005). Dabei ist
gerade das Fettgewebe nicht mehr nur als Energiespeaichdern auch als endokrines Organ
in den Fokus der Forschung geriickt. Fettgewebe somlierso genannte Gruppe der
Adipokine ab, zu denen neben Zytokinen (z.B. IL-6 lind0) auch Akute-Phase-Proteine
und natirlich Leptin gehéren. Diese Mediatoren kérneiee ganze Reihe von Einflissen auf
biologische Systeme wie Angiogenese, Appetit, Enertaeba aber auch
Entzindungsreaktionen haben und treten vermehrtFbesucht in der Zirkulation auf
(Trayhurn and Wood, 2004). Fir die erhohte Bildurfapmmatorischer Mediatoren werden
verschiedene Ursachen in Betracht gezogen. Zum ekaem der Umstand, dass die
wachsende Masse an Fettgewebe eine gewisse Hypoxiet,eriiherhohten Inflammation
beitragen (Trayhurn and Wood, 2004). Aul3erdem tiitie eerhOhte Einwanderung von
Immunzellen wie Makrophagen in unterschiedlichstev€l®e wie dem Fettgewebe oder der
Muskulatur bei Fettleibigkeit auf (Lumeng and Sajt@011) und ist mit dem beobachteten

Entziindungsgeschehen verbunden. Zum anderen schesttigge Fettsduren als endogene
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Liganden beispielsweise fur TLR4 zu fungieren und daudie Verbindung von Fettsucht zu
TLR4-vermittelter Inflammation herzustellen, obwohuch eine Kontamination von
Lipopeptiden moglicherweise in einigen Studien falpokitive Ergebnisse einer Beteiligung
von Fettsduren verursacht haben koénnten (Konner andirg), 2011). Schlie3lich wurde
auch in einigen Studien eine erhdohte EndotoxamidPiasma von ubergewichtigen Tieren
oder Menschen festgestellt (Basu et al., 2011; Creely l.et 2807). Durch starke
Fetteinlagerungen in der Darmbarriere erhéht siehDdirchlassigkeit fur Bakterien (Brun et
al., 2007) und dirfte zu der unterschwelligen Inflariomain fettstichtigen Tieren und
Menschen beitragen. Eine sich hieraus ergebende Hypdtesagt, dass erhdhte Spiegel des
Adipokins Leptin bei Ubergewicht assoziierten Erkramjen eine wichtige Rolle spielen

konnten.

6.2. Leptin

Leptin ist ein 16 kDa grol3es Peptid welches vor aNem weil3en Fettgewebe gebildet
wird (Maffei et al., 1995) und 1994 als das verantwdnti Gen fir die Fettsucht in ob/ob
Mausen identifiziert wurde (Halaas et al., 1995; Zhangl.e 1994). Dieses Hormone ist vor
allem fur seine Appetit hemmende und Energiehauskgitierende Funktion bekannt, spielt
allerdings neben anderen Funktionen auch fir das maystem eine wichtige Rolle (La
Cava and Matarese, 2004). Die Bedeutung von Leptirdevuricht zuletzt durch viele
Veranderungen in ob/ob und db/db M&usen wie Immunéeizen (Chandra, 1980;
Fernandes et al., 1978), erhohte Anfalligkeit fur badédie Infektionen (lkejima et al., 2005;
Mancuso et al., 2002), oder Resistenz gegen autoimmumankEuagen (Busso et al., 2002;
Matarese et al.,, 2001) in frGheren Studien herausgéettbéiteressanter Weise kénnen
ahnliche Veranderungen ebenfalls durch Hungern teeef induziert werden, ein komplexer
physiologischer Zustand, der von einer dramatischen Vertingean zirkulierendem Plasma-
Leptin begleitet ist. Nach Leptinersatz in diesen Tiesend die Veréanderungen teilweise
reversibel (Howard et al., 1999; Lord et al., 1998), diasBeteiligung von Leptin und nicht
nur des veranderten physiologischen Zustands / Milieus/bergewicht an diesen Prozessen
bestatigt (Myers et al., 2010). Leptin stellt also in gser Weise ein Verbindungsglied
zwischen dem Ernahrungszustand und Immunantworten pafiiogene Erreger dar
(Friedman, 2002).

Leptin wirkt Gber sechs verschiedene Splicevariaseines Rezeptors (ObRa-f) (Lee et
al., 1996; Tartaglia, 1997; Tartaglia et al., 1995; Wah@l., 1996). Dabei besitzt nur die
lange Form des Rezeptors namlich ObRb zytosolischeduBgsstellen fur mehrere
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Signalwege. Der wichtigste hierbei ist ahnlich zu Id& JAK/STAT3 Signalweg (Bjorbaek
et al., 1997; Myers, 2004). Die genaue Funktion deréwuizormen (ObRa) des Rezeptors
sind nicht klar, obwohl eine Transportfunktion an B&B oder eine Rolle beim Abbau von
Leptin angenommen wird (Bjorbaek et al., 1998; Goldeml., 1997; Uotani et al., 1999).
Zusatzlich gibt es noch eine l6sliche Form des Rezeptler so genannte ObRe. ObRb und
vor allem die kurzen Formen findet sich in vielenn@ben wie auch im Gehirn (Elmquist et
al., 1998; Guan et al., 1997a) oder auf neutrophileen@®@ozyten (Bruno et al., 2005). Ins
Gehirn wird Leptin Uber spezifische Transportmechanmseggenommen und wirkt dort im
Nucleus arcuatus(ARC) hemmend auf die Futteraufnahme und steigeandl den
Energieumsatz, nicht zuletzt tGber Aktivierung des te#geen Nervensystems (Broberger,
2005; Friedman, 2002).

_ Futteraufnahme
Energieumsatz

POMC/CART ™ .

gy
e
%Wwww

Abbildung 6

Schematische vereinfachte Skizze der Wirkung von Lepti auf das Melanocortin-System.
Leptin wird entsprechend der Fettmenge im Korper in die Zirkulation abgegeben und
gelangt Uber einen spezifischen Transport in den Hygbalamus und wirkt dort auf

verschiedene Strukturen. Die wichtigste ist deNucleus arcuatugARC), seitlich des dritten
Ventrikels gelegen. Leptin hemmt dort Neuropeptid Y (NPY) /agouti-related peptide
(AgRP) Neurone die ansonsten die Futteraufnahme forderrRroopiomelanocortin (POMC)
/ cocain amphetamin related peptide (CART) Neurone werde gleichzeitig aktiviert und

hemmen durch Abgabe voru Melanozyten stimulierendes Hormon ¢MSH) tber den Typ 4
Melanokortin Rezeptor (MC4R) ebenfalls die Futteraufnahmeund fordern einen erhdhten
Energieumsatz vor allem Uber den Nucleus paraventricularis (PVN). AgRP ist ein
Antagonist des MC4R und NPY/AgRP Neurone hemmen POMCART Neurone.

Maodifiziert nach (Engineer and Garcia, 2012; Jovanovic and Yed010)
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Die basalen Plasmakonzentrationen von Leptin liegetNanogrammbereich und zeigen
einen ausgesprochenen zirkadianen, diurnalen ZykluR&en und Mausen mit héchsten
Konzentrationen am Ende der Nacht-Aktiv-Phase, nanhdmtsprechend die meiste
Futteraufnahme des Tages stattgefunden hat (Ahren; B0bara et al., 2004; Sanchez et
al., 2004).

Vereinfacht betrachtet (Abbildung 6), wird durch tispim ARC die Expression von
Proopiomelanocortin (POMC) angeregt, was von eineis&ming der Folgeprodukte
Melanozyten stimulierendes HormomMSH) und cocain amphetamin related peptide
(CART) begleitet istaMSH bindet an den Typ 4 Melanokortin Rezeptor (MC4xdteor
und vermittelt hierliber Anorexie und erhthten Emempsatz (Seeley et al.,, 2004).
Gleichzeitig werden durch Leptin Futteraufnahmedé&inde (orexigene) Neuropeptid Y
(NPY) / agouti-related peptide (AgRP) Neurone getmtmEin tonischer hemmender
Feedback dieser Neurone wiederum auf POMC-Neuronsrigert prinzipiell die
Futteraufnahme (Engineer and Garcia, 2012). AgRPidungls endogener Antagonist des
MCR4 (Lu et al., 1994). Die beiden NeuronengruppenARE stehen in Verbindung mit
mehreren Gehirnstrukturen, zu denen auch Mecleus paraventricularigPVN) gehort.
Neben dem Hirnstamm wirkt Leptin auch auf hdhere ti@&en des Gehirns und
beeinflusst/themmt dort unter anderem Belohnungssystelee,mit Nahrungsaufnahme
aktiviert werden (Jovanovic and Yeo, 2010). Uber sivola¢ (Trigeminus), vagale (zum
Beispiel Magen) und sympathische (zum Beispiel FettgeyvEfferenzen werden schliel3lich
die zentralen Wirkungen von Leptin in die Peripbegeleitet und regulieren unter anderem
den Metabolismus (Gautron and Elmquist, 2011).

Neuere Erkenntnisse weisen darauf hin, dass Leptin iaggsrchuch als neuroimmuner
Mediator wirken kann. Leptin wird einerseits bei LR&er Zytokin-stimulierter (IL-f,
TNFa) Entziindung in Mensch und Tier (Ratte, Hamster, Mausheiert gebildet und die
Zirkulation abgegeben (Berkowitz et al., 1998; Faggiet al., 1998; Finck et al., 1998;
Francis et al.,, 1999; Grunfeld et al., 1996; Landmaralgt2003; Sarraf et al., 1997).
Andererseits stimuliert Leptin die Bildung verschiegieZytokine durch Monozyten und
Makrophagen (Gainsford et al., 1996; Loffreda et al.,.8)9Bn Gehirn konnte eine Leptin-
induzierte Expression von ILBI(Hosoi et al., 2002b; Luheshi et al., 1999; Wisse et a04P0
zum Teil in perivaskularen Makrophagen (Inoue et &062 und Mikroglia (Pinteaux et al.,
2007) demonstriert werden. Die BBB Uberwindet Leptnders als Zytokine wohl tiber einen
spezifischen Transport (Banks et al., 1996) und kann daoh hypothalamische
Gehirnstrukturen (Hubschle et al., 2001b) und den dtamm (Grill et al.,, 2002) wirken
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(Minzberg et al., 2003; Mutze et al., 2007; Mtze et aD6RCEntsprechend seiner Wirkung
auf den Hypothalamus, konnte gezeigt werden, dass LeptifPSeinduzierter Anorexie aber
auch bei Fieber eine Rolle zu spielen scheint (Haedeh, 2006; Sachot et al., 2004) und das
wahrscheinlich Gber einen ILB1 und Prostaglandin-abhéngigen Mechanismus (Inoue,et al
2006; Luheshi et al., 1999). Die respektive Beteiligund Bedeutung von Leptin an LPS-
induzierter Aktivierung von Zellen im Gehirn ist allerdingeureichend bekannt.

Die Rolle von Leptin als potentieller inflammatothge Mediator bei Krankheiten ist nicht
zuletzt fur Zustédnde und Krankheiten von Bedeutumg,zdm Beispiel bei Anorexie oder
Essstorungen mit erhohten (chronische Herzinsuffiziang- Nierenerkrankungenorexia
nervosa und erniedrigten Leptinkonzentrationen verbundemd (Chronische obstruktive
Lungenerkrankungen, Krebs, Esssucht) (Bluher and Mantz2@@g; Engineer and Garcia,
2012). Entsprechend wurde in drei Teilstudien dieséeirauch die Rolle von Leptin als
neuroimmuner Mediator bei der Kommunikation zwischiemmunsystem und Gehirn

wahrend Infektion und Inflammation naher untersucht.
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Fragestellung zur wissenschaftlichen Arbeit:

~.Mechanismen und Mediatoren der Kommunikationswege zwische Immunsystem

und Gehirn im Verlauf peripherer Entziindungsreaktionen®

Hier sollen kurz entsprechend des dargestellten Hinteds aus der Einleitung und des

Schrifttums die wissenschaftlichen Fragestellungen zusagefasst werden. Hieraus

resultieren die entsprechenden Einzelprojekte der \egten Arbeit.

A

Mediatoren der Signalwege zur Kommunikation zwisclen Immunsystem und
Gehirn

Welche Rolle spielen IL-6 und Leptin und TLR-Agonistélir den humoralen
Signalweg und sind die Mediatoren an der Aktivieres PG-Synthesewegs im
Gehirn bei systemischer Entziindungsreaktion beteiligt?

Spielt Leptin einer Rolle fir den neuronalen Sigrea) der Anorexieentstehung tber
den Vagusnerv bei systemischer LPS-induzierter Entzirdung

Ist Leptin an einem Uber neutrophile Granulozyterrmittelten Immunzell-
vermittelten Signalweg bei schweren systemischen Entziisteaigionen beteiligt?

Genomische Aktivierung von Gehirnstrukturen / Zellph&not/pen durch TLR-
Agonisten, IL-6 und Leptin

Welche raumlichen Aktivierungsmuster von Gehirnstruktgienhes?

Wie ist der zeitliche Ablauf der Aktivierung von Gehirneel?

Welche Zelltypen sind bei der Aktivierung beteiligt?

Interagieren Mediatoren bei der Aktivierung von ZellenGeehirn?

Welche Stimuli fihren zu einer Zellaktivierung?

Welche Bedeutung haben aktivierte Transkriptionsfaktore im Gehirn fir:

die Entstehung von Krankheitssymptomen?
die Expression spezifischer Zielgene?
die Entzindungsreaktion im Gehirn?
o Aufrechterhaltung?
o Hemmung?
einen potentiellen therapeutischen Nutzen?

Welche Bedeutung haben IL-6, Leptin und TLR-Agonista als inflammatorische
Mediatoren bei Krankheiten?

Zirkulierendes IL-6; Leptin; TLR-Agonisten (Dosis, Applil@aisweq)
Therapieansatze
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METHODEN

Untersuchungen von Verdnderungen im Gehirn und deale im Gesamtorganismus;
experimentelle Untersuchungen in Tiermodellen unitkidéur. Die Einzelheiten kénnen in

den Manuskripten im Kapitel V entnommen werden.

1. Tiermodelle

Je nach wissenschaftlicher Fragestellung ist es notgendnterschiedliche
Versuchsmodelle zu verwenden. Fiur Untersuchungen dewplksen Interaktionen und
Kommunikationswege des Gehirns mit dem Immunsysteméeiaten zum Teil lediglich

mit gezielter Versuchsanordnuimgvivo ermittelt werden.

1.1. Meerschweinchen

In dieser Tierspezies wurden bereits einige wichtiggn@iagen fir Kommunikationswege
zwischen Immunsystem und Gehirn ermittelt (Goldbachl.e 1997; Ross et al., 2003; Ross,
2001; Ross et al., 2000; Rummel et al., 2004; Rummel et al., 2005t &aah, 2004). Uber
einen chronischen intraarteriellen Katheter konnardiesen Tieren stressfrei und wiederholt
sowohl Substanzen appliziert als auch Blutproben geeammwerden. Fur zwei Teilstudien
zur Charakterisierung des TLR3 Agonisten PIPC wurdhale diese Tierspezies verwendet
(Manuskripte Kapitel V 1.11, 1.13).

1.2. Ratten

Ratten sind klassisch die Tierspezies der Wabhl fiir naatomische Untersuchungen und
wurden in den meisten Teilstudien fur unterschiedlitintersuchungen verwendet. Darunter
fallen zwei anspruchsvollere Versuchsanordnungen. ler &tudie wurde subdiaphragmale
Vagotomie durchgefuihrt (Manuskripte Kapitel V 1.10). fimf Teilstudien (Manuskripte
Kapitel V 1.1, 1.4, 1.6, 1.12, 1.13) wurde als Stimulatiam Idjektion in eine praformierte
subkutane Luftkammer als lokales Entziindungsmodell eqaaiet, welches auch Entnahmen
von Proben (Lavage) aus diesem Kompartiment erlaulgt. iagotomie ermdglichte die
Untersuchung der Beteiligung des neuronalen Signalwegl beinhaltet einen besonders
anspruchsvollen chirurgischen Eingriff und sorgféltigestoperative Nachsorge. In einer
Teilstudie ist ein spontan hypertensiver RattenstammRjSEowie seine genetischer
Kontrollstamm (Wistar Kyoto, WKY) verwendet worden, W&8HR-Ratten eine CD36-
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Defizienz besitzen und zur Untersuchung der Rolle €86 als PRR verwendet wurden
(Manuskript Kapitel V 1.2).

1.3. Mause

In drei Teilstudien wurden Mause als Tiermodell vervatnaveil genetisch modifizierte
Tiere als ,goldener Standard” zur funktionellen Ustehungen von Mediatoren und
Mechanismen gelten. Hierunter fallen TLR2 defizientaub#(Kapitel V 1.2), db/db (ObRb
defizient) und ob/ob Méause (Leptin defizient, Manuskriapitel V 1.7), sowie IL-6KO (IL-

6 defizient) Mause (Kapitel V 1.9). Prinzipiell ist Zedenken, dass kompensatorische
Mechanismen bei diesen Mausen den Phanotyp immer hesiefl konnen und nicht
unbedingt isoliert die Funktion des fehlenden Gensemjoiegeln missen (siehe auch
»1echnical considerations“ Kapitel V 1.9). In ob/ob Mauseurde als Kontrollversuch
Leptin mit Hilfe so genannter subkutan implantiedemotischer Pumpen ersetzt. Auf3erdem
wurde in dieser Studie ein 48-stindiges Fasten als Miaglelustdnde dramatisch reduzierte

Leptinwerte bei Hungern verwendet (Kapitel V1.10).

1.4. Stimulation der Versuchstiere; physiologische Parameter

¢ |HC
e RT-PCR
* ELISA

2h «\Western
Blot

Abbildung 7

Schematische Darstellung eines Versuchsprotokolls hidyeispielhaft fiur Manuskripte aus
Kapitel V: 1.12 und 1.4. Ratten wurden mit IL-6-Antiserum (IL-6AS) oder Kontrollserum
(normal sheep serum, NSS) 4 Stunden vor Stimulation mit L® oder Ldsungsmittel
(physiologische Kochsalzlosung, Saline) vorbehandelt. ®iStimulation erfolgte in die
subkutane Luftkammer, in der LPS-stimuliert eine grol3e Mage an IL-6 gebildet wird,
welches in die Zirkulation entweicht und auf das Gehin wirken kann (grtine Pfeile). Das
IL-6AS neutralisiert endogenes zirkulierendes IL-6. Dami kann der Beitrag von IL-6-
vermittelter an LPS-induzierter Wirkung auf das Gehirn ermittelt werden. In diesem Fall
wurden Tiere 2 Stunden nach Stimulation perfundiert undGewebe (Gehirn, Leber, Milz,
braunes, weilRes Fettgewebe) sowie Lavage aus der Lwaftkmer und Blut fir weitere
Analysen entnommen (Immunhistochemie, IHC und weitere).
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Bei der Stimulation bzw. Behandlung von Versuchtiesed neben dem Applikationsweg,
die gewahlten Dosierungen von entscheidender Bedgutnd den einzelnen Publikationen
mit jeweiliger Begrindung zu entnehmen (Kapitel Mjir intraperitoneale (i.p.),
intraarterieller (i.a.) und subkutane (s.c.) Applikatiasurden neben der Injektion von
Zytokinen (IL-6, Manuskripte Kapitel V 1.12), Lept{Manuskripte Kapitel V 1.7, 1.10) und
TLR-Agonisten (LPS, PIPC, MALP2 und Imiquimod; Manuskeiptapitel V 1.1, 1.2, 1.3,
1.4,15,16, 1.7, 1.9, 1.10, 1.11, 1.12, 1.13) auch spezifisch&iamntiseren gegen IL-6
(Manuskripte Kapitel V 1.12; Abbildung 7) und LeptiMgnuskripte Kapitel V 1.9, 1.7) und
nicht steroidale Antiphlogistika (NSAIDs; Manuskripte pgitel V 1.6, 1.11) verwendet.
Wahrend der Stimulation wurde in den meisten Faltetiels telemetrischer Systeme die
Futter- und Wasseraufnahme, motorische Aktivitdt, undomiinale Korpertemperatur
stressfrei und kontinuierlich aufgezeichnet. Neben digs®ysiologischen Parametern sind
weitere Analysen des nach Perfusion gewonnenen bsclogin Materials (Blut / Plasma,
Leber / Milz, Gehirne / Hypophyse und FettgewebeXxkigefiihrt worden, um funktionelle

Aussagen uber die dazu korrelierenden physiologischen Eftekermitteln.

2. Primare Zellkultur

Zur direkten Analyse der Wirkung eines Naturhemmstdiiis NFkxB auf Zellen des
Gehirns wurden primére neurogliale Kulturen des O\Arfefertigt und in den Uberstanden
die Zytokinantwort auf LPS mit und ohne den Hemnistiotersucht (Manuskript Kapitel V
1.3, Parthenolid). AuRerdem wurde zur Bestatigungrdeivo Daten eine primare Kultur von
peritonealen Makrophagen hergestellt. Diese Kultur lsgiden Rattenstamme SHR und
WKY wurden mit LPS und MALP-2 stimuliert und die Zidoantwort in den Uberstanden
analysiert (Manuskript Kapitel V 1.2).

3. Analysemethoden des biologischen Materials

Neben den physiologischen Parametern, die mit Hilfe ldierventionsstudien im Tier
gewonnen wurden, sind insbesondere detaillierte qgtredita und quantitative
mikroneuroanatomische Untersuchungen in den Gehirden verschiedenen Spezies
durchgefuhrt worden. Folgende Analysemethoden sind Bearbeiten der einzelnen
Teilstudien verwendet worden: IL-6-, ThMBioassays; ELISAs; Immunhistologie /
Immunfluoreszenz; Western Blot; konventionelle semiqgtetite RT(reverse Transkription)-
PCR und quantitative Real-Time PCR, in situ Hybridisierung.
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ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION

1. Wirkung von TLR-Agonisten, IL6 und Leptin auf genomische
Aktivierungen im Gehirn

Verfligbares Wissen Uber das differenzierte Potenziar elirekten Wirkung von PAMPs
auf das Gehirn ist bisher unzureichend und bedarfevezitUntersuchungen (Sternberg,
2006). In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkudgr TLR-Agonisten LPS, PIPC,
MALP2 und Imiquimod sowie speziell des Zytokins IL-6 wes Hormons Leptim vivo auf
genomische Aktivierung von Gehirnstrukturen und Zelleunachst qualitativ und in
ausgewdahlten Fallen auch semi-quantitativ. und quainti immunhistologisch in
mikroneuroanatomischen Untersuchungen analysiert.r&tiiteend wurden die Ergebnisse
auf Proteinebene auch mit Western Blot untersucttdia Expression spezifischer Marker
der Aktivierung von inflammatorischen Transkriptiondtaen mittels RT-PCR relativ
quantifiziert (SOCS3 fiur STAT3,xBa fur NF«B und Trib1l/NF-IL6 fur NF-IL6, siehe
Kapitel I 3).

1.1. STAT3 und NF-IL6-Aktivierung im Gehirn

In friheren Studien wurden bereits exogene (z.B. lLih8)endogene (z. B. ILB1 Leptin)
Mediatoren/Pyrogene verwendet, um Aktivierungsprofde einzelnen Gehirnstrukturen und
Zellphanotypen mittels STAT3-Immunhistochmie (IHC)a{@ron et al., 2002; Gautron et al.,
2003; Harré et al., 2003; Harré et al., 2002; Hubschhd.£2001a; Hiubschle et al., 2001b;
Rummel et al., 2004; Rummel et al., 2005b) undckBHHC (Nadjar et al., 2005b) sowie
SOCS3- (Lebel et al., 2000) uncBlo- (Laflamme et al., 1999; Laflamme and Rivest, 1999)
in situ Hybridisierung zu ermitteln. Dabei konnten bereitshiige funktionelle Hinweise fur
die Bedeutung einzelner Gehirnregionen bei der Kanmikation des Immunsystems mit dem
Gehirn gewonnen werden. Zwei besondere Zielstruktwaliensich hierbei herauskristallisiert
haben, liegen im Grenzbereich zwischen Gehirn ungifeEie namlich die CVOs mit einer
unvollstdndigen BBB und die BBB selbst. Drei Fragenlesolhier nun zur weiteren

Aufklarung in der vorliegenden Arbeit beantwortet werden:

Fahren auch andere TLR-Agonisten als LPS wie PIPC, MAURd Imiquimod zu

STAT3-Aktivierung und wie sieht das Aktivierungsmuster aus?



-50 - IV Ergebnisse und Diskussion

Sind IL-6 und Leptin an LPS-induzierter STAT3-Akéwng im Gehirn beteiligt;
welche endogenen Mediatoren sind mdglicherweise bderan TLR-Agonisten
beteiligt?

Ist eine IHC detektierte nukleare NF-IL6-Translokatiein weiterer / alternativer
Marker der Aktivierung von Zellen im Gehirn und wejanaktiviert durch welche
Mediatoren?

1.1.1. TLR-Agonisten

1.1.1.1. STAT3 Aktivierung
Alle PRRs der untersuchten TLR-Agonisten werden imi@eéxprimiert (Letiembre et

al.,, 2007; Olson and Miller, 2004) und in bestimmten Begn auch wahrend
inflammatorischen Stimuli in ihrer Expression hochulegt [TLR2, (Laflamme et al., 2001)]
oder herunter reguliert [TLR4, (Laflamme and Rive€i0D). lhre funktionelle Rolle und
zellulare Verteilung ist allerdings vielfach noch unbekannt

1) LPSinduzierte in den hier vorliegenden Studien eiaekst STAT3-Aktivierung in den
sensorischen zirkumventrikularen Organen (sCVO), zurdeieArea postremaAP) das
OVLT und dasOrganum subfornical¢SFO) gehoéren, sowie im Gehirnendothel und einigen
anderen hypothalamischen und extrahypothalamischénrSgukturen der Maus und Ratte
(Manuskripte aus Kapitel V 1.9 und 1.12). Diese Ergebnisstabgen prinzipiell friihere
Untersuchungen in Ratten und Meerschweinchen (Gaetrah., 2002; Harré et al., 2002,
Rummel et al., 2004; Rummel et al.,, 2005b) und weisdneau Spezies konserviertes
STAT3-Aktivierungsmuster nach LPS-Stimulation hin. DRS prinzipiell nicht Gber den
STAT3-Signalweg wirkt und die LPS-induzierte STAARtivierung mit zirkulierenden IL-
6-Plasmaspiegeln korreliert (Roth et al., 2004b), ILex€ptoren im Gehirn nach LPS-
Stimulation unter anderem in den sCVOs exprimiertderr(Vallieres and Rivest, 1997) und
IL-6 ein ahnliches STAT3-Aktivierungsmuster erkennésst (Harré et al., 2003; Rummel et
al., 2005b), ist eine Beteiligung von IL-6 an LPS-induzr STAT3-Aktivierung postuliert
worden (Gautron et al., 2002; Harré et al., 2002; Rehehal., 2004). Bisher war auch fiur
einen TLR9-Agonisten (Bakterielle DNA;pG-DNA) ebenfalls &hnlich zu den Ergebnissen
nach LPS-Stimulation eine Aktivierung in den sensbescCVOs beschrieben (Sako et al.,
2005) und eine Beteiligung von entweder zirkulielem IL-6 oder im Gehirn gebildeten IL-6
an der STAT3-Aktivierung postuliert worden. SystemiscBpG-DNA-Gabe erhohte
beispielsweise Plasma IL-6 und IL-10 Werte (Schwartz et 89)19
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2) Zum ersten Mal wurde im Rahmen dieser hier vorliegandrbeit STAT3-IHC als
Marker fur Aktivierungen im Gehirn auch fur weitefd.R-Agonisten getestet. Mit dem
viralen Analog und TLR3-Agonisten PIPC konnte ebenfalls eine &hnliche
Aktivierungsverteilung in den sCVOs, in Astrozyten umd &llem auch dem Gehirnendothel
identifiziert werden (Kapitel V 1.11). Systemische Stiation mit PIPC ist wiederum auch
von erhohten zirkulierenden Konzentrationen and Ieber auch TNé und Interferonen
begleitet [(Alexopoulou et al., 2001; Fortier et aD02), Kapitel V 1.13], die ursachlich an
der STAT3-Aktivierung beteiligt sein kdnnten.

3) Weiterhin konnten wir feststellen, dass der TLR2/6-AgioMALP2 eher zu einer
moderaten STAT3-Aktivierung in gleichen Gehirnraga fuhrte (Kapitel V 1.2, 1.6), die
I.p. etwas starker ausfiel als s.c. und entsprechend wiergehenden Studien ermittelt, von
zirkulierenden Plasmakonzentrationen von IL-6 undarikheitssymptomen begleitet war
(Hubschle et al., 2006; Knorr et al., 2008). Dabei s¢h€lALP2 genauso wie LPS eine
bestimmte Schwelle zu erreichen, die ahnlich stark&T3¥Aktivierungen induziert (Kapitel
V 1.2).

4) Der TLR7-Agonistimiquimod stimulierte lediglich einzelne STAT3-Aktivierungem
Endothelzellen und anderen Strukturen (Kapitel V) uthd war entsprechend von eher

geringen IL-6 Konzentrationen begleitet.

Abklrzung Substanz Dosierungen STAT3-Signale

(9%

Lipopolysaccharid von 50 . 100 ua/k (+++) robust in Maus Ratt
LPS Escherichia col{(Stamm 0111:B4 sc unduig 9 und Meerschwein, Peak bei
und 0128:B12) -C- -P- ca. 2h

(+++) robust in

PIPC in Saline 500 pg/kg i.a. Meerschweinchen bei 2H
MALP2 in 10% Cremophor® EL-90% | 100 pg/kg s.c| (++) moderat in Ratten bei
Phoyphat gepufferte Saline (PBS) und i.p. 2h, 3h
- - - 5 mg/kgi.p. | (+) schwach in Ratten bej
Imiquimod in sterilem Wasser und s.c. >h und 6h
CpG-DNA Saline ? 1 mg/kgi.p.| +t+) moderat in Mausen
Tabelle 1

Verwendete TLR-Agonisten und deren Potenzial zur Induktbn einer STAT3-Aktivierung
im Gehirn

Insgesamt konnte obgleich der unterschiedlichen Wgkiber verschiedene TLRs und
Tierspezies (Maus, Ratte, Meerscheinchen) ein relativegiithes Aktivierungsmuster in
allen Fallen bestatigt werden. Dies spricht fur eingez&s konservierten gemeinsamen
Mechanismus der TLR-Agonisten Uber sekundare zirkulderemer zentrale Mediatoren wie
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dem Zytokin IL-6, welches korrelierend der Starke S€AT3-Aktivierung in der Zirkulation
erhoht war (siehe auch Tabelle 1) aber auch im Gejbildet wurde (LPS, Imiquimod
Kapitel V 1.1,. 1.5). In einer friheren Studie war diegWéhkeit, dass solche Mediatoren wie
IL-6 fur die Aktivierung von STAT3 eine bestimmte Beellenkonzentration erreichen
missen bereits diskutiert worden (Rummel et al., 2004)jrves auch hier weitere Hinweise
gab (Kapitel V 1.2).

1.1.1.2. NF-IL6 Aktivierung
Fur NF-IL6 waren wir die ersten, die eine detaitkerzeitliche und raumliche

Charakterisierung seiner Aktivierung nach LPS-Stimoitadurchgefuhrt haben (Kapitel V
1.5). Bisher waren lediglich mikrogliale Aktivierungashne genaue Spezifizierung der
implizierten Gehirnstrukturen durchgefiihrt wordefa(gue-Ortiz et al., 2007). Ahnlich wie
fur STAT3 (Rummel et al., 2005b) waren in dieser Werliegenden Studie vor allem die
sCVOs sowie Endothelzellen die Hauptzielstrukturen reibBS-vermittelten NF-IL6-
Aktivierung (Kapitel V 1.5). Insgesamt waren aberatwveniger Zellen NF-IL6-aktiviert als
bei STAT3 gezeigt worden war (ca. 20-30% versus 35)4996r Anteil an aktivierten
Endothelzellen war sehr ahnlich ca. 20-30% (alleslisggar 95% im MnPO) versus 20% fur
STAT3. Neben Astrozyten, aktivierten Mikroglia und Nauen in der AP, dem SFO und der
Eminencia mediangME) konnten nach LPS-Stimulation zum ersten Malhad=-I1L6-
aktivierte perivaskularen Makrophagen und Endothiemedetektiert werden (Kapitel V 1.5).
In frGheren Studien waren lediglich LPS-induziem#--IL6-aktivierte Mikroglia und
Astrozytenin vitro (Cortes-Canteli et al., 2008; Pahan et al., 2002) untfkroglia auchin
vivo gezeigt worden (Ejarque-Ortiz et al., 2007). Schied3konnte anders als fir STAT3
(Rummel et al., 2005b) fir NF-IL6 nach LPS-Stimulation zeitlichen Verlauf keine
Migration der Signale von den sCVOs in das umgebendeBe hinein beobachtet werden
(Kapitel V 1.5). Solch ein Fortschreiten der Signalede mit einem humoralen Ausbreiten
von Mediatoren wie IL-§ und IL-6 in Zusammenhang gebracht und als ,volume
transmission” bezeichnet (Gautron et al., 2002; Konsmat.,e1999). Folglich konnte das
Fehlen solch einer ,volume transmission“ fur NF-IL6 &lmweis darauf sein, dass NF-IL6
vielleicht gar kein unmittelbarer Marker einer Akéxung darstellt, sondern vielmehr den im
Verlauf sich verdndernden Zustand der aktiviertenedeliderspiegeln kénnte. Tatsachlich
war die NF-IL6-Aktivierung mit 4-10 Stunden wesecttlispater als die von STAT3 [1,5-6 h,
(Gautron et al., 2002; Rummel et al., 2005b)] odexBIFL-3 h, (Nadjar et al., 2003) Kapitel
V 1.12; Abbildung 8]. In der vorliegenden Studie ktmittels Western Blot bestatigt
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werden, dass zum Peak der NF-IL6-Aktivierung (8h) LA®tein ebenfalls in erhdhter
Konzentration vorlag und es sich deshalb bei der infmstomchemisch detektierten NF-IL6-
Translokation um die aktivierende Form des Transkriptionsfalhandelte (Kapitel V 1.5).
Eigene Untersuchungen (Kapitel V 1.5) und Ergebnisseavaleren (Ejarque-Ortiz et al.,
2007; Kelicen and Tindberg, 2004; Perez-Capote.eP@06) lassen vermuten, dass NF-IL6-
Aktivierung direkt LPS-vermittelt sein kbnnte undesliwahrscheinlich tber einen MyD88-
abhangigen Mechanismus (Chakravarty and Herkenham, 200&t al., 2009). Gerade die
verspatete Aktivierung und Expression von NF-IL6 kénmiber auch durch sekundare
endogene Mediatoren vermittelt worden sein. Hierfétdtisich nattrlich IL-6 an, welches in
seinen Plasmakonzentrationen zum Peak der NF-IL6vigkting ebenfalls hochste Werte
zeigte (Kapitel V 1.5). Neben IL-6 stimulieren aberctauL-13 und TNFx in peripheren
Geweben die mRNA-Expression von NF-IL6 (Akira and Kisbio, 1992). In
Mauseastrozyten konnte kirzlich ebenfalls eine erniiktéL6-Expression nach Stimulation
mit diesen Zytokinen gezeigt werden (Cardinaux et 2000). Hinzu kommt, dass bei
Stimulation mit Imiquimod in einer anderen Teilswidiur spéarliche STAT3- oder XB-
aber robuste NF-IL6-Aktivierung beobachtet werdemrite (Kapitel V 1.1). Eine direkte
Wirkung von Imiquimod auf NF-IL6-Aktivierung im Géin wére hierbei denkbar, da nur
moderate Plamsa-IL6 und TMfWerte gemessen wurden und TLR7 in Mikroglia, Astrozyten
und mononuklearen Makrophagen vorkommt (Butchi e28l10; Letiembre et al., 2007). Ob
Imiquimod aus dem lokalen Entziindungskompartiment S&imulation) entweichen kann
und Uber das Blut direkt auf das Gehirn wirkt ist hitfekannt, aber aufgrund seiner
Eigenschaft als eher kleines Molekil (Guanosinanaladleicht mdglich. Im Gegensatz zu
der Situation in der Milz und Leber wurde allerdirkgsne erhohte Expression von INFs im
Hypothalamus dieser Tiere gemessen, was eine direktaulgi dieses viralen Mimetikums
auf das Gehirn sehr unwahrscheinlich macht (Kapitél). Als endogener Mediator kam in
dieser Untersuchung neben IL-6 vor allem Nk Frage, welches in gro3en Mengen nach
s.c. oder i.p. Gabe von Imiquimod in der Zirkulationraessen war und prinzipiell mit dem
zeitichen Peak an INFPlasmakonzentrationen korrelierte. Hingegen war bai.-
Stimulation die Aktivierung von NF-IL6 wesentlichasker als nach i.p Stimulation obwonhl
die Plasma-INi~Werte nach i.p.-Gabe geringfligig hoher gemessen wliea.weist darauf
hin, dass andere Mediatoren wie beispielsweise lokaldgtei Chemokine oder sogar ein
neuronaler Signalweg (Kapitel | 1.3) vom Ort derdigh Inflammation aus die verstarkte
NF-IL6-Aktivierung hervorgerufen hat. Als Chemokinrkmt zum Beispiel CINC1 (CXCL1)

in Frage (lida et al., 1992). Solche Chemokine werdi@nlich im Rahmen derartiger lokaler
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Entziindungsreaktionen gebildet (Kukulski et al., 2Qi@) in die Zirkulation freigesetzt. Flr
CINC1 wurde sogar eine Fieber erzeugende Wirkung ileem PG-Weg nachgewiesen
(Soares et al., 2008).

Bisher wurden hier zun vivo Untersuchung fur NF-IL6 im Gehirn LPS und Imiquimod
als Stimulantien verwendet und &hnliche Aktivierungstar wie auch fir STAT3 ermittelt.
Anders als fur STAT3 korrelierten die Aktivierungelierdings nicht in beiden Fallen mit
zirkulierenden IL-6 Konzentrationen. Neben den veoijdagenen Kandidaten-Mediatoren
CINC1 und INF, wurden in der Vergangenheit andere Stimuli wienKaure-Trauma in
Astrozyten, Mikroglia und Neuronen (Cortes-Canteli let 2008), KCl-induzierte Aktivitat
von Neuronen (Sun et al., 2007) oder Neurotransmititkrzierte (Noradrenalin / vasoaktives
intestinales Peptid) Aktivitdt von Astrozyten (Cardiraand Magistretti, 1996) verwendet,
um die NF-IL6-Expression und nukleare Translokatidwkiivierung- zu induzieren. Folglich
ist es madglich, dass NF-IL6-Aktivitat eher ein allgenssi Aktivitditsmarker darstellt, der
nicht zwingend durch Zytokine sondern durch neumnAktivitdit oder sogar Traumen

bedingt sein konnte.

1.1.1.3. Zeitliche Abfolge der Aktivierung von Transkriptiondaktoren; Interaktionen
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Abbildung 8

Schema zum zeitlichen Aktivierungsmuster inflammatorisher Transkriptionsfaktoren
wahrend einer typischen LPS-induzierten Fieberreaktion Uber 10 Stunden.
Zusammengefasste Daten aus (Gautron et al., 2002; Laflamraad Rivest, 1999; Rummel et
al., 2005b) und Kapitel V 1.5
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Offensichtlich werden alle drei wichtigen inflammasshen Transkriptionsfaktoren
(NFxB, STAT3 und NF-IL6) in gleichen Gehirnstrukturektigiert und das in grof3ten Teils
den gleichen Zellphanotypen [(Ejarque-Ortiz et 8002, Gautron et al., 2002; Nadjar et al.,
2003) Kapitel V 1.1, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.9, 1.11, 1.12]; auchnwait unterschiedlichen
Anteilen oder teilweise nicht umfassend identifizi&ibhangig vom Untersuchungszeitpunkt
fand STAT3- (Gautron et al., 2002) und ®-Aktivierung (Nadjar et al., 2003) zum grol3en
Teil in Astrozyten statt und NF-IL6 eher in Endotledlien (Kapitel V 1.5). Insgesamt waren
aber Endothelzellen neben den sCVOs die wichtigstefstAikturen. Allerdings bleibt zu
bemerken, dass die aktivierten Zellphanotypen sich enverlauf der Entztindungsreaktion
andern und je nach Dosierung des TLR-Agonisten untediath sein kdnnen. So sind
STAT3-aktivierte Astrozyten (Gautron et al., 2002)eodNF-IL6-aktivierte Mikroglia
(Ejarque-Ortiz et al., 2007) vor allem bei spatenpieikten (4h oder 16h) und hohen LPS-
Dosierungen (250 pg/kg oder ~16mg/kg) nachgewiesemlamo Es bleibt hervorzuheben,
dass solche hohen Dosierungen an LPS zu einem septiBobtamd fihren und somit eine
besondere Entziindungsform darstellen, die von eirfauff der BBB und direkten Effekten
der TLR-Agonisten auf das Gehirn begleitet sind (Kiyatand Sharma, 2009; Tsao et al.,
2001).

In einem Teilprojekt der hier vorliegenden Arbeiameine Kolokalisation von nukleéarer
STAT3-IR mit nukleédrer NkB-IR beobachtet worden (Kapitel V 1.12), in einer eneth
Teilstudie konnte allerdings nur wenig Kolokalisation nukledrer NkB-IR mit nuklearer
NF-IL6-IR nachgewiesen werden (Kapitel V 1.3). Dies swedarauf hin, dass solche
Aktivierungen von Transkriptionsfaktoren teils gleieliig in denselben Zellen aber auch
zum Teil in unterschiedlichen Zellen oder sogar intlizeer Abfolge hintereinander
stattfinden kdonnen. So ware es denkbar, dass in einesthatzelle zunachst NdB, dann
STAT3 und schlieBlich NF-IL6 aktiviert werden konntBie physikalische Interaktion
zwischen solchen Transkriptionsfaktoren tber den songeéea ,crosstalk” (siehe Kapitel I
3) hat eine besondere Bedeutung und kann die Expnessestimmter Gene im
Transkriptionskomplex verstarken, hemmen oder angvdiue Bindungspartner im Genom
fuhren. Damit kbnnten einige Eigenschaften der zusil fledundanten Zytokinwirkungen
erklart und das Programm des Entztindungsgeschehenshim@ seiner Form und Lange
definiert werden. Dies durfte folgerichtig dann autté resultierenden Krankheitssymptome
festlegen.

Bisher sind bereits die Hypothesen einer potentidlelle von NKB fur die Initiierung

und von STATS3 fir die Aufrechterhaltung von Krankbgymptomen und Inflammation im
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Gehirn aufgestellt worden (siehe Kapitel 1l 3). Durdie vorliegende Studie konnte eine
potentielle Rolle von NF-IL6 fur die langerfristigdufrechterhaltung bzw. sogar der
Beendigung von Krankheitssymptomen und Inflammaitioiisehirn erganzt werden (Kapitel
V 1.5). Dies ist von besonderer Bedeutung und weist NF-Huch als verzdgerten
langfristigen Aktivierungsmarker fur Untersuchungeftaimmatorischer Prozesse im Gehirn
aus. Bekannte Aktivitatsmarker wie c-FOS und auch SIAInd nicht nur auf kurze
Zeitraume beschrankt sondern zum Teil auch auf begBnmZellphanotypen (c-FOS fur
Neurone) (Sako et al., 2005) und Stimulantien (Aktven des STAT3-Signalwegs). Dies ist
ein Vorteil von NF-IL6 und von grof3em Nutzen flritgee Untersuchungen. Die spate NF-
IL6-Aktivierung bestéarkt auRerdem die bereits posttdi€&olle von NF-IL6 bei chronischen
Entziindungsreaktionen wie der rheumatischen Arthritisg€Ropl., 1999).

1.1.1.4. Hinweise fur eine direkte Wirkung von TLR-Agonisten auf 2llen im Gehirn
In wenigen Versuchen in primaren Zellkulturexperite@nmit Hilfe des so genannten

.Kalziumimaging®“, bei dem die Aktivierung von einpein Zellen als Kalziumsignal direkt
nach Stimulation aufgezeichnet werden kann, wuradéehtet, dass in den sCVO, (fur die
AP und das OVLT) eine zeitnahe, direkte AktivierungnvMikroglia, Astrozyten und
Neuronen durch LPS-Stimulation stattfindet (Ott ét 2010; Wuchert et al.,, 2008).
Interessanter Weise reagierten hierbei 17% der Neuror@VLT auf LPS und in der AP
lediglich 2-4%. Demnach konnte das OVLT zumindestdegtischen Dosierungen von LPS
direkt Uber neuronale Aktivierung die Information die regulatorischen Zentren der
praoptischen Region Uberleiten und dadurch zu Kraitddymptomen beitragen. Auf
Neuronen wurde TLR4 bereits nachgewiesen (ChakrawadtyHerkenham, 2005), was ein
solches Szenario unterstiitzt. Da jedoch Astrozyten afemmer kirzeren zeitlichen Latenz
auf den PAMP-Stimulus reagierten, kénnte die Reaktider Neurone zumindest zum Teill
Uber ,Gliotransmitter® erfolgt sein. Gehirnstrukturenterscheiden sich aber offensichtlich
nicht nur in ihrer zellularen Zusammensetzung sondech in ihrem Antwortverhalten auf
PAMPs. Prinzipiell sind vor allem Mikroglia und Astrozgteekannt dafir, besonders stark
auf eine TLR-Stimulation mit einer robusten Zytokih&ort zu reagieren (Hanisch, 2002;
Kielian, 2006; Pinteaux et al., 2007; Wuchert et al.0&0 In einer Studie konnte so
beispielsweise in Gehirnstrukturen mit hoher mikroghdDichte entsprechend eine starkere
inflammatorische Antwort auf LPS beobachtet werd@mtbado et al., 2011). Es gibt
aulBerdem Hinweise, dass langerfristige Entzindungsraaktioch TLR4 im Gehirn
(Chakravarty and Herkenham, 2005) und die initialeag® eher durch TLR4 auf
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hamatopoetischen Zellen (Steiner et al., 2006b) sesyscher LPS-Stimulation vermittelt
wird. Obwohl der Haupteffekt von LPS Uber &B- vermittelt wird und seine direkte

Beteiligung an STAT3-Aktivierung zu vernachlassigst gibt es in der Literatur insgesamt
lediglich drei mir bekannte Studien, die eine dieek¥irkung von LPS zumindest Uber den
JAK SAT/SOCS Signalweg postulieren (Bode et al., 1%pke et al., 2001; Shoenfelt and
Fenton, 2006). Wahrscheinlich spielen aber zirkulieeehgtokine und in Gehirn gebildete
Zytokine fiur die beobachtete STAT3 und NF-IL6-Akéitung und entsprechend ihrem
Auftreten in  der Zirkulation flr langerfristige  Kriineitssymptome  und

Entziindungsgeschehen eine wichtige Rolle.

1.1.2. STAT3-Aktivierung durch IL-6

Neben den deutlichen Hinweisen bei der Verwendung VJd.R-Agonisten, dass
maoglicherweise IL-6 an der STAT3-Aktivierung im Gehimal3geblich beteiligt ist (siehe
Kapitel IV 1.1.1.1), sind in zwei Teilstudien in der vedenden Arbeit zum ersten Mal
entscheidende Beweise flr dessen tatsachliche Rolldokaien (Kapitel V 1.12) und
systemischen (Kapitel V 1.9) LPS-induzierten EntzUmgueaktionen ermittelt worden
(Abbildung 9). Im subkutanen Luftkammermodell war LiR8uzierte STAT3-Aktivierung
fast vollstdndig durch Vorbehandlung mit IL-6AS gelmetmworden. In einem Terpentin-
induzierten lokalen Entzindungsmodell konnte dieldRabn IL-6 flir die zentralenervise
STAT3-Aktivierung in einer spéateren Studie bestatgtrden (Oka et al., 2007). In IL-6KO
Mausen hingegen wurde lediglich eine dramatische Redung der Signale nach
systemischer Stimulation der Tiere beobachtet [Abinitgd9; noch Signale in den Meningen,
entlang grofRer Gefalle, Ependymzellen, den sCVOsNieheus ventromediales praeopticus
(VMPO), demNucleus supraopticu§SON), Nucleus periventricularigPe), dem ARC und
dem RPa].

Dies entsprach prinzipiell friheren Ergebnissen eindegen Arbeitsgruppe, die mit Hilfe
von SOCS3n situ Hybridisierung ebenfalls in LPS-stimulierten IL-6K@he anteilige und
persistierende Aktivierung in den sCVOs und Ependyrezedirmittelt hatten (Lebel et al.,
2000). Allerdings ist IHC eine sensitivere Methode undkgonte erst in der vorliegenden
Arbeit ein differenzierteres Aktivierungsmuster erelittwerden. Aul3erdem war die Dosis
bei Lebel und Kollegen (2000) mit 2,5mg/kg (septisam) ein vielfaches hoher als in der hier
vorliegenden Studie mit lediglich 50ug/kg (moderatesis). In einer Untersuchung von LPS-
induzierter SOCS3-Aktivietung in der Leber von IK® Mausen ist ebenfalls ein Persisieren

einiger Signale beschrieben worden (Yang et al., 20BEpzipiell liegt der Unterschied



- 58 - IV Ergebnisse und Diskussion

zwischen dem lokalen und systemischen Entzindungsnutatat, dass bei Applikation von
der verwendeten LPS-Dosis in die Luftkammer nur lak@r kein LPS oder TNFin die
Zirkulation entweicht (Cartmell et al., 2001; Carthedl al., 2000; Ross et al., 2003). Diese
beiden Mediatoren kdnnten mit der persistierenden SFARtivierung im systemischen
Entzindungsmodell in Verbindung stehen. Neben IL-ehi&@m diesen Fallen aber auch ein
anderer Uber STAT3-Wirkender Mediator hier einel®epielen. Dazu gehdren nicht zuletzt
Zytokine aus der gpl30 Rezeptorfamilie wie ,leukermhibiting factor® (LIF), ,ciliary
neurotrophic factor* (LIF) aber auch ,oncostatin“§M) und IL-11, die durch LPS oder
LPS-stimulierbare Zytokine induziert werden konnéteifirich et al., 1998). So konnte
beispielsweise eine CNTF induzierte SOCS3-ExpressioARE, SFO, in Ependymzellen
und in der ME dokumentiert werden (Bjorbaek et al., 1999)etrvdrliegenden Arbeit wurde
die Beteiligung von Leptin als potentieller Kandidaeiter untersucht (siehe nachster
Abschnitt).

OVLT LPS LPS IL-6KO LPS IL-6KO LAS

Abbildung 9

Schematische Darstellung der Beteiligung von IL-6 undleptin an LPS-induzierter STAT3-
Aktivierung im Gehirn der Maus. Schwarze Striche stell@ STAT3-Aktivierungen in
Endothelzellen und hypothalamischen Gehirnstrukturen vie dem Organum vasculosum
laminae terminalis(OVLT) 3h nach LPS-Stimulation (50ug/kg) dar. Von links nah rechts:
Uberblick, Wildtyp-Maus, IL-6KO-Maus, IL-6KO-Maus mit Leptin  Antiserum (LAS)
behandelt. In Rot ist der Bereich der IL-6-vermittelten LPSinduzierten STAT3-
Aktivierung (Gefal3assoziiert und im OVLT) sowie in Orange der Leptin-vermittelte Antell
(in groRBen GefalRen und im OVLT) der verbleibenden STA3-Aktivierung in IL-6KO
Méausen gekennzeichnet. Die IL-6- und Leptin-vermittelte LPSrduzierte STAT3-
Aktvierung ist jeweils in farbiger Flache hervorgehobea; Pfeile weisen auf eine Beteiligung
von STAT3-Aktivierung entlang groRer Gefal3strukturen und / ode im OVLT hin.
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1.1.3. STAT3-Aktivierung durch Leptin

Anders als fur IL-6-induzierte STAT3-Aktivierung im eBirn (Harré et al., 2003;
Hubschle et al., 2001a; Rummel et al., 2005b) ist naokrader oder peripherer Gabe von
Leptin ein deutlich anderes aber teilweise &ahnlichésivierungsmuster als nach LPS-
Stimulation beschrieben worden und betrifft nebem d¢ypothalamus auch den Hirnstamm
[(Hosoi et al.,, 2002a; Hibschle et al.,, 2001b; Minzbergl.et2003; Mutze et al., 2006;
Stepanyan et al., 2003) Kapitel V 1.10]. In der vodieden Teilstudie wurde zum ersten Mal
gezeigt, dass endogenes Leptin Uber STAT3 besondersaig Gehirngefal3e, Meningen,
Ependymzellen und einige spezifische Gehirnstruktur@mlich den VMPO, demucleus
supraopticugSON), den ARC, das OVLT und den RPa wéhrend maelet&S-induzierter
systemischer Entzindungsreaktion einwirken kann. Diageate waren namlich nach
Vorbehandlung mit LAS, also in Abwesenheit von zirkulierenégsmdogenen Leptin, von den
verbleibenden LPS-stimulierten STAT3-Signalen in 6K©O Méausen fast vdllig
verschwunden (Abbildung 9). Auf alle diese Struktuaefier dem VMPO scheinen IL-6 und
Leptin gemeinsam zu wirken. Die akute Leptin-Neuwedlon hatte den Vorteil, dass die
relativ geringe Beteiligung von Leptin an LPS-inguter STAT3-Aktivierung detektierbar
war. In ob/ob Mausen (Leptin-defizient) ware die Biéinz dieser Effekte Aufgrund der
Vielzahl an IL-6-STAT3-Signalen schwer zu detektirergewesen. Zudem zeigten diese
Mause (ob/ob) in einer anderen Teilstudie eine vertsgtdkk6-Antwort auf LPS (Kapitel 1.7),
was auf einen kompensatorischen Mechanismus hinweigtiariergebnisse hétte beeinflusst
kénnen.

Die Diskrepanz, dass Leptin-aktivierte Gehirnstruktunen nach LPS-Stimulation in der
vorliegenden Arbeit zu beobachten waren und niclitiiheren Studien, die exogenes Leptin
als Stimulus verwendeten, kdnnte mit einer verandefesprechbarkeit von Zellen durch
den LPS-Stimulus zusammenhangen. Eine Hochregulates I0-6R war durch LPS
beschrieben worden (Vallieres and Rivest, 1997), wimkem allerdings keine veranderte
ObRb-Expression auf mMRNA Ebene nachweisen. Altermggibives Hinweise dafir, dass auch
andere Substanzen, beispielweise Amylin, die Sensttivitid endogenem Leptin auf das
Gehirn verandern kdénnen und dadurch zu erhdhtenT33aktivierungen beitragen (Lutz,
2010; Turek et al., 2010). Besonders die Wirkung vontihepuch auf Endothelzellen bei
LPS-Stimulation war unerwartet. Vorher war allerdingchon die Expression des ObRb
(Bjorbaek et al., 1998) und STAT3-IR in Gehirnendtzbien nach Leptin-Stimulation
demonstriert worden (Mtze et al., 2006). Interessants&ar in einigen frihen Studien
eine Leptin-Bindung und eine Expression des ObR (wolich kurze Formen)(Baskin et al.,
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1999; Carlo et al., 2007; Corp et al., 1998; Guan .et1l8@97b; Schwartz et al., 1996) mit
einem unerwartet ahnlichen Verteilungsmuster wieeinaigenen Studie zu beobachten, was
die Relevanz unsere Beobachtung weiter unterstutaildung 10). Die Verteilung um den
ventralen Hypothalamus, die Ventrikel, gro3e Gefaf die Meningen an der Grenzflache
zwischen Gehirn und Peripherie war so auffallend, dasdigrHypothese entwickelten, dass
Leptin vielleicht bei LPS-induzierter Invasion/Rektemung von Immunzellen an dieser
wichtigen Schnittstelle eine Rolle spielen konntetsdehlich konnte sowohl in dieser Studie
(Kapitel V 1.9) als auch in der Folgestudie (Kapitel IV7) gezeigt werden, dass die
Expression von essentiellen Zielgenen hierfur (Chenspkhuhasionsmolekile, Regulatoren

von Metalloproteinasen) durch Leptin beeinflusst wirdl .eptin an der LPS-induzierten

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten beteiligtAdthjldung 10).

Leptin Bindung STAT3-Aktivierung durch Leptin  Neutrophil Rekrutierung

Abbildung 10

Beispielhafter Vergleich einer typischen Leptin-Bindumgsstudie (Baskin et al., 1999) mit
Leptin vermittelter STAT3-Aktvierung (Kapitel V 1.9) und Lepti n-vermittelter
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in das Gehin (ob/ob Maus + Leptin; Kapitel
V 1.7) bei LPS-induzierter systemischer Entzindung. Respéke Wirkungsmuster sind
durch korrespondierende farbige Kreise jeweils hervorghoben.

1.2. Funktionen und relevante Gehirnstrukturen

Ein Vorteil von neuroanatomischen Untersuchungen isssdnach dem einfachen
wissenschaftlichen Prinzip der Beobachtung und Iné¢sion funktionieren. Die
Aktivierungsmuster im Zusammenhang mit den Konneldigr zu anderen Gehirnstrukturen
sowie physiologischen und biochemischen Parametemenbidinweise auf die mogliche
Funktion der Gehirnstruktur und des untersuchten StisnilDementsprechend sind in der
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vorliegenden Arbeit vor allem in zwei sehr ausfllimin neuroanatomischen
Charakterisierungen von LPS-induzierter NF-IL6-IR sovlL-6- und Leptin-vermittelter
STAT3-IR (Kapitel V 1.5, 1.9) mehrere Hypothesen zunl&ion einzelner Gehirnstrukturen
entwickelt bzw. bestatigt worden.

1) Fieber. Die im Schrifttum (Kapitel Il 5.1) und in einer Bisichtsarbeit (Kapitel V 1.8)
beschriebenen wichtigen Gehirnstrukturen der zemrafisen Verschaltung zur
Fieberentstehung sind nach LPS-Stimulation immuntugisth sowohl Uber STAT3- als
auch Uber NF-IL6-aktiviert worden [OVLT, SFO, VMPO, MnP&Pa, Nucleus tractus
solitarius (NTS)]. Damit stellen beide Transkriptionsfaktorenenessante Aktivitatsmarker
fur Untersuchungen der Fieberentstehung dar und wukderfir in mehreren Studien
verwendet (Kapitel V 1.1, 1.3, 1.4, 1.6, 1.11, 1.12). Diedkd#r CVOs wurde in friheren
Ubersichtarbeiten genau beschrieben (Roth et al., 200i4aRolle des OVLT und des SFO
wurde unter anderen durch Lasionsstudien erstmaligeetigd bestétigt (Hashimoto et al.,
1994; Takahashi et al., 1997). In unmittelbarer Name @YLT liegt der VMPO. Ihm wurde
fur die Entstehung von Fieber ebenfalls eine wichtkydle zugewiesen (EImquist et al.,
1996; Scammell et al., 1996). Der MnPO und der RPaisidce vegetative Weiterleitung an
die Fieber-induzierenden Effektororgane beteiligiagarus et al., 2007; Nakamura, 2011)
Kapitel 1l 5.1]. In den meisten dieser Regionen scheiaptin also potentiell seine
beschriebene Beteiligung an LPS-induziertem Fiehewvermitteln (Harden et al., 2006;
Sachot et al., 2004). Rezeptoren fur Leptin (ObR-IRY gumindest fir das OVLT (Meister
and Hakansson, 2001) und den RPa (Hay-Schmidt et 8l1) @schrieben worden. In allen
diesen Regionen und zusétzlich im NTS waren STAT83&eauch anteilig IL-6-vermittelt.
Da IL-6KO-Méause bei der gleichen Dosierung an LPS kéeber bekommen (Chai et al.,
1996; Kozak et al., 1998), konnte die respektive Bgteig von IL-6 in diesen
Gehirnstrukturen die Resistenz dieser Tiere Fieberrewickeln erklaren. Dies schliel3t vor
allem auch die Rolle des Endothels an sich als wich@iggdstruktur fur zirkulierende
Mediatoren ein [(Rummel et al., 2005b)(Kapitel V 1.5,21.1.9)]. Interessanter Weise wurde
fur NF-IL6 allerdings keine Aktivierung im NTS bealtdet, einer Gehirnstruktur, in der
vagale Affarenzen aus dem Bauchraum enden. Eineteli&knulation mit Leptin induziert
in diesem Gehirngebiet zwar STAT3 (Kapitel V 1.10)esdischeint aber nach LPS-
Stimulation lediglich IL-6 vermittelt zu sein (KapltV 1.9). Ob es sich hierbei um die
Wirkung von IL-6 Uber die Aktivierung des Vagusnerwdeo eine direkte Wirkung des
Zytokins Uber die AP mit seiner unvollstandigen BBBidhelt ist nicht klar. Von besonderem

Interesse war die Beobachtung, dass Leptin und IL-6 imsthmm direkt auf die RPa
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moglicherweise auf dortige prasympathische Neuronewrkien scheinen. In friheren
Studien hatten beide Mediatoren nach intrazerebrovel@reéquinjektion zu einer Aktivierung
von braunem Fettgewebe (BAT) gefuhrt, wissend dass BAleseder wichtigsten
Effektororgane zur Thermogenese bei Nagetieren dliau(gtieet al., 2002a; Morrison, 2004).
Eine Aktivierung serotonerger Neurone in der RParhtandiesen Effekt von Leptin wieder.
In einer kurzlich durchgefiihrten Studie gab es thiséh neue Hinweise fir die Méglichkeit,
dass Leptin die sympathische Aktivierung von BAT Ubkrdulation der Aktivitdt des RPa
bewirken kdnnte (Barnes et al., 2010).

2) Adipsie Das SFO und der SON, zwei Gehirnstrukturen, die @rVdasseraufnahme
eine wichtige Rolle spielen, zeigten in den vorliedgn Studien (Kapitel V 1.1, 1.3, 1.5) NF-
IL6- (SFO) und oder STAT3-IR (SFO und SON, Kapitell\6, 1.9, 1.11, 1.12). In einer
friheren Arbeit war eine STAT3-Aktivierung nach gystscher LPS- und IL-6-Stimulation
in diesen Strukturen bereits beobachtet worden (Hetrrd@l., 2002; Rummel et al., 2004).
LPS-induzierte IL-6 und Leptin-vermittelte STAT3-thkerung im SON war bisher
allerdings noch nicht beschrieben worden. Eine Riitedas SFO in der Regulation des
Wasserhaushalts ist seit langerem bekannt (Ferguson ab@9a6; McKinley et al., 1998). In
der vorliegenden Studie wurde eine Wirkung von lla das SFO bei LPS-induzierter
systemischer Inflammation bestétigt (Lebel et al., 2000@s kdnnte neben einer Funktion
bei der Fieberentstehung auch eine Beteiligung vb¥6 Ibei Adipsie begleitenden
Wasserretention widerspiegeln (Palin et al., 2008). Obweiptin in einer Studie nach
systemischer Gabe die Wasseraufnahme reduzierte (Bagjkacand Nowak, 2007), konnte
in der vorliegenden Studie eine Beteiligung vontirepm SFO bei LPS-Stimulation tber
STAT3-IR nicht festgestellt werden (Kapitel V 1.9). Auein anderes die Futteraufnahme
hemmendes Peptid, ndmlich Amylin, wirkt direkt auf &$O und ist an der Regulation der
Wasseraufnahme beteiligt (Riediger et al., 1999; Rexdig al., 2001). Amylin aktiviert aber
nicht den STAT3-Signalweg sondern eine NO-abhangige cGNMwR) im SFO (Riediger et
al., 2001) und durfte demnach nicht an der verbliehe®TAT3-Aktivierung beteiligt sein.
Dennoch kdnnte dieses Peptidhormon zu der beobanht®S-induzierten Adipsie tiber NO-
vermittelte Mechanismen beitragen (Riediger et al.,020Aul3erdem kdnnte Amylin wie
bereits angedeutet die Sensitivitat anderer MediatbuerSTAT3-Aktivierung beeinflussen
(Turek et al., 2010) und sollte in Zukunft in diesem Zusammaeniaiter untersucht werden.

Im SON aktiviert LPS im Allgemeinen oxytocinergeduvasopressinerge (AVP) Neurone
(Matsunaga et al., 2000) und beeinflusst den Wasserhadsinelit AVP-Freisetzung und die

damit verringerte Wasserausscheidung (Giusti-Paiva,e2@3). In der vorliegenden Studie
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wurde solch eine Aktivierung des SON lediglich dugPAT3 aber interessanter Weise nicht
mittels NF-IL6 nachgewiesen (Kapitel V 1.5, 1.9). Da liitd Leptin im SON zwar STAT3
aktivieren aber nicht NF-IL6, kénnte das mdglichesgeibedeuten, dass diese zwei
Mediatoren auch in anderen Gehirnstrukturen nichektlirzur NF-IL6-Aktivierungen
beitragen. Untersuchungen in IL-6KO- und ob/ob-Mauseliteso zur Klarung dieses
Zusammenhangs in Zukunft beitragen. Die Wirkung voptibeliber STAT3 auf den SON
wird durch friihere Studien untersttzt, die zeigennten, dass OBR-IR dort exprimiert wird
(Hakansson et al., 1998; Meister and Hakansson, 2001) eptthiStimulation zu nuklearer
STATS5-IR fuhrt (Mutze et al., 2007). Zudem induziertavehl zentral appliziertes Leptin
(Yamamoto et al., 1999) und systemisch appliziertes (M@storakos et al., 1994) bzw.
LPS-induziertes IL-6 (Palin et al., 2008) die Freigatz von AVP, was auf eine funktionelle
Rolle dieser beiden Mediatoren fur den Wasserhaushalt bestéatigt.

3) Anorexie Wie bereits ausfuhrlich im Kapitel Il 5.2 und 6.2 deseben, spielt der ARC
eine Schlusselrolle fir die Vermittlung von AnoreXisarian and Langhans, 2010). Zu
bemerken bleibt allerdings, dass auch der Hirnstammwieintige Rolle fur Futteraufnahme
hemmende Substanzen wie Leptin (Hayes et al., 2010)Adglin spielt (Potes and Lutz,
2010). Hier konnten wir aber im Hirnstamm mittels SBAIHC keine Hinweise flr die
Beteiligung von Leptin und IL-6 an LPS-induziert&norexie nachweisen. Die eindeutig
belegte Wirkung von Leptin auf den ARC (Elias et 2DQ0; Faouzi et al., 2007) wurde
allerdings unter LPS-stimulierter Bedingung in derliegenden Studie bestatigt (Kapitel V
1.9). Diese Beobachtung ist im Einklang mit der Begeilig von zirkulierendem Leptin an
LPS-induzierter Anorexie (Harden et al., 2006; Saehat., 2004). Erstaunlich war die sogar
tendenziell gré3ere Beteiligung von IL-6 an der Aktivigg von STAT3 im ARC. Unterstuitzt
wird eine Rolle fir IL-6 bei Anorexie durch Studieron Terpentin-induzierter lokaler
Entzindung (Fattori et al., 1994; Kozak et al., 1997 dadurch, dass IL-6KO Mause im
Alter Ubergewichtig werden (Wallenius et al., 2002).e Dratsache, dass nach LPS-
Stimulation mit einer hohen Dosis an LPS in IL-6KO dén keine Beteiligung fur IL-6 bei
der entstehenden Anorexie beobachtet wurde, hangsarainlich mit der hohen Dosierung
im Vergleich zur moderaten hier verwendeten LPS-Dassammen. Solch eine Dosis hatte
selbst in IL-6KO Méausen Fieber erzeugt (Kozak et ab,7)J9Wie bereits erwdhnt kdnnte bei
solch einer septischen Entziindungsreaktionen mogliesew PS direkt auf das Gehirn
wirken und dann die (in diesem Fall nicht vorhandelérkung von zirkulierenden
Zytokinen auf die Futteraufnahme durch den LPS-Effektddckt haben.
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4) Gedachtnis Die hohe Aktivitat von NF-IL6-IR im Hippocamus wde bereits in
friheren Studien beschrieben (Nadeau et al., 200efteand Johnson, 1998) und mit einer
Rolle von Hippocampus-abhangiger Gedachtniskonsalidgerin Verbindung gebracht
(Taubenfeld et al., 2001). Bereits basale NF-IL6-Aktiviggen in dieser Gehirnstruktur
konnten hierbei bei der Expression von Zytokinen Mid 3 eine wichtige Rolle spielen, die
fur die normale Funktion des Hippocampus von Bedausind (Kapitel Il 4.1) und LPS-
induziert vermehrt exprimiert werden (Layé et al., 1994).

5) Stress-AchseSchliel3lich gab es deutliche Hinweise einer BeteiligumgNF-1L6- und
STAT3-aktivierten Gehirnstrukturen an der Beeinflugsuler HPA-Achse. Eine nukleare
STAT3- und NF-IL6-IR wurde in der AP, ME, deRucleus paraventriculari®VN und der
Hypophyse festgestellt [(Gautron et al., 2003) (Kapitel.5, 1.9)]. Corticotropin Releasing
Hormon (CRH) wird in Neuronen des PVN gebildet, welaur ME projizieren, dort CRH
abgeben und zur Ausschittung von adrenokortikotropEmmon (ACTH) aus dem
Hypophysenvorderlappen ins Blut fihren. ACTH induzeshliel3lich die Freisetzung von
Corticosteron (Ratten) aus der Nebennierenrinde (Ragaou and Priftis, 2009). Eine
direkte Beteiligung von IL-6 Uber STAT3 und NF-IL& der ACTH-Bildung in der
Hypophyse aber auch an der CRH-Freisetzung in deb8EPS-induzierter Aktivierung der
Stressachse erscheint moglich. In der ME war LPS-indez&FAT3-Aktivierung in IL-6KO
Mausen zwar nicht verringert und fur die Hypophysehtigntersucht worden aber eine
Beteiligung von IL-6 an ACTH-Freisetzung konnte anderen Studien eindeutig gezeigt
worden (Perlstein et al., 1993; van Enckevort et aD1P0So ist IL-6 ein wichtiger Faktor;
fur Leptin gab es keine Hinweise in der vorliegen&ndie. Nach Literaturangaben ist die
Regulation der HPA-Achse Uber Leptin vielschichtiglwmohl eher als negativer Feedback
zu verstehen (Roubos et al., 2012). STAT3 wurde miEaeression von ACTH in POMC-
Neuronen in Verbindung gebracht (Gautron et al. 32@Md NF-IL6 ist an der Bildung von
CRH und POMC-Expression beteiligt (Abbud et al., 200&pBanou et al., 1997). Die
genaue Rolle beider Transkriptionsfaktoren fur dientamile der HPA-Achse und mdgliche
therapeutische Interventionsmdglichkeit sind Teil éaafer weiterfihrender Untersuchungen.
Eine Beteiligung der AP an der HPA-Achsen-Aktivierung lester allem tber aufsteigende
noradrenerge Verbindungen zum PVN und kdnnte n&®-&timulation ebenfalls eine Rolle
spielen (Buller, 2001). LPS-induzierte STAT3 und NUB-Aktivierung konnten in den hier
vorliegenden Studien fur die AP zwar festgestellt deer aber waren den endogenen
Mediatoren IL-6 oder Leptin nicht eindeutig zuzuordnen.
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2. Selektive Beteiligung von TLR Agonisten, IL-6 und leptin an der
Induktion des Prostaglandinsynthesewegs im Gehirn.

Wie bereits im Schrifttum dargestellt (Kapitel 1l %.B2nd in einem Ubersichtsartikel
ausgefuhrt (Kapitel V 1.8), ist PGE2 einer der wichggsterminalen Fiebermediatoren,
wobei sowohl zentral im Gehirn gebildetes PGE2 alshaperipher in die Zirkulation
abgegebenes PGE2 bei der Fieberentstehung eine geRale spielen. Vor allem
Untersuchungen mit selektiven COX2-Inhibitoren (Cacale, 1997; Steiner et al., 2009;
Steiner et al., 2001; Zhang et al., 2003) und die Vedurg von COX2- (Li et al., 1999;
Steiner et al., 2005b) und mPGES-defizienten Mausdsh@ith et al., 2009b; Saha et al.,
2005), konnten die Rolle dieser zwei geschwindigkeginmenden Enzyme bei der PGE2
Synthese unter inflammatorischen Bedingungen undFodverentstehung nachweisen. In
eigenen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wetmenfalls die Rolle von PGE2 flr
PIPC und MALP2-induziertes (zentral und peripher lgiett) Fieber mittels COX-Inhibitoren
bestatigt bzw. erweitert (Kapitel V 1.6, 1.11). Die Bidduvon PGE2 kann indirekt auch
durch eine erhthte Expression der anatomisch undifuneit gekoppelten (Yamagata et al.,
2001) Enzyme COX2 und mPGES im Gehirn untersuchtderverDie erhOhte Expression
beider Enzyme im Hypothalamus von Imiquimod-stimidéier Tieren zeichnet auch diesen
TLR-Agonisten hdchstwahrscheinlich als ein exogenes P#&hlBangiges Pyrogen aus
(Kapitel V 1.1). Dies ist von Bedeutung, da doch auchER@nabhangige endogene
Pyrogene bekannt sind (Davatelis et al., 1989) und heaAntipyretika tber einen PGE2-
unabhangigen Weg zu wirken scheinen (Machado et a.7;2@alvar Ddo et al., 2011).
Sogar die obligatorische Rolle von PGE2 wurde dadwerganzt, dass nach L&sion der
praoptischen Region LPS-induziert auch dber Verhs#iederungen (in einem
Temperaturgradientenkafig) trotzdem Fieber indiaiegrden kann (Almeida et al., 2006).
Insgesamt konnte in der vorliegenden Arbeit zuminflgstlie untersuchten TLR-Agonisten,
ein konservierter, PG-abhangiger Mechanismus der Fieberamigtdbkumentiert werden.

Neben TLR-Agonisten wurde in drei hier vorliegend&udien die Rolle von IL-6 und
Leptin als zirkulierende (humorale) neuroimmune Mexten naher untersucht (Kapitel V
1.4,1.9, 1.12). Entsprechend der grof3en Bedeutung digseMediatoren zum Beispiel bei
Obesitas und Altern (sieh Kapitel 1l 2, 6.2) sollte usiieht werden, ob IL-6 und Leptin als
zirkulierende Pyrogene tatsachlich an der Aktivigrutes PG-Syntheseweg im Gehirn bei
lokalen und oder systemischen Entziindungsreaktiontmligesind. In dem Modell einer
lokalen Entziindung (Luftkammer, s.c.) konnten wir tiem ersten Mal eindeutig zeigen,
dass zirkulierendes IL-6 tatsachlich an der s.c.-LPS-88nmen COX2 und mPGES-
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Expression in Endothelzellen [zum Teil auch in peskwddren Makrophagen, (Schiltz and
Sawchenko, 2003; Serrats et al., 2010)] und damit Fiebkeiligt ist (Kapitel V 1.4, 1.12).
Lediglich in einer friheren Studie war berichtetrden, dass in IL-6KO M&ausen nach lokaler
Terpentin-Stimulation ebenfalls COX2-IR verringednwTurnbull et al., 2003). Hier konnten
wir aber durch Neutralisation von LPS-induziertenmkuierenden IL-6 und durch direkte
Stimulation mit einer pyrogenen IL-6-Dosis, eine Ilv&mittelte Induktion von COX2 und
MPGES-Expression und respektiver IR nachweisen. Zus#étalar nachfolgend in einem
Carageenan-induziertem Schmerzmodell von einemnisgf@en Kollegen unser Ergebnis
auch fir COX2- und mPGES-Induktion im Riuckenmargtéiggt worden (Oka et al., 2007).
Im Modell einer systemischen LPS-induzierten EntzUgdwar allerdings dieser IL-6-
vermittelte Effekt lediglich anteilig auf mMRNA-Ebermaber nicht auf Proteinebene bei IL-6KO
Mé&ausen zu beobachten (Kapitel V 1.9).

In der Vergangenheit war die mit der PG-Synthesermamsanhé&ngende Pyrogenitat von
IL-6 mehrfach in Frage gestellt worden. So konntezigysespezifisch eine Fieber erzeugende
Wirkung fur zirkulierendes IL-6 in Kaninchen als stdttelle et al., 1988), in Ratten eher
moderat (Cartmell et al., 2000; Harré et al., 2002)(tch VV 1.12) oder in Mausen sogar als
abwesend (Chai et al., 1996; LeMay et al., 1990; Nilbbetrtal., 2009a; Wang et al., 1997a)
festgestellt werden. Dabei sind Kaninchen insgesamtnides® empfindlich gegenuber
exogenen Pyrogenen wie LPS, Ratten sind weniger ediighh und Mause weisen z.B. eine
sehr geringe Sensitivitat fur Endotoxinschock auf, &eektionen, die nach Stimulation mit
hohen LPS-Dosen entsteht (Kluger, 1991; Romanovsky.,e1306; Rudaya et al., 2005).
Hinzu kommt, dass entsprechend sehr hohe Mengen an géréde in weniger LPS-
sensitiven Tierspezies benotigt werden dirften, umfeier bereits postulierte Schwelle an
zirkulierendem IL-6 zu erreichen, die pyrogen withkzyw. STAT3 und den PG-Syntheseweg
im Gehirn aktivieren kann (Rummel et al., 2004). Gerad den Studien, in denen keine
Pyrogenitat von zirkulierendem IL-6 in Mausen erntitt®erden konnte, waren deutlich
geringere IL-6-Mengen appliziert worden als in deriegenden Studie und in einer friheren
Studie bei Ratten [(Harré et al., 2002)(Kapitel V 1.4, 1.12)].

Die teilweise unterschiedlichen Ergebnisse im FalleSdiluzierter systemischer
Entziindung durch Nilsberth und Kollegen (2009) silek@dings nicht ganz klar. Sie hatten
im Gegensatz zu unseren Ergebnissen (Kapitel V 1.9)ekeardnderte Expression von
MPGES und COX2 in LPS-stimulierten IL-6KO Mausen dixek Relativ hohe Variationen
in beiden Studien und methodische Unterschiede (R6®R genetischer Hintergrund der

wildtyp Tiere) kdnnten diese Diskrepanz erklaren. Digkung von IL-6 auf den PG-Weg
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wurde kirzlich allerdings nochmal in einer KultumvAstrozyten bestétigt (Chikuma et al.,
2009).

LPS, IL-1B... IL-6, Leptin?
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Abbildung 11

Schematische Darstellung der potentiellen Wirkung vonigkulierendem IL-6 Gber STAT3

und potentiell Uber NF-IL6 und zirkulierendem IL-1 g (LPS, und andere TLR-Agonisten)
Uber NFkB und potentiell Gber NF-IL6 auf die Regulation der Expession von COX2 und
MPGES in Endothelzellen und perivaskularen Makrophagn. Leptin scheint hier indirekt
Uber Modulation von IL-1  zu wirken.

Insgesamt bleibt trotzdem zu bemerken, dass IL-6 alleffensichtlich im Gegensatz zu
anderen Mediatoren wie ILB1(Conti et al., 2004) ein eher schwacher Aktivator B&s
Synthesewegs darstellt. Es ist zu vermuten, dass IL-6 efelim Kooperation mit kleinen
Konzentrationen anderer Mediatoren wie Ik-dder auch dem vorher genannten Chemokin
CINC1, erst seine ganze Wirkung auf PGE2-Bildung éetfaDas heil3t, IL-6 kdnnte ein
permissiver Faktor sein, die PGE2-Produktion zu vekstémund zu férdern. Dies kdnnte
physiologische mindestens genauso bedeutsam sein widigkee Wirkung, da zum einen
IL-6 geh&auft in hbéheren Konzentrationen im Blut kmanmt und zum anderen immer im
Zytokinmilieu also zusammen mit anderen eben genanRéktoren auftritt (Kapitel I 2).
AulRerdem bleibt zu bemerken, dass diese Funktion ve®, ldie COX2 und mPGES-
Expression besonders zu férdern, vor allem fir das Gefitrnin der Leber war IL-6 zwar
notwendig aber nicht ausreichend, um eine mPGES3dsgmn zu induzieren (Kapitel V 1.4).
Interessanter Weise korrelierte aul3erdem neben COKXRigealie Expression von mPGES
mit den IL-6-Konzentrationen im Blut und der STARBtivierung (SOCS3) im Gehirn. Dies
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ist von besonderer Bedeutung, da Inhibitoren von mP&g&8eue therapeutische Alternative
zu COX-Inhibitoren mit weniger kardiovaskularen Nelwekungen im Fokus der klinischen
Forschung stehen (Guerrero et al., 2009; Samuelsson et al., 2007).

Den Mechanismus betreffend, wie IL-6 Uber seine STAifB&@8kaskade die COX2 und
MPGES-Expression beeinflussen kénnte, sind in den hidregenden Arbeiten zwel
Hypothesen vorgeschlagen worden (Abbildung 11).

1) Da STAT3 keine Bindungsstelle im Promotor fir COX3itst, ist davon auszugehen,
dass es zu einem ,crosstalk® zwischen STAT3 undBNkommt. Dieser Mechanismus
wurde bereits im Schrifttum beschrieben (Kapitel Il 3) uddrike erklaren, wie STAT3 durch
diese Interaktion den Transkriptionskomplex in seinerikion zur COX2-Expression fordert
(Abbildung 11). Uber den N&B-Signalweg war bereits eine COX2-Induktion in
Endothelzellen des Gehirns belegt (Nadjar et al., 200Bla dieser Signalweg in der
vorgelegten Studie im lokalen LPS-induzierten Entiingsmodell aktiviert, aber nicht
signifikant zusammen mit COX2- und mPGES-Expressiogldir-6AS beeinflusst worden
war, ist solch eine Interaktion zwischen STAT3 undBvahrscheinlich. Eine hier gezeigte
Kolokalisation von aktivierter STAT3-IR mit aktivier NFB-IR in Endothelzellen belegt,
dass solch eine Interaktion stattfinden konnte (Kapitdl.12). Tats&chlich wurde in einem
Modell myokardialer Prakonditionierung eine STAT3ndu NFRB-abhangige COX2-
Expression bereits im Herzen nachgewiesen (Bolli et 2003). Ein solcher sich
verstarkender ,crosstalk® zwischen STAT3 undw«BFwirde auch erklaren, warum eine
Kombination von IL-6 mit subpyrogenen Dosierungenllaid 3 zu Fieber fuhrt, auch wenn
jeder Mediator einzeln in dieser Studie keine Pyrogenititias (Cartmell et al., 2000).

2) NF-IL6 konnte die Expression von mPGES und COX2 vermittelrs&tatich konnte in
peripheren Endothelzellen und Makrophagen gezeigtleme dass auch NF-IL6 und NB
synergistisch an COX2-Expression beteiligt sein konmahack et al., 2002) und NF-IL6
auch bei der LPS-induzierten Expression von mPGESgvoler Bedeutung ist (Uematsu et
al., 2002; Walters et al., 2012). Zu dem untersuchteht risithen Zeitpunkt im IL-6AS-
Experiment (Kapitel V 1.4, 1.12) nach LPS-Stimulat{@h), war eine Aktivierung von NF-
IL6 jedoch noch nicht detektiert worden. Zu einemtegin Zeitpunkt (4h) nach LPS-
Stimulation war allerdings in einer hier vorgelegténlgestudie (Kapitel V 1.5), auch eine
Kolokalisation von NF-IL6-IR mit STAT3-IR nachgewigs&orden, was flr eine wichtige
Rolle fur NF-IL6 bei der langerfristigen COX2 undeatauch mPGES-Expression spricht.
Zumal NRB zu diesem Zeitpunkt nicht mehr aktiv ist, erscheiases Szenario als sinnvoll
und folgerichtig (Abbildung 8).
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Obwohl in eine ahnliche Rolle auch fir Leptin ber dnduktion von COX2 beschrieben
wurde, so ist diese wohl eher indirekt Gber Rakermittelt (Inoue et al., 2006). Wir konnten
in der vorliegenden Arbeit, eine Beteiligung von tiepflr IL-1B-Expression bestatigen
(Kapitel V 1.7), aber keine direkte Beteiligung voeptin bei LPS-induzierte COX2 und
MPGES-Expression (Kapitel V 1.9).

Die Verwendung des NiB-Inhibitors Parthenolid bei LPS-induzierter systernesc
Entziindung ergab in einer hier vorliegenden Stbd&iglich der Expression von COX2 und
MPGES eine interessante Beobachtung. Wir fanden Hsevaaifur, dass beide Enzyme nicht
immer in gleicher Weise reguliert sein muissen bzw. dulkeicht unterschiedliche
Mechanismen reguliert zu sein scheinen (Kapitel V 1.3}sachlich scheint fir mPGES
Expression auch der Transkriptionsfaktor early grovesponse 1 (Egrl) beteiligt zu sein
(Walters et al., 2012). Auch andere Studien bestatidass unter gewissen Bedingungen
beide Enzyme differenziert reguliert werden kon(em Oliveira et al., 2008; Samuelsson et
al., 2007). Die zeitlich divergierenden Expressionspgobieider Enzyme lassen ebenfalls
Unterschiede in der Regulation vermuten (Inoue.e8P5; lvanov and Romanovsky, 2004).
Aufgrund der therapeutischen Bedeutung beider Erzsimd solche Mechanismen weiter zu
untersuchen. Hier konnte gezeigt werden, dass zirkntlese IL-6 einer der Faktoren sein
konnte, die dazu beisteuern; IL-6 scheint an der mRPRB&ghlation eine grolRere Rolle als flr

die COX2-Induktion zu spielen.

3. Beteiligung von Leptin an der Kommunikation des Immnmunsystems
mit dem Gehirn

In der vorliegenden Arbeit wurden drei Untersuchumgair Rolle von Leptin als
inflammatorischer Mediator bei Krankheiten durchgefii die alle drei Signalwege der
Kommunikation des Immunsystems mit dem Gehirn abde(kepitel V 1.7, 1.9, 1.10): den
humoralen, den nervalen und den Immunzell-vermgttelDabei ist zu beachten, dass je nach
Versuchsmodell direkte und indirekte Effekte von liepton denen zu unterscheiden sind,
die mit Ubergewicht einhergehen. So wurde tatsachilickeiner kiirzlich veréffentlichten
Studie nachgewiesen, dass Diat induzierte Obesitas, m#ueonalen Verletzung im Gehirn
gleichkommt und mit einer Inflammation einhergefhdler et al.,, 2012). Neben den im
Schrifttum bereits genannten Einflissen auf das Imygatesy (Kapitel Il 6), gilt es nun die
Bedeutung von Leptin auch in solchen Prozessen als guer anti-inflammatorischer
Modulator fir das zentrale Nervensystem (ZNS) aufzekldalso auch die tatsachlich

Leptin-vermittelten Effekte bei Erkrankungen zu lgs@ren, die mit Ubergewicht
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einhergehen. Bisher war eine pro-inflammatorische eRdlir Leptin beispielweise bei
neuropathischem Schmerz (Lim et al.,, 2009; Maeda et2@D9) aber auch eine anti-
inflammatorische Rolle bei experimentellen Rickerksschaden gezeigt worden
(Fernandez-Martos et al.,, 2012). Letztere Beobachtungrstilibrigens mit eigenen nicht
publizierten Beobachtungen aus einer Teilstudie in tkéah Gberein, dass eine Leptin
Antiserum (LAS)-Behandlung den klinischen Verlaufegisolchen experimentell induzierten
Ruckenmarksverletzung signifikant verschlimmern kanas Reigt, wie unterschiedlich die
Wirkung von Leptin sein kann und wie genau man theeadnen betrachteten / verwendeten
Systeme und Krankheitsmodelle hierbei zur Beurteilbegicksichtigen muss. Interessanter
Weise wird Leptin sogar eine wichtige Rolle fur Lagtgbkeit zugeschrieben. Seit langem
weild man, dass unter anderem Futterrestriktion bei Maossbgeblich die Lebensdauer
verlangert (Fernandes et al., 1976). Zum Beispiel zeigt&use, deren verfligbares Futter auf
60% ihrer normalen Aufnahme reduziert worden ware ééingere Lebensspanne, da solche
Mause eine reduziertes aber dennoch intaktes Leptiei8yisésitzen (Dagon et al., 2005).
AulRBerdem fuhrt eine experimentell induziert erhohExpression von Leptin im
Hypothalamus von ob/ob Mausen zu verlangerter Lebersdiaser Tiere (Boghossian et
al., 2007). Offensichtlich sind also weitere Untersuchuarigieer die Rolle von Leptin fir das
Immunsystem und die Homeostase nicht nur im Bezugdéangerter Lebensdauer weiterhin

notwendig.

3.1. Humorale Hypothese

In zwei aufeinander folgenden Studien (Kapitel V,119) konnten wir, wie bereits in
Abbildung 10 dargestellt, die bekannte Wirkung vorptire als humoraler neuroimmuner
Mediator auf das Gehirn (Kapitel 1l 6.2) bei LPS-inguter Inflammation um neue
Erkenntnisse erweitern. Leptin wirkt offensichtlichsolchen Situationen der Inflammation
direkt auf Gefal3strukturen, den ventralen Hypothakaomd einzelne andere Gehirnregionen,
was anhand einer STAT3-Aktivierung nachgewiesen wekimnte (Kapitel IV 1.1.3). Eine
kdrzlich durchgefihrte Studie im M&ausegehirn besttdps Vorhandensein von ObRb in
den Regionen, wo wir Leptin-induzierte STAT3-Aktaétitbei systemischer Inflammation
beobachten konnten (Scott et al., 2009). Die neueanBthisse werden zusatzlich dadurch
unterstitzt, dass Mutze und Kollegen (2006) eine dirédikigvierung von Endothelzellen
durch Leptin zeigen konnten (Mtze et al., 2006) ummlé und Kollegen (2006) auch eine
indirekte Wirkung von Leptin auf ILfExpression in perivaskulare Makrophagen

beschrieben. Dariiber hinaus kann Leptin sogar modulatoriseh.BiS-induzierte Expression
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von IL-1B und Chemokinen in Mikrogliazellen erh6hen (Lafraetal., 2010). In diesen drei
Zelltypen (Endothelzellen, perivaskuldre Makrophagamd uMikroglia) konnte Leptin
demnach modulatorisch im Bereich der Schnittstelles@wen Peripherie und Gehirn bei
systemischer Inflammation zusatzlich zu den bereitafmgien Strukturen (ARC, Hirnstamm)
wirken.

Allerdings bleibt hervorzuheben, dass anders als maeran Zytokinen wie IL-6, Leptin
auch unter basalen [(Luheshi and Rummel, 2007), staamgdals] Bedingungen in hohen
Konzentrationen (ng Bereich fur Leptin versus pg-Béréir IL-6) im Blut zirkuliert. Damit
verhalt sich dieser Mediator grundséatzlich vollig asdats ein Zytokin. Ein humoraler
Mediator sollte aulRerdem eigentlich durch exogermaétion des Immunsystems wie LPS
bzw. bei systemischer Inflammation erhdht in der dafan messbar sein. Bei Zytokinen
kommt es unter diesen Bedingungen zu einer bis zu @@a@ben Erhéhung (Pollmécher et
al., 2002). In den hier vorlegenden Studien ist in Mausemmal eine zweifache Erhdhung
(Kapitel V 1.9) und in der anderen Studie gar keldohung zirkulierender Leptin-
Konzentrationen nachgewiesen worden (Kapitel V 1.8i Ratten hatten wir sogar in
vorhergehenden Studien ebenfalls keine LPS-indezielhsmaleptin-Erhdhung nachweisen
kénnen (Luheshi and Rummel, 2007). In drei weiterardi®h bei Ratten konnte ebenfalls
keine Erhéhung von Leptin nach inflammatorischem8li (LPS, Zytokine) nachgewiesen
werden (Gautron et al., 2005; Inoue et al., 2008; Spegtcal., 2007a). Dies widerspricht der
vielfach zitierten Meinung, dass Leptin als neuroimmuNlkdiator im Blut erhdht bei
Infektion und Inflammation vorkommt. Bei genauereetfdchtung eines Grolteils der
Studien, die eine solche Erhdéhung nachgewiesen hald#ih, aflerdings auf, dass die
Leptinkonzentrationen dabei nicht wirklich hohereeN® annehmen wie sie auch im
normalen zirkadianen Tagesrhythmus auftreten (Kapité.2). Aul3erdem wurden Tiere
(Moglichkeit von Speziesunterschieden zwischen HamsterysMand Ratte) vor der
Stimulation vielfach gehungert, was die basalen Koimaganen von Leptin dramatisch
absinken lasst und damit eine relative ,Erh6hung“ Yeptin hierzu erst sichtbar macht
(Berkowitz et al., 1998; Faggioni et al., 1998; Gomeubiosi et al., 2004; Sarraf et al.,
1997). Ob eine 2-fache, wie hier beobachtet, biseiait 10-fache Erh6hung der Plasma-
Leptin Konzentrationen tatséachlich einen physiologsctunterschied in seiner Wirkung
ausmacht, bleibt zu beweisen, ist aber unwahrscheinlighmghr ist Leptin eher als ein
Modulator von Entziindungsreaktionen zu sehen (Lafrab@d., 2010). Damit muss Leptin

nicht zwingend in seiner Plasmakonzentration ansteigendern erst durch seine
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Abwesenheit / Reduktion bzw. Unwirksamkeit (zentratkeroperiphere Resistenz) werden

Uber Leptin das Immunsystem und die Homeostase mal3gebdictilbest.

3.2. Nervale Hypothese

Bei Versuchsreihen in denen Leptin als Stimulatiorwesadet wurde, wie auch in einer
Teilstudie der vorliegenden Arbeit (2,5 mg/kg, Kabité 1.10), sind vielfach sehr hohe
Mengen appliziert worden, um eine langerfristige Wirkungraiensuchen (1-5mg/kg)(Ahima
et al.,, 1996; Campfield et al., 1995; Halaas et al., 18R8ris et al., 1998). Es konnte hier
allerdings keine malfigebliche Rolle des VagusnerverdenVermittlung langerfristiger
Appetit-hemmender Effekte unter physiologischen bzmilammatorischen Bedingungen
nachgewiesen werden. Leptin scheint lediglich an deenBigung von individuellen
Mahlzeiten beteiligt zu sein (Peters et al., 2005). V@mkonnten wir mittels Vagotomie
und Leptin-Stimulation zeigen, dass vagale Affarenzeshrscheinlich auch Hunger-
vermittelnde Signale zum Gehirn weiterleiten, wierelis in einer friheren Studie
vorgeschlagen wurde (Furness et al., 2001). Wir konmémlich feststellen, dass
vagotomierte Tiere reduzierte Futteraufnahme zejgtebwohl im Hypothalamus die
Expression vom orexigen wirkenden AgRP erhoht war uod POMC ein Trend zur
Erniedrigung festgestellt wurde (Abbildung 6). Obwdie Tiere also mehr fressen sollten,
fehlte ihnen offensichtlich der Stimulus dazu, so dasawstd nach langer Rekonvaleszenz
nach der chirurgischen Prozedur (Vagotomie) immechnaveniger wogen als die
scheinoperierten Kontrolltiere. Letztendlich konnielleicht auch wegen der verwendeten
relativ. hohen Dosis an Leptin keine vagale Beteilgguan der Leptin-reduzierten
Futteraufnahme nachgewiesen werden. Eine starke Akiiwy humoraler Signalwege im
Hypothalamus (phophoSTAT3 im ARC) und Hirnstamm (SBASignale im NTS) trat
namlich in dieser Studie in Erscheinung. Tatsachlictiviekt Leptin wohl parallel zum
Hypothalamus auch den Hirnstamm und induziert dispeathenden Effekte Anorexie und
erhohten Energieumsatz (Grill et al., 2002; Skibickd &rill, 2009). Damit wirkt Leptin
nicht nur auf thermoregulatorische Effektorbahnemagikel 1V 1.2), sondern auch auf das
Herz-Kreislauf-System sowie die Atmung (Inyushkin et 2009; Skibicka and Grill, 2009).
Die zentrale Wirkung von Leptin Gber das autonomevalesystem kénnte zudem einige
seiner Effekte auf das Immunsystem erklaren. In dingersuchung bei dem ein septisches
Modell von lebenden Bakterien durch Punktion des Q@aecerwendet wurde, schlagen die

Autoren vor, dass eine Wirkung von Leptin im ZNS, dieetdlebensrate der Mause durch
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solche anti-inflammatorischen Signalwege des vegetatiVervensystems vermitteln kénnte
(Tschop et al., 2010).

3.3. Immunzell-vermittelt

In einer Teilstudie konnten wir zum ersten Mal zeigen, dassrLaptder LPS-stimulierten
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in dadifBe beteiligt ist. Anders als bei
Tschop und Kollegen (2010), haben wir eine hohe faptisshe Dosierung von LPS
(2.5mg/kg) verwendet, die die Mause in jedem Fall alimerleben. Das hier verwendete
Entzindungsmodell unterscheidet sich auch dadurchdeonCaecumpunktion, dass keine
bakterielle Abwehr stattfinden muss. Tatséchlich konntgim zeigen, dass Leptin
wahrscheinlich Uber die Modulation der Expression vB®iinduziertem IL-f, Chemokinen
(KC, MIP2) und ICAM1 die LPS-induzierte Rekrutierungn neutrophilen Granulozyten
vermittelt (Kapitel V 1.7, Abbildung 12). Das heil3t, dRekrutierung dieser Immunzellen
zum Gehirn war in ob/ob sowie db/db Mausen sowie imsighygischen Modell einer
naturlichen Leptin-Defizienz durch 48-stiindiges Henmgdramatisch reduziert. Schlief3lich
konnten wir auch zeigen, dass eine pharmakologischeuzZitgdng von endogenem
zirkulierenden Leptin mittels LAS, zu einer reduzeriRekrutierung von Neutrophilen fuhrt.
In diesem Fall konnte man also Leptin eher als eingfannmatorischen Mediator
bezeichnen. Wie schon erwéahnt ist abhangig von demikdtngsmodell die Wirkung von
Leptin offensichtlich unterschiedlich.

Die Beteiligung von Leptin an der Induktion von 1B- (z.B. in perivaskularen
Makrophagen, und Mikroglia) wird durch mehrere schavéénte Studien untersttitzt (Hosoi
et al., 2002b; Inoue et al., 2006; Lafrance et al., 20if et al., 2009; Luheshi et al., 1999;
Pinteaux et al., 2007; Sachot et al., 2004). AuRerdelrekannt, dass ILBldie Rekrutierung
von Neutrophilen in das Gehirn induzieren kann (Anthet al., 1998; Anthony et al., 1997,
Proescholdt et al., 2002; Shaftel et al., 2007). In ddiegenden Studie war der Effekt von
Leptin auf die Rekrutierung von Neutrophilen alschrgaheinlich indirekt tber Modulation
der IL-13-Expression vermittelt und nicht direkt durch die &ehkte Wirkung von Leptin auf
neutrophile Granulozyten. Solche Leptin-vermitteliffekte auf Chemotaxis und Apoptose
sind Uber die kurze Form des OBR auf Neutrophilenmitéglt (Bruno et al., 2005;
Montecucco et al., 2006). Da in db/db M&usen ebenfalls eduzierte Rekrutierung von
Neutrophilen beobachtet worden war, obwohl diese M&ashk die kurzen Formen des OBR
besitzen (welche auf diesen Immunzellen lediglictkkeormen), ist eine direkte Beteiligung

von Leptin deshalb auszuschlie3en. Vielmehr Ubte Leggtine Wirkung also wahrscheinlich



-74 - IV Ergebnisse und Diskussion

direkt auf das Gehirn aus. Dort war auch die ExpressmhIR des fur die Rekrutierung von
Neutrophilen so wichtigen Adhasionsmolekiils ICAM1 drascét in ob/ob, db/db und im
Hungermodell verringert. Dieser Faktor ist sehr wicliigden Prozess der Rekrutierung; es
konnte namlich gezeigt werden, dass in ICAM-defizienMausen die LPS-induzierte
Rekrutierung von Neutrophilen um 50% reduziert iBoHatschek et al., 2001). Die
pharmakologische Strategie der Reduktion endogeregtirls mit LAS hatte allerdings
keinen Effekt auf ICAM1-Expression aber auf die Exsien von Chemokinen. Dies deutet
darauf hin, dass die drei verwendeten Versuchsmodsdiiager, ob/ob — db/db und LAS)
zwar prinzipiell ahnlich, aber die zugrundeliegendstechanismen einer verringerten
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten leichtenschiedlich sind. Es kénnte auch sein,
dass nicht die akute Leptin-Neutralisation, sonderndérigtige indirekte Effekte eine Rolle
spielen. Dennoch war in allen drei Modellen auch digré&ssion der fir Neutrophile
wichtigsten Chemokine ndmlich KC und MIP2 (Kielianadt 2001) stark reduziert. Neben
IL-1B (McColl et al., 2007; Shaftel et al., 2007) ist sogae elmekte Wirkung von Leptin flr
die Regulation der Expression dieser Zielgene maogliciperipheren Organen (Kolon) war
eine Leptin-vermittelte Induktion von KC und MIP2dzhrieben worden (Fenton et al.,
2007). Da ICAM1 durch STATS3 induziert werden kann,asth hier eine direkte Wirkung
durch Leptin denkbar (Wung et al., 2005), aber einiréhkter IL-13-vermittelter Weg
wahrscheinlicher (Cao et al., 1996).

Die Tatsache, dass LPS-induzierte Rekrutierung vonraphiten Granulozyten Leptin
vermittelt ist, konnte von grol3er Bedeutung fur Indilen sein, die veranderte
Leptinkonzentrationen aufweisen, wie bei Essstérungeer dJbergewicht (Bluher and
Mantzoros, 2004). Bei vorhandenen Pathologien, die méresrhéhten Rekrutierung von
Neutrophilen einhergehen (Bohatschek et al., 2001; Ma&tal., 2007; Perry et al., 2007),
konnte LAS eine therapeutische Strategie darstell@anmagliche negative Auswirkungen zu
minimieren. Gerade bei Ischamien im Gehirn, in defRahmen Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten und systemische Inflammatmit negativen Auswirkungen
verbunden sind, wéare dies sinnvoll (McColl et al., 2007; Spenedr, @007b).
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Abbildung 12

Schematische Darstellung der Beteiligung von Leptin abPS-induzierter Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten (Neutrophile) in das Gehirn van Mausen. Leptin wirkt
prinzipiell direkt auf Strukturen der Blut-Hirn-Schranke (BBB) und kann auf3erdem bei
Neutrophilen die Chemotaxis beeinflussen. Wahrend LPSiduzierter Entzindung
vermittelt Leptin die Rekrutierung der Neutrophilen Uber die Expression von IL-1,
neutrophil spezifischen Chemokinen (KC und MIP2) sowie dem interzellularen
Adhasionsmolekul ICAM1. Durch eine Neutralisation vonzirkulierendem Leptin mit einem
spezifischen Antiserum (LAS) kann die Rekrutierung phamakologisch reduziert werden
(Kapitel V 1.7).

Trotzdem bleibt anzumerken, dass wiederum das Entzgschodell und der
Entzindungsstatus differenziert betrachtet werden misseann solche Therapien
angewendet werden sollen. Neutrophile Granulozytemé®n dabei sowohl negative also
auch positive Effekte vermitteln. Sie kdbnnen neurotoxisckemiund unter anderem die BBB
durch Bildung von freien Radikalen und proteolyteseclEnzymen beschadigen (Dinkel et al.,
2004; Emerich et al., 2002). So wurde die Hemmung ldeasion von Neutrophilen in
einigen Studien mit neuroprotektiven Effekten insgZmnmenhang gebracht. Es finden sich
aber auch Untersuchungen zur zerebralen Ischamiesrieide Depletion von Neutrophilen
wenige bis keine protektiven Effekte zeigten (BeBmythat et al., 2003; Harris et al., 2005)
oder sogar eine chronische Rekrutierung von Neuti@phikeine Zeichen an
Neurodegeneration induzierte (Shaftel et al., 2007).

Ob der beobachtete Effekt einer reduzierten Redmunig von neutrophilen Granulozyten
in das Gehirn bei den 48-stlindig gehungerten Tiemeh atwas mit der Langlebigkeit zu tun
hat, die durch restringierte Futteraufnahme bescbmielvorden ist (Kapitel V 3), bleibt

unklar, lasst aber Raum fiur Spekulationen. Futterréisimilgeht mit einer Reduzierung der
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zirkulierenden Leptin-Konzentrationen einher (Guavat al., 2008; Moyse et al., 2012).
Folglich kénnte damit verbunden auch die Rekrutigriton Immunzellen bei vorliegenden
Pathologien gedampft werden. Dies wiederum kdnnte Giesundheit und Langlebigkeit
fordern. Da Futterrestriktion nicht zu einer Defizedes Leptin-Systems fiuhrt, ware eine
UbermaRige Beeintrachtigung der Immunabwehr gleitigznicht zu erwarten. Vielmehr
konnten reduzierte Leptin-Konzentrationen beim #te mogliche Uberreaktionen

einschrénken und sich insgesamt positiv (vielleicht Lebenasparerlangernd) auswirken.

4. TLR-Modelle, Therapiepotenzial und potentielle Nebawirkungen

Um TLR-Agonisten, Zytokine und Leptin therapeutischwenden zu konnen, ist es
notwendig, die Signalwege mdglichst genau zu kenmeh mdgliche Nebenwirkungen zu
determinieren und mit dem therapeutischen Nutzen in Relaticetzten. In der vorliegenden
Arbeit wurden zum einen Untersuchungen zur Aufklgriwon Mechanismen (neuronal,
humoral, Immunzell-vermittelt) und Signalwegen (LASPC, MALP2, Imiquimod, IL-6,
Leptin, COX2, mPGES) und zum anderen zur Charaktauisie von Nebenwirkungen
(MALP2, Imiquimod; in Form von Krankheitssymptomen) i beverschiedenen
Applikationswegen durchgefihrt. Das zusammenfassende arbbéete Modell der
Mechanismen und Signalwege ist in Abbildung 13 dargestellt.

4.1. TLRs

LPS: Fur verschiedenste Untersuchungen stellt LPS das klassModell einer akuten
Entzindungsreaktion dar. Neben den hier aufgeflhigplikationsformen (i.a., i.p., s.c.,
I.m.) ist beispielsweise aber auch die LPS-Inhalationgeites Versuchsmodell und wird
sogar bei Menschen zur Charakterisierung von chronigtammatorischen Prozessen (Kitz
et al., 2008) oder zur Untersuchung von neuen anéirmhatorischen Signalwegen in der
Lunge verwendet (Mayer et al., 2009). Bei systemischalneGvon LPS ist allerdings zu
beachten, dass es bei hohen Dosen auch zu langfridigekten kommen kann, die im
Gehirn noch tGber Monate nachweisbar sein kdnnen (Qih,&007). Ein weiterer Punkt, der
bei der Verwendung solcher Modelle zu bedenken hlshtdass LPS nicht mit einer echten
bakteriellen Infektion gleichgesetzt werden kann.isSd_PS zwar sehr gut dosierbar, ist in
der Regel aber bereits nach einer Stunde wiederemsBiut verschwunden. In Studien, die
lebende Bakterien zur Stimulation verwenden, kammgdgen einer langer andauernde,
kontinuierliche Stimulation des Immunsystems untersweatden (Campisi et al., 2003;

Soares et al.,, 2012). Allerdings ist hier keine ganZielde Betrachtung der TLR4-
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Aktivierung mehr mdglich, da beispielsweise auch TLR@nzBeispiel durch enthaltene
Peptidoglykane vermehrt aktiviert werden durfte (Soares ,e2012).

PIPC: Dieser spezifische TLR3-Agonist wurde bereits vielfatd Modell fur virale
Infektionen verwendet (Fortier et al., 2004; Katafueh al., 2003) wie auch fur virale
Infektionen des Respirationstraktes tber intratrachi&adikation (Traynor et al., 2004). Fur
das Gehirn konnte beispielsweise unter Verwendung defewi Mimetikums PIPC eine
erhohte Empfindlichkeit fur Anfallsleiden nach irdesiebroventrikularer Injektion detektiert
werden (Galic et al., 2009). In der vorliegenden Arkennten wir die Erkenntnisse tber die
bekannte Fieber induzierende Wirkung in Ratten gene(Chuang et al., 1990; Fortier et al.,
2004). Neben seiner PG-induzierenden Wirkung konwiezum ersten Mal zeigen, dass bei
subkutaner Applikation von PIPC kein Fieber induzweerden kann (Kapitel V 1.11, 1.13).
Anscheinend sind keine oder eine nicht ausreichendel An TLR3-Rezeptoren im
subkutanen Gewebe aktiviert worden oder dort gdrtniorhanden, um solch eine Reaktion
hervorzurufen. Lediglich nach subkutaner Stimulationit Staphyloccocus aureus
Zellwandbestandteilen war solch eine fehlende stimanige Wirkung fir einen TLR-
Agonisten bisher beschrieben worden (Cartmell et @02 Die funktionelle Aufklarung der
Verteilung an TLRs ist sehr wichtig, um die Mechanisrder Wirkung besser verstehen zu
kobnnen und konnte in der vorliegenden Studie supphtiert werden (Kapitel V 1.13).
AuBerdem konnten wir nachweisen, dass sich im GegensaRS, gegeniber PIPC nur eine
partielle Toleranz entwickelt. Bei mehrmaliger Applikatioon LPS, aber auch einem Analog
fur MALP2 (FSL1) kommt es namlich zu einer graduellast volligen Abnahme der Fieber
erzeugenden Wirkung und sogar zu einer Kreuztolezaunzchen den beiden TLR-Agonisten
(Greis et al., 2009; Roth et al.,, 1997; Roth et al., 1p%ar den Toleranzeffekt gibt es
verschiedene Erklarungen. Sie beinhalten beispielwdisglerungen in der NEB
Zusammensetzung aus zwei P50 Untereinheiten anseéslleleterodimers von P50 und P65,
was schliel3lich mit niedrigeren Zytokinantworten uR@ber einhergeht (Zeisberger and
Roth, 1998). In der vorliegenden Arbeit ware ein nubgl Erklarung der fehlenden
Toleranzentwicklung gegentber PIPC durch eine ldirdurchgefiihrte Studie zu ergénzen,
die besagt, dass uUber PIPC-induziertesylNféglicherweise Toleranzentwicklung gehemmt
werden kann (Chen and Ivashkiv, 2010).

MALP2: Dieser TLR2/6-Agonist ist therapeutisch von groRRerenerésse. So wurde
MALP2 als mukosales Adjuvanz fir intranasal appliziémgfstoffe verwendet (Borsutzky
et al.,, 2003; Rharbaoui et al., 2002) und eine topigeheendung konnte die Heilung von

Hautwunden in diabetischen Mausen beschleunigen gi3edt al., 2004). In einer Studie
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konnten sogar positive Effekte durch Injektion von MAL in Pankreastumore fir die
Patienten erzielt werden (Schmidt et al., 2007). kseli Studie kam es allerdings auch zu
systemischen adversen Effekten mit Sepsis artigen AusmédR#glich waren weitere
Untersuchungen mit MALP2 notwendig, um potentielle &ehirkung besser abschéatzen zu
kénnen. In der vorliegenden Arbeit konnten wir die cil@nismen der MALP2-Wirkung
naher aufklaren. Zum einen fanden wir heraus, dass slziepps MALP2 Uber periphere
und zentrale PG-abhangige Mechanismen an der Figbeteung beteiligt ist und eher ein
moderates Fieber erzeugendes Potenzial besitzt [(Katoai.,, 2008) Kapitel V 1.6]. Zum
anderen konnten wir in einem anderen Teilprojeg&tstellen, dass entgegen friheren Studien
mit anderen Lipoproteinen (Ozinsky et al., 2000), MALRZivo wohl malRgeblich tGber den
dimeren Rezeptor TLR2/6 wirkt und TLR6 allein nicnisreichend fir seine Erkennung ist
(Kapitel V 1.2). Dies hangt wohl damit zusammen, dass MAh&2zwei Fettsauren besitzt
und zur Erkennung eine Ko-Expression von TLR2/6 notgest (Morr et al., 2002).
AuBBerdem waren die Krankheitssymptome nach LPS-Gabe TLR2KO-M&ausen
abgeschwacht, was darauf hinweist, dass TLR2 auch eineissga Beitrag zu LPS-
induzierter Inflammation leistet. Hierzu gibt es frikeStudien, die das bestatigen
(Kirschning et al.,, 1998) aber auch andere Publikahpndie eine Kontamination mit
Lipoproteinen fur die Beteiligung von TLR2 an LRR&lzierten Reaktionen verantwortlich
machen (Steiner et al., 2005a). Des Weiteren war ddicVerwendung von SHR-Ratten
(sind CD36 defizient) keine Beteiligung des RezeptGi336 bei MALP2-stimulierter,
systemischer Entzindungsreaktion und damit verbundenémankheitssymptomen
nachgewiesen worden. Anders als in friheren Studiemt&aiso die Beteiligung von CD36
an der MALP2-Erkennung nicht bestatigt werden (Hoebal., 2005). Vielmehr war sogar
die LPS-stimulierte Aktivierung von isolierten Makr@gen sowie LPS-induzierte
Krankheitssymptome bei dieser Rattenlinie im Verdgieiam Kontrollstamm (WKY) starker
beeintrachtigt worden als in den SHR-Tieren. Diesstvauf einen generellen Einfluss von
CD36 unabhangig von MALP2 auf EntzindungsreaktionanhnStimulation mit TLR-
Agonisten hin.

Imiquimod: Dieser TLR7-Agonist hat sich bisher durch sein antittiie®n Eigenschaften
ausgezeichnet (Broomfield et al., 2009; Lu et al., 2010) undewor allem beim subkutanen
Melanom eingesetzt (Ma et al, 2010). Die Applikationsweidar solche
Tumortherapiestrategien beschrankt sich fur diese Subdtauptsachlich auf topische
Behandlungen, beispielsweise durch intraepitheliale eGanf mukosale oder kutane

Oberflachen (Kapitel V 1.1)n vivo wurde Imiquimod bisher lediglich auf seine Krankheit
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erzeugenden Effekte nach intranasaler Gabe getestezu keinem Fieber aber zu Anorexie
gefuhrt hatte (Hayashi et al., 2008). Hier konntenauim ersten Mal zeigen, dass Imiquimod
im moderaten Ausmald Fieber und Anorexie flhrte umdarzsogar eine starkere
Fieberreaktion nach s.c.-Stimulation als nach i.p.-Apgiltkh. Zudem war erst eine sehr hohe
Dosis von 5 mg/kg Uberhaupt pyrogen wirksam, was ddmaufeist, dass diese Substanz bei
seiner Anwendung lediglich ein sehr moderates PotefziaNebenwirkungen zu haben
scheint. Die kuirzlich vorgeschlagene Anwendung zur aBdlung von ovarialen
Mikrometastasen durch i.p. Bauchspulung (Lavage) mit uimqd, lasst relativ wenige
negative Nebenwirkungen erwarten. In der vorliegandebeit war die Wirkung von
Imiquimod von einer robusten Induktion von INF vdlea in der Milz aber auch von INF
im Plasma begleitet. Diese Mediatoren waren wahrscheirdumindest anteilig an den
vermittelten Effekten beteiligt. Genauere Analysen Bleteiligung der einzelnen INF-Typen
an Krankheitssymptomen und dem therapeutischen Ralkteedordern weiterfiihrende
Untersuchungen. Es bleibt aber zu bemerken, dass Inoquiein vielversprechender
Kandidat fur therapeutische Ansatze bleibt, wozu un&sgebnisse fur die zukinftigen
Untersuchungen beitragen.

isati Fieberantwort
Abklrzung Rezeptor Lokalisation STAT3-Signale | PG
M o g
aus s.c. | i.pfia
TLR4 (+++) robust in
ubiquitar (Neurone,| Maus Ratte und
LPS (TLR2) | Mikroglia, Endothel)| Meerschwein, SR T
Peak bei ca. 2h
i 2 (+++) robust in
PIPC TLR3 nicht s.c.? Meerschweinchen +++ - +++
(ZNS) bei 2h
TLR2/6 (++) moderat in
MALP2 (nicht (ZNS) - ++ + ++
CD36) Ratten bei 2h, 3h
Makrophagen .
o itische Zell (+) schwach in
Imiquimod| TLR7 deélgsrglr?ge?s Secg)n, Ratten bei 2h und +(?) | ++ +
.C.7 oh
(ZNS)

Tabelle 2

Zusammenstellung des Antwortverhaltens der untersuchten TLR-Agonisten: deren

Rezeptoren, Rezeptorverteilung, STAT3-Signalintensitat, PG-Rlungspotenzial /
Abhangigkeit und Fieberantwort aufgeteilt nach Applikationsweg [Kapitel V 1.1, 1.2, 1.3,
1.4,15,1.6,1.9,1.11,1.12, 1.13; (Kong and Le, 2011) ].
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Zusammenfassend sind die verwendeten TLR-Agonistentall€a2 mit ihren respektiven

Eigenschaften und diskutierten Wirksamkeiten aufgefihrt.

4.2. Zytokine

Neben den Ergebnissen aus der hier vorliegenden Akegiitel V 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5,
1.6, 1.8, 1.9, 1.11, 1.12, 1.13) gibt es noch weitere Studiengine Beteilung von IL-6,
anderen Zytokinen und Leptin als humorale Mediatdigrdie Entstehung von Fieber und
Krankheitssymptomen bestatigen. Dabei wurden prinkpie Mechanismen der
Kommunikation zwischen Immunsystem und Gehirn bediatitie auch bei anderen
Prozessen wie chronischen Erkrankungen von Bedeutung sind.

Wahrend LPS-induzierter systemischer Entziindung keoinn¢iner Studie gezeigt werden,
dass zirkulierendes Leptin und IL-6 an LPS-induziertEBraber und sickness behavior
beteiligt ist; TNFe reduzierte lediglich die frihe Phase des Fieberszukdlierendes IL-B
hatte keine signifikanten Effekte (Harden et al., 20@ne Beteiligung von zirkulierendem
IL-6 und zentralem IL-fg an LPS-induzierter Anorexie und Lethargie sowieRi@ber konnte
kirzlich zuséatzlich durch Harden und Kollegen (20443téatigt werden (Harden et al., 2011).
Diese Zytokine konnen ihrerseits Neurone und andedéerZzen den CVOs aktivieren
(Elektrophysiologie, Kaziumimaging) und die Infornatian andere Gehirnstrukturen weiter
leiten (Desson and Ferguson, 2003; Ott et al., 2010; Wuet al., 2009). Auch zentral
gebildete Zytokine IL-6 (Chai et al., 1996; Soarealgt2012), TNk (Palin et al., 2007) und
IL-1B (Fortier et al., 2004; Harden et al., 2011) scheirmndbr Entstehung von Fieber und
Anorexie beteiligt zu sein.

Ausgehend nicht zuletzt von den zahlreichen Erkessen der Fieberforschung und der
Analyse der Kommunikationswege zwischen Immunsysterd @ehirn, werden anti-
Zytokinstrategien oder Zytokine selbst heute in demiKl eingesetzt. Bisher werden
therapeutisch beispielsweise IL-6R-Antikorper (Navaviitan et al., 2012; Tanaka and
Kishimoto, 2012) und anti-TNE(Tocilizumab) bei rheumatoider Arthritis relatii@greich
angewendet (Alves et al., 2011). Auch die Blockade N\eebp durch IL-1ra (Anakinra) wird
haufiger bei relativ seltenen ,autoinflammatorischdffankheiten verwendet (Dinarello,
2009; 2010). Interferone sind vielfach in Gebraucheumnderem bei Multipler Sklerose
(Meuth et al., 2012) und Hepatitis C (Casey and Lee2P0der bei Katzen zur Behandlung
des felinen Leuk&mievirus (Interferon omega) (Domeneeih,2011).

Hervorgehend aus der vorliegenden Arbeit konnteN#atralisation von Leptin (LAS),

wie bereits beschrieben, bei Pathologien, die mit regtdRekrutierung von neutrophilen
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Granulozyten einhergehen, von Nutzen sein (Kapitel 3\3). Therapeutisch ist eine
Neutralisation von IL-6 potentiell durch das auckrhierwendete IL-6AS eine Mdglichkeit,
um neben mechanistischen Untersuchungen in den bdsamgie Situationen, die mit
erhohten zirkulierenden IL-6-Konzentrationen eigjedren, positive Effekte zu erzielen.
Entsprechend den hier dargestellten Ergebnissen, kéahentat indirekt auch der PG-
Syntheseweg anteilig gehemmt werden, ein Konzept,heslmn vieler Hinsicht von grol3em
Interesse ist, da PGE2 (bzw. beispielweise mPGES) amabmnkheitsprozessen beteiligt
ist (Samuelsson et al., 2007). Einige Fragen bleiben médleedings noch unbeantwortet und
bedurfen weiteren Untersuchungen, bevor solch ein thdarsgieer Einsatz in Frage kommt.
Die Vielzahl an uUber STAT3-wirkenden Zytokinen rtickuletzt aus der gpl30-
Rezeptorfamile und des anti-inflammatorischen  Zyteki IL-10 oder der pro-
inflammatorischen Interferone des Typs | werfen diegErauf, wie STAT3 sowohl anti- als
auch pro-inflammatorische Effekte erzielen kann @ahall et al., 2011). Greenhill und
Kollegen (2011) konnten mit Hilfe genetisch modiézer Mauselinien mit Bezug zu gp130
zeigen, dass so genanntes IL-6 Trans-Signaling tUberHéslic6-Rezeptoren(R) vor allem
die pro-inflammatorische Wirkung von IL-6 wahrend détoxamien erklart. In anderen
kirzlich durchgefiihrten Studien konnte zudem gezegyden, dass eine Hemmung von IL-6
Trans-Signaling zu einer schnelleren Genesung von ihé&4ertem sickness behavior
beitragt (Burton et al., 2011) und altersbedingteekhfbegleitende kognitive Defekte
reduzieren kann (Burton and Johnson, 2011). Der klassiSipnalweg Uber den IL-6-
Rezeptor ware in diesem Fall eher anti-inflammatbarismd wirde die beobachteten
protektiven Funktionen von IL-6 bei starken Krankbéstiadien erklaren (Roth et al., 2004b;
Xing et al., 1998). IL-6 hemmt namlich unter anderam Rroduktion von IL-1 und TN&
und ist an der Stimulation von anti-inflammatorischen Medeat wie IL-10 beteiligt (Roth et
al., 2004b). In der eigenen Studie traten auch Hinwi@issolch einer moglicherweise anti-
inflammatorische Wirkung anhand einer verstarkten -iiRfBzierten Expression von
inflammatorischen Markerproteinen (ICAM1, MCP1, MIP2) in@KO Mausen zu Tage
(Kapitel V 1.9). In Zukunft bleibt abzuwarten, ob IL-it seinen pro- und anti-
inflammatorischen Wirkungen gehemmt werden kann, ostaeke Nebenwirkungen zu

erzielen.

4.3. Transkriptionsfaktoren

Prinzipiell sind Transkriptionsfaktoren als Zielstruldmr flr anti-inflammatorische

Therapien schon lange bekannt. In dieser so kritisétesition derde novoSynthese von
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Entzindungsmediatoren kann hier logischer Weise détktwoll eingegriffen werden, um
die Bildung von Zytokinen oder PG einzuddmmen. Inr déat sind viele anti-
inflammatorischen ~ Wirkungen durch eine Hemmung vomflammatorischen
Transkriptionsfaktoren vermittelt. Interessanter Weisesheh gerade dieses Prinzip in der
Natur bereits sehr bewdahrt. Nicht zuletzt Giben Gludammde ihre Hauptwirkung tber eine
Hemmung von inflammatorischen Transkriptionsfaktorers &ranchimont et al., 2003).
Dazu gehorend vor allem NB aber auch STATSs, die teilweise Uber eine ProteitelTo
Interaktion (crosstalk) gehemmt werden (McKay andldwgki, 1999). Im Gehirn wirken
Glucocorticoide beispielsweise aber auch hemmend diererhdhte Transkription des
negativen NkB-Regulators #Ba (Quan et al., 1997). NF-IL6-scheint dagegen sogarem d
Expression durch Glucocorticoide erhoht oder ernggdru werden (Eastman et al., 1996;
McKay and Cidlowski, 1999). Die Entwicklung von mehr z&fischen Glucocorticoid
Derivaten, die lediglich einen dieser Signalwege hemnstellt eine der Herausforderungen
der relevanten Forschung in diesem Feld dar (Framitirat al., 2003). Neben endogenen
Mediatoren werden viele Natursubstanzen aufgrund ibe&annten anti-inflammatorischen
Wirkung eingesetzt (Yuan et al., 2006). Dazu gehorh d&grcumin, welches unter anderem
den NKkB-Signalweg hemmt (Aggarwal, 2010). NB~Inhibition ist aul3erdem eine bewéhrte
Strategie, Fieber zu hemmen (Lee et al.,, 2003b). RFeide(P) ein weiterer Naturstoff
wurde in der hier vorliegenden Arbeit als ®B-Inhibitor eingesetzt. Dieses sesquiterpene
Lactone ist die hauptaktive Substanz von Heilpflapzerelche mexikanische Indianer
beispielsweise bei Hautinfektionen einsetzten (Yuaalet2006). Es wurde unter anderen
aber auch bereits als Therapeutikum bei Migrane umndKzabsbehandlung verwendet
(Anderson and Bejcek, 2008; Kawasaki et al., 2009; Tafisetal., 2005). Bisher gab es
allerdings keine Daten dartber, ob P tatsédchlich @ikt auf das Gehirn wirken kann,
obwohl eine gute BBB-Permeabilitat aufgrund des diplen Charakters zu erwarten ist
(Pandey et al., 2008; Tassorelli et al., 2005). Tatsdckbonten wir zum ersten Mal zeigen,
dass P auch im Gehirn den fB-Signalweg und Fieber reduzieren kann. Aul3erdem wdr auc
die NF-IL6-Expression signifikant verringert; nichtealmer STAT3-Signalweg, obwohl eine
hemmende Wirkung von P fir STAT3 in friheren Stodjezeigt werden konnte (Sobota et
al., 2000). Die direkte Wirkung von P auf Zellen imh@e konnten wir zusatzlich in
Experimenten an primaren neuroglialen Kulturen @@¢LT bestatigen. Da in dieser
Gehirnstruktur eine unvollstandige BBB vorliegt, sind dellen direkt P ausgesetzt. LPS-
induzierte Konzentrationen von IL-6 und Tdurden sowohl im Plasma als auch in den

Uberstanden der Kultur signifikant gehemmt. NebenreReduktion der Schliisselenzyme
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der PG-Synthese (COX2, mPGES) hatte P auch signiékafiekte auf die Expression von
Markern flr mitochondrialen Stress im Gehirn, namR¢&Cl und NRF1. Insgesamt scheint
also P Uber eine Hemmung peripherer und zentraltakifye und vielleicht der Reduktion
von oxidativem Stress sowie des PG-Wegs moderate podiifekte auf Fieber und
Krankheitssymptome zu bewirken. Peripher applizidftdgat unseren Untersuchungen nach
therapeutisches Potenzial fir die Behandlung von inflamnsahen Prozessen im Gehirn.

In einer anderen hier vorliegenden Teilstudie komvi&r die Hypothese aufstellen, dass
der negative NF-IL6-Regulator Tribl moglicherweide ao genanntes ,Stopsignal® der
Entziindungsreaktion im Gehirn fungieren konnte (Kdpr 1.5). Seine hemmende Wirkung
auf die NF-1L6-Aktivitat war in einer friheren Studim@eutig gezeigt worden (Yamamoto et
al., 2007). Wir fanden heraus, dass Tribl am Ende derniishingsreaktion im Gehirn
parallel zum Abklingen des Fiebers signifikant in seiB&pression ansteigt. Demzufolge
waére Tribl ein gutes Ziel flr weitere Untersuchungam eventuell seine Funktion gezielt
nutzbar zu machen. Zusatzlich ist bei der mdglichenleRoon NF-IL6 fur die
Aufrechterhaltung der Entzindungsreaktion im Gehmoch zu bemerken, dass wohl
Zytokine wie IL-10 und INF zellspezifisch das Verh#trvon aktivierendem LAP zu
inhibierendem LIP verschieben konnte (Tanaka et @D5Q2 Die Aufklarung der Regulation
und Rolle dieser Veranderungen ist ebenfalls fir weifensatze zur potentiellen Therapie
von Bedeutung. Nicht zuletzt ist NF-IL6 auch bei MraReplikation im Gehirn von
Bedeutung und deshalb ein interessante Zielstruktutigeer Hinsicht (Dudaronek et al.,
2007; Lee et al., 2001). Inhibitionsstrategien fur STASI3 unter anderem Ziel laufender

Arbeiten und werden im Ausblick kurz erlautert.
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Abbildung 13

Schematische Darstellung der Kommunikationswege zwiseh Immunsystem und Gehirn
aus dem Schrifttum (Kapitel 1 1, Abbildung 1) entsprechendergénzt um die neuen
Ergebnisse dieser Arbeit. Speziell wurde unter andere die Rolle von zirkulierendem IL-6,
Leptin und TLR-Agonisten fir den PG-Syntheseweg und gesmische Aktivierungen
(inflammatorische Transkriptionsfaktoren) untersucht, sowie in zwei Teilprojekten die
Rolle von Leptin beim zellularen und beim neuronalen Signaleqg.
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5. Thesenartige Zusammenfassung der Ergebnisse

A

TLR-Agonisten besitzen therapeutisches Potenzial und sindightige
Versuchsmodelle

LPS ist das é&lteste und am besten untersuchte Versuchbnsydemischer
Inflammation

PIPC ist ein wichtiges virales Mimetikum

MALP2 hat Potenzial zur Therapie von Wunden und Tumoren

Imiquimod ist der beste Kandidat zur lokalen BehandlungN&rabhangige Prozesse
Diesen TLRs liegen konservierte Mechanismen zugrunde

Zytokine bestimmen Physiologie und Pathophysiologie vonrnkheiten

Die Wirkung hangt von der Zusammensetzung, dem Zytokinmalteu

IL-6 ist das wichtigste zirkulierende Zytokin, Leptiist eher als Modulator
inflammatorischer Prozesse zu verstehen

Interaktionen zwischen den einzelnen Mediatoren machen ekt &ifis

Transkriptionsfaktoren

C1 STAT3 ist ein guter akuter Aktivitatsmarker im Gehirn fir v iele
JAK/STAT stimulierenden Mediatoren

Gehirnstrukturen / Zellphanotypen sind differenziert zndodten

STAT3 ist wichtig fur die Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktio

C, NFkB

- kommt ubiquitar vor und ist essentiell fir die Induktionanfinatorische Prozesse
Interaktion mit STAT3 und NF-IL6 bestimmen die Wirkung

Cs NF-IL6

- besitzt &hnliche Zielstrukturen wie STAT3

- kolokalisiert nur teilweise mit STAT3 und NB

Es gibt komplexe Interaktion mit STAT3 und RFNF-IL6 ist durch diverse Stimuli
aktivierbar bzw. als unspezifischer langfristiger Aktivierungsmiagki sehen; NF-IL6
spielt eine Rolle bei der Aktivierung der Stress-Achse
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6. Schlussfolgerung und Zukunftsperspektiven

Das Wissen Uber Stimulantien des angeborenen Immunsystienden TLR-Agonisten ist
noch immer liickenhaft. Gerade Tier-spezifische Untédeh wie hier zumindest fir Ratten,
Méause und Meerschweinchen (beispielsweise STAT3 oderP@iVeg) in Ausziigen
untersucht, sind zum Teil vollig unbekannt. Dabei solkelche Unterschiede nicht zuletzt
eine grol3e Rolle im Rahmen des ,,One Health Konzesaiglen (Currier and Steele, 2011).
Hinzu kommt, dass Speziesbarrieren bei Zoonosen Ubdesmuwverden und gerade hier die
Unterschiede der Immunantwort ermittelt werden sollimd zwar unter standardisierten,
vergleichbaren Bedingungen. Fir solche Untersuchubget sich die Verwendung der gut
dosierbaren TLR-Agonisten natirlich an. Neben den higtersuchten exogenen TLR-
Agonisten sind aber dabei auch endogene Agonistenrdiage von grofRerem Interesse.
Dazu gehoért unter anderem high-mobility group boXHMGB1), welches tber TLR4
vermittelt systemische Inflammation bei Organtraumiaevy et al., 2007) und bei
ischamischem Trauma im Gehirn am Entzindungsgeschedteitigt ist (Kim et al., 2006;
Muhammad et al., 2008). Auch die Befunde aus der veridgn Arbeit, dass Spezies
spezifisch IL-6 offensichtlich unterschiedliche Schemekonzentrationen bendtigt, um Fieber
zu erzeugen und die LPS-Sensitivitat ebenfalls jennBierart unterschiedlich ist, sollten
weiter untersucht werden (Kapitel IV 2). Dies sind Bagh, die die Kommunikationswege
zwischen Immunsystem und Gehirn in den einzelnenaifiesmt beeinflussen. Dazu kommt,
dass das Wissen um die Wirkung von psychischem und phgsisBiress sowie Einflissen
der Erndhrung auf neuro-immune Interaktionen lubkdéinist und in Zukunft auch in eigenen
weiterfihrenden Projekten untersucht werden soll. &eitStressoren wie Altern und
Obesitas sowie sportliche Aktivitaten und deren Wirkumg Inflammation im Gehirn
gehoéren zu den zentralen Eckpunkten solcher geplddtéersuchungen. In Teilen liegen
bereits erste Ergebnisse vor und sollen hier zumindast Zeil in Auszigen als
Zukunftsperspektive skizziert werden.

1) Strategien zur Inhibition von Transkriptionsfaktoren: Zur weiteren Untersuchung
des JAK-STAT und des NF-IL6-Signalweges wurde AG49%Qveadet, um die Rolle dieser
zwei Transkriptionsfaktoren fir Fieber und Krankhgitsptome naher zu analysieren. Die
Ergebnisse zeigen, dass die intrazerebroventrikulare @Gab AG490 bei LPS-induzierter
systemischer Entziindung zu einer Dissoziation der Kwitdsymptome fuhrt. Unter dem

Einfluss dieser Substanzen wurde das Fieber verstarkt gibiehzeitig die begleitende
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Adipsie und Lethargie reduziert bzw. aufgehoben eatfass die Anorexie beeinflusst worden
wére. Diese Veranderungen waren von einem abgesctemaBti-Syntheseweg im Gehirn
und verringerter hypothalamischer Expression des aftéinnmatorischen Zytokins IL-10
begleitet. Die Befunde zeigen bereits, dass Adipsie uatbrexie offensichtlich
unterschiedlich reguliert werden. Insgesamt kdnnteEtlesatz von AG490 als therapeutische
Strategie interessant sein, weil es die als protektiusaiende Fieberwirkung verstarkt aber
Lethargie und Adipsie abschwéchen kann. UntersuchungeMF-ILEKO Mausen sollen
schlieBlich  weitere  Erkenntnisse Uber die Bedeutungesedi so wichtigen

Transkriptionsfaktors bringen und sind in Bearbeitung.

2) Psychischer Stress im Vergleich zu TLR-Stimulation: Aufbauend auf den
Beobachtungen, dass NF-IL6 in Strukturen der HPA-Actkswiert wurde, erfolgten prazise
immunhistologische  Analysen  der  Aktivierungsmuster  vomflammatorischen
Transkriptionsfaktoren in eben diesen Strukturen. Neddeer Kolokalisation von NF-IL6 in
ACTH-positiven Zellen, konnten wir in Primarkultureles Hypophysenvorderlappens diese
Ergebnisse einer LPS-induzierten Stimulation bestétiged fanden aul3erdem Hinweise auf
eine Beteiligung von NF-IL6 an der LPS-stimuliert@MNFa-Produktion in Folliculo-
stellataeZellen. Interessanter Weise konnten wir nach einemhpsgteen Stimulus in Form
eines Kafigwechsels (,novel environment®), der ebesfaflit Fieber einhergeht, ebenfalls
eine zeitlich koordinierte Aktivierung von NF-IL6n i Gehirnstrukturen der HPA-Achse
detektieren (PVN, Hypophyse). NF-IL6 scheint also &ide fir verschiedene Formen von

Stress zu spielen. Dies ist Bestandteil weiterer Untersuchungen.

3) Einflisse von Altern und Obesitas auf die Kommunikatn zwischen Immunsystem
und Gehirn: Als physiologische Stressoren sind sowohl Altern wie alahdamit zunachst
einhergehende Ubergewicht bekannt dafiir, die Komkatioin zwischen Immunsystem und
Gehirn zu beeinflussen. Bisherige Ergebnisse konnterkeiee Beteiligung von oxidativem
Stress fur die verstarkten Krankheitssymptome, wie siealten Menschen und Tieren
auftreten, verantwortlich gemacht werden. Des Weiteoteint anders als bei jungen Ratten
bei alten Ratten aber die verstarkte inflammatorisétrgwort im Gehirn und Blut
(zirkulierenden Zytokine) von erhdhten LPS-indutaar Leptin-Spiegeln begleitet zu sein.
Dies kdnnte ein bisher tibersehener wichtiger Faktar, zeimal in vorhergehenden Studien
eine Rolle fur Leptin bei der Kommunikation des Immaystems mit dem Gehirn eindeutig
gezeigt wurde (Kapitel V 3). Mit Hilfe des LAS und Kullen von Fettgewebe junger und
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alter Ratten, sollen die Ursachen und Mechanismen dieseresse weiterhin genauer

aufgeklart werden.

4) Sport als anti-inflammatorische Strategie bei Ubegewicht In Kooperation mit dem
Institut fur Sportmedizin der Justus-Liebig-Universit@iessen werden Analysen von
Gehirnen von Mausen durchgefiihrt, die entweder Dddrert fettleibig oder
normalgewichtig sind und verschiedenen chronischeminigseinheiten unterzogen werden
(Krafttraining, Ausdauertraining, Kontrollen). Dieddntersuchungen sollen Aufschluss
dariber geben, ob und in welchem Umfang Sport disbAdung von entzindlichen

Veranderungen im Gehirn beeinflussen kann.
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INFLAMMATORY GENES IN THE HYPOTHALAMUS AFTER SYSTEMIC
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Abstract—The Toll-like receptor 7 (TLRT) agonist Imiguimod
is used for topical treatment of skin cancers, We studied the
consequences of injections of imiguimad into a
ous (s.c.) air pouch or of intraperitoneal (i.p.) injections on
the manifestation of fever, sicl behavior, and the periph-
eral and brain-intrinsic induction of a variety of inflammatory
molecules. Rats were given imigimod s.c. or i.p. (1 or &
mg/kg). Body lemperature, motor activity, and food and water
intake were recorded by telemetric devices Peripheral and
brain-intrinsic induction of infl t diators was ana-
lyzed by real-time polymerase chain rear.tlun (RT-PCR), bio-
assays, enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs), and
Immunohistochemistry. Imiquimod is the first TLR-agonist to
produce morea potent effects with s.c. than i.p. administration.
Peripheral induction of interferons (IFNs) and putative circu-
lating pyrogens corresponded to the magnitude of the iliness
responses. In the brain, an expression of cytokines (TNFw,
IL-1, and IL-6) and inducible forms of enzymes for prosta-
glandin E2 synthesis (COX-2 and mPGES) occurred, which
was accompanied by a derate activation of the transcrip-
tion factors NFwB and STAT3, and a strong activation of the
transcription factor NF-IL8, in cells of specific areas with an
open blood-brain barrier. These infi Yy rasp

noted within the brain were more marked after s.c, adminis-
tration, than i.p. administration of imiquimod. At a dose of 5
malkg, imiquimod causes rather moderate brain-inflamma-
tory resp . which are related to peripheral IFN-expres-
sion and possibly mediated by brain-intrinsic activation of

' These authors contributed equally ta this werk.
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Innate immune recognition is mediatled by a system of
germline-encoded receptors thal recognize conserved mo-
lecular patterns associated with microbial pathogens.
These so-called Toll-like receptors (TLRs) are coupled to
signal transduction pathways that control expression of a
varlety of inducible immune-response genes (Uemalsu
and Akira, 2006; Beutler, 2009). The ability of TLRs to
initiate and propagate inflammation makes them attractive
therapeutic targets. Distinct TLR agonists have thus been
used as agents for cancer treatment (Schmidt et al., 2007;
Adams, 2009), as adjuvants for improved elimination of
infracelluler pathogens (Borsutzki et al,, 2003; Rajagopal
et al., 2010), and as inducers of endogenous mediators
that might accelerate wound healing (Deiters el al., 2004)
or reduce the severity of autoimmune diseases (O'Brian et
al., 2010). Depending on the route of administration of a
given TLR agonist, a marked systemic or local inflamma-
tary respaonse will develop thal may affect multiple organs
including the brain. Some TLR agonisls even have the
capacily to cause a life-threatening septic shock-like state
and may contribute to organ dysfunclion remote from the
site where beneficial effects are desired (Levy et al., 2007;
Schmidl et al., 2007; Steiner et al., 2011).

With special emphasis on the manifestation of brain-
controlled illness responses, including fever or anorexia,
data from several studies have shown that agonists of
distinct TLRs differ in their capacities to induce a localized
versus a systemic inflammatory response in vivo. Systemic
inflammation can be mimicked by intraperitoneal injectians
of a given TLR agonist, whereas injections of such sub-
stances into a subcutaneous air pouch have been used as
a model of a local inflammatory response (Miller et al.,
1897; Zhang et al., 2008). Such a property of the air pouch
is based on the observations that virtually all of the injected
lipopolysaccharide (LPS) was recovered from the pouch,
and that LPS was undetectable in plasma at any time after
its intrapouch administration (Cartmell et al., 2001).

Clearly, the TLR4 agonist LPS is the mosl potent in-
ducer of brain-controlled sickness-type responses afteri.p.
or intrapouch administration, even at moderate doses
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(Ross et al., 2003; Rummel et al., 2004). TLR2/6 agonists
show similar, perhaps less pronounced, effects when com-
pared with LPS (Galanos et al., 2000; Hlbschle et al.,
20086; Knorr et al., 2008; Greis el al,, 2007, 2002). TLR3
agonists, such as polyinosinic:polycytidylic acid (Paoly |:C),
however, induce fever, sickness behavior, and cylokine
synthesis when Injected systemically, but not when in-
jected s.c. (Cartmell et al., 2002; Fortier et al., 2004; Voss
et al., 2006). In terms of TLR7 agonists, there is only one
study in mice which has investigated its effects on brain-
controlled sickness responses. Intranasal administration of
a TLR7 ligand (9-benzyl-8-hydroxy-2-[2-methoxy-ethoxylad-
enine) falled to induce fever but caused anorexia (Hayashi et
al., 2008).

Onginally, guanesin-rich single-stranded RNA was iden-
tified as a ligand for TLR7 (Heil &t al,, 2004), and it has been
suggested that innate antiviral responses are achieved via
TLR7-mediated recognition of single-stranded RNA and sub-
sequent induction of interferons (IFNs) (Diebold et al,, 2004),
Activation of TLRT occurs intracellularly, namely in the
endosomal compariments of dendritic cells and macro-
phages (Blasius and Beutler, 2010).

The guanosin analog imiquimod proved to be a specific
activator of TLR7, and thus this substance represents an
excellent tool to study the role of TLR7 under various
pathophysiological conditions (Lee et al., 2003). Several
beneficial effects of imiquimod have been reported, includ-
ing antitumor effects (Broomfield et al., 2009; Lu et al,,
2010; Ma et al,, 2010) and antiviral activities (Miller et al.,
2008). Interestingly, strong beneficial effects of imiquimod
on subcutaneous melanoma cells were observed (Ma el
al., 2010}, and topical trealments with this drug focused on
intraepithelial neoplasms of cutaneous and mucosal sur-
faces (Hengge and Stark, 2001; Green et al., 2008;
Broomfield et al., 2009). Thus far imiguimod has not yet
been lested with regard to its capacity lo induce inflamma-
tory responses within the brain or brain-controlled signs of
illness after i.p. or s.c. treatments /n vivo, Given, that
imiquimod is most effective within 2 local cutaneous/sub-
cutaneous compartmenl, syslemic investigations on its af-
ferent signaling to the brain and on putative subsequent
brain-mediated inflammatory responses seem warranted.
The primary goal of this study was therefore to compare
the induction of inflammatory mediators in the periphery
and in the brain of rals in response to i.p. or s.c. (intrap-
ouch) injections of imiquimod and to analyze the manifes-
tation of brain-controlled iliness responses. We demon-
strate that imiquimod is the first TLR-agonist investigated
lo dale, which induces more potent inflammatory re-
sponses when administered into the pouch to that noted
when administered into the abdominal cavity. We further
shaow that even when given at a comparably high dose, this
drug does not induce severe sickness responses or even
shock-like states, but rather produces a moderate activa-
tion of inflammation-related transcription factors in brain
sites with an incomplete blood-brain barrier and fever-
relaled genes in the hypothalamus.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals

The study was performed in mals Wistar rats with body weights in the
range of 170-185 g. Experiments were camied out in accordance
with the local Ethics committee (sthics approval number Gl 18/2—Nr.
43/2009), Every effort was made to reduce the number of animals
used and to minimize animal suffering (analgesic treatment pre- and
post-surgery with 2mg/kg meloxicam, Boshringer, Ingelheim, Ger-
many), After surgery animals were housed individually in & temper-
ature- and humidity-controlled climatic chamber (Weiss Umwelttech-
nik GmbH, Typ 10°US/+5 - +40 DU, Reiskirchen, Germany), which
was adjusted to 25 "C and 50% humidity. The rats had constant
actess to water and were fed with powdered standard laboratory
chow ad libitum. The use of speclal cages with water bottles and food
supply dishes placed on balances (AccuScan Instruments, Colum-
bus, OH, USA) allowed continuous monitoring of food and water
intake. Artificial fights were on from 7.00 AwM to 7:00 FM. Body weight
was determined once per day (—9:00 to 9:30 am). Surgery was
performed on animals to implant biotelemelry transmitters (men-
tioned later in the aricle} al least one week before the expeariment,

Measurement of body temperature and motor activity

Abdominal temperature of rats was measured using biotelemelry trans-
mitters {(model PTD-4000 E-Mitter; Mini-Mitter, Sunriver, OR, USA) im-
planted inte the abdominal cavily at leasl one week befom the exper-
menl. Before the surgery, rats were anesthetized with 100 mgig ket-
amine hydrochlonde (Albrecht, Aulendorf, Germany) and § malkg
wylazine (Bayer Vital, Leverkusen, Germany). The output (frequency in
Hz) was monitored by a receiver placed under each cage (model ER-
4000 radio receivers; Minl-Miftar). A data acquisiion system (Vilal View,
Mini-Mitter) was used for automatic control of data ecllection and anal-
yeis. Body temperature was continuously recorded at S-min intervals.
For analysis and graphical documentation, temperature data at time
intervals of 15 min were used. Motor activity of rats was measured using
the same hiotelemelry system d | before. Changes in activity
were detectad by changes in the pasition of the implanted transmitter
aver the receiver board. This resulted in a change of the signal strength,
which was detected by the receiver and recorded as a pulse of activity,
Activity pulses were counted every 5 min and calculaled as a cumulative
measure of daytime or nighttime activity (activity counts per 12 h).

Measurement of foed and water intake

Food intake and drinking behavior were monitored telemetrically,
at 5-min intervals, using special cages equipped with water bottles
and food supply dishes placed on balances, which in tum were
connected via a Diet Scan analyzer lo a personal computer (Ac-
cuScan Instruments, Columbus, USA). The AccuDiet software
package was used lo record lhe data used for graphical and
statistical analysis. Cumulative food and waler Inlake over 5 min
were combined Into cumulative measures of food and waler intake
over a 24-h period. Therefore, the final data shown represent the
cumulative food @nd water intake in grams per 24 h.

Drugs

Lyophilized imiquimod (RB37; InvivoGen, San Diego, CA, USA)
was reconstituted in sterile endotoxin-free water at a concentra-
tion of 1 ma/ml according to the manufacturer's instructions.
Doses of 1 mg/kg or § mofkg were used for |.p. or intrapouch
injections. Imiquimod has been shown to activate only TLR7, but
not TLRE or other TLRs (Lee et al., 2003).

Treatments and experimental protocols

Experiment 1: Fever and sickness behavior responses 1o sys-
femic (ip.) or subcutaneous (air pouch) infections of fmiguimod,
Immediately afler placement of a biotelemelry transmilter into the
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abdarrinal cavity (afarementioned in the article), a subcutaneous
alr pouch was larmed in aboul 50% of the rals used for this study.
A volume of 20 ml of air, sterflized by passing throligh a 0.7 um
filter (BD Plastipak; Bechion-Dickinson, Heidelberg, Germany).
was injected Into the suboutaneous tissue of the dorsal midline,
caudal to the scapulae. Thres or two days bafore the axperiment,
the air pouch was reinflaled with anothar 10 mi of slerile air. This
madel has been used previously by us (Knom e al,, 2008, 2010}
and by olhers (Miller et al., 1997; Canmeli et al., 2000; Zhang el
al., 2008} to induce a localized inflammatory responsa in rats, One
week after surgery, imiquimod was injected i.p. or into the air
pouch at a dose of 1 or & ma/kg. To achieve a good distribution of
the substance within the abdominal cavity or the air pouch, the
injection volume was adjusted to 1 ml. Control rals were injected
with 1 ml solvent (Ampuva aqua ad injectionerm, Fresenius, Bad
Homburg, Germany). All injections were performed at 2100 am, 2 b
after the start of the “light on” period. Groups of six ta elght rats
were used for these expenments. Body weight and food and water
intake were determined immediataly before the respective injec-
tion (day 0) to oblain the basal values of these parameters cumu-
lated over the previous 24 h, Further measurements of these
parameters were performed 24 h and 48 h after the injections of
imiguimod or solvent (days 1-2). Body temperature and motor
aclivity were conlinuously recorded over the experimental period
(days 1-2) starling 2 h before the respective injections,

Experiment 2: Concentrations of cytokines in plasma and
lavage from the site of localhized sub s infl Tation.
Separate groups of rals (n=23-5 per group and time point) were
treated with imiguimod or solvent as described in the protocal for
experiment 1. At selected time intervals of B0 min, 120 min, and
for the high dose of imiquimod alse 360 min, afler the injection of
imiguimod or vehicle, blood from the systemic circulation was
taken from all rats. In addition, lavage fluid from rats equipped with
a subcutanenus alr pouch was collecled. Briefly, \he rals were
anesthetized about 5 min before the respective sampling time with
sodium pentobarbital (0.5 ml i,p., Narcoren; Merial, Hallbergmos,
Germany). Blood was collecled by cardiac punciure, and sampling
of the inflammalory exudate wilhin the pouch was achieved by
rinsing the pouch with 1 mi of sterlle phosphate buffered saline
(PBS). Blood and lavage fluld were Immediately centrifuged.
Plasma and supernatant were stored at —70 "C for later determi-
natiori of TNFa, IL-6, and IFNy,

Experiment 3: Preparation and p ing of liver, spleen,
and brain tissue for immunohistochemistry (IHC) and real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR).  Twao or six hours after an
i.p. or Intrapouch injection of imiquimod or solvent (m=3-4 per
group and lime point), animals were deeply anesthelized with
sodium pentobarbital (0.5 ml i.p., Narcoren; Merial, Hallbergmos,
Gaermany) and transcardially perfused with 200 m| ice-cold 0.9%
saline, and their brains, livers, and spleens were quickly removed,
frozen in powdered dry ice, and stored at =70 *C,

Far IHC, coronal 20 um brain sections were cut on a cryostat
(model HM 800, Microm, Walldorf, Germany) and thaw-mounted
onlo paly-L-lysine-toaled glass slides. Seclions (nine per animal
and brain area) were prepared from the organum vasculosum
laminae terminalls (OVLT), located rostrally from the preoplic-
anlerior hypothalamus and from the ares postrema (AP), located
in the brainstem as a component of the dorsal vagal complex
according to the stereotactic atlas of the rat brain (Paxinos and
Watson, 1998). To perform IHC and RT-PCR from the same
brains, another remaining 25 consecutive frozen 80 um sections
of each hypothalamus [bregma —0.26 al the beginning of median
preoptic nucleus to bregma —2.30 mm at the beginning of arcuate
nucleus according to Paxinos and Waltson (1998)] were stapled
and also thaw-mounted on glass slides, the hypothalamus dis-
sected and used for RNA-gxtraction. From the liver and spleen
samples, 10-15 consecutive frozen B0 um seclions were pre-

pared, like the sections prepared for the hypothalamic tissue, and
used later for extraction of RNA.

Real-time PCR

Total RNA of the collected tissue sections from spleen, liver, and
hypothalamus was isolated using TRIzol (invitrogen, CA, USA) ac-
cording to the manufacturer's protocol, One microgram of total RMA
was transcribed into DNA, using 50 units of munne Laukemia virus
[MULV] Reverse Transcriptase, 50 uM of random hexamers, and 10
mh of dNTP mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), in a
total reaction violume of 20 ul. After reverse transcription, quantitative
real-lime PCR was performed in duplicale using preoplimized primer/
probe mixture (TagMan Gene Expression Assay, Applied Biosys-
tems) and TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
on a StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). The
CcONA quantiies betwesn different reactions were nommalized by mea-

of the housekeeping gene f-actin (catr 4352340E, Applied
Biosystems) as a reference. The sample values represeni x-fold difier-
ances from a control sample (given as a designated value of 1) within
the same experiment. Assay |Ds for the analyzed genes are
as lollows: IFN« (Rn02395770_g1), IFNA (Rn00569434 1),
IFNy (Rn0D0S34078_m1), TMFa (Rn99999017_mi), IL-1p
(Rn00580432_m1), IL-6 (Rn01410330_m1), I«Ba (Rn01473658 g1},
SOCS3 (Rn0DSB5674_s1). NF-ILE (Rn0DB24635 s1), COX2
{Rn00568225_m1), and mPGES1 (RnD0ST2047_m1). Each sample
was run in duplicate.

Measurement of cytokines

Cylokine analysis was performed with plasma and subcutaneous
lavage samples from rats stimulated either with imiguimod or
sterile water. Determination of TNFa was achieved by a bloassay
based on the cyloloxic effect of TNF« on the mouse fibrosarcoma
cell line WEHI 164 subclone 13 (Espevic and Nissen-Meyer,
1986). The assay was performed In sterile, 86-well microtiter
plates, Serial dilutions of biclogical samples or different concen-
trations of a murineg TNF« slandard (code 88/532; National Insti-
tute for Biological Standards and Conltral, South Mimms, UK) were
incubated for 24 h In wells that had been seeded with 50,000
aclinomygin D-treated WEHI cells. The number of surviving cells
after 24 h was measured by use of tha dimethylthiazol-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) colorimetnic assay (Holt et al., 1991),
Plasma samples were prediluted so that serial dilution of samples
and standard dilution curves were parallel. The detection limit of
the assay, after considering the dilution of samples into the as-
says, was 6 pg/ml TNF.

Determination of IL-6 was achieved by a bioassay based on the
dose-tdependent growth stimulation of IL-6 on the BS hybridoma cell
line (Aarden et al., 1987). The assay was performed in sterile, 35-well
microfiter plates, In each well, 5000 BY cells were incubaled for 72 h
with serial dilutions of biological samples or with different concentra-
tions of a human IL-6 standard (code 89/648; National Institute for
Biological Standards and Control), Plasma samplas were prediluted
s0 that serial dilution of samples and standard dilution curves were
parallel. The number of cells in each well was measured by use of the
MTT assay (as described before in the article), The detection limit of
the assay, after considering the dilution of samples into the assays,
was 3 international units (IU) IL-B/ml,

Rat IFN-y was measured by an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kit (Holzel Diagnostika; Koln, Germany), which rec-
ognizes both natural and recombinant ral IFNy. The assay was
performed according to the manufacturer's instructions. The mink-
mum detectable dose of rat IFN-y was about 10 pa/ml.

Immunohistochemistry

On the day of the experiment, tha frozen brain sections were briefly
alr dried at room temperature for 7 min and then immersion-fiked in
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2% paraformaldehyde (Merck, Darmstadl, Germany) diluted In PBS
for 10 min al room lemperature (RT). After lhres consecutive washes
in PBS, ihe sections were treatad for 1 h at RT with & blocking
solulion consisting of PBS, containing 10% normal donkey serum
{NDS; Biozol, Eching, Germany) and 0,3% triton X-100. The seclions
ware incubated with the primary rabbit anti NF-ILE palyclonal 1gG
{1:5000; eal, se150; Sanla Cruz Biolechnology, CA, USA), tha rabbit
anti-STAT3-antibody (1:2000; cat no. sc-482; Santa Cruz Biotech-
noiogy). the goat antl NFxB. pelvelonal 19G {1:500; cal no. sc-372;
Santa Cruz Blotechnology), and the sheep anti van Willebrand (vWY)
polyclonal 1gG (1:3000; cat no. A ODB202; Dako GmbH, Hamblrg,
Germany) for 20—22 hat 4 *C, followed by three consecutive washes
in PBS, and visualization with Cy3-anti goat 1gG (cat. 705-165-147.
Jackson ImniunoResearch, West Grove, PA, USA) and Alexa-
48B-conjugaled anll rabbil 1gG (eal. AZAT1055; MoBiTec GmbH,
Géittingen, Germany). after a 2-h incubation at RT and 8 1:500
dilution in blocking salution for sach secondary antibody. Sections
ware countersiained with the nuclear 4.6-diamidine-2-phenylin-

dole (DAF!) stain (Mobiteo GmbH, Gattingen, Germany) for 10
min, using & 11.000 dilulion in PBS lo clearly visualize the tissue
surrounding the signal and to demonsirate the nuclear localization
of NF-ILE-, STAT3-, and NF«B-immunareactivity. Finally, all sec-
fions were coverslipped (olass coverslips) using a glycerol/PBS
solution (Citiluor LTD, London, UK) and stored at 4 "C until
mitroscoplc analysis was parformed. These anlibodles have bean
used previously, and respective contral preabsorblion experi-
ments have confimed the specificity of the signals observed
(Hlibschle et al., 2001, Nadjar et al., 2003; Rummel et al,, 2006;
Damm et al., 2011).

Sections were analyzed using a conventional light/fiuorescent
Olympus BX50 microscope (Olympus Optical, Hambury, Ger-
many) equipped with the appropriate filter sets to detect the fluo-
rescent conjugates Cy3, Alexa-488, and DAPI. Images were laken
with a black and white Spol Insighl camera (Diagnostic Instru-
ments, Visitron Systams, Puchheim, Germany) using the Meta-
Morph 5,06 software, Image ediling software was used to combine
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the (ndividual images into the redigreen/blue color figure plales
{MalaMorph 5.05), to adjust brighiness and contrasl, and to slore
he images as TIFF files (Adobe Photoshop 5.5).

Evaluation and statistics

In graphs of the thermal responses of rals to injections of imi-
quimad or solvent, the mean abdominal tamperaturas were plol-
led against lime and expressed as means= SE at each time poim,
Abdominal lemperalures were compared between dilferenl
groups over ime by 2-way repealed-measures ANOVA followed
by an all pairwise Banferroni's mulliple comparison pest hoe tes|
A slalistical significance was acoepled for P<0.05

Cancentrations of bioactive cytokines in blood, relalive axpras-
sion of inflammalory marker molecules, and cumilalive data on food
and watar intaks were compared between imiguimod-treated and
conlrol animals by 1-way ANOVA followed by Schaffe's post hoc lest
Because the values for bioactive cylokine concentrations are not
narmally distributed, a log Iransformation of the TNF- and IL-G-values
was performed before the statistical calculation. All data were ana-
lyzed using StatView sofiware 4.57 (Abacus Concepls, Berkalay,
CA, USA).

RESULTS

Imiquimod induces brain-controlled illness
responses of moderate potency

In the first experiment, we evaluated the putative manifes-
tation of fever and oiher sickness responses after subcu-
taneous (5.c.) intrapouch administration or afler systemic
(l.p.) injection of imiquimod at doses of 1 or & ma/kg as well

as solvent (aqua dest,). Abdominal lemperature (T} was
continuously recorded and evaluated from 2 h hefore until
24 h after the respective Injection (Fig. 1).

In control groups lreated with salvent s.c. (A) ori.p. (B),
the normal circadian rhythm of rats’ body temperature with
higher nighttime temperatures remained undisturbed. In-
jections of 1 mg/kg imiquimod caused a slight but, not
significant, elevation of T, during the day of injection (A,
B). Rats treated with 5 mg/kg imiquimod s.c. or i.p. devel-
oped a fever over the day of injection, which showed some
fluctuations. The imiquimod-induced febrile response was
more pronounced when the drug was injecled s.c., but
irrespective of the route of administration, T4 marginally
exceeded 38 “C, so the observed fever can be categorized
as moderate, Before (ip. injections, B} or during (s.c.
injections, A) the subsequent night, body temperature of
both imiquimod-treated groups reached values that could
no longer be discriminated from those of control rals.

Cumulative motor activity of rals followed a character-
istic pattern with lower daytime (1000-2000 activity counts
per day) when compared with nighttime activity (4000-
5000 activity counts per night). This activity rhythm was not
disturbed or impaired by treatment with imiquimod, even at
the high dose of 5 mgfkg (not shown).

Within the 24 h before the respective injections, rats
consumed 17.5-19 g of powdered laboratory chow. Only in
rats treated with the high dose of imiquimod, the amaount of

food and water intake

subcutaneous
localized stimulation
é‘ a 5 b a a
=)
2, a
-
E 1
day 0 day 1 day 2
z a
o a 4 a a a
£
g2
g1
m
E
day 0 day 1 day 2

[ imiquimod
[ squa dest.

intraperitoneal
systemic stimulation
25

_'i? a @ b 4 a
= a
® 1
g 1
=
o
# 0

day 0 day 1 day 2
%
“é & a a 4 a
2
o
E
51
m
L

day 0 day 1 day 2

Fig. 2. Cumulative food (A, B) and water intake (C, D) of rals injected with 5 mglkg imiguimed or solven! into a subculaneous air pouch (A, C) or via
the intraperiloneal roule of administration (B D). The values were recorded over 24 h periods before (day 0) and after (days 1 and 2) the respactive
injections. On a given day, any pair of columns with the same lelter ars nol significantly differsnt from each other, whereas any palr of calumns with
differant latters are significantly different from gach other (P<0.05; 1-way ANOVA followad by Schefia’s past hoc teat), Columns represent means ~SE,
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consumed food significantly decreased ta aboul 13 g (Fig.
24, B) within the 24 h when the drug was administered. On
the following day (day 2), food intake normalized and was
again identical to that of rats injected with solvent. S.c. or
i.p. Injections of 5 mg/kg imiquimod did not induce adipsia
(Fig. 2C, D), irrespective of the route of its administration.
According to the resulls of this experiment, all further ex-
periments were performed with only the high dose of imi-
quimod (5 malkg).

Imiquimod induces expression of interferons in
spleen and liver

Because TLRT signaling is thought to be coupled with
production of type-1 IFNs (Diebold et al., 2004; Blasius and
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Beutler, 2010}, we first compared the effectiveness of s.c.
and i.p. stimulations of rats with 5 mg/kg imiguimod or
solvent on the expression of IFNs in spleen and liver using
specific RT-PCR assays. The results of these measure-
ments are summarized in Figs. 3 and 4.

In the spleen, injections of 5 mg/kg imiguimed into the
subcutaneous air pouch caused a significant elevation of
IFNe, IFNG, and IFNy mRNA expression 2 h after stimu-
lation compared with the corresponding values of control
rats. The drug had a greater effect on the expression of
IFNy (about 10,000-fold increase of expression) when
compared with [FNa (almost 100-fold increase) or IFNG
(280-fold increase). Another 4 h later, expression of IFNa
and IFNS fell below the level of that observed in control
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Fig. 3. mRNA axpression of IFNs «, 8. and v in the ral spleen, using quantilalive RT-PCR, at 2 hand B h afler s.c. (A, C. E) orip. (8, D, F) injections
of & mag/kg miguimod or solvent, AL a given Ume point, any pair of columns wilh the same letter are not significantly different from each other, whereas
any palr of columns with different (etters are significantly diferent from sach other (P<0.05, 1-way ANOVA followed hy Schefle's post hoc test)
Columns reprasent means ~SE
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rats, whereas there was still a 1800-fold higher expression
of IFNy in rats treated s.c. with imiquimod. Interestingly,
the paltern of imiguimod-induced expression of IFNs in the
spleen was much different whan the drug was adminis-
lered via the i.p, route, There was no increase in mMRNA
exprassion for IFNa and IFNG in imiguimod-treated rats,
whereas a 7000-fald (2 h) or mare lhan 2000-fold (6 h)
slavalion of IFNy expression was measured (Fig. 3F). In
the liver s.c. and i.p. injections of imiquimod failed to cause
increased levels of IFN« or IFNS mRNA (Fig. 4). However,
a pronounced (more than 5000-fold) elevation of relative
expression of IFNy was measured in liver tissue of imi-
quimod-treated rats, irrespective of the route of adminis-
tration.

Putative imiquimod-induced circulating humoral
signals for the manifestation of fever and
sickness behavior

TNFw and IL-6 are regarded as afferent humoral signals
for the induction of brain-mediated illness responses be-
cause of the fact that both cylokines are detected in the
blood in increased amounts under various inflammatory
conditions (Ross et al., 2003, Hibschle et al., 2006, Oka et
al., 2007; Harden et al,, 2011, Soares et al., in press). We
therefore tested the capacity of imiguimod to synthesize
bioactive TNFu and IL-6. Owing to the pronounced expres-
sion of IFNy in spleen and liver (Figs. 3 and 4), we further
tried to detect this cytokine at the protein level in the blood
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and within the site of subcutaneous inflammation, The
results of these measurements are summarized In Fig. 5.

Intrapouch injection of imiquimod induced a significant
increase of IL-6 in the air pouch lavage fiuid at all time points
investigated (1, 2, and 6 h after injection; Fig. 5A). This
pattern preceded the first significant rse in plasma at 8 h.
Concentrations of bioactive IL-6 were higher in lavage fluid
(several 1000 IUfml) when compared with those in plasma
(less than 100 to several 100 IU/ml at & h) of imiquimod-
treated rats, In rats injected with solvent just basal levels of
IL-6 were detected. |.p. injections of imiquimod caused a
significant increase of circulating IL-6 from less than 100 lo
about 475 (2 h) and 1650 (6 h) IU/ml (Fig. 5B). Bioactive
TNFe, which was never detected in the plasma of control
animals, increased significantly in the lavage fluid from the

pouch and became detectable in plasma at 1 and 2 h after
the respective injection of imiquimod. 1.p. treatment with the
TLR7 agonist significantly increased the biological activity of
TNFu in plasma (Fig. 5D). When compared with the effects of
other agonists of TLRs on the biological activity of IL-6 and
TNF (Ross et al., 2003; Hibschle et al,, 2006; Voss et al,,
2006; Knarr et al,, 2008), the rise in bioactive IL-6 and TNF in
plasma and/or lavage fluld following administration of imi-
quimod can be categorized as moderate,

S.c. as well as Lp. injections of 5 mg/kg imiquimod in-
duced a significant increase in immunoreactive IFN+y in blood
plasma when compared with the respective contrals (Fig. 5E,
F). The increase in circulating IFN+y started at 2 h after injec-
tion, but was much more pronounced 6 h after injection, when
concentrations of 500 (s.c, injection) or even 750 (i.p. injec-
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tast). Columns repreésant means: SE.
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tion) pg/ml INF+ were measured. Al & h after injection, an
increased concentration of IFN+ was also measured in the
lavage fluid collecled from the injeclion site in the pouch (Fig.
5E). Thus, the imiquimod-induced increase in perpheral
IFN+ at 6 h followed the peak of its mMRNA expression in the
spleen and liver at 2 h (Figs. 3 and 4),

Imiquimod induces expression of inflammatory
genes in the hypothalamus

The inflammatory activation of transcription factors and the
subsequent expression of inflammatory molecules, namely
cytokines and prostaglandins, within the hypothalamus are
regarded as critical at least for the maintenance of the full
spectrum of physiological or behavioral signs of iliness
(Dantzer et al., 2008). We therefore investigaled the hypo-
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thalamic expression of a broad spectrum of putative endog-
enous mediators involved in the manifestalion of sickness
responses, that is, transcription factors or related molecules
(Fig. &), cytokines (Figs. 7 and 8), and the inducible forms of
enzymes responsible for prostaglandin synthesis (Fig. 9).
Inhibitor of kappa B (1«B) and suppressar of cytokine signal-
ing 3 (SOCS3) are negative regulators proteins of the tran-
scription factors MFxB and STAT3 and represent markers of
their activation (Damm et al., 2011). For both molecules, an
increased expression was detected in hypothalamic tissue,
which was more pronounced for SOCS3. Six hours after s.c.
stimulation with imiquimaod, the mRNA expression of the tran-
scription factor NF-IL-6 was significantly elevated, whereas
there was only a tendency for such an increase in rats treated
via the i.p. route (Fig. 6).
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In contrast to the siluation in the peripheral organs
(liver and spleen), no expression of IFNs could be detected
in the hypolhalamus of rals receiving imiquimod (Fig. 7).

The hypothalamic expression of other cytokines im-
plicated in fever and sickness behavior, that is, TNFa,
IL-1, and IL-6, was significanlly increased in rals in-
jected s.c, with imiquimod and, to a lesser extent, also in
i.p.-injected animals, with the exception of IL-1 (Fig. 8).
Moreover, we measured an increased expression of
the inducible forms of the enzymes involved in the syn-
thesis of prostaglandin E2 (PGE2) in the hypothalamus
under conditions of infection or inflammation, that is,
cycloxygenase-2 (COX-2) and microsomal PGE syn-
thase (mPGES; Fig. 9).

Imiquimod causes activation of inflammatory
transcription factors in brain sites with an
incomplete blood-brain barrier

Sensory circumventricular organs (CVOs), such as the
OVLT and AP, are brain sites with an incomplete blood—
brain barrier, and thus represent pulative ports of entry for
circulating molecules to signal the brain. Namely, the
OVLT is involved in the manifestation of fever (Roth et al.,
2004), whereas the AP plays an important role in the
control of ingestive behavior (Fry and Ferguson, 2007).
Demonstration of an activation of transcription factors (de-
scribed before in the text) within these specialized brain
sites is therefore a useful lool to evaluate inflammatory
activation of the brain to a given insult. Owing to the fact
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thal these transcription faclors are constitutively present in
the cytoplasm and migrate and accumulate in the nucleus
of a simulated cell, the activation of NF«xB, STAT3, or
NF-ILE within specific brain siles can be analyzed by
means of immunohistochemistry. Because of the chserved
fever (Fig. 1) and moderate anorexia (Fig. 2), we focused
on the OVLT and AP. In control rats treated with solvent
s.c. or l.p., nuclear NFxkB and STAT3 signals were not
detected in both brain sites, whereas a few NF«B- and
STAT3-positive cell nuclel appeared in endothelial and
other cells within OVLT and AP, as well as in endothelial
cells of cortical blood vessels in imiquimod-injected ani-
mals (not shown). Compared with treatments with other
TLR-agonists, the inflammatory activation of both tran-
scription factors could be categorized as rather moderate.

In contrast, we observed aclivation of the transcription
factor NF-IL6 in imiquimod-treated rats, the strength of
which depended on the time and on the route of imiguimod
administration (Fig. 10).

NF-ILE immunoreactivity was almost absent in the
OVLT and AP of rats injected with solvent. At 2 h after
5.C. ori.p. injection of 5 mg/kg imiquimod, NF-ILG signals
already appeared in both CVOs invesligaled, and NF-
IL6 immunoreactivity increased strongly at the 6-h time
point. The strength of lhe signals was substantially
greater in rats treated s.c. with the TLR7 agonist, cor-
responding to the greater fevers measured in these
animals. Triple staining with antibodies against NF-IL6
and vWF, plus nuclear DAPI staining, revealed lhat the
brain vasculalure represents an important component of
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with the same lettar ara nat significantly different fram each other, whereas any pair of columns with different lstters are significantly different from each
other (P<0.05; 1-way ANOVA followed by Schefla’s post hoc test), Calumns represent means~ SE

immune-to-brain communication n imiguimod-trealed
rats (Fig. 11}.

MNumerous endothelial (VWF-positive) cells showed nu-
clear NF-IL-6 signals nat only in the QVLT and AP, but also
in cortical blood vessels. However, in both of the sensory
CVOs investigated, NF-ILE immunoreactivity also ap-
peared in cells of nonendothelial origin, the putative phe-
notypes of which have been analyzed in a previous study
on LPS-treated rats (Damm et al., 2011). These cell types
included astrocytes, microglial cells, perivascular macro-
phages, and even a few neurons (Damm et al.. 2011). In
summary, from the three transcription factors, which are
known to be recruited in the brain during inflammation
(NFkB, STAT3, and NF-ILE), only NF-ILE showed a pro-
nounced actlivation in response lo imiguimod. The magni-
tude of the response was grealer following s.c., than i.p.
administration, and it was also greater at 6 h compared
with 2 h afler the respective injection.

DISCUSSION

Brain-controlled illness responses after s.c. or i.p.
treatments with imigquimod

The TLR7 agonist imiguimod has been used for lopical
treatments of neoplasms within cutaneous or subcutane-
ous lissues. Moreover, it has also been suggested to use
intraperitoneal lavage with imiquimod lo eliminate epithe-

lial ovarian cancer micromelasiases (Kasl and Altschuler,
2008). In this study, we characterized the effecls of s.c.
intrapouch and systemic (i.p.) treatments with imiquimod
on some vital homeostatic functions, which are known to
be influenced by other TLR-agonists, such as LPS, or
diacylated lipopeptides. The TLR4 agonist LPS and the
TLR2/6 agonists macrophage-activating lipopeplide-2
(MALP-2) or fibroblast-stimulating lipopeptide-1 (FSL-1)
induce fever, anorexia, adipsia, and reduced voluntary
locomotar activity in experimental animals, when injected
locally or systemically at doses in the range of 10-100
wg/kg, with more potent effects noted with systemic routes
of administration (Ross et al., 2003; Rummel et al., 2004;
Steiner et al,, 2005, 2006a; Hibschle et al., 2008; Knorr et
al., 2008, 2010). Subcutaenous administration of the TLR3
agonist Poly I:1C has even failed to induce sickness-type
responses (Voss el al., 2006).

Here, we show for the first time, thal a given TLR-
agonist (imiquimod) has greater effects when it is injected
subcutaneously, than when it is injected peripherally. The
results of our study correspond to data from another study
showing that intranasal administration of the synthetic
TLR7 ligand, 1V136, caused hypothermia and pronounced
anorexia in mice only when a local intranasal administra-
tion was performed (Hayashi et al., 2008). At the doses,
which we tested in our experiments, the observed illness
responses were comparatively moderate. A dose of 1
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Fig. 10. Nuclear NF-ILE immunoreactivity in the OVLT (B, C.D, F. G, H)and the AP (J. K.L. N, O, P)2h(C. G, K, Q) and 6 h (D, H, L, P) afler s.c

(C. D and K

L) or lp (G, H and O, P) injections of 5 ma/kg imlguimod. Schematic line drawings (A, 1) and microphotographs (E. M) showing
DAPI-counterstained coronal brain sections at the level of the OVLT (E) and AP (M) are shown for v

ualization of the surrounding lissue, White,

spot-like nuclear NF-ILE emerges in thesae reglons 2 h and to a greater degree 6 h after the respective challenge wilh imiquimed, (B, F, 4, N) show

the con

sponding staining 6 h a

er 5.c. (B, J) ori.p. (F, N) injections of solvent. Nole that nuclear NF-IL& immunareactivily is stronger in s.c. compared

with i.p.-stimulated rals and stronger &l 6 h after the respective Injection of Imiquimod than at 2 h, Scale bar~ 100 um. For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this articla

mag/kg imiquimad (s.c, or i.p.} did not induce anorexia or
fever. The higher dose of 5 mg/kg of the TLR agonist
caused a moderate fever and a slight reduction in food
intake on the day of injection only. Both of these responses
are mediated within the brain, in particular by the hypothal-
amus. We therefore tried to characterize putative media-
tors within the signaling pathways from the periphery to the
brain, which might have been induced by s.c. or i.p. injec-
lions of imigquimod.

Peripheral induction of cytokines after s.c. or i.p.
treatment with imiquimod

TLRT belongs to the group of intracellular TLRs, which are
presentin endosomes of macrophages and dendritic cells.
They are responsible for intraceliular sensing of foreign
nucleic acids of viruses and certain bacteria (Blasius and
Beutler, 2010). TLR7 activation by nucleic acids within
endolysosomes leads to transcriptional activation of the
nucleus and as a consequence to the production of type |
IFNs, namely IFN« (Rajagopal et al, 2010) or IFNg
(O'Brian et al., 2010), Another study demonstrated the

capacity of topical treatment with imiquimod cream to in-
duce the expression of IFNy in mammary tumors (Lu et al.,
2010). We therefore measured the expression of IFNs e,
3, and ¥ in the liver and spleen of rats injected s.c. or i.p.
with imiquimod and the respective control. Indeed, s.c.
injections of imiquimod caused a pronounced elevation in
the expression of all three IFNs in the spleen within two
hours after the s.c. treatment. A possible explanation for
this observation may be related to the fact that imigquimod
is a rather small molecule, and may therefore have es-
caped from the site of injection (i.e, the subcutaneous air
pouch) into the systemic circulation and been transported
to the spleen, where it caused the observed effect. How-
ever, the fact that the expression of IFNy showed a much
greater relative stimulation, when compared with IFNs «/3
was surprising and important for our study for the following
reason, We were interested in possible side effects of
putative treatments with TLR7 agonists and observed a
moderate fever, With regard to endogenous mediators and
signaling pathways for fever induction, IFNs have been
shown to have both antipyretic and pyretic effects. In an
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NF-IL6, vW Faktor, Imiquimod

subcutaneous stimulation

intraperitoneal stimulation

Fig. 11. Fluorescent immunohistochemical colocalization study of NF-ILE signals (red) with the nuclear DAPI stain (blue) and the endothelial cell
marker vWF [green). The figure shows coronal brain sections of the cortex (A, B), the OVLT (C, D), and the AP (E, F) 6 h after s.c. (A, C, E)orip
(B, D, F) stimulation with 5 mg/kg imiquimod. Dashed squares are shown at higher magnification (a—f). These magnified insets document colocalization
of NF-IL& with the nuclear DAPI sfain (white arrowheads) surrounded by vWF (green) indicative of the endothelial cellular phenotype. Note that nuclear
NF-IL6 immunoreactivity is greater in s.c. compared with i p.-stimulated rats. The horizontal scale (shown in A) corresponds to 50 pm in (A) and (B),
to 100 um in {C—F). and to 20 pm in (a-f). For interpretation of the references to color in this figure legend. the reader is referred to the Web version

of this article

experimentally induced influenza infection, which was ac-
companied by fever, intranasal administration of IFNa
caused a complete suppression of the febrile response
(Kugel et al., 2009). This study indicates antipyretic prop-
erties of IFNa. IFNy, on the other hand, has proinflamma-
tory capacities (Chen and Ivashki, 2010) and pyrogenic
properties (Morimoto et al., 1987; Kluger, 1981). We there-
fore tried to detect IFNvy at the protein level to investigate
its potential role as a candidate molecule to transfer a
fever-inducing signal fo the brain. Indeed, we observed
elevated levels of immunoreactive IFN+y, not only in the
lavage collected from the injection site in the air pouch, but
also in the systemic circulation of rats injected s.c. and i.p.
with imiguimod. IFNvy might therefore represent one of the
humoral signals participating in the manifestation of brain-
controlled unspecific illness responses after treatment with
the TLR7 agonist. The IFNy, which we detected in the
lavage collected from the pouch, might be derived from the
dendritic cells located within this compartment. These cells
were exposed to high concentrations of the TLR7 agonist,
at least temporarily, and therefore they could provide a

significant contribution to the amount of circulating IFN-vy,
which we measured.

Traditionally, TNFa and particularly IL-6 are regarded
as the most important circulating signals, which influence
the brain during a peripheral inflammatory process (Kluger,
1991; Roth and de Souza, 2001; Conti et al., 2004; Oka et
al., 2007). The postulated role for both of these cytokines
is based on the repeated observations that TNFw and IL-8
are elevated in the blood under various experimental and
clinical conditions of systemic inflammation. Our data re-
vealed that imiquimod induces the appearance of bioactive
TNFa and IL-6 in the circulation. Thus, a role for these
cytokines in mediating fever or anorexia cannot be ruled
out. However, the concentrations of both cytokines in the
lavage of the pouch and in the blood were rather low, when
compared with other TLR agonists (Miller et al., 1997;
Rummel et al., 2004; Hibschle et al., 2006; Knorr et al.,
2008). A detailed analysis of inflammatory activation of
brain sites involved in the manifestation of fever and an-
orexia, such as the hypothalamus, OVLT, and AP, were
therefore performed in imiquimod-treated rats to obtain
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information aboul mechanisms (i.e, activation of transcrip-
fion factors) and putative endogenous mediators of the
moderate imiquimod-induced iliness responses,

Induction of inflammatory markers in the brain after
s.c. or i.p. treatment with imiquimod

There are several possible options lo explain how the brain
senses a given inflammatory process taking place some-
where in the periphery. One possibility relales to TLRs
present on macrophage-like cells in the CVOs, or on brain
endothelial and perivascular cells, which can direclly man-
llor circulating pathogen-associaled molecular patlerns
(Dantzer et al., 2008). As a consequence, cylokines and
prostaglandins are produced in the brain area involved in
the generation of illness responses, namely the anterior
hypothalamus. Although TLR7 seems lo be present in
endosomal compariments of brain microglia and astro-
cytes (Butchi et al., 2010), a direct contribution of circulat-
ing imiquimod on hypothalamic formation of cytokines
seems questionable, because of the fact thal we did not
observe any significant increase in the expression of IFNs
in the hypothalamus (Fig. 7). Other inflammatory media-
tors (i.e. the cylokines which we detected in the circulation)
could also cause an increased expression of hypothalamic
ocytokines. Indeed, the expression of these cylokines,
which are traditionally regarded as brain-intrinsic media-
tors of iliness responses (Layé et al., 2000}, was elevated
in the hypathalamus of rats injected with imiquimod; the
5.c. route of administration being more potent than the i.p.
route of administration (Fig. 8). There is evidence that
central TNFx (Palin et al., 2007), IL-6 (Chai et al., 1996;
Soares et al., in press), and IL-1 (Fortier el al,, 2004;
Harden et al., 2011) are involved in the manifestation of
fever and anorexia. The increased expression of a cocktail
of all three of these cylokines, which we observed after
peripheral TLR7 stimulation, could thus readily contribute
to the moderate signs of illness in imiquimod-treated rats.

The formation of PGEZ, by the inducible enzymes
COX-2 and mPGES1, within the hypothalamus is regarded
as critical by some authors for the manifestation of a febrile
response (Yamagata et al., 2001; Gaetano et al., 2010).
Others have shown that peripherally derived PGEZ seems
to be crucial at least for the early stages of fever (Steiner et
al., 2006b), and not all fevers seem to be dependent on
PGE2 synthesis in the hypothalamus (Malvar et al., 2011).
An obligatory role for intrahypothalamic formation of PGE2
has even been questioned for the model of LPS-induced
systemic inflammation (Almeida et al., 2008). In this study,
injections of low or high LPS doses caused normal febrile
or hypothermic responses in rats with complete lesions of
the preoptic-anterior hypothalamus. These animals used
behavioral means to develop fever or hypothermia, which
thus seem to operate without intrahypothalamic formation
of PGE2.

It is currently not known, whether an increased forma-
lion of PGE2 within the anterior hypothalamus is critical for
the fever, which we observed in response to s.c. or i.p.
injections of imiquimod. In this case, the increased expres-
sion of COX-2 and mPGES1 in the hypothalamus of imi-

quimod-treated rats provides the molecular prerequisite for
the fever, which we observed after s.c. or i.p. stimulation
with imiquimod. The transcription profiles for PGE2-syn-
thesizing enzymes have been carefully studied in rats
treated with a fever-inducing dose of LPS (lvanov et al.,
2002). Compared with this study, we detected a similar
fime course of the expression of COX-2 and mPGES1 with
an earlier induction of COX-2 and a later induction of
mPGES1 in imiguimed-treated rals, irrespective of the
route of its administration. Also the decrease of COX-2
expression at the later stage of our experiment corre-
sponded o the observations, which were made in LPS-
treated rats. This phenomenon has been discussed as the
reason for a reported lack of correlation between tissue
levels of COX-2 and concentrations of PGE2 (lvanov and
Romanovsky, 2004). The authors of this review further
suggested that enzymes, such as mPGES1, that are up-
regulated when COX-2 is downregulated may be beller
candidate targets for antiinflammatory drugs. Our mea-
surements in imiquimod-trealed rats (Fig. 9) with mPGES1
being upregulated when COX-2 starts getling downregu-
lated support such a view.

The activalion of inflammalory transcriplion factors
within the brain is a step which oceurs before the expres-
sion of target genes, which lrigger the brain-intrinsic re-
sponses. This phenomenon can be assessed by measure-
ments of the expression of markers of their activation,
which showed moderate increases after the respective
injections of imiquimod (Fig. 6). At the protein level, inflam-
matory transcriplion factors are present in the cyloplasma
of cells in the CVOs, brain endothelial cells, and other cells
and move inta the nucleus after inflammatory stimulation.
This process of activation is called nuclear translocation
and can be visualized by means of immunchistochemistry.
NF«B and STAT3 are early markers of an inflammatory
activation of the brain, and their nuclear translocation can
be induced by TNF/IL-1 (NFxB) and IL-6 (STAT3) as
shown in previous studies (Harré et al., 2002; Nadjar et al.,
2003; Rummel et al., 2008). Corresponding to the rather
moderate levels of IL-6 and TNF in the biood, we delected
only a few nuclear STAT3 and NF«B signals in the brains
of imiguimod-treated animals. These signals were |ocated
in CVOs and endothelial cells of other brain sites (i.e. the
cortex). To our surprise, the situation was markedly differ-
ent for the transcription factor NF-ILE (synonym: C/EBPf),
which is regarded as a novel marker of brain inflammation
(Damm et al., 2011). The activation of NF-ILE in the brains
of imiguimod-injected rats showed a clear spatiotemporal
pattern (Figs., 10 and 11), starting quite early after stimu-
|ation with the TLR7 agonist and showing a further in-
crease during the time course of fever. A role for NF-ILG
has been suggested in the TLR-mediated induction of
proinflammatory cytokines (Lu et al,, 2009). However, it
has to be defined which signal caused the pronounced
activation of this transcriplion faclor in the brains of Imi-
quimod-treated rats. A possible explanation for our obser-
vation comes from recent studies on viral replication in
macrophages (Dudaronek el al., 2007) and within the CNS
(Witwer et al., 2009). In these studies it was shown that
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IFN signaling, which occurs along with the innate immune
response o viral pathogens, causes activation of NF-ILG. It
mighl thus be the case that the increase in circulating
IFNy, which we observed after injection of imiquimod, is
relaled to the activation of NF-IL6 in brain sites with an
incomplete blood—brain barrier or brain endothelial cells
also exposed to circulating IFNs. An argument against this
hypothasis is that NF-ILG activation in the brain, but not
ciroulating levels of IFN+y, was stronger in rals injected via
the s.c. route with the TLRT agonist. Further studies using
neutralizing antibodies to IFNy, or experiments on NF-ILE-
and/or IFNy-deficient mice will be required to elaborate,
whether there are causal relationshlps between circulating
IFMv, the activation of NF-ILE in the brain, and the hypo-
thalamic expression of prainflammatory cytokines (TNF,
IL-1, IL-6) in medialing fever and anorexia following imi-
quimad administration.

CONCLUSIONS

Topical administration of immunomodulators such as imi-
quimod has therapeutic capacities with regard to treat-
ments of skin cancers, culaneous viral infeclions, auloim-
mune or allergic disorders. A locally generated cytokine
milieu at the site of treatment can influence distant organs,
including the brain, where unspecific liness responses are
generated. According lo our data the inflammatory re-
spanse within the brain and its consequences to 5.c. or i.p.
administration of imiquimod are moderate, compared with
the effects of other TLR agonists. The fever, which devel-
ops after injections of imiguimod, may even be beneficial
because of an accelerated and enhanced immune re-
sponse at febrile temperatures (Kluger, 1991). By under-
standing TLR-induced systemic effects and their underly-
ing mechanisms, the therapeutic potential of TLR agonists
in a variety of disorders may be improved.
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VI. ABKURZUNGEN

ACTH ............... Adrenocorticotropes-Hormon
AgRP.....ccvviiinns agouti-related peptide

AP Area postrema
ARC........cccue Nucleus arcuatus hypothalami
AVP ... Vasopressin

BAT .ccooeieiieenn. braunes Fettgewebe

BBB ....cccooeeennnn. Blood-Brain-Barrier
........................... (Blut-Hirn-Schranke)
CAMP................. zyklisches

........................... Adenosinmonophosphat
CART....ccceeenn. cocain amphetamin related
........................... peptide

CD36................. cluster of differentiation 36
C-FOS....cccccee. FOS-Protein
........................... Transkriptionsfaktor,
........................... Onkogenprodukt
CGMP.....ccoevis zyklisches Guanosin-
........................... Monophosphat

CNTF ..o, ciliary neurotrophic factor
COX. v Zyklooxygenase
CpG-DNA.......... Bakterielle DNA

CVOs ..o zirkumventrikularen Organe
DAMPs.............. danger-associated molecular
........................... patterns

db/db.................. Leptin Rezeptor defiziente
........................... Mause (besitzen noch ObRa
DMH................ Nucleus dorsomediales
........................... hypothalami

DNA ... Desoxyribonukleinséaure
Egrl.....cccocvvvnnnns early growth response 1
ELISA......cccuue. enzyme-linked immunosorber
........................... assay

EP(1-4)R ........... Prostaglandin E-
........................... Rezeptorsubtyp 1-4
FOS..coooiiiiiiiis FOS-Protein
gp130....cccvveeeeeee. Glykoprotein 130

HMGBL1 ............. high-mobility group box 1
HPA-Achse........ Hypothalamo-Hypophysen-
........................... Nebennierenrinden-Achse
1= P intraarteriell
ICAM.....ccccvee.e intercellular adhesion molecul
LCV. iviieeeeeeenn. intracerebroventrikulér

IFN e Interferon

(= TP Inhibitorischer FaktoB
IL-(X) e, Interleukin-(x)
IL-1 s Interleukin-1
IL-18 i, Interleukin-1 beta
IL-6 .o Interleukin-6
IL-6AS .............. IL-6 Antiserum
IL-1IR....ooiee. Interleukin-1 Rezeptor
IL-6R....ccceeviiinns Interleukin-6 Rezeptor
IL-1ra .ceeeeeeennnns IL-1-Rezeptor-Antagonist
iINOS ... induzierbare NO-Synthase
LML e, intramuscular
Imiquimod......... TLR7-Agonist
LP: e intraperitoneal
IRF oo, interferon regulatory factor
(1Y intravenos
JAK ... Janus-Kinase
KC i keratinocyte derived chemokine
kDa. ...cccceeeviinnns Kilo Dalton
(O I knockout
LAP ..o, liver —enriched activating
........................... protein (active NF-IL6 Form)
LAS ..o Leptin Antiserum
LIF e, leukemia inhibiting factor
LIPuiiiiiis liver-enriched inhibitory protein
........................... (hemmende NF-IL6 Form)
LPS..ciieenn, Lipopolysaccharid
MALP-2 ............ Makrophagen-aktivierendes
........................... Lipopeptid-2
MCAR........cceees Melanokortin 4 Rezeptor
MCP1................ monocyte chemoattractant
| SO protein 1
ME.................. Eminentia mediana
MiN. ..o, Minute
MIP coovveiiiiiniinns Makrophagen-
........................... Inflammatorisches-Protein
MMP ................ Matrix-Metalloproteinasen
MnPO ............. Nucleus medianus praeopticus
mPGES.............. mikrosomale
........................... Prostaglandin-E-Synthase
MRNA............... messenger Ribonukleinséaure
EMSH ..., Melanozyten stimulierendes
........................... Hormon

MyD88............... Adaptermolekil des IL-1R
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NaCl.......ccoeevnnnee Isotone Natriumchloridldsung| PVN ................. Nucleus paraventricularis
NF-IL6............... nuclear factor-IL-6 RPa................. Nucleus raphe pallidus
NF-kB......ccee..... nuclear factaB S o subkutan

NG.....oooe neutrophiler Granulozyt SCVOsS............... senorischen CVOs

N = nucleotide-binding domain andSFO .................. Subfornikalorgan
........................... leucin-rich repeat containing | ..........................Jrganum subfornicale
........................... Rezeptoren SHR................... spontan hypertensiver

1 [© Stickstoffmonoxid [ . Rattenstamm (CD36 defizient)
NOS ... Stickstoffmonoxid-Synthase | SNS.................. Sympathisches Nervensystem
NPY ... Neuropeptid Y SOCS................ supressor of cytokine signaling
NRF1.................. nuclear respiratory factor 1 [ SON ................ Nucleus supraopticus
NSAIDs.............. nicht steroidalen STAT cooiiiiiiiiis SignalUbersetzer und Aktivator
........................... Entziindungshemmer cerrrrreneeenneeeeeeeeess. der Transkription
NTS................d Nucleus tractus solitarius =~ | .....ccccceiiiiininnnnn. (engl: signal transducer and
N. vagus........... Nervus vagus [ activator of transcription)
ob/ob.................. Leptin defiziente M&use STAT3 .............. STAT-Transkriptionsfaktor 3
OBR.......ooee. Leptin Rezeptor TFAM .....ccvvee mitochondrial transcription
ObRa.....cccccvennn. kurze Form des OBR | .ciieeeeeeeeeins factor A

ODbRb.........cue... lange Form des OBR TIMP1............... tissue inhibitors of MMPs

(O15]1Y/ T oncostatin M TIR ..o, Toll-interleukin-1 receptor
OVLT .. Organum vasculosum | .cciiiiiiieieeeeenn, domain

........................... laminae terminalis TIRAP............... TIR domain containing adaptor
P Parthenolid | protein

PAMPs............... pathogen-associated TLR ... Toll-like-Rezeptor
........................... molecular patterns TNF................... Tumor-Nekrose-Faktor
Pe................. Nucleus periventricularis TNF-................ Tumor-Nekrose-Faktor-alpha
PG ... Prostaglandin Tribei, serin/threonin kinase like protein
PGCL ......c........ (PPAR)coactivator (PGCY. | VMPO ............. Nucleus ventromedialis

PGE ................ ProstaglandinkE. =~ | praeopticus

PNS................... peripheres Nervensystem | ....ccccoeeeeiiiiiennnnnn. praoptische Region

POA ...l Area praeoptica hypothalami [ VW..................... von-Willebrand-Faktor
........................... (Praoptische Region) cerreeeeeennnnnnnnnn: Z€lIMarker fr Endothelzellen
PIPC...........oee Polyinosinic : polycytidylic ac|dVKY ................. Wistar Kyoto Rattenstamm
POMC................ Proopiomelanocortin ZNS ..., Zentralnervensystem
PPAR................ Proliferator-activated receptof
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