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I.

EINLEITUNG

Entziindungsprozesse unterschiedlicher Schweregrade sind bei Mensch und Tier haufig
vorkommende Reaktionen des Organismus auf Verletzungen oder Infektionen. Entziindungen
kennt man aus eigener Erfahrung, beispielsweise als Folge einer Wunde am Finger. Gemeint
sind dabei im Allgemeinen Prozesse, die aufgrund besonderer Symptome auffallen. Man
kennt die lokal entstehende Rotung (Rubor), die Uberwirmung (Calor), die Schwellung
(Tumor), den Schmerz (Dolor) und die damit verbundene gestorte Funktion des betroffenen
Korperteils (Functio laesa), wie zum Beispiel der entziindete Finger, den man nicht mehr
normal bewegen kann. Es handelt sich dabei also meistens um lokal begrenzte
Verdnderungen. Auch das Phidnomen Fieber ist jedermann aus eigener Erfahrung bekannt.
Dieser Zustand ist hdufig verbunden mit Midigkeit, Appetitlosigkeit, reduzierter Aktivitit
und allgemeinem Krankheitsgefithl. Beim Fieber handelt es sich um das klassische
Allgemeinsymptom einer Entziindung, das nicht mehr nur lokal auf einen Korperteil, wie z.B.
den Finger, begrenzt ist. Vielmehr handelt es sich um eine Reaktion des ganzen Korpers. Im
Rahmen der Einleitung zu dieser Arbeit sollen zundchst die Mechanismen lokaler und
andererseits systemischer Entziindungsprozesse dargestellt werden. Uber den neuesten Stand
der Forschung im Literaturteil leiten sich schlieBlich daraus die Fragestellungen dieser Arbeit
her.

1. Lokale und systemische Entziindungsreaktionen

Worum handelt es sich bei einer lokalen Entziindungsreaktion? Aus dem lateinischen Wort
»inflammare* hergeleitet hat der Begriff Entziindung die Bedeutung von ,,brennen“ oder
»inneres Feuer“. Damit wird der schon vorher beschriebene Komplex an charakteristischen
Symptomen (Rubor, Tumor, Dolor, Calor und Functio laesa) bildlich sehr gut beschrieben.
Als Ausldser dieser Prozesse unterscheidet man verschiedene Noxen.

Prinzipiell kénnen solche Noxen entweder von aullen (exogen) oder von innen durch
korpereigene (endogene) Prozesse und Mediatoren verursacht werden. Neben chemischen und
physikalischen Reizen kdnnen auch belebte infektiose Reize oder auch Hypoxidosen zu einer
Entziindung fiihren. In wie weit eine Inflammation lokal begrenzt ist oder bleibt, hingt von
Ausmall und Art der Noxe ab. Zu den chemischen Noxen gehdren anorganische
Verbindungen, wie z. B. starke Basen und Séuren, aber auch verschiedene
Schwermetallverbindungen (zum Beispiel Blei). Auch organische Verbindungen wie
Schlangen- und Insektengifte konnen Entziindungsreize darstellen. Ob physikalisch iiber
thermische Schéidigung und Strahlung, ob chemisch oder durch belebte Noxen, es kommt
schlieBlich zu einer Gewebeschidigung oder zur Abgabe von FremdeiweiBlen bzw. zum
Auftreten von Fremdkorpern im  Organismus, was letztendlich zur Entziindung
(Inflammation) fiihrt. Belebte Noxen sind unter anderem Bakterien, Pilze, Protozoen, Wiirmer
und Viren (Thews, 1999). Bei den endogenen Mechanismen sind Autoimmunreaktionen wie
z.B. bei der rheumatoiden Arthritis zu nennen. Im Rahmen der Vorstellung von
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Fiebermodellen wird noch detaillierter auf einige dieser Entziindungsreize eingegangen
(Kapitel 1I 2).

Es gibt zwei primére Funktionen, denen eine Inflammation im Rahmen der Homdostase
dient. Zur Aufrechterhaltung eines konstanten inneren Milieus soll in einer frithen Phase der
Reiz beziehungsweise das Agens zerstort, inaktiviert oder neutralisiert werden, um weiteren
Schaden zu verhindern. Prinzipiell konnen alle Zellen des Korpers potenziell in die
Entstehung und Entwicklung dieses wichtigen, der Homoostase dienenden Prozesses
einbezogen sein. In einer spéteren Phase soll im Dienste des Heilungsprozesses die betroffene
Korperregion von Zelltrimmern gesdubert werden, damit es zu einer vollstindigen
Regeneration des Gewebes kommen kann.

Man unterscheidet nach dem zeitlichen Verlauf zwischen perakuten, akuten, subakuten und
chronischen Entziindungen. Es soll hier allerdings nur die akute Entziindung niher
beschrieben werden, die sich durch eine starke, allerdings zeitlich begrenzte Reaktion des
Korpers auf den Reiz auszeichnet (Thews, 1999).

Eine Inflammation ldsst sich wie folgt charakterisieren. Eine Entziindung kann prinzipiell
in allen durchbluteten Geweben auftreten und geht mit vaskuldren Effekten einher, die iiber
Entziindungsmediatoren vermittelt sind. Es handelt sich dabei einerseits um Vasodilatation,
die eine Verlangsamung des Blutstromes zur Folge hat, was man als Stase bezeichnet.
Andererseits kommt es zur erhohten GefaBBpermeabilitit, die wiederum zum Ausstrémen von
Fliissigkeit und Plasmaproteinen aus dem GefaBsystem in das interstitielle Kompartiment des
Gewebes fiihrt.

Gewebeschaden

Leukozyten-
Emigration

Zellulare
Phase

Freisetzung
von

Storung der Mediatoren
Mikrozirkulation

Steigerung Erregung von
der GefaB3- Schmerz-
permeabilitd rezeptoren

Lokale
Vasodilatation

v

Functio
Rubor Calor Tumor > Dolor
laesa

Abbildung 1
Modell zur Beschreibung der Entstehung von lokalen Entziindungssymptomen.
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Es lassen sich anhand dieser Reaktion bereits die klassischen Entziindungssymptome der
akuten lokalen Inflammation hinreichend erkldren, was in der Abbildung 1 schematisch
dargestellt ist. Die interstitielle Ansammlung an Fliissigkeit und Plasmaproteinen entspricht
einem Odem, welches sich als Schwellung (Tumor) bemerkbar macht, die gleichzeitig auch
die Funktion des betroffenen Korperteils einschriankt. AuBlerdem haben verschiedene
Entziindungsmediatoren (Histamin, Bradykinin, Prostaglandine) schmerzauslosende Effekte
(Dolor). An diinn myelinisierten und unmyelinisierten Nervenfasern, deren Endigungen iiber
spezifische Rezeptoren verfiigen, wirken diese Mediatoren direkt iiber eine Generierung von
Aktionspotentialen oder indirekt tiber die Induktion einer Sensibilisierung. Bradykinin (B2-
Rezeptor) und Histamin (H1-Rezeptor) erhdhen dabei die Phospholipase C und Proteinkinase
C Aktivitdt, Prostaglandine erhohen (EP,-Rezeptor) oder senken (EPs;-Rezeptor) unter
anderem die Bildung von cAMP. Das klinische Korrelat fiir die Vasodilatation im
Kapillarnetzwerk und den postkapillaren Venolen erkennt man in der Rétung (Rubor) und
Uberwirmung (Calor) des entziindeten Gewebes (Félsch, 2000).

Die frithe, exsudative Phase der lokalen akuten Entziindung wird vor allem durch
vasoaktive und chemotaktische Substanzen aus verletzten Zellen im Gewebe getragen
(Histamin, Bradykinin, Arachidonsduremetabolite, Interleukin-8). Insbesondere sind
Gewebsmakrophagen oder Monozyten, bei allergischen Reaktionen auch Mastzellen, an der
frithen Bildung von Entziindungsmediatoren beteiligt (Baumann & Gauldie, 1994). Es kommt
somit zur Freisetzung von Serotonin oder Histamin zum Beispiel aus Mastzellen, was iiber
einen Zeitraum von etwa 12 h eine gefdfidilatierende und permeabilititssteigernde Wirkung
hat. Kinine, die iiber einen Zeitraum von ca. 6 Stunden wirksam sind, werden langsamer
gebildet. Im Rahmen der Infiltrationsphase einer Entziindung spielen so genannte Chemokine
wie Interleukin-8 (IL-8) und Eotaxin, die iiber ihr Konzentrationsgefille hinweg Zellen
gerichtet anlocken kdnnen, eine grole Rolle bei der Extravasation. Diese Substanzen werden
von Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems (MPS) gebildet. Schlieflich schiitten
mehrere Zelltypen (Polymorphkernige Leukozyten, Monozyten, Lymphozyten, Fibroblasten,
Endothelzellen, Gliazellen u.a.) parallel dazu fortwéhrend inflammatorische Botenstoffe, so
genannte Zytokine, aus. Hierzu gehoren Interleukin-18 (IL1P) und Tumor Nekrose Faktor
{TNF, (Gaehtgens, 1999)}.

Es kommt zur Infiltrationsphase der Entziindungsreaktion, die zeitlich nicht deutlich von
der exsudativen Phase zu trennen ist, in deren Rahmen vermehrt Zellen in das
Entziindungsgebiet einwandern. Es handelt sich hierbei um einen Prozess, bei dem es iiber
den verlangsamten Blutstrom wéhrend der Stase zu einer hydrodynamischen Margination der
Leukozyten, vor allem der neutrophilen Granulozyten, kommt. Zusétzlich kommt es zur
Aktivierung des GefaB3-Endothels durch proinflammatorische Zytokine (TNF, IL-1, IL-4),
was zur Extoriation von Selektinen und zur Kontraktion der Endothelzellen fiihrt, wodurch
groBBere Zellzwischenrdume entstehen (Baumann & Gauldie, 1994; Silbernagel, 1998). Mit
den Oberflichenkontaktmolekiilen (Selektinen) interagieren nun die randstindigen
neutrophilen Granulozyten, was zu einem Entlangrollen dieser Zellen am Endothel fiihrt.
Dieses Phianomen wird als ,,rolling” bezeichnet. Schlielich kommt es zur Anlagerung
(Adhédsion) von Neutrophilen an spezifische Integrine des Endothels. Das bedeutet, dass die
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polymorphkernigen, neutrophilen Granulozyten iiber die geweiteten interzelluliren Spalten
des Endothels in den extravasalen, interstitiellen Raum migrieren konnen. Die gerichtete
amoboide Wanderung von Leukozyten durch Gefid3e in entziindete Gewebe hinein wird als
Leukodiapedese, die Zellinfiltration ins Gewebe als Extravasation bezeichnet. Dabei werden
phagozytosefahige Zellen des mononukledren Phagozytosesystems in das Entziindungsgebiet
gelockt und sorgen dort fiir die Beseitigung des inflammatorischen Reizes.

Neben ihrer phagozytotischen Aktivitdt werden durch solche Zellen Proteasen, oxidative
Sauerstoffderivate und Radikale freigesetzt, die zu einer Ausloschung des Pathogens, aber
auch zur Zerstorung korpereigener Zellen fithren. Zunehmend sinkt am Entziindungsort dabei
der pH-Wert (Silbernagel, 1998; Folsch, 2000). Auf die spéteren Prozesse, die schlieBlich in
der Proliferations- und Reparationsphase der Entziindung miinden, soll hier nicht niher
eingegangen werden, da sie fiir die Fragestellung dieser Arbeit nicht von zentraler Bedeutung
sind.

2. Akute-Phase-Reaktion

Im spédteren Verlauf der lokalen Entziindungsreaktion kommt es schlieBlich vermehrt zur
Ausschiittung ~ weiterer  16slicher ~ Mediatoren, wie z.B. von Prostaglandinen,
proinflammatorischen Zytokinen (IL1f; TNF; Interleukin-6, IL-6) und Chemokinen (Eotaxin,
IL-8). Wenn die lokale inflammatorische Antwort eine bestimmte Stdrke {iberschreitet,
generalisiert die Entzlindung. Man spricht dann von einer systemischen, allgemeinen
Entziindungsreaktion. In diesem Fall induzieren proinflammatorische Zytokine, die auch als
endogene Pyrogene bezeichnet werden, die Akute-Phase-Reaktion (APR), was eine
Bezeichnung fiir die komplexen Prozesse einer akuten generalisierten Entziindung beinhaltet
(Abbildung 2). Wiéhrend bakterieller Infektionen ist die APR eine straff organisierte
Wirtsreaktion, die von akuten unspezifischen Abwehrmechanismen bis zur antigen-
spezifischen Immunabwehr reicht. Die proinflammatorischen Zytokine gelangen hierbei
vermehrt in die Zirkulation und wirken daher humoral auf zahlreiche Organsysteme des
Korpers (Baumann & Gauldie, 1994; Zeisberger, 1999). Dabei reagieren solche Mediatoren
wie IL-1 und TNF lokal am Entziindungsursprung mit Fibroblasten und Endothelzellen und
provozieren die Freisetzung einer zweiten Welle an Zytokinen. Dieser zweite Schub
vermittelt dann sowohl die lokalen als auch die systemischen und zentralen Effekte der APR
(Abbildung 2).

Eine der wichtigsten Komponenten der APR ist die Induktion von Akute-Phase-Proteinen
in der Leber. Bei allgemeinen Entziindungsreaktionen konnte eine protektive Rolle von
Akute-Phase-Proteinen zum Beispiel in transgenen Maéusen gezeigt werden, die das
C-reaktive Protein iliberexprimierten (Xia & Samols, 1997). Circa 90 min. nach dem Beginn
einer Infektion erscheint diese Gruppe von etwa 30 verschiedenen Proteinen vermehrt (z.B.
Haptoglobulin, Komplementfaktoren, Fibrinogen, Ceruloplasmin, Ferritin) oder vermindert
(z.B. Lipoproteinlipase, Albumin, Cytochrom Pss0) im Blutplasma. Sie regulieren die
Immunantwort, fungieren als Inhibitoren oder Mediatoren inflammatorischer Prozesse und
agieren als Transportmolekiile fiir Produkte, die bei der Entziindung entstehen. Sie spielen
auch eine Rolle bei der Gewebeheilung und deren Modulierung. Manche der APR-Proteine
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haben Zytokin-dhnliche Funktionen oder wirken chemotaktisch. Es werden dabei unter
anderem der Komplementfaktor 3-Rezeptor, das C-reaktive Protein und das
Lipopolysaccharid-bindende Protein nach Stimulation durch IL-1B, IL-6 und TNF-a in
Hepatozyten gebildet (Baumann & Gauldie, 1994; Wan et al., 1995; Kirschning et al., 1997).
Das C-reaktive Protein bindet dabei an Zellwénde von so genannten C-Typ Pneumococcen,
wihrend das LPS-Bindungsprotein an LPS-Komponenten der dufleren Membran gram-
negativer Bakterien ankniipft. Zusétzlich wird tiber IL-1B in der Leber die Aufnahme von
Eisen und die Produktion von Ferritin, einem Eisen-transportierenden Plasmaprotein,
gesteigert. Damit wird vermehrt freies Eisen gebunden und der Serumspiegel an fiir Bakterien
verfiigbarem Eisen sinkt (Dinarello, 1991). Niedrige Eisenspiegel im Blut konnen jedoch an
sich ein bakterielles Wachstum nicht beeinflussen. Zusammen mit der erhdhten Temperatur,
dem infektionsbegleitenden Fieber, wird das Wachstum solcher Mikroorganismen hingegen
gehemmt (Kluger & Rothenburg, 1979). Dies liegt wahrscheinlich daran, dass bei Bakterien
die Synthese an Eisenchelat-bildenden Komponenten bei einer Temperatur hoher als 37°C
reduziert ist (Garibaldi, 1972). Abgesehen davon wird im Zuge der APR das Knochenmark
zur vermehrten Leukozytenausschiittung veranlasst, das Immunsystem stimuliert, im
Fettgewebe Lipolyse ausgelost und die Muskulatur in einen katabolen Zustand versetzt. Bei
dem Gehirn handelt es sich um ein weiteres sehr wichtiges Organsystem, welches im Rahmen
dieser Allgemeinreaktion betroffen ist. Man fasst die damit verbundenen Effekte als
zentralnervos gesteuerter Anteil der APR zusammen.

Lokale entziindliche Systemische Entziindungsreaktion

Reaktion

Gabe von LPS als

IL-1, IL-6,
TNF, LPS

+ -1, 16,
TNF, LPS
ZNS-kontrollierte Akute-Phase-Antwort

"sickness behavior"

E ntziindunfmediatoren

Anorexie, Adipsie,

Tumor, Rubor, somnogener Effekt,
Calor, Dolor, Gliederschmerzen,
5 . endokrine
Funktio laesa Fieber Verdinderungen
Abbildung 2

Schematische  Gegeniiberstellung von LPS-induzierten systemischen und lokalen
Entziindungsprozessen und der damit verbunden Entstehung der zentralnervos kontrollierten
AKkute-Phase-Reaktion (APR).
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2.1. Zentralnervos gesteuerte Akute-Phase-Reaktion

Tiere und Menschen zeigen im Zuge verschiedenster Genesen einer akuten generalisierten
Entziindung (APR) Symptome, die weitgehend dhnlich oder gar identisch zu sein scheinen.
Solche Symptome unterscheiden sich zumeist nur in der Stirke der Ausprigung. Es handelt
sich dabei um Effekte der APR, die durch das Gehirn gesteuert werden. Darunter werden all
die Symptome verstanden, die gewdhnlich beim Auftreten von Fieber zu beobachten sind.
Fieber selbst ist ebenfalls ein durch das zentrale Nervensystem (ZNS) induzierter Prozess, der
sehr gut dokumentierbar und objektivierbar ist. Fieber-begleitende Symptome der ZNS-
kontrollierten APR sind Anorexie, Adipsie, Somnolenz (beziehungsweise verdndertes
Schlafverhalten), Abgeschlagenheit, Lustlosigkeit, Konzentrationsschwiche,
Bewegungsarmut, Aktivititsminderung, endokrine Verdnderungen, verringerte Libido und
reduzierte soziale Interaktion {Abbildung 2, (Kushner, 1988)}. Diese schwerwiegenden
unspezifischen Verdnderungen in der Psyche und dem Verhalten von Tier und Mensch
werden kollektiv als ,,Sickness Behavior® bezeichnet (Kent et al., 1992; Dantzer, 2001a, b;
Kelley et al., 2003). Im Folgenden soll kurz auf die beiden Symptome Fieber und ,,Sickness
Behavior* eingegangen werden.

2.1.1. ,,Sickness Behavior*

Der Definition nach stellt ,,Sickness Behavior eine Gruppe von Symptomen und
Anzeichen dar, die Situationen begleitet, bei denen vermehrt Zytokine auftreten. Unter
normalen Umstinden steigt zusitzlich gleichzeitig die Kdrpertemperatur an {Glossary of
terms of thermal physiology (IUPS, 2001)}. Interessanterweise konnte festgestellt werden,
dass viele der unspezifischen Krankheitssymptome bei Labortieren in Infektionsmodellen
denjenigen Symptomen &dhneln, die als Nebenwirkung bei Zytokintherapien krebskranker
Patienten beobachtet wurden (Dantzer & Kelley, 1989). Dadurch und durch Untersuchungen
der Wirkung der einzelnen Zytokine auf das Verhalten von Tieren konnte die Kausalitét
zwischen erhdhten Zytokinspiegeln im Blutplasma und dem Auftreten von ,,Sickness
Behavior nachgewiesen werden (Bluthé et al., 1992).

Man kann ,,Sickness Behavior auch als eine Anpassung von Verhaltensmustern an
Perioden der Infektion des Organismus definieren (Konsman et al., 2002). Es handelt sich
hierbei nicht, wie man vermuten konnte, um ein (reaktives) passives Verhalten aufgrund von
Schwiche, die sich sekundér als Folge der Energie-raubenden Prozesse der Immunabwehr
entwickelt (Holmes & Miller, 1963). Vielmehr ist ,,Sickness Behavior ein Teil der
natiirlichen Reaktionen, die zur Erhaltung der Homoostase und der Bekdmpfung von
Infektionen dienen. Wéahrend der APR fiihrten bei Ratten der vermehrte Schlaf, die
zusammengerollte Position und das verdnderte Verhalten zur Einsparung von Wirme und
Energie zur Bekdmpfung der entziindungsauslosenden Noxe (Hart, 1988). Diese
Verhaltensverdnderungen werden als Ausdruck fiir einen Status der Motivation angesehen,
welcher die Prioritdt des Organismus dahin richtet, Resistenz und Gegenwehr fiir pathogene
Eindringlinge zu erbringen. Es kommt damit gleichzeitig auch zu einer ziigigen Erholung von
der Infektion, da sich der betroffene Organismus ausruht und Energie einspart. Die



-14 - Einleitung

Verbreitung der Krankheit kann zudem verhindert werden, weil nicht mehr dem normalen
Fressverhalten nachgegangen wird, welches einerseits einen zusitzlichen Energieverbrauch
zur Folge hitte, andererseits auch die Ubertragung des Erregers auf andere Tiere vereinfachen
wiirde (Johnson, 2002).

Inflammatorische Erkrankungen fithren dazu, dass der Organismus durch Mobilisierung
von Energiereservoirs (Fettgewebe, Muskulatur) in einen katabolen Zustand gerit. Deshalb
wirkt es auf den ersten Blick paradox, dass die Nahrungsaufnahme gehemmt wird, obwohl sie
ja primdr zur Energieversorgung dient. Anorexie hat jedoch anscheinend einen schiitzenden
Effekt fiir den infizierten Organismus. So konnte gezeigt werden, dass Méause, die mit Listeria
monozytogenes infiziert wurden, bei Zwangsfiitterung wesentlich niedrigere Uberlebensraten
aufwiesen als die Tiere, die ad libitum gehalten wurden, obwohl sie stark an Gewicht verloren
und anorektisch waren (Murray & Murray, 1979). Ebenso erhohte ein Futterentzug einige
Tage vor einer bakteriellen Infektion die Uberlebensraten von Ratten (Wing & Young, 1980).
Auch vermehrter Schlaf als weitere Komponente des ,,Sickness Behavior™ scheint einen
positiven Effekt bei der Uberwindung einer Infektion zu haben. Bei einem Infektionsversuch
starben zum Beispiel vor allem diejenigen Kaninchen, die weniger geschlafen hatten als
andere (Toth et al., 1993).

Interessanterweise beschreibt man den aktiven Anteil an den Verhaltensinderungen im
Zuge einer APR oder Infektion als eine Verdnderung der Motivation des Individuums.
Motivation wird als zentrale Flexibilitdt des Organismus bezeichnet, auf verschiedene Arten
auf einen Stimulus zu reagieren. Das bedeutet, dass auf einen Reiz nicht immer gleich reagiert
wird, sondern den duBeren Umstdnden entsprechend, die durch die Umwelt getragen sind.
Dies zeigten zum Beispiel Untersuchungen zum miitterlichen Verhalten von Ratten und
Midusen im Umgang mit ihren noch poikilothermen Welpen. Je nach aktueller
Umgebungstemperatur wurden die Welpen eines laktierenden Muttertieres nach einer LPS-
Behandlung von ihr in unterschiedlicher Weise betreut. Bei Kélte wurden die Welpen
eingesammelt und ein Nest zum Wirmen des Nachwuchses gebaut. Bei hoheren
Temperaturen war die Motivation nicht grofl genug, neben dem Einsammeln der Welpen noch
zusétzlich ein Nest zu bauen (Aubert et al., 1997). Anhand der geschilderten Beispiele wird
deutlich, dass es sich bei dem Symptom ,,Sickness Behavior um eine sehr komplexe Palette
an Verhaltens-Symptomen handelt, deren zentralnervése Steuerung intensiv erforscht wird
(Dantzer, 2001a, b).

2.1.2. Fieber

Beim Fieber handelt es sich um das wohl bekannteste zentralnervds kontrollierte
Krankheitssymptom. Im Rahmen der APR ist dieses Symptom von einer Reihe koordinierter
autonomer, neuroendokriner Reaktionen sowie zweckmiBigen Verhaltensinderungen
begleitet. Fieberreaktionen sind relativ stereotyp, kommen bei fast allen Vertebraten vor und
konnen unabhidngig davon durch unterschiedlichste Noxen erzeugt werden.
Thermophysiologen definieren Fieber bei ruhenden Tieren durch eine Erhéhung der
Korperkerntemperatur von 1 bis zu 4°C iiber den Normalwert (Saper, 1998). Fieber tritt nicht
nur bei Sdugetieren und Vogeln sondern auch bei wechselwarmen Tieren auf, die im
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Krankheitsfall eine  wirmere = Umgebung  aufsuchen, um  hierdurch  eine
Korpertemperaturerhhung zu erzielen (Kluger et al., 1975). Mittlerweile wurde bei iiber 26
nicht-homeothermen  Tierarten  eine, durch  Verhaltensmalnahmen  induzierte,
infektionsbedingte Fieberreaktion nachgewiesen (Kluger, 1991). Fieber ist allerdings
zusétzlich im Zusammenhang mit den Abwehrmechanismen einer APR als adaptive Reaktion
im Rahmen der Immunantwort zu sehen. Es handelt sich demzufolge um mehr als nur eine
aktive Erhohung der Korpertemperatur (Zeisberger, 1999). Trotzdem ist Fieber nicht die sich
quantitativ am stirksten dndernde physiologische Variable im Rahmen der APR. Vielmehr
erhoht sich die Rektaltemperatur von Kaélbern bei einem durch Zeisberger 1999
durchgefiihrten Vergleich der Daten von Bieniek et al., 1998 lediglich um 2 %. Solch ein
Krankheitsverlauf hingegen ist von einem 15-25 tausendfachen Anstieg der Zytokin-
Plasmaspiegel (TNF, Interferon), einer 50 %igen Erhohung der Herzfrequenz und einer
150 %igen Erhohung der Plasmaglucosewerte begleitet. Selbst wenn man davon ausgeht, dass
die Korperkerntemperatur bei erkrankten Kédlbern um bis zu 5°C ansteigen kann, so handelt es
sich trotzdem nur um eine Steigerung der normalen Korperkerntemperatur von weniger als
20 %. Beim Fieber scheint es sich also nicht um die bedeutendste Anderung eines
physiologischen Parameters im Rahmen der APR zu handeln. Dennoch ist zu betonen, dass in
vielen Féllen eine Genesung von Fieber begleiteten Krankheiten schneller und erfolgreicher
erzielt wird (Klein & Cunha, 1996). Gleichwohl handelt es sich beim Fieber um einen sehr
Energie-raubenden Prozess. Jede Erhohung der Korpertemperatur um 1°C hat eine Zunahme
der metabolischen Rate um 13 % zur Folge (Dubois, 1936, 1948). Anders ausgedriickt, steigt
der Energieumsatz bei einem Anstieg der Korpertemperatur von 2-3°C um bis zu 20 % an
(Roth, 2002). Man interpretiert diesen Effekt als Resultat des Temperaturkoeffizienten
stoffwechselabhidngiger Prozesse (Q10-Effekt). Fir das Symptom Fieber im lebenden
Organismus bedeutet dies, dass schon allein durch den physikalischen Zustand der
Temperaturerh6hung metabolische Prozesse beschleunigt ablaufen. Es wird zum Beispiel die
Herzkreislaufarbeit gesteigert, der Puls steigt so pro °C fieberhafter Temperaturerh6hung um
9 Schlidge pro min. an (Karjalainen & Viitasalo, 1986). Es stellt sich eine katabole
Stoffwechsellage ein. Einige Komponenten der Immunabwehr konnen alleine aufgrund dieser
Tatsache durch beschleunigte Reaktionen verstarkt ablaufen.

Ein Mechanismus, durch den Fieber bei der Uberwindung bakterieller Infektionen beitrigt,
beruht auf der Tatsache, dass viele Mikroorganismen tiiber ein Temperaturoptimum beziiglich
ihres Wachstums verfiigen. Dies bedeutet, dass der Wirtsorganismus einen Vorteil gegeniiber
den eindringenden Bakterien gewinnen kann, wenn deren Wachstum gehemmt wird. So liegt
z.B. unter in vitro Bedingungen das Wachstumsoptimum von Pneumococcen bei 37°C,
wihrend bei 41°C kein Wachstum dieser Bakterien mehr stattfindet (Small et al., 1986).
Hingegen bleibt das Wachstum von E. coli und Pasteurella multocida iiber die ganze Spanne
der physiologisch vorkommenden Korperkerntemperaturen unbeeinflusst (Kluger & Vaughn,
1978; Mackowiak et al., 1981). Bei einigen Bakterien bewirkt eine Temperaturerhbhung
zumindest eine Verlangsamung des Wachstums (Small et al., 1986). Diese Art-spezifischen
Unterschiede des bakteriellen Wachstums bei Fieber kdnnen zum einen teilweise mit dem
bereits beschriebenen Effekt des verringerten Plasma-Eisenspiegels erklart werden. Zum
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anderen wirkt sich ein zweiter Effekt der erhohten Korperkerntemperatur auf die Spezies-
spezifische Syntheseleistung zum Beispiel Gram negativer Bakterien aus. Fieber hemmt bei
hoheren Temperaturen die Bildung protektiver Membran-Lipopolysaccharide (LPS). Dadurch
wird es dem Serum-Komplement-System ermdglicht, die Bakterien leichter zu perforieren
und abzutoten (Green & Vermeulen, 1994). Prinzipiell wird das Immunsystem durch Fieber
stimuliert, wenn es in den physiologischen Grenzbereichen liegt und nicht zu hoch ist.
Gesteigert werden beim Fieber unter anderem die Antigenerkennung sowie die Mobilitit und
Phagozytoseaktivitdt von Leukozyten (Chen et al., 2004). Es gibt auch Hinweise dafiir, dass
die Temperaturerhohung an sich die Expression pyrogener Zytokine hochreguliert (Hasday,
1996; Jiang et al., 1999a; Jiang et al., 1999b).

Ob und wie stark sich ein Fieber auf einen gegebenen Stimulus manifestiert, hingt von
unterschiedlichen Randbedingungen ab. Neben individuellen Unterschieden ist die
Fieberreaktion bei Schwangeren und Neonaten beispielsweise prinzipiell unterdriickt
(Zeisberger et al., 1981; Cooper et al., 1988). Genauso wie die Immunabwehr eines jeden
Individuums in Ausmall und Effektivitit sehr unterschiedlich ausfillt, sind solche
Unterschiede auch bei der Ausbildung des Fiebers zu beobachten.

Eine besondere Bedeutung wird der experimentellen Fieberforschung nicht zuletzt dadurch
zu Teil, dass speziell im Bereich der Intensivmedizin weitreichende Probleme im
Zusammenhang mit der Thermoregulation auftreten. Vor allem sehr schwache Menschen oder
Tiere iiberleben diesen Energie-raubenden Prozess manchmal nicht. Durch die instrumentelle
Medizin ist es zudem héufig nicht einmal mehr mdglich, ein Fieber festzustellen, da die
aktuelle Kdrpertemperatur bereits stark von der Therapie und den eingesetzten Geréten derart
beeinflusst wird, dass eine Temperaturerhohung oder Erniedrigung nicht immer eintritt.
Damit fehlt dieses so wichtige Symptom, mit dessen Hilfe ein Monitoring der APR erst
moglich ist. Fieber stellt nach Erfindung des Thermometers im 17. Jahrhundert seit dem
letzten Jahrhundert ein Instrument dar, Diagnosen zu unterstiitzen und den Verlauf von
Infektionen zu kontrollieren (Roth, 2002). Zusétzlich konnte ein besseres Verstindnis der
Prozesse in der APR und ein selektives Eingreifen, eine hohere Lebensqualitét fiir chronisch
Kranke und vor allem Krebspatienten im Zuge von Therapieansitzen mit Hilfe von Zytokinen
bieten.

2.1.3. Biologischer Nutzen

Der biologische Nutzen der zentralnervos gesteuerten Akute-Phase-Reaktion liegt
offensichtlich darin, dass sich der Organismus zusétzlich zu den angeborenen und erworbenen
Mechanismen der Immunabwehr der Situation einer Infektabwehr adiquat anpasst. ,,Sickness
Behavior* scheint hierbei vor allem Strategien der Energieeinsparung zu unterstiitzen. Die
Prioritit wird also ganz und gar auf eine moglichst ungestorte und effektive Abwehr gelegt,
die eine schnelle Genesung gewihrleisten soll.

Fieber als Energie-verschwendender Prozess wurde schon seit dem Altertum als adaptive
Wirtsantwort angesehen, aber beziiglich seines Nutzens auch kontrovers diskutiert (Roth,
2002). Da es in der Evolution stark konserviert ist, konnte man darauf schlieBen, dass es sich
beim Fieber um einen iliberlebenswichtigen Faktor handelt. Mit wenigen Ausnahmen kdnnen
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alle endothermen und ektothermen Vertebraten, aber auch zahlreiche Invertebraten wie z.B.
die Kakerlake, nach Stimulation mit LPS Fieber entwickeln (Kluger & Rothenburg, 1979;
Kluger, 1991). Bei vielen ektothermen Tieren steht Fieber im direkten Zusammenhang zur
Umgebungstemperatur (Kluger et al., 1975). Indem solche Tiere vermehrt warme Plitze
aufsuchen, konnen sie aktiv ihre Korpertemperatur steigern. Die Thermoregulation geschieht
hierbei also vornehmlich {iber Verhaltensinderungen. Wird Fieber allerdings
pharmakologisch verhindert, steigt beispielsweise bei Eidechsen aber auch anderen Tieren die
Mortalitdt bei Infektionen mit fiir die jeweilige Tierart pathogenen Bakterien drastisch an
(Bernheim & Kluger, 1976; Kluger et al., 1998; Jiang et al., 2000). Ahnliche Studien wurden
auch mit Kaninchen durchgefiihrt (Kluger & Vaughn, 1978; Vaughn et al., 1980; Kurosawa et
al., 1987). Man beobachtete zudem, dass Fieber bis zu einer Erhéhung der Koérpertemperatur
um 2,25°C die Uberlebensrate steigerte, dariiber hinaus allerdings verringerte (Kluger &
Vaughn, 1978). Daraus geht hervor, dass zumindest moderates Fieber bei Infektionen wichtig
fiir das Uberleben des Organismus ist. GleichermaBen konnten retrospektive Studien
bestdtigen, dass Patienten, die ein moderates Fieber entwickelten, eine bakterielle Peritonitis
(Weinstein et al., 1978) oder Sepsis (Bryant et al., 1971; Mackowiak et al., 1980) zu einem
hoheren Prozentsatz iiberlebten als solche, bei denen sich kein Fieber manifestierte.

Letztendlich ist jedoch einzurdumen, dass es noch keinen empirischen Beweis dafiir gibt,
dass Fieber zur Erhaltung der Homoostase immer von Nutzen ist. Gerade Fehlregulationen
der Fieberantwort fiihren im Rahmen der APR haufig zu lebensbedrohlichen Situationen. Es
kann zum Beispiel zu einem Endotoxinschock, zum systemischen inflammatorischen
Syndrom (SIRS) oder zu Sepsis kommen, was schlieBlich im Zusammenbruch des
Abwehrmechanismus als multiples Organversagen enden kann (Zeisberger, 1999). Neuere
Studien haben fiir Patienten mit schwerer Sepsis Mortalitdtsraten von bis zu 40 % festgestellt
(Bone et al., 1989; 1990). Gerade deshalb ist es wichtig, die genaueren zelluldren und
molekularen Mechanismen dieser Prozesse néher zu analysieren. Obwohl Zytokin-induziertes
Fieber und ,,Sickness Behavior bei akuten Infektionskrankheiten adaptiv zu sein scheinen, so
werden sie maladaptiv, wenn sie ldnger andauern bzw. chronisch werden oder einen bereits
geschwichten Organismus zu viel Energie kosten (Konsman et al., 2002). Deshalb erscheint
es auch sinnvoll, dass bei Schwangerschaft beziehungsweise Trachtigkeit Fieber
physiologisch unterdriickt ist, um nicht zusétzlich ein biologisches System zu iiberlasten, das
ausreichend energetisch versorgt werden muss.

Der genaue Zusammenhang zwischen Depressionen und ,,Sickness Behavior® ist noch
immer unbekannt, wird aber postuliert (Dantzer, 2001b). Das postvirale Miidigkeitssyndrom
ist beispielsweise von psychischen Verdnderungen begleitet. Depressionen entwickeln sich
haufig nach der Erholung von viralen Infektionen (Komaroff et al., 1996). Bei Krebspatienten
wire eine Verbesserung des hédufig hoffnungslosen und hilflosen Gemiitszustandes, der sich
bei Zytokintherapie noch zusitzlich (Depressionen) verschlimmert, ebenfalls wiinschenswert.
Ziel wire die potenziell schéddlichen oder unangenehmen Begleiterscheinungen von
Infektionen und anderen Krankheitszustdnden zu modulieren, ohne dabei die vom Patienten
aktiv eingestellten Verdnderungen des Thermoregulationssystems zu manipulieren.
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II.

LITERATURUBERSICHT

1. Thermoregulation

Sowohl der Fieberanstieg als auch die Phase der Entfieberung sind in der Regel von
Reaktionen begleitet, die im Dienste der Thermoregulation stehen (Schiittelfrost, starkes
Schwitzen). Dies bedeutet, dass es beim Fieber zu aktiv eingestellten Verdnderungen im
Thermoregulationssystem kommt. Prinzipiell ist die Konstanz der Korpertemperatur als
Resultat einer ausgeglichenen Wérmebilanz anzusehen; das heilit, sie setzt eine Gleichheit
von Wiarmeproduktion und Wéarmeabgabe voraus.

Bei Mensch und Tier erfolgt die Energiezufuhr iiber exogen zugefiihrte chemische Energie.
Diese wird in Form von Nahrung aufgenommen und dazu genutzt, um durch biologische
Oxidation korpereigene Energielieferanten zu produzieren. Im Rahmen biologischer
Oxidationen wird in erster Linie Adenosintriphosphat (ATP) gebildet. Bei dieser Reaktion,
weiteren Biosynthesen, Muskelkontraktionen und aktiven Transportprozessen wird ein
GroBteil der urspriinglich eingesetzten chemischen Energie in Form von Warmeenergie frei.
Dies bedeutet, dass der homeotherme Organismus darauf angewiesen ist, iiber verschiedene
Mechanismen permanent Wérme abzugeben, um sich nicht kontinuierlich aufzuheizen. Rein
physikalisch ist eine Wairmeabgabe evaporativ, konduktiv, konvektiv und {iber
Wirmestrahlung moglich (Roth, 2003). Das hédngt jedoch entscheidend von der jeweiligen
Umweltsituation ab. Ein bestehender Temperaturgradient zwischen dem Organismus und der
AulBlenwelt ermdglicht eine Wiarmeabgabe, kann aber unter Umstdnden auch schnell zu einem
zu groflen Warmeverlust fithren. Dies macht das Einbeziehen verschiedener Warmespar- und
Wirmebildungsmechanismen erforderlich. Schon allein durch die sich permanent dndernde
Variable AuBlentemperatur ist zum Erreichen einer gleichbleibenden Korperkerntemperatur
eine permanente Warmeregulation notwendig. Physiologisch erfolgt die Konstanthaltung der
Korpertemperatur in  einem  definierten  Normalbereich  iiber autonome und
verhaltensgesteuerte Regelmechanismen. Dafiir gibt es einen gerichteten, vom Gehirn
organisierten und kontrollierten Regelkreis (Zeisberger, 1999).

Das Konstanthalten der Korperkerntemperatur ist sehr wichtig, wobei zwei Extreme der
Korpertemperaturentwicklung verhindert werden sollen. Es handelt sich dabei zum einen um
die Vermeidung von Korpertemperaturen von iliber 41°C, die unter anderem zu dem so
genannten Hitzeschlag-Syndrom fiihren. Hierbei kommt es zu einer toxisch Wirkung auf
Nervenzellen, zum Denaturieren von Proteinen und zu Krdmpfen. Weiterhin hat eine Warme-
induzierte vermehrte Depolarisation erregbarer Zellen eine Kaliumfreisetzung zur Folge,
welche wiederum zu lebensgeféhrlichen Herzrhythmusstérungen fiihren kann (Roth, 2002).
Die mikrovaskulidre Permeabilitit dndert sich, damit verbunden entstehen zerebrale Odeme,
lokale Blutungen und letztendlich Zerstorungen von Nervenzellen.

Ebenso gilt es, eine starke Verringerung der normalen Korpertemperatur (bei Mensch unter
35°C) zu verhindern. Eine so genannte Hypothermie kann zum Beispiel im Rahmen einer
Sepsis, nach Medikamentengabe und Kaélteexposition auftreten. Sie kann ebenfalls
lebensbedrohliche Zustinde verursachen. Beim Menschen fithren Korpertemperaturen unter
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26°C in der Regel zum Tod. Es treten Storungen im Siure-Base-Haushalt,
Herzrhythmusstérungen, und Bewusstseinseintriibungen auf (Roth, 2003).

1.1. Regelkreis

Abhéngig von individuellen und Spezies-abhingigen Vorraussetzungen und Erfahrungen
gibt es verschiedene Strategien und Mechanismen, wie die thermoregulatorische Einstellung
einer dem Sollwert entsprechenden Kdrpertemperatur erreicht wird (Zeisberger, 1994, 1996).
Analog zu einem technischen Regelkreis wurde versucht, eine Modellvorstellung zu
entwickeln, mit der die komplizierten aktiven Prozesse der Thermoregulation beschrieben und
erklart werden konnen (Abbildung 3). Im Kdorperkern und in der so genannten Korperschale
gibt es spezialisierte Sinneszellen, die als Thermosensoren bezeichnet werden. Sie stellen die
Messglieder des Regelkreises dar, die iiber sensorische Afferenzen dem Regler im Gehirn den
Istwert der Korpertemperatur vermitteln. Der Regler ist im Hypothalamus lokalisiert. Der
exakte zelluldire Mechanismus, wie der gemessene Istwert mit dem Sollwert verglichen wird,
konnte trotz intensiver Suche bislang nicht identifiziert werden. Jedoch kommt es bei
Abweichung von einer Spezies-spezifischen geregelten Korpertemperatur zur Aktivierung
efferenter Signale neuroendokriner, autonom vegetativer und somatomotorischer Natur,
wodurch letztendlich die jeweils verfiigbaren Stellglieder (Thermoeffektoren) derart
beeinflusst werden, dass sie der Temperaturabweichung entgegen wirken. Dies resultiert dann
entweder in der Stimulierung von Warmebildungs- und Wiarmekonservierungsmechanismen
oder in einer gesteigerten Warmeabgabe, bis der Istwert dem Sollwert wieder entspricht.
Solange keine StorgroBe in das System eingreift, bleibt bei Konstanz der Warmebildung und
Wairmeabgabe die Korperkerntemperatur in ihrem definierten Sollbereich. Der so genannte
Sollwert, ein Begriff aus der Regeltechnik, ist hier allerdings vielmehr als
Thermoindifferenzbereich zu sehen. Man nennt ihn auch Zwischenschwellenzone. Es handelt
sich dabei um einen Bereich der mittleren Korpertemperatur, in dessen Rahmen weder
Wirmebildung noch Wérmeabgabereaktionen ablaufen (Briick, 1985). Dieser Bereich ist
dadurch charakterisiert, dass sich die Signale der Warm- und Kélterezeptoren, bzw. der warm-
und kaltsensitiven Neurone, autheben. Dementsprechend ist kein stabiles Referenzsignal
notwendig (Bligh, 1976). Diejenige mittlere Kdorpertemperatur, bei der der Organismus
Wairmebildung aktiviert, wird als die untere Grenze des Sollwertes, die mittlere
Korpertemperatur, bei der thermoregulatorische Warmeabgabe induziert wird, als Obergrenze
des Sollwertes bezeichnet. Dazwischen hélt sich das System die Waage.
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Abbildung 3

Schema zur biologischen Regulation der Korpertemperatur (T,), dargestellt als Regelkreis.
Wenn Wirmebildung und Wirmeabgabe gleich sind, bleibt die Korperkerntemperatur stabil.
Der Hypothalamus stellt dabei den thermoregulatorischen Regler dar, in dem die
Temperatursignale integriert werden. Als Impulsfrequenzen (Imp/s) kodiert werden die Istwerte
der peripheren Warm- und Kaltrezeptoren (Messglieder) zum Hypothalamus geleitet. Dabei
steigen die Impulsfrequenzen der warmsensitiven Neurone (rote Pfeil, mittlere Graphik) mit
steigender, die der kaltsensitiven Neurone (blaue Pfeil, mittlere Graphik) mit abnehmender
Temperatur an. Im Bereich des ,,Sollwertes* heben sich die Signale auf. Bei Dominanz eines der
beiden Signale werden die entsprechenden Effektororgane aktiviert. Beispielsweise folgt aus der
Dominanz von Signalen der Warmrezeptoren eine Aktivierung von Mechanismen zur
Wirmeabgabe. Gleichzeitig werden inhibitorische Interneurone aktiviert, welche die
Mechanismen der Wirmeproduktion unterdriicken. Ein Uberwiegen der Signale der
Kaltrezeptoren fiihrt zur Wirmeproduktion und wiederum zu einer Unterbindung der
Wirmeabgabe. Nihere Erlduterungen sind im Text zu finden. T,, Koérperkerntemperatur;
Imp/s, Entladungsrate der Warm- bzw. Kaltrezeptoren {Abbildung modifiziert (Roth, 2003)}.

1.1.1. Kalt- und Warmsensoren

Bei Kalt- und Warmsensoren handelt es sich um freie Nervenendigungen langsam
leitender Nervenfasern. Somit ist die Membran der Axonterminalen als Sensor spezialisiert.
Diese spezialisierten Sinneszellen dienen der Temperaturwahrnehmung und somit der
Thermoregulation (Abbildung 4). Prinzipiell wurden solche Thermosensoren iiber empirische
funktionelle Messungen von Kaélte- und Wiarmepunkten in der Haut charakterisiert. Es handelt
sich dabei um langsam leitende unmyelinisierte C-Fasern von diinnem Durchmesser und
etwas grofere schnellere diinn myelinisierte Fasern vom Typ A-Delta. In der Peripherie findet
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man vor allem Kaltsensoren. Die Information iiber die aktuelle Temperatur wird schlieBlich
zum Gehirn, genauer zum Hypothalamus geleitet. Zentral findet sich im anterioren Teil des
Hypothalamus, der Area praeoptica, eine hohe Anzahl an Warmsensoren (Hammel, 1965,
1968; Boulant, 2000). Genauer betrachtet weist diese Gehirnstruktur 30 % Warmsensoren
(Griffin, 2004), 5 % Kaltsensoren und 65 % temperaturunempfindliche Neurone auf (Boulant,
1998; Conti et al., 2004). Die Informationsvermittlung findet schlieBlich {iber die
Impulsfrequenzen statt, die sich mit steigender Temperatur bei warmsensitiven Neurone
erhohen (Warmsensoren, Abbildung 3, 4; roter Pfeil/Kurve) und bei kaltsensitiven Neuronen
(Kaltsensoren, blaue Pfeil/Kurve) verringern. Fiir die Zuleitung der Temperatursignale aus der
Korperperipherie zum Hypothalamus, in dem sich der Regler des biologischen
Thermoregulationssystems befindet, werden Axon-Kollaterale des Tractus spinothalamicus
mit hypothalamischen Projektionen verantwortlich gemacht.

A B Haut DRG RM

Hitze > 42°C

(O8]
(e

Hitze > 52°C

Hitze > 33°C

C

Impulsfrequenz (s!)

Kalte < 25°C

Anktm1

Kalte < 17°C

Hauttemperatur (°C)

Abbildung 4

Schematische Ubersicht iiber die Funktion von Warm- und Kaltsensoren. Bei steigender
Temperatur nimmt die Impulsfrequenz von warmsensitiven Neuronen (WS) zu und der
kaltsensitiven Neurone (KS) ab (A). Bei sinkender Temperatur steigt dagegen die
Entladungsrate kaltsensitiver Neurone an. Die Thermozeption der Warm- (B) und Kaltsensoren
(C) der Haut erfolgt iiber unspezifische Kationenkaniile, die zu der Familie der TRPs (transient
receptor potential) gehoren. Hautafferenzen thermosensibler Neurone konnen iiber derartige
Kanile bei bestimmten Temperaturen stimuliert werden und diese Signale iiber die
Spinalganglien (DRG) und das Riickenmark (RM) zu den thermointegrativen Arealen des
Hypothalamus weiterleiten.

Zusammen mit den hauptsidchlich in der praoptischen Region generierten neuronalen
Impulsen zur Charakterisierung der Korpertemperatur werden diese Signale von
Neuronenverbianden des thermointegrativen Areals im caudalen Anteil des Hypothalamus
verrechnet (Briick & Zeisberger, 1987).

Der Erregungsmechanismus von Kaltsensoren ist noch nicht vollstindig aufgeklart. Es
handelt sich hierbei wahrscheinlich um spezifische lonenkandle, die zur Familie der
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thermoTRPs (transient receptor potential) gehéren {Abbildung 4, C; (Okazawa et al., 2002)}.
Vereinfacht unterscheidet man zwei verschiedene Kanaltypen. Zum einen gibt es den Trpm§,
welcher durch Abkiihlung und Menthol aktiviert werden kann, was zu einem
depolarisierenden Kationeneinwértsstrom fiihrt (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002). In
vitro wurde fiir dieses Kanalprotein ein temperaturabhiangiger Aktivierungsbereich zwischen
25-28°C festgestellt und bestitigt, dass dieses Kanalprotein tatsdchlich in Kélte- und Menthol-
responsiven Neuronen exprimiert werden (Patapoutian et al., 2003). Zum anderen wurde ein
zweiter Kalterezeptor in Form des Ionenkanals Anktml beschrieben, der in vitro bei
Temperaturen unterhalb von 17°C aktiviert wird (Patapoutian et al., 2003). Dies stellt beim
Menschen die Reizschwelle zu schmerzhaftem Kélteempfinden dar. Neben diesen Kanaltypen
ist an der Depolarisation von Kailterezeptorneuronen durch Abkiihlung vermutlich eine
Inaktivierung von Kaliumkanédlen beteiligt (Reid & Flonta, 2001la), die allerdings
wahrscheinlich von zweitrangiger Bedeutung ist (Reid & Flonta, 2001b).

Die Erregung von Warmsensoren ist ebenfalls mit einer Aktivierung unspezifischer
Kationenkanile verbunden, die sich bei Erwdrmung 6ffnen, wodurch es wiederum zu einem
Einstrom von Kationen kommt. Solche so genannten thermoTRPs sind Kanalproteine, die
spezialisiert sind, nur jeweils auf bestimmte Temperaturbereiche anzusprechen. Man
unterscheidet vier TRP Rezeptor-Subtypen die nach ihrer Entdeckung von 1-4
durchnummeriert wurden (Trpvl bis Trpv4; Abbildung 4, B). Alle zusammen decken bei
Saugetieren die Spannweite physiologisch vorkommender Korpertemperaturen ab
(Patapoutian et al., 2003). Trpv1 wird bei Temperaturen iiber 42°C aktiviert und stellt damit
vielmehr einen Schmerzrezeptor dar, der auf Hitze reagiert (Clapham et al., 2001).
Interessanterweise wird dieser lonenkanal auch durch moderat saure pH-Werte (Tominaga et
al., 1998), Bradykinin und NGF (nerve growth factor) (Chuang et al., 2001),
Lipoxygenaseprodukte (Hwang et al., 2000), Prostaglandine (Hu et al., 2002), Proteinkinase
A und C und ATP aktiviert (Tominaga et al., 2001). Wie schon in Kapitel I 1 beschrieben,
handelt es sich bei diesen Stoffen um Mediatoren, die im inflammatorischen Milieu
vorkommen. Darliber hinaus wird der Trpvl-Kanal durch Ethanol oder Capsaicin (die
Substanz, die die Schirfe in der Chili-Schote ausmacht) stimuliert (Trevisani et al., 2002).
Abgesehen vom peripheren Nervensystem findet man Trpvl im Gehirn, im Riickenmark, in
der Haut, in der Zunge und in der Blase. Trpv2 hat seinen Aktivierungsbereich bei 52°C und
hoher. Fiir Trpv3-4 gibt es noch keine Beweise, dass diese lonenkanéle eine physiologische
Rolle bei der Wahrnehmung von Warme in vivo besitzen (Patapoutian et al., 2003). In vitro
wurde ein Temperatur-responsiver Bereich zwischen 34-38°C (Trpv3) und 27-34°C (Trpv4)
festgestellt. Diese Kanalproteine sind insgesamt von besonderem Interesse, da sie bei
physiologischen Korperkerntemperaturen aktiviert werden konnen.

Der Organismus ist somit in der Lage, liber Kalt- und Warmsensoren die Korperschalen-
und Korperkerntemperatur wahrzunehmen. Immer wenn im thermointegrativen Areal eine
Abweichung des Istwertes der Korpertemperatur vom Sollwert ermittelt wird, werden
schlieBlich im Dienste der Wéarme- oder der Kélteabwehr Effektororgane aktiviert.
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1.1.2. Effektororgane

Homeotherme Lebewesen konnen sich prinzipiell tiber morphologische und funktionelle
Mechanismen an verdnderte thermoregulatorische Anforderungen anpassen (Briick, 1981).
Morphologische Adaptation kann ldngerfristig iiber Pelzwachstum oder vermehrte subkutane
Fetteinlagerung erfolgen. Eine gezielte den Bediirfnissen entsprechende Aktivierung von
Effektororganen zur Thermoregulation geschieht kurzfristig {iber somatomotorische und
sympathische Nerven. Dies beinhaltet eine iliber warmsensitive und thermoinsensitive
Effektorneurone vom Hypothalamus (Regio praeoptica) ausgehende Aktivierung
verschiedener autonomer, thermoregulatorischer Prozesse (Nagashima et al., 2000;
Nakamura, 2004) sowie die Induktion von Verhaltensénderungen (Boulant, 1989). Diese
Reaktionen werden jeweils zur Kilteabwehr bzw. Wiarmeabwehr genutzt. Beim Menschen
dominiert die Verhaltensregulation (Roth, 2003), aber auch das Meerschweinchen scheint
tiber die Wahl einer optimalen Umgebungstemperatur autonome thermoregulatorische
Reaktionen zu minimieren (Fewell et al., 1997). Es wird angenommen, dass damit Energie
gespart werden kann, was zum Beispiel fiir Neugeborene sehr wichtig ist. Es gibt allerdings
den Bediirfnissen in der Tierwelt entsprechend starke Unterschiede im Vorhandensein und der
Ausprigung der Effektororgane und ihrer Aktivierung. So tolerieren zum Beispiel
Meerschweinchen Kilte viel besser als Hitze, da sie mit ihrer kompakten Korperform Wirme
besser speichern als abgeben konnen (Wagner, 1976). Sie besitzen keine Schweilldriisen und
konnen im Gegensatz zu anderen Spezies (Hund) auch ihre evaporative Wérmeabgabe iiber
den Respirationstrakt (Hecheln) nur begrenzt steigern (Briick & Zeisberger, 1987; Roth,
1989).

1.1.2.1. Wirmeproduktion / Wiarmekonservierungsmechanismen

Steigerung der Wiarmeproduktion wird iliber caudale Komponenten des Hypothalamus
gesteuert. Sie erfolgt zum einen iiber eine Erhdhung der metabolischen Rate, zum anderen
kann die Warmeproduktion auch iiber korperliche Aktivitdt erhoht werden. Autonom reguliert
kommt es hierbei zundchst zu einer Erhohung des Muskeltonus und schlieflich zum
Kiltezittern. Willkiirliche Muskelarbeit als adaptatives Verhalten erhoht ebenfalls die
Wairmebildung. Zitterfreie Thermogenese wird vor allem bei Neugeborenen und kleinen
Saugetieren durch [p-Rezeptor vermittelte noradrenerge Stimulierung des braunen
Fettgewebes iiber das sympathische Nervensystem erreicht. Dieses sympathisch sehr gut
innervierte Gewebe generiert Warme tliber eine Entkopplung der Atmungskette von der ATP
Synthese. Der die ATP-Synthese normalerweise antreibende Protonenfluss wird in diesem
spezialisierten Gewebe iiber ein Entkopplungsprotein (UCP1) kurzgeschlossen, das in der
inneren Mitochondrienmembran sitzt (Cannon et al., 1998; Nedergaard et al., 2001).

Eine Wiarmeeinsparung erfolgt einerseits iiber Verhaltensinderungen wie z.B. Nestbau,
Aufsuchen einer wirmeren Umgebung oder einer Einnahme vor Kilte schiitzender
Korperhaltung. Andererseits tragen vegetativ innervierte Effektororgane auch zur
Konservierung von Wérme bei. Hierbei handelt es sich in erster Linie um das
Kreislaufsystem, mit dessen Hilfe der Wérmestrom vom Korperkern zur Korperschale
gesteuert werden kann. Durch eine Konstriktion peripherer Hautgefile kann somit die
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Durchblutung der zur Auflenwelt exponierten Oberfliche reduziert und ein Wérmeverlust
verringert werden.

1.1.2.2. Wirmeabgabemechanismen

Trockene Wirmeabgabe ist bei einem vorhandenen Temperaturgradienten vom Korper zur
Umwelt in Form von Radiation, Konduktion und Konvektion vorhanden. Es gibt allerdings
verschiedene Effektororgane der Thermoregulation, die diese Prozesse beeinflussen und
erhohen konnen. Die Steuerung erfolgt iiber die prdoptische Region, dem anterioren Teil des
Hypothalamus (Roth, 2003).

Eine autonom regulierte Vasodilatation der peripheren Hautgefdf3e hat eine Erhdhung des
Wirmetransfers iiber das Blut an die Umwelt zur Folge. Zusitzlich haben die meisten Tiere
die Moglichkeit, liber Evaporation von Wasser Wéirme an die Umwelt abzugeben. Eine so
genannte Verdunstungskélte entsteht permanent an den Oberflichen der feuchten
Schleimhiute aber auch der Haut. Uber die Atemwege verdampft kontinuierlich Wasser, was
vom Individuum nicht bewusst wahrgenommen wird (Perspiratio insensibilis). Hunde konnen
zum Beispiel beim Hecheln {iber ein kurzatmiges héufiges Austauschen des
Totraumvolumens der Atemwege diesen Mechanismus verstirken. Zusdtzlich kann tierartlich
unterschiedlich eine Sekretion von Wasser iliber Schwei3driisen als thermoregulatorischer
Effektor genutzt werden. Uber cholinerge sympathische Nervenfasern gesteuert, werden
vermehrt Wasser aber auch Elektrolyte abgegeben. Der Effekt der Kiihlung durch
Verdampfen von Wasser ist nicht bei zu hoher Luftfeuchtigkeit mdglich. Einige Tierarten
besitzen jedoch keine (Meerschweinchen), beziechungsweise nur wenige (Hund an den Pfoten)
derartiger Schweilldriisen.

Zusitzlich konnen auch zur Steigerung der Wiarmeabgabe gezielte Verhaltensdnderungen
induziert werden. Dies geschieht zum Beispiel {iber aktives Befeuchten der Korperoberfliche,
wie beim Suhlen der Schweine im Schlamm oder bei Ratten, die ihr Haarkleid mit Speichel
befeuchten (Zeisberger, 1999).

1.1.3. Definition Fieber

Fieber stellt einen Sonderfall der Thermoregulation dar, bei dem eine Sollwert-Erh6hung
stattfindet und der Korper versucht, aktiv eine hdhere Korperkerntemperatur einzustellen
(Snell, 1968; Kluger, 1991). Der Organismus hat die Temperatur des neuen Sollwertes
erreicht (Fieber), wenn weder Wérme- noch Kélteabwehrmechanismen aktiviert werden
miissen, um die erreichte Temperatur zu verteidigen (Hensel, 1981). Fieber ist damit von drei
weiteren Begriffen aus der Thermoregulation zu unterscheiden. 1) Eine Normothermie liegt
vor, wenn der normalerweise vorliegende Sollwert und die aktuelle Korperkerntemperatur
gleich sind. Dies ist die meiste Zeit der Fall. Dazu werden auch die Variationen der
zirkardianer Rhythmik mit einbezogen. 2) Eine Hypothermie liegt unabhingig von der Hohe
des thermoregulatorischen Sollwertes vor, wenn die aktuelle Korperkerntemperatur unter der
des Thermoindifferenzbereiches liegt. 3) Entsprechend bezeichnet man den Zustand, bei dem
die Korperkerntemperatur hoher ist als der Sollwert als Hyperthermie (Snell, 1968; Kluger,
1991).
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Abbildung 5

Schema zur biologischen Regulation der Korpertemperatur dargestellt als Regelkreis. Durch
Pyrogene wird die Aktivitit von zentralen Wirmerezeptoren gehemmt. Dadurch verschiebt sich
die rote Kennlinie im Graphen nach rechts. Der Bereich des ,,Sollwertes“, bei dem sich die
Signale der Warm- und Kaltrezeptoren aufheben, ist auf eine hohere Temperatur verlagert. Es
entsteht ein Ungleichgewicht, es kommt zur Fieberentwicklung. Durch kurzfristige Dominanz
der Kkaltsensitiven Signale werden die entsprechenden Effektororgane zur Wirmeproduktion
und Einsparung, also zur Kiilteabwehr, angeregt (Schiittelfrost zu Beginn einer Fieberreaktion).
Der neue Sollwert wird also aktiv eingestellt. Bei iiberschieBender Fieberreaktion oder
zuriickgehendem Fieber setzt Wirmeabwehr z.B. in Form vermehrter Schweiflproduktion ein,
weil die Korperkerntemperatur dem jeweiligen neuen oder alten Sollwert angepasst wird. Es
iiberwiegen dann die Signale der zentralen Wirmerezeptoren und somit kommt es zur
Aktivierung von Mechanismen der Wirmeabgabe (Schwitzen am Ende der Fieberreaktion).
Nihere Erliuterungen sind im Text und in Abbildung 3 zu finden. T),, Korperkerntemperatur;
Imp/s, Entladungsrate der Warm- bzw. Kaltrezeptoren.

Prinzipiell konnen einige nicht thermische Faktoren die als Sollwert definierte
Zwischenschwellenzone verdndern. Bei einer Narkose wird zum Beispiel der untere
Grenzwert dieses Bereiches um ca. 3°C nach unten verschoben. Das Progesteron-Ostrogen
Verhiltnis soll hingegen in der entsprechenden Zyklusphase die Korperkerntemperatur
erhohen konnen (Kluger, 1991). SchlieSlich nimmt man an, dass iiber Pyrogene (LPS, PGE,,
proinflammatorische Zytokine) bei der Fieberentstehung zentrale Wéarmerezeptoren gehemmt
werden, so dass sie erst bei einer hoheren Korpertemperatur ihre Impulsrate steigern (Hori et
al., 1988; Nakashima et al., 1989; Nakashima et al., 1991; Xin & Blatteis, 1992). Dadurch
verschiebt sich die rote Kennlinie im Graphen der Abbildung 5 nach rechts. Der Bereich des
»dollwertes®, an dem sich die Signale der Warm- und Kaltrezeptoren aufheben, ist auf eine
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hohere Temperatur verlagert. Entsprechend wird die Kaélteabwehr aktiviert und die
Korpertemperatur aktiv auf diesen neuen Temperaturbereich eingestellt und verteidigt.

2. Fiebermodelle

Prinzipiell sind zur experimentellen Erzeugung von Fieber alle bereits in Kapitel I 1
beschriebenen Noxen verwendbar, solange sie exogen zugefiihrt werden konnen. Der
Organismus reagiert dabei auf die Noxe mit der Entwicklung von Fieber, was im Rahmen der
APR als ein Teil der Immunabwehr zu betrachten ist. Vor allem die angeborene unspezifische
Abwehr spielt hierfiir eine groe Rolle. Sie reagiert auf infektidse und nicht infektiose
Stimuli. Substanzen, die Fieber erzeugen und von auflen in einen Organismus eindringen,
werden allgemein als exogene Pyrogene bezeichnet. Sie konnen direkt oder indirekt {iber vom
Korper gebildete Mediatoren wirken. Solche korpereigene Substanzen, die Fieber erzeugen,
werden wiederum als endogene Pyrogene bezeichnet.

Zur experimentellen Untersuchung von Fieberreaktionen und deren
Entstehungsmechanismen werden verschiedene Fiebermodelle angewendet. Es wird zwar
angenommen, dass es prinzipiell einen allgemeingiiltigen Mechanismus der
Fieberentwicklung gibt. Trotzdem ist es wichtig, die verschiedenen Versuchsbedingungen
und deren Unterschiede zu beriicksichtigen, da es vielerlei Wege der Aktivierung dieses
Mechanismus geben konnte.

Wie stark eine Fieberreaktion auf einen gegebenen Stimulus stattfindet, hdngt jeweils auch
von weiteren Faktoren und Randbedingungen ab. So spielt z.B. das Geschlecht der
Versuchstiere eine wichtige Rolle, weil ovarielle Hormone weiblicher Tiere eine
modulierende Wirkung auf exogene und endogene Pyrogene haben und es zu einer
Abschwichung von Fieber kommt (Mouihate & Pittman, 2003). Zusédtzlich gibt es
Zyklusbeeinflussungen, die zu einer Erhdhung der Korpertemperatur in der Lutealphase
fithren konnen (Graham et al., 1977). Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher nur ménnliche
Meerschweinchen in der Versuchsplanung beriicksichtigt. AuBerdem sind immer die
Dosierung, die Aullentemperatur und andere Faktoren bei Fiebermodellen zu beriicksichtigen
(Romanovsky, 2004b). Es kann nimlich sein, dass eine Noxe je nach den
Haltungsbedingungen bei niedrigeren Temperaturen eine Hypothermie und nur bei héheren
thermoneutraleren Umgebungstemperaturen Fieber erzeugt (Romanovsky et al., 2002; Boisse
et al., 2004). Weiterhin spielt auch die gewahlte Tierart fiir das ausgewihlte Versuchsmodell
zur Fieberuntersuchung eine wichtige Rolle. Traditionell wurde das Kaninchen sehr hiufig als
Versuchtier eingesetzt, weil es eine extreme Sensitivitit gegeniiber Endotoxinen zeigte
(Seibert, 1925). Ratten und Maduse, genauso wie die in dieser Arbeit verwendeten
Meerschweinchen, sind wesentlich unempfindlicher gegeniiber Endotoxinen. Dadurch sind
beim Vergleich von unterschiedlichen Studien die verwendeten Dosierungen in verschiedenen
Tierspezies immer relativ schwierig zu beurteilen. Es gilt zusétzlich, dass bei allen Studien
Stress-erzeugende Zustinde der Versuchtiere vermieden werden miissen, da es ansonsten
zumindest bei einigen Spezies zu einer Stress-induzierten Hyperthermie kommt. So zeigen
z.B. Ratten eine derartige Stress-induzierte Erhohung der Korpertemperatur von bis zu 2°C.
Sogar beim Menschen konnte ein solches Phdnomen bei psychischen Stress beobachtet
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werden (Hasan & White, 1979; Singer et al., 1986). Im Folgenden sollen nun kurz die
unterschiedlichen Ansitze der Entziindungsmodelle zur Untersuchung der Fieberentstehung
beschieben werden.

2.1. Nicht infektios

Neben den physikalischen kommen hauptsdchlich die chemischen Noxen in Frage, um
nicht infektiose Fiebermodelle zu erzeugen. Diesbeziiglich tauchen in der Literatur
Carrageenan (Ibuki et al., 2003), Terpentin (Kozak et al., 1998) oder Formalin als exogene
Pyrogene auf. Solche Substanzen wie Carrageenan haben den Vorteil, dass man lokale
Entziindungsprozesse induzieren kann und nicht befiirchten muss, dass die Substanz in die
Zirkulation gerdt und sich dort durch Effekte des Stoffes selbst eine allgemein entziindliche
Reaktion entwickelt. Es werden mit Hilfe derartiger Substanzen somit hauptsichlich sekundar
produzierte, endogene Mediatoren als potenzielle Ausloser der Fieberreaktion untersucht.
Terpentin provoziert zum Beispiel eine lokalisierte Gewebezerstorung und eine spezifische
Induktion von IL-1p und IL-6 (Rivest, 2003). Es handelt sich um ein Modell der sterilen
lokalisierten Entziindung, die zu einer starken Schwellung im Bereich der Injektion fiihrt
(Rivest et al., 2000; Rivest, 2003). Die korpereigenen Substanzen, die unter anderem zur
Fieberreaktion fithren, werden als endogene Pyrogene bezeichnet. Es handelt sich dabei um
hitzelabile Proteine und Lipide, die allerdings auch bei Verletzungen, Traumata und Stress
produziert werden.

2.2. Infektios

Das angeborene Immunsystem von Sdugetieren erkennt, abgesehen von der relativ
unspezifischen, phagozytotischen Abwehr, eine Invasion von Mikroorganismen iiber
spezifische so genannte Toll-Like-Rezeptoren (TLR). Dies hat eine Aktivierung von
Schutzmechanismen des Wirtes zur Folge. Fiir die erstmals bei der Fruchtfliege Drosophila
entdeckte Klasse der Toll-Rezeptoren wurde eine dementsprechende Nomenklatur fiir TLR
entwickelt (Medzhitov et al., 1997). Man kennt bei Sdugetieren inzwischen 13 verschiedene
Typen an Toll-Like-Rezeptoren {TLR-1 bis 13; (Rock et al., 1998; Takeda et al., 2003;
Tabeta et al., 2004)}. Sie erkennen spezifische hoch konservierte Komponenten der
Mikroorganismen, die man Pathogen-assoziierte Molekiilstrukturen nennt (pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs). Nach Interaktion einer PAMP mit ihrem spezifischen
Toll-Like-Rezeptor kommt es zur Aktivierung einer unspezifischen Entziindungsreaktion,
aber auch teilweise zu einer Antigen-spezifischen adaptiven Immunantwort (Anderson, 2000).
Die Signaltransduktion erfolgt entsprechend der Aktivierung des Interleukin-1 Rezeptors (IL-
IR) (Laflamme & Rivest, 2001; Kandimalla et al., 2003; Takeda et al., 2003). Im Detail wird
in Kapitel II 4.2 darauf ndher eingegangen. Vor allem Monozyten, Makrophagen (Muzio et
al., 2000) und neutrophile Granulozyten, aber auch Epithelzellen (Hornef et al., 2002; Wang
et al.,, 2002; Wolfs et al., 2002) aller groBen Grenzflichen des Organismus und
wahrscheinlich Endothelzellen (Ulevitch & Tobias, 1999; Faure et al., 2000) exprimieren
derartige Toll-Like-Rezeptoren. Die Ausstattung an solchen Rezeptortypen ist allerdings
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unterschiedlich und kann iiber Zytokine (IL1, TNF) und andere Stoffe induziert bzw.
moduliert werden (Takeda et al., 2003). Allgemein kommt es als direkte Folge der
Aktivierung von Toll-Like-Rezeptortypen unter anderem zur Bildung und Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine (Kopp & Medzhitov, 1999; Rivest, 2003) als endogene
Mediatoren und schlieBlich im Rahmen der Immunabwehr auch zur Fieberentstehung.

Prinzipiell ist es moglich, direkt teilungsfihige lebende Mikroorganismen Tieren zum
Zweck der Fieberinduktion zu applizieren (Campisi et al., 2003; Mphahlele et al., 2004). Dies
hat den Vorteil, dass die damit verbundene Reaktion den natiirlichen Fieberentstehungs-
Prozess relativ gut wiederspiegelt. Die Gabe von lediglich einigen Komponenten der PAMPs
an Stelle der lebenden Erreger ist allerdings besser dosierbar, reproduzierbar und unter
Umsténden auch ungefahrlicher in der Handhabung.

2.2.1. LPS/Gram negativ

Bei dem auch im Rahmen dieser Arbeit zur Fieberinduktion verwendeten LPS handelt es
sich um eines der am haufigsten verwendeten und am besten bekannten Entziindungsmodelle.
Als Membranbestandteil gram-negativer Bakterien wird LPS bei Lyse, aber auch von
lebenden Bakterien freigesetzt (Freudenberg & Galanos, 1990) und als ,bakterielles
Endotoxin®“ bezeichnet. Von Geburt an kommen Sdugetiere durch die Darmflora mit diesen
Substanzen in Kontakt. Genauso wie lebende E. coli Bakterien (Campisi et al., 2003)
induziert LPS als pyrogener Bestandteil solcher Bakterien Fieber (Blatteis, 1974; Dinarello,
1983; Kluger, 1991; Mackowiak, 1998) und eine Vielzahl weiterer Krankheits-begleitender
Symptome, wie beispielsweise ,,Sickness Behavior®. Es handelt sich hierbei um hitzestabile
Substanzen mit einem Molekulargewicht von 5 bis 9000 kDa. LPS besteht prinzipiell aus
einem die Antigenitét vermittelnden Polysaccharidanteil und einem Lipid-A-Anteil. Das Lipid
A stellt die Wirkungs-vermittelnde hochkonservierte Komponente dieses Molekiils dar
{PAMP; (Rietschel et al., 1994; Holst et al., 1996)}. Bakterielle Endotoxine aktivieren Zellen
des Immunsystems bereits in sehr geringen Konzentrationen {< Ing/ml Serum, (Forth,
2001)}. Es konnen durch Verwendung von LPS einheitlichere Effekte erzielt werden als
durch Gabe von lebenden oder abgetdteten Bakterien. SchlieBlich ist es kommerziell in hoch
reiner Form erhiltlich und ecinfach zu handhaben. Es scheint, dass sich LPS als
Erkennungsmolekiil fiir gram-negative Bakterien in der Evolution gut konserviert bzw.
bewihrt hat. Zumindest reagieren alle Sdugetiere, aber auch Invertebraten wie Krabben und
einige Molluskenarten sowie die Tabakpflanze auf den Stimulus LPS (Kluger, 1991;
Grunwald et al., 1993; Clatworthy, 1998). Deshalb ist dic Verwendung dieser Substanz ein
sehr gut geeignetes Modell um Signalwege zur Fieberentstehung zu untersuchen.

Der Mechanismus der LPS Wirkung wird wie folgt beschrieben: nach Applikation bindet
LPS an ein im Serum vorhandenes LPS-Bindungsprotein (LPS-B) (Schumann et al., 1990),
welches zu den APR-Proteinen gehort und bei systemischen inflammatorischen Prozessen
vermehrt gebildet wird. Dieser Komplex wird mit erhohter Affinitéit an 16sliche (sCD14) oder
auf Monozyten und Makrophagen vorhandene CD14 Rezeptoren (Cluster of Differentiation,
CD) gebunden (Chen et al., 1992; Mathison et al., 1992; Arditi et al., 1993; Schletter et al.,
1995). Es wird dann {iber ein Signaltransduktionsmolekiil die Expression spezifischer Gene,
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wie z.B. der proinflammatorischen Zytokine, induziert (Wright et al., 1990; Ulevitch &
Tobias, 1994; Degre, 1996; Ulevitch & Tobias, 1999). Diese Informationsiibertragung
geschieht bei diesem LPS-LPS-B-CD14-Komplex vor allem durch den TLR4, welcher iiber
das Adaptermolekiil MyD88 die gleiche Signalkaskade aktiviert wie IL-1 (Laflamme &
Rivest, 2001; Laflamme et al., 2003; Rivest, 2003). Zusétzlich erhoht das so genannte MD-2
Protein (myeloid differentiation protein-2, MD-2) die Antwort auf den Stimulus LPS, indem
es sich an extrazelluldre Teile des TLR4 assoziiert (Shimazu et al., 1999). Die Beteiligung
von TLR2 an der LPS Erkennung wird kontrovers diskutiert (Romanovsky, 2004a; von
Meyenburg et al., 2004). Eine Kontamination mit hoch bioaktiven Substanzen der LPS
Priparation hatte wahrscheinlich dazu gefiihrt, dass TLR2 als Rezeptor fir PAMPs gram-
negativer Bakterien vermutet wurde (Hirschfeld et al., 2000). Fiir TLR4 konnte allerdings
klar gezeigt werden, dass Mause mit einer Mutation im TLR4 Gen nicht mehr auf LPS
reagieren (Poltorak et al., 1998).

Zusitzlich konnten aber auch andere Rezeptoren auBler TLR4/2 an der LPS-Erkennung
beteiligt sein (Perera et al., 2001). Da LPS die Lipidmembranen von Zellen iiberwinden kann,
wird angenommen, dass beispielsweise Nodl iiber den NF-kB Weg als zytoplasmatischer
Rezeptor von LPS fungiert (Inohara et al., 2001). Nod1 war urspriinglich ausschlie8lich mit
der Regulation der Apoptose in Verbindung gebracht worden. Es wird in der Arbeit von
Inohara et al. (2001) aber vorgeschlagen, dass diese Gruppe intrazelluldrer Proteine als
zytoplasmatische Rezeptoren fiir pathogene Komponenten invasiver Bakterien fungieren
konnten.

Wichtig fiir Versuchsdurchfiihrungen ist weiterhin, dass es bei wiederholter Gabe von LPS
in kurzen Zeitabstdnden zu Toleranzeffekten kommt (Atkins, 1960; Soszynski et al., 1991;
Roth & Zeisberger, 1995). Bei einer dreimaligen Gabe von LPS im Abstand von drei Tagen
verringert sich die Fieberantwort signifikant. Dies ist von einer dazu korrelierenden
Verringerung der LPS-induzierten Bildung proinflammatorischer Zytokine (TNF-o, IL-6)
begleitet (Roth et al., 1994; Roth et al., 1997a). SchlieBlich scheint auch ein der LPS-Gabe
vorangehender Stress die Fieberantwort zu verdndern. Neben einer erhdhten Konzentration an
Zytokinen in der Zirkulation ergab sich durch Stress vor der LPS-Injektion auch eine
verstéarkte Fieberreaktion (Johnson et al., 2002; Johnson et al., 2003b).

2.2.2. Andere exogene Pyrogene

Prinzipiell werden sowohl Bakterien als auch Viren und Pilze bzw. deren Bestandteile zur
Fiebererzeugung eingesetzt. Muramyldipeptide sind die kleinsten Bausteine von
Peptidoglycanen aus der Zellwand gram-positiver Bakterien. Diese Substanzen erzeugen
ebenfalls Fieber (Atkins, 1960; Roth et al., 1997a; Roth et al., 1997b). Sie werden neben einer
ganzen Bandbreite an anderen Molekiilen verschiedener Mikroorganismen iiber den TLR2
erkannt. Auch Lipoproteine gram-negativer Bakterien oder Zymosan von Pilzen haben
pyrogene Wirkung. Bei Zymosan handelt es sich um einen Zellwandbestandteil von Hefen
(z.B. Saccharomyces cerevisiae). Es gehort ebenfalls zu den exogenen Pyrogenen, die
hiufiger fiir experimentelle Untersuchungen eingesetzt werden (Cremeans-Smith &
Newberry, 2003). Auch bakterielle DNA sowie doppelstringige RNA konnen {iber die
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Aktivierung von TLRS/TLR9 bzw. TLR3 inflammatorische Reaktionen erzeugen
(Kandimalla et al., 2003; Takeda et al., 2003). Hierbei stellt Poly I : Poly C (Polyinosinic :
polycytidylic acid), eine synthetische doppelstringige RNA, ein Modell fiir virale Infektionen
dar. Einzelstrdngige RNA kann endosomal mit Hilfe von TLR7 erkannt werden und dient als
Modell fiir Infektionen mit RNA-Viren (Diebold et al., 2004). Mycoplasma fermentans besitzt
ein 2 kDa. groBes Lipopeptid welches ,,Makrophagenaktivierendes Lipopeptid-2“ (MALP-2)
genannt wird. Es stellt einen Vertreter der flir Eubakterien untypischen, zellwandlosen
Bakterien dar (Miihlradt & Frisch, 1994). Das bedeutet, dass man bereits iiber eine Vielzahl
an exogenen Pyrogenen verfiigt, die auch ohne Verwendung des infektiosen Erregers eine
gute und reproduzierbare Untersuchung von Fieberentstehungsmechanismen ermoglichen.

3. Zytokine

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Fieberentstehung
bei lokalen bzw. systemischen inflammatorischen Prozessen spielen Zytokine eine
entscheidende Rolle. Ebenso wie das Nervensystem oder das endokrine System bendtigt auch
das aktivierte Immunsystem Mechanismen der Signaliibertragung zur Beeinflussung
unterschiedlicher Organe. Diese Funktion wird von freigesetzten Zytokinen erfiillt, die neben
zahlreichen Organen in der Korperperipherie auch das Gehirn beeinflussen. Die drei grofen
Regelsysteme des Organismus (Nervensystem, endokrines System und Immunsystem) stehen
offensichtlich in vielfdltiger Wechselwirkung zueinander, die man als ,,Neuro-Immun-
Endokrine Interaktionen* bezeichnet {Abbildung 6, (Blalock, 1989, 1994)}. Die Rolle der
Zytokine im Rahmen derartiger Interaktionen soll unter besonderer Beriicksichtigung von
IL-6 im folgendem nidher betrachtet werden.

3.1. Definition und Vorkommen

Zytokine beinhalten eine strukturell sehr heterogene Gruppe von Substanzen, die
traditionell mit dem Immunsystem in Verbindung gebracht werden. Eine Definition und
Einteilung ist, wenn auch iiber ihre Funktionen und Eigenschaften mdglich, relativ ungenau.

Man konnte Zytokine zum Beispiel in folgender Weise definieren: Es handelt sich bei
Zytokinen um regulatorische ldsliche Proteine, Glykoproteine und Polypeptide, die von
weillen Blutzellen und einer ganzen Bandbreite anderer Korperzellen abgegeben werden. Die
pleiotrope Wirkung von Zytokinen in nano- bis pikomolaren Konzentrationen beinhaltet
zahlreiche Effekte auf das Immunsystem sowie einer Modulation inflammatorischer Prozesse.
(Thomson, 1991, 1994; Ibelgaufts, 1995). Mit einem Molekulargewicht von 8-30 kDa. sind
Zytokine vergleichsweise grofle wasserlosliche Substanzen, die Wachstum, Differenzierung
und Funktion unterschiedlichster Zelltypen regulieren. Neben einer lokalen so genannten
parakrinen oder autokrinen Wirkung in allen Geweben des Korpers konnen sie bei stark
erhohter Produktion auch in die Blutbahn {ibertreten. Dort verhalten sie sich wie klassische
Hormone und agieren auf systemischer Ebene. Zytokine gehoren im Allgemeinen zu den am
besten und am schnellsten induzierbaren Proteinen. Ihr Expressionslevel kann dabei durch
bakterielle, virale, inflammatorische und Stress-induzierte Stimuli von kaum detektierbaren
Werten (107" - 107> M) innerhalb von 30-90 Minuten auf 100-10.000fach erhhte Werte (10™
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- 10”7 M) ansteigen (Pollmécher et al., 2002; Conti et al., 2004). Zudem ist die Bildung streng
reguliert. Zytokine werden hauptsichlich von aktivierten Zellen produziert, obwohl fiir einige
Zytokine auch eine basale (10pg/ml) konstitutive Expression gezeigt werden konnte {IL-6,
(Roth et al., 1993; Pollmécher et al., 2002)} Nur fiir Mastzellen wurde beschrieben, dass sie
praformierten Tumor-Nekrose-Faktor- o (TNF-a) beinhalten (McCurdy et al., 2001).
Ansonsten werden Zytokine ausschlieBlich vor ihrer Ausschiittung neu synthetisiert und dann
sehr schnell wieder abgebaut, wodurch sie nur einen kurzen Wirkungszeitraum besitzen. Da
gleiche Zytokine von vielen verschiedenen Zellen produziert werden und andererseits bei
verschiedenen Zelltypen (Ambiguitit) unterschiedliche Wirkungen hervorrufen konnen
(Pleiotropie), ist es schwierig, sie anhand ihrer Effekte zu beurteilen und zu charakterisieren
(siche auch Abbildung 6).
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Abbildung 6

Funktionelle Eigenschaften von Zytokinen I: IL-6 wird von einer ganzen Reihe von
Korperzellen produziert und hat iiber seinen spezifischen Rezeptor sowohl Auswirkungen auf
das Immun- als auch auf das Nervensystem und auf die Leber als Produktionsstitte der AP-
Proteine. IL-6 kann sogar iiber eine Aktivierung von Nervenzellen zu einer Stimulierung der
HPA-Achse (Hypothalamo-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse) fiihren (Ambiguitiit,
Pleiotropie). Damit ist es ein Vermittler ,,Neuro-Immun-Endokrinen-Interaktion® (Gruol &
Nelson, 1997).
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Abbildung 7

Funktionelle Eigenschaften von Zytokinen II: (A) Man spricht von einem ,,Zytokin-Milieu*, weil
in vivo immer eine ganze Reihe von Zytokinen Wirkungen hervorrufen, die iiber verschiedene
Rezeptoren vermittelt trotzdem zu einem einheitlichen Resultat fiihren konnen. Die
Konzentration, Wirkdauer und Ort der Wirkung bestimmt den endgiiltigen Effekt. Es sind
dabei mehrere Variationen von lokalen Entziindungen iiber systemische APR bis hin zur Sepsis
moglich. Neben Toleranzeffekten beeinflussen sich die Zytokine gegenseitig (B). TNF und IL-1
wirken synergetisch stirker als jeweils ein Mediator alleine. Beide Zytokine konnen dabei im
Rahmen der Zytokin-Kaskade die Produktion von IL-6 induzieren (Benveniste et al., 1990). IL-6
und sein IL-6 Rezeptor (IL-6R) werden zum Teil von derselben Zelle gebildet, was eine
autokrine und parakrine Wirkung von IL-6 vermuten lisst (Gruol & Nelson, 1997).

TNF, Tumor-Nekrose-Faktor; IL-1, Interleukin-1; IL-1ra, IL-1 Rezeptor-Antagonist
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Zusitzlich konnen aber auch verschiedene Zytokine iiberlappende oder sogar gleiche
Wirkungen hervorrufen {Redundanz, Teilbild A in Abbildung 7 (Paul, 1989)}. Dieses wird
teilweise iliber die Aktivierung gleicher Signaltransduktionsmechanismen durch
unterschiedliche Zytokine erkldrt. AuBBerdem beeinflussen sich Zytokine in ihrer Wirkung
untereinander. Es treten synergetische und antagonistische Effekte auf (Teilbild B in
Abbildung 7). Aufgrund der vielseitigen Wechselwirkungen (Zytokine, Hormone, Neurone)
ist prinzipiell immer die Einzelbetrachtung eines Zytokins mit Vorsicht zu interpretieren. Es
muss davon ausgegangen werden, dass es sich immer um ein komplexes ,,Zytokin-Milieu*
handelt, das fiir die Auslosung physiologischer und pathophysiologischer Prozesse
verantwortlich ist, und zusidtzlich hormonell und neuronal reguliert wird {Abbildung 7,
(Vilcék, 1994)}.

Man unterscheidet prinzipiell zwischen Interleukinen, Tumor Nekrose Faktoren,
Interferonen, Chemokinen, Hamatopoetinen und Kolonie stimulierenden Faktoren.
SchlieBlich werden auch Wachstumshormone und Neurotrophine wegen ihrer &hnlichen
Wirkungen zu den Zytokinen gezdhlt. Neben einer funktionellen Einteilung kann man
Zytokine nach ihrer dreidimensionalen Gesamtstruktur, nach ihren Induktionsmechanismen
und beziiglich verschiedener Rezeptoruntereinheiten einteilen (Turnbull & Rivier, 1999).

3.2. Zytokine als endogene Pyrogene

Eine humorale bzw. parakrine Wirkung von Zytokinen konnte auch fiir das ZNS gezeigt
werden. Viele Gliazellen und Neurone exprimieren sowohl Zytokine als auch deren
Rezeptoren. Den Zytokinen wird im ZNS eine Rolle bei der Gehirnentwicklung, eine
trophische Wirkung und eine funktionelle Bedeutung bei entziindlichen Prozessen
zugeschrieben. Einige Zytokine zeigen dariiber hinaus auch pyretische oder antipyretische
Wirkungen (Conti et al., 2004).

Bereits seit langer Zeit wurde postuliert, dass endogene Molekiile als Pyrogen wirken
konnten, um Fieber zu erzeugen (Beeson, 1948). Durch die Gabe von exogenen Pyrogenen
(z.B. LPS) identifizierte man schlieBlich endogen gebildete zirkulierende Zytokine als
potenzielle endogene Pyrogene. Fiir dieses Konzept der Fieberentstehung wurden den
Koch’schen Postulaten entsprechend Kriterien aufgestellt, die solche endogene Pyrogene
erfiillen sollten (Kluger, 1991). Drei Punkte werden in der Literatur zur Unterstiitzung dieser
Hypothese genannt.

Zum einen konnte wiederholt gezeigt werden, dass zirkulierende Zytokine mehr oder
weniger simultan und parallel zum Verlauf der Fieberreaktion in der Blutbahn auftauchen.
Bei der Gabe von LPS als exogenes Pyrogen ist je nach Applikationsform eine so genannte
Zytokin-Kaskade zu beobachten (Zeisberger, 1999; Roth & De Souza, 2001). TNF-a ist als
erstes Zytokin im Blut messbar (Kluger, 1991; Roth et al., 1993; Jansky et al., 1995), gefolgt
von Spuren an IL1-B (Jansky et al., 1995) und mit etwas Verzégerung von gro3en Mengen an
zirkulierendem IL-6 (LeMay et al., 1990; Roth et al., 1993) und anderen Zytokinen (z.B. IL-8
oder IL-10), auf die hier nicht weiter eingegangen werden soll. Dieser zeitliche Verlauf
konnte fiir mehrere Tierspezies und den Menschen dokumentiert werden (Zeisberger, 1999;
Johnson et al., 2003b). Dabei scheint bei Mensch (Nijsten et al., 1987) und Tier (LeMay et
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al., 1990; Kluger, 1991; Roth et al., 1993; Roth et al., 1994; Jansky et al., 1995) IL-6 am
besten mit den fieberbedingten Anderungen der Kérperkerntemperatur zu korrelieren.

Zum anderen erzeugt die Gabe der Zytokine selbst bei verschiedenen Tierspezies aber auch
beim Menschen Fieber. Fiir die nach LPS-Gabe in der Zirkulation auftauchenden Zytokine
IL-1PB (Anforth et al., 1998), TNF-o (Goldbach et al., 1996) und IL-6 (Blatteis et al., 1990;
Dinarello et al., 1991; Rothwell et al., 1991; Harre et al., 2002) konnte dies jeweils gezeigt
werden.

Der dritte Punkt des Nachweises einer Rolle von Zytokinen als endogene Pyrogene basiert
auf experimentellen Strategien zur Hemmung einer LPS-induzierten Zytokinbildung oder zur
Blockade der Zytokin-Wirkung. Derartige ,,Anti-Zytokin-Strategien™ fithrten sowohl fiir
TNF-a tiber ein TNF-Bindungsprotein (TNF-bp) (Roth et al., 1998a) als auch fiir IL-1f {iber
IL1-ra, einem endogenen Rezeptor-Antagonisten (Roth & De Souza, 2001), zu einer
Reduktion der Fieberantwort. Diese war auf die zweite Fieberphase beschriankt. Eine
reduzierte Fieberantwort konnte bei einer lokalen Entziindung durch LPS auch iiber eine
Vorbehandlung mit IL-6-Antiserum erzielt werden (Cartmell et al., 2000).

Weitere Befunde wurden durch den Einsatz von Zytokin ,,Knockout“-Méusen erhoben.
Obwohl diesbeziiglich kontroverse Ergebnisse vorliegen, gibt es doch vor allem fiir IL-6 den
Hinweis, dass ein mit einer moderaten LPS-Dosis induziertes Fieber bei Wildtiermausen,
nicht aber bei den IL6-defizienten Méusen erzeugt werden kann (Chai et al., 1996). Bei
IL-1B-Knockout-Méusen ist die Fieberreaktion nach LPS-Gabe in niedriger Dosierung nicht
vollig unterdriickt. Es wurde daher postuliert, dass bei LPS-induziertem Fieber IL-6
notwendig ist (Conti et al., 2004) bzw. auBler IL-1 noch andere pyrogene Substanzen wirken
miissen. Zusétzlich scheinen IL-6 und IL-1B vor allem bei lokalen Entziindungsreaktionen
(Modell Terpentin) eine entscheidende Rolle bei der Fieberentstehung zu spielen. Bei der
systemischen Applikation von LPS in hoher Dosierung zeigten IL-6-Knockout-Méuse jedoch
eine normale Fieberreaktion und nur bei IL-1B-Knockout-Miusen konnte noch eine
Reduzierung des Fiebers festgestellt werden. In Féllen einer besonders starken LPS-
induzierten systemischen Inflammation scheinen Zytokine demzufolge nur teilweise an der
Fieberentwicklung beteiligt zu sein (Kozak et al., 1998). Bei der Induktion einer Sepsis durch
Ligation des Caecums und anschlieBender Punktion entsteht eine initiale Hypothermie gefolgt
von einem verlangerten Fieber. Die Fieberkomponente dieser Reaktion entwickelte sich in
IL-6-Knockout-Méusen nicht mehr (Leon et al., 1998). IL-6 scheint also insgesamt ein
notwendiges pyrogenes Zytokin in einigen, aber nicht in allen experimentellen
Fiebermodellen zu sein. Dies hidngt von der verwendeten Dosierung und der
Applikationsform des Entziindungsreizes ab.

3.3. Inflammatorisch

Die wichtigsten proinflammatorischen Zytokine oder endogenen Pyrogene sind IL-1f und
TNF-a (Dinarello, 1997). Zusammen mit IL-6 werden sie generell als die Hauptmediatoren
der Fieberreaktion bei bakteriellen Infektionen (gram-negative Bakterien) angesehen (Xin &
Blatteis, 1992; Blatteis, 2004a). Es soll hier allerdings nur auf die Rolle von IL-6 ndher
eingegangen werden.
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3.3.1. IL-6

IL-6 gehort zu einer Zytokinfamilie, bei der alle Zytokine eine gemeinsame
Rezeptoruntereinheit, das so genannte gpl30-Molekiil, besitzen (Kishimoto et al., 1994).
Diese Gruppe von Zytokinen beinhaltet neben IL-6 auch IL-11, CNTF (ciliary neurotrophic
factor), LIF (leukemia inhibiting factor), Leptin, OSM (oncostatin M), CT-1 (cardiotropin-1)
und CLC (cardiotropin-like cytokine) (Kishimoto et al., 1995; Taga & Kishimoto, 1997;
Heinrich et al., 1998; McCowen et al., 1998; Heinrich et al., 2003).

IL-6 ist ein wichtiger Mediator der Wirtsantwort auf Krankheiten. Das humane Gen von
IL-6 ist auf Chromosom 7pl5-p21 gelegen und wird von einer Vielzahl von Zellen
transkribiert. Hierzu gehdren Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Synoviozyten und
Endothelzellen, die im Rahmen von Infektionen, Verletzungen und anderen Noxen zur
Bildung von IL-6 stimuliert werden (Kishimoto et al., 1995). Im ZNS wird IL-6 auf
entsprechende Reize in Gliazellen und Neuronen gebildet (Frei et al., 1989; Maimone et al.,
1993). Humanes IL-6 wird als Vorstufe produziert (212 Aminosduren, AS) und durch
Proteolyse in eine aktive Form (184 AS) umgewandelt. Dieses Glykoprotein kommt im
Plasma mit einem Molekulargewicht von 23-30 kDa. vor, was mit dem Vorhandensein von
unterschiedlichen Zuckeranteilen zusammen hingt (May et al., 1988). IL-6 hat eine wichtige
Vermittlerfunktion zwischen Zellen des Immunsystems und anderen Geweben. Es induziert
die Produktion von AP-Proteinen in der Leber, ist ein wichtiger Wachstums- und
Differenzierungsfaktor des Immun- und Blutbildungssystems und wird in zellulédre
Funktionen des ZNS einbezogen, wie Zell zu Zell Kommunikation, Regulation von neuro-
immunen Interaktionen und Neuroprotektion (Gruol & Nelson, 1997). Studien zeigten, dass
IL-6 im Gehirn sowohl neurotrophische als auch neurotoxische Effekte hat. Es wurden unter
anderem zwei verschiedene transgene Mdause geziichtet, die IL-6 iiberexprimieren (Campbell
et al., 1993; Fattori et al., 1995). Nur in einem dieser Mausemodelle traten schwere neuronale
und vaskuldre Verdanderungen auf, die mit starken Verhaltenséinderungen einhergingen. Es
scheint also zumindest teilweise eine chronische Exposition des Gehirns mit erhdhten
Mengen an IL-6 zu schweren Stérungen der normalen ZNS-Funktionen zu fithren (Gruol &
Nelson, 1997). Andererseits sind IL-6 Konzentrationen im Blut auch bei Hirntraumata
(Kossmann et al., 1995; Kossmann et al., 1996) und Erkrankungen wie Parkinson (Mogi et
al., 1994) oder Alzheimer (Wood et al., 1993) erhoht.

IL-1 und TNF-a konnen potenziell die Bildung von IL-6 induzieren (Van Damme et al.,
1987; Zhang et al., 1990; Zetterstrom et al., 1998). Man spricht hier wiederum von einer
Zytokin-Kaskade, bei der IL-6 erst als distaler Mediator auftritt (Teilbild B in Abbildung 7).
IL-6 Konzentrationen im Blut fallen beim Einsatz von IL-1ra (IL-1-Rezeptor-Antagonist)
oder TNF-a Antikoérpern deutlich niedriger aus (Elliott et al., 1994; Fisher et al., 1994,
Fantuzzi & Dinarello, 1996) oder steigen durch Applikation von Antikorper gegen IL-1ra an
(Cartmell et al., 2001). Dies sind weitere experimentelle Beweise fiir die Existenz der
erwihnten Zytokin-Kaskade. IL-6 wiederum hemmt die Expression von TNF-a und IL-1B
(Schindler et al., 1990; Dinarello, 1997), ein Phdnomen, das als negative Riickkopplung
interpretiert werden kann.



-36 - II Literaturiibersicht

Abgesehen davon, dass Messungen von IL-6 im Blut im Vergleich zu TNF-a und IL-13
verlésslicher sind, so handelt es sich bei IL-6 auch um das Zytokin, welches am besten mit
fieberhaften akuten Krankheitsstadien korreliert. Zusétzlich steigen die zirkulierenden IL-6
Werte um mindestens eine Zehnerpotenz stirker an als TNF-a oder IL-1B (Dinarello, 1999)
und sind wéhrend der ganzen Fieberreaktion in erhohten Konzentrationen messbar (Roth et
al., 1993; Miller et al., 1997b; Cartmell et al., 2000). IL-1p ist hdufig kaum zu detektieren
und TNF-o Konzentrationen sinken bereits in der Frithphase der Fieberreaktion wieder ab
(Roth et al., 1993). Im so bezeichneten subkutanen ,,Air-pouch“~-Modell oder der im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten subkutanen Kammer (sieche Kapitel III 1.1.2) werden lokale
inflammatorische Prozesse imitiert. LPS , TNF-o und IL-1p treten dabei kaum vom Ort der
lokalen Entziindung in die Zirkulation des Blutes iiber, IL-6 allerdings ist, wenngleich
moderat konstant im Plasma erhoht (Miller et al., 1997b; Cartmell et al., 2000; Ross et al.,
2000; Cartmell et al., 2001; Ross et al., 2003; Turnbull et al., 2003). IL-6 konnte also das
einzige Zytokin sein, welches LPS-induziert in groferen Mengen in der Zirkulation bei
systemischen und lokalisierten Entziindungsprozessen zu finden ist. Im Gegensatz dazu treten
TNF-o und IL-1B in messbaren Konzentrationen nur nach systemischer Gabe von LPS im
Plasma auf. Folglich wird IL-6 als wichtiger Faktor der Informationsweiterleitung zum ZNS
betrachtet, welcher die zentralnervos kontrollierte APR mit Fieber, ,,Sickness Behavior® und
der Aktivierung der Hypothalamo-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA Achse)
vermittelt (Cartmell et al., 2000; Dantzer, 2001b; Turnbull et al., 2003). Die Bedeutung von
IL-6 als Botenstoff wird dadurch unterstrichen, dass neben der Fieberreaktion auch die HPA-
Aktivierung bei IL-6-Knockout-Méusen unterdriickt ist (Turnbull et al., 2003). Trotzdem hat
IL-6 in mehreren Studien je nach Dosierung und Applikationsroute eher moderate oder sogar
keine pyrogene Eigenschaften gezeigt (Helle et al., 1988; Blatteis et al., 1990; Sakata et al.,
1991; Cartmell et al., 2000; Harre et al., 2002). IL-6 wirkt allerdings stark pyrogen, wenn es
in Kombination mit anderen Zytokinen wie IL-1 appliziert wird, auch dann wenn beide
Zytokine in weit subpyrogener Dosis zusammen injiziert wurden (Cartmell et al., 2000). Es
scheint also, dass es sich bei IL-6 zumindest unter speziellen experimentellen Bedingungen
um ein fiir die Fieberentwicklung essenzielles pyrogenes Zytokin handelt (Roth et al., 2004).

3.4. Antiinflammatorisch

Abgesehen von dem endogenen Liganden IL-1ra (Eisenberg et al., 1990; Hannum et al.,
1990) und den loslichen Rezeptoren fiir IL-1 und TNF werden im LPS-induzierten
Entziindungsmodell auch so genannte antiinflammatorische Zytokine gebildet (Fernandez-
Botran, 2000). Diese Stoffe gegenregulieren inflammatorische Prozesse und verhindern eine
Uberreaktion. Zu den antiinflammatorischen Zytokinen gehoren unter anderem IL-4, IL-10,
IL-13 und TGF-B (transforming growth factor-f) (Cartmell et al., 2003). Sie modulieren
Immun- und inflammatorische Prozesse, was schlielich zu einem Abklingen der Entziindung
und zu einer Riickkehr der Integritdt von entziindeten Geweben fiihrt (Opal & DePalo, 2000).
Auch 1IL-6 hat abgesehen von seinen proinflammatorischen Eigenschaften auch
antiinflammatorische Wirkungen und protektive Funktionen im Verlauf kritischer
Krankheitsstadien (Xing et al., 1998).
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IL-6 hemmt zum einen die Produktion von IL-1 und TNF (Kapitel II 3.3.1). Zum anderen
konnte gezeigt werden, dass Infusionen von kleinen Mengen an IL-6 beim Menschen zu einer
Produktion von IL1ra, 16slichen TNF-Rezeptoren, IL-10 und Kortisol fiihrt (Tilg et al., 1994;
Steensberg et al., 2003). All diese Substanzen vermitteln antipyretische Effekte (Roth et al.,
1998a; Conti et al., 2004; Roth et al., 2004). Deshalb konnte IL-6 auch teilweise den
Fieberriickgang und nicht nur die Entstehung beziechungsweise Erhaltung von Fieber
beeinflussen. Zusdtzlich scheinen auch die APR induzierenden Eigenschaften von IL-6
teilweise von antiinflammatorischer Natur zu sein (Tilg et al., 1997; Dinarello, 1999). Dies
wird vor allem daraus geschlossen, dass viele AP-Proteine ,,Sauerstoffradikalfanger” und
Antiproteasen sind (Dinarello, 1999). Antitrypsin verhindert Dbeispielsweise die
Superoxidbildung von Neutrophilen und damit wahrscheinlich Gewebeschiden durch
Superoxidradikale (Bucurenci et al.,, 1992), reduziert aber hierdurch auch die
inflammatorische Abwehr von Mikroorganismen.

4. Signaltransduktionswege auf zellulirer und molekularer Ebene

Die Wirkung von Zytokinen héngt von der spezifischen Ausstattung der jeweiligen
Korperzellen an Rezeptoren und den damit verbunden Signaltransduktionsprozessen ab.
Zytokine als hydrophile Makromolekiile wirken nicht in der Zelle sondern durch Bindung an
Membranrezeptoren. Durch transmembranédre Strukturen kann die Zytokin-vermittelte
Information in das Zytoplasma iibertragen werden. SchlieSlich kommt es direkt oder indirekt
iiber so genannte ,,second messenger Molekiile zu einer strukturellen oder funktionellen
Verdnderung in der aktivierten Zelle. Solche Second-Messenger-Systeme haben den Vorteil,
dass eine Information potenziert, also verstidrkt, und dem Bedarf entsprechend moduliert
werden kann. Zytokine wirken iiber derartige Systeme. Entsprechend der jeweiligen
Zellausstattung und Funktion im Zellverband kann die Auslosung des gleichen
Signaltransduktionsmechanismus sehr verschiedene, an die Situation angepasste Effekte
haben. Zum Verstindnis der Zytokin-vermittelten biologischen Antworten, zu denen Fieber
gehort, soll beispielhaft die Aktivierung von Zielzellen mittels der Pyrogen-aktivierten
Transkriptionsfaktoren STAT3 (durch IL-6), NF-kB (durch LPS/IL-1) und FOS (durch LPS
und Zytokine) etwas niher betrachtet werden.

4.1. gp130 Rezeptorfamilie

Die Zytokine der so genannten IL-6-Familie, zu der IL-6, IL-11, LIF, OSM, CNTF, CT-1
und CLC gehdren, beinhalten eine wichtige Gruppe von Mediatoren, die an der Regulation
der APR, Verletzungen und Infektionen beteiligt sind (Heinrich et al., 2003). Sie zeichnen
sich dadurch aus, dass eine Signaltransduktion {iiber einen komplexen bestehenden
Mechanismus in mehreren Schritten erfolgt. Gemeinsam ist allen die Beteiligung des
Glykoproteins 130 (gpl130) in dem Informations-iibermittelnden Plasmamembran-
Rezeptorkomplex. Leptin beispielsweise besitzt letztendlich den gleichen ,,second messenger*
(STAT3) wie IL-6, hat allerdings keinen zusammengesetzten, sondern einen einzelnen
spezifischen Membran-durchspannenden Rezeptor, der nicht mit gp130 identisch ist (Hegyi et
al., 2004). Genauso wie Prolaktin und das Wachstumshormon (GH) teilen solche Hormone
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mit der gpl30 Rezeptorfamilie die Signaltransduktion iiber die JAK-STAT-Kaskade
(Auernhammer & Melmed, 2001).
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Abbildung 8

Schematische Ubersicht der Signaltransduktion von IL-6 iiber zwei verschiedene Wege: (A,
linke Hailfte) Neben einem basalen Im- und Export von STAT3 Monomeren kommt es bei
Anlagerung von IL-6 an seinen Rezeptor (IL-6R) zu einer Dimerisierung von zwei gp 130
Untereinheiten. Am entstehenden Rezeptorkomplex assoziierte Janus Kinasen (JAK) werden
dadurch aktiviert (autophosphoryliert) und phosphorylieren die gp 130 Untereinheiten. STAT3
Molekiile assoziieren sich an den Komplex und werden ebenfalls durch JAKs phosphoryliert.
Die aktivierten STAT3 Monomere dissoziieren, dimerisieren und wandern daraufhin in den
Kern der aktivierten Zelle. Dort regulieren sie die Genexpression iiber Bindungen an spezifische
Promotoren. (B) Alternativ kann die MAPK-Kaskade (mitogen activated protein Kinase)
ablaufen, bei der unter anderem der Transkriptionsfaktor NF-IL-6 aktiviert wird, der ebenfalls
im Kern die Genexpression reguliert. NF-kB kann die STAT3 Anlagerung an die DNA hemmen.

Man unterteilt bei der Rezeptorfamilie gp130 zwei Untergruppen. Die eine verwendet
einen nicht direkt das Signal vermittelnden a-Rezeptor, wozu IL-6, IL-11 und CNTF gehoren.
Eine andere Gruppe besitzt Membran-durchspannende Rezeptoren. Die a-Rezeptoren
verfiigen zwar liber die Bindungsstelle fiir den Liganden (z.B. IL-6), benétigen aber ein
Homodimer (IL-6, IL-11) oder ein Heterodimer (CNTF) einer B-Rezeptoruntereinheit, die bis
in das Zytosol der Zelle reicht und damit Informations-vermittelnd wirkt. Fiir IL-6 gibt es
demzufolge einen Rezeptorkomplex aus zwei gpl30 Molekiilen verbunden mit dem o—
Rezeptor (IL-6R). Der Ablauf der Wirkung von IL-6 ist wie folgt zu beschreiben: nach
Bindung von IL-6 an die a-Untereinheit (IL-6-Rezeptor, IL-6R) kommt es zu einer
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Homdimerisation von zwei gp130 B-Untereinheiten. gp130-assoziierte Kinasen (Januskinase,
JAK) werden aktiviert, was mit einer Autotyrosinphosphorylierung einhergeht. AuBBerdem
werden die gpl30 Untereinheiten phosphoryliert, wodurch Bindungsstellen fiir STAT3
Molekiile (,,Signaliibersetzer und Aktivator der Transkription®, ,signal transducer and
activator of transcription) freigelegt werden und diese sich dort an den Rezeptorkomplex
assoziieren. Diese STAT3 Monomere werden gleichermal3en durch die JAKs phosphoryliert,
dissoziieren und bilden Dimere. Es handelt sich dabei um Homodimere (STAT3/STAT3) oder
seltener um Heterodimere (STAT3/STATI1), die schlieBlich in den Zellkern wandern
(,,nukledre Translokation) und dort als Transkriptionsfaktoren die Genexpression regulieren
{ Abbildung 8 Teilbild A, (Gruol & Nelson, 1997; Heinrich et al., 1998; Takeda & Akira,
2000; Kisseleva et al., 2002; Heinrich et al., 2003)}.

Neben den in der Zellmembran verankerten IL-6R und gp130 kommen auch 16sliche (sIL-
6R, sgp130) Rezeptorformen im Blut vor. Im Unterschied zu anderen 16slichen Rezeptortypen
wie fiir TNF (sTNFR) konnte fiir den sIL-6R in einigen Studien eine agonistische Wirkung
gezeigt werden (Schobitz et al., 1995; Romano et al., 1997; Jones et al., 2001). Fiir den sIL-
6R nimmt man an, dass er zum Teil durch ein so genanntes ,,shedding®, einer begrenzten
Proteolyse der Membran-gebundenen Form, entsteht (Miillberg et al., 1993). Vorwiegend
scheint er allerdings iiber alternatives ,splicing der mRNA und Sekretion nach der
Translation produziert zu werden (Lust et al., 1992; Miiller-Newen et al., 1996; Heinrich et
al., 1998). Der sIL-6R bindet IL-6 mit gleicher Affinitdt wie der Membran-gebundene IL-6R
(Stoyan et al., 1993) und kann mit ubiquitdr vorkommenden gp130 Molekiilen assoziieren
und eine normale Signaltransduktion gewéhrleisten. Die antagonistische Wirkung auf eine IL-
6 Signaltransduktion von l6slichen gp130 (sgp130) wird durch sIL-6R wiederum potenziert.
Die Kombination beider Molekiile scheint eine Art Puffer zur Modulation der Antwort auf IL-
6 darzustellen (Miiller-Newen et al., 1998).

Zusitzlich wird tiber die gp130 Rezeptorfamilie ein zweiter Signalweg aktiviert. Es handelt
sich um die MAPK Kaskade (mitogen-activated protein kinase), die unter anderem zu einer
Phosphorylierung von NF-IL-6 (nuclear factor IL-6) fiihrt. Dieser ist wiederum ein
Transkriptionsfaktor (Abbildung 8 Teilbild B).

Um eine Uberstimulierung zu verhindern, gibt es hoch entwickelte Mechanismen, um eine
Zytokin-induzierte Signaltransduktion wieder auszuschalten. Dabei spielt die Halbwertszeit
aller einzelnen Faktoren eine entscheidende Rolle {IL-6R, 2-3 h; gp 130, 2.5 h, JAK, 1.9 h;
STAT3, 4-8 h; SOCS3, 1.6 h (Heinrich et al., 2003)}. Der Rezeptorkomplex wird
internalisiert, zum Teil auch abgebaut oder einfach dephosphoryliert und wieder verwendet.
Innerhalb von 30-60 Minuten internalisieren alle IL-6 Bindungsstellen an der Zelloberfldche
(Nesbitt & Fuller, 1992). Im lysosomalen Kompartiment wird der IL-6 Rezeptor abgebaut
(Graeve et al., 1996). Die gpl30 Untereinheiten konnen in der Zellmembran wieder
verwendet werden (Heinrich et al., 1998). Ein schnelles Verschwinden der inflammatorischen
Zytokine aus der Zirkulation ist ebenfalls wichtig fiir das Wiederherstellen der Homdostase.
Radioaktiv markiertes, zirkulierendes IL-6 ist zum Beispiel bereits 2 min. nach einer
Bolusinjektion nicht mehr im Blut nachweisbar (Castell et al., 1988). Es wird hauptséchlich in
der Leber aus der Zirkulation herausgefiltert (Castell et al., 1990). AuBerdem wird die IL-6



-40 - II Literaturiibersicht

Verfligbarkeit iiber Zytokin-Proteolyse reguliert. Im entziindeten Gewebe induziert IL-6 zum
Beispiel die Ausschiittung von Elastase und anderen Proteasen aus neutophilen Granulozyten,
welche wiederum IL-6 abbauen (Bank et al., 1999).

Zusitzlich gibt es endogene ,,negative Feedbackmechanismen®, die ein UberschieBen der
Reaktion verhindern und die Signaltransduktion schlieBlich beenden. Dazu gehoéren eine
ganze Reihe ubiquitir vorkommender Phosphatasen, die sowohl im Kern als auch im
Zytoplasma die aktivierenden Phosphorylierungen der einzelnen Komponenten wieder
abspalten (Heinrich et al., 2003). Dadurch wird eine Inaktivierung erreicht. Zusétzlich gibt es
zwei verschiedene Proteine, die weitere Phosphorylierungen von gp130, STATs und JAKs
verhindern. Es handelt sich um ubiquitdr tdtige, induzierbare PIAS (protein inhibitor of
activated STAT) und um spezifischer wirkende SOCS {supressor of cytokine signaling,
Kapitel II 4.1.2, Abbildung 9, (Naka et al., 1997, Starr et al., 1997)}. PIAS-3 hemmt dabei
beispielsweise die STAT3 regulierte Genexpression. Hierzu interagieren diese Molekiile mit
den phosphorylierten STAT3-Dimeren und verhindern deren Bindung an die DNA
{Abbildung 8, (Chung et al., 1997)}.

Zur Erfassung der biologischen Bedeutung dieser Rezeptorfamilie ist eine Betrachtung der
aktivierten Zielgene notig (siche STAT3, NF-xB). Allgemein ist die gp130 Rezeptorfamilie in
Differenzierung, Uberleben, Apoptose und Proliferation von Zellen involviert. Neben pro-
und antiinflammatorischen Funktionen spielen Zytokine der IL-6 Familie bei der
Hamatopoese, der APR und der Immunantwort eine wichtige Rolle. Viele Untersuchungen
zur Charakterisierung der Eigenschaften der IL-6-Signaltransduktion wurden mit Knockout-
Maiusen oder transgenen Méusen (die gewisse Gene iiberexprimieren) durchgefiihrt. Im
Gegensatz zu IL-6-Knockout-Miusen fiihrte eine Deletion des STAT3, gp130 und des JAK
Genes zu letalen Phéanotypen (Yoshida et al., 1996; Takeda et al., 1997). Diese Faktoren
scheinen also unentbehrlich fiir die Entwicklung und das Uberleben der Miuse zu sein.

Interessanterweise konnte erst kiirzlich gezeigt werden, dass die Signaltransduktions-
Maschinerie fiir IL-6 auch durch alternative Reize stimuliert werden kann. Eine
Temperaturerhohung bis auf 40°C verstirkte die L-Selektin vermittelte Adhdsion von
Lymphozyten im  Gewebe 1iiber eine Aktivierung des IL-6 abhéngigen
Signaltransduktionsweges (Chen et al., 2004). Damit stellt Fieber als ,,Alarmsignal® des
Korpers einen Mechanismus dar, direkt Lymphozyten zum Beispiel im Rahmen der
Extravasation zu mobilisieren (Evans et al., 2001). Die Temperaturerhdhung an sich
stimuliert dabei also das Immunsystem.

4.1.1. STAT3

Bislang wurden sieben verschiedene STAT Molekiile beschrieben (STATI, 2, 3, 4, 5a, 5b,
6). STAT3 ist davon der am weitesten verbreitete Transkriptionsfaktor (Bhattacharya &
Schindler, 2003). Dadurch wird die pleiotrope Wirkung von Zytokinen erklirt, die iiber
diesen Faktor die Genexpression in verschiedensten Zelltypen beeinflussen konnen. Solche
Zytokine gehoren zu der IL-6-, IL-10- aber auch der Interferon-Familie (Kisseleva et al.,
2002). Bisher hat man STAT-Transkriptionsfaktoren nur in mehrzelligen Organismen
nachgewiesen. Fiir die IL-6 getragenen Signaltransduktion bildet STAT3 nach entsprechender
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Aktivierung Homo- oder Heterodimere, die darauthin in den Kern wandern (Heinrich et al.,
1998). Fiir einen Teil dieser nukledren Translokation wurde ein Rezeptor-vermittelter,
endozytotischer, Vesikel-betriebener Transport der STAT3-Dimere von der Zellwand-nahen
Region der Aktivierung in eine perinukledre Region beschrieben (Bild et al., 2002). Fiir eine
einfache Passage durch Nukleoporen sind die STAT-Molekiile allerdings zu grof3 (90 kDa.).
Sie miissten also aktiv in den Kern eingeschleust werden. Prinzipiell scheint es zumindest
auch einen permanenten Im- und Export von STATs in Zellkerne zu geben. Es sind
beispielsweise nicht phosphorylierte STAT Molekiile immer im Kern zu finden (Meyer et al.,
2002). Diese werden als Koaktivatoren der eigentlichen phosphorylierten Dimere angesehen
(Chatterjee-Kishore et al., 2000). Potenzielle nukledre Import- oder Exportsignale wurden
allerdings bisher nur zum Teil identifiziert (McBride et al., 2002). Fiir STAT3 wurde erst
kiirzlich der Export iiber spezifische NES (nuclear export signal) Elemente beschrieben
(Bhattacharya & Schindler, 2003). Zudem hat sich der Verdacht erhirtet, dass es einen
basalen kontinuierlichen Im- und Export von nicht phosphorylierten STAT3 in und aus dem
Kern gibt, der in ruhenden Zellen ebenfalls auftritt (Abbildung 9). Bei Rezeptoraktivierung
akkumulieren iiber eine schnelle Translokation schlieBlich phosphorylierte STAT3 Molekiile
im Kern. Sie werden dephosphoryliert, wieder ziigig in das Zytoplasma exportiert (Haspel &
Darnell, 1999) und konnen dort prinzipiell wieder verwendet werden (Bhattacharya &
Schindler, 2003). Ein Abbau iiber das Proteasom ist allerdings auch moglich. Die
Halbwertszeit von STAT3 Molekiilen betrdgt zwischen 4,5 bis 8,5 Stunden, wodurch ihre
Wirkung begrenzt wird und dann von einer Neusynthese abhingig ist (Heinrich et al., 2003).

In ruhenden Zellen findet man STAT Molekiile hauptsichlich im Zytoplasma. Zur
Sicherung der Signaltransduktion iiber STATs gibt es lediglich eine transiente Translokation
in den Kern, welche durch eine Reihe von Mechanismen gesteuert ist (Bhattacharya &
Schindler, 2003). Im Zusammenhang mit einem nicht aktivierten basalen STAT3 Austausch
zwischen Zytoplasma und Kern konnte die einmalige Regulation dieser Prozesse die
Wachstumsfunktion wiederspiegeln, die diesen Stoffen zugeschrieben wird (Bowman et al.,
2000). So wurde eine konstitutive Aktivierung von STAT3 mit der Entstehung von Krebs als
Zustand {berstimulierten Wachstums in Verbindung gebracht (Bromberg et al., 1999).
Entscheidend fiir die Beurteilung der Rolle derartiger Transkriptionsfaktoren sind natiirlich
die Gene, die durch sie reguliert bzw. aktiviert werden konnen. Es handelt sich dabei um AP-
Proteine, andere Transkriptionsfaktoren und eine ganze Reihe von zum Teil noch
unbekannten Genen. Zu den STAT3-induzierten Transkriptionsfaktoren gehort unter anderem
auch c-fos (Kapitel II 4.3).

Hinzu kommt, dass es einige Interaktionen von STAT3 mit anderen Transkriptionsfaktoren
gibt, durch die eine wechselseitige Beeinflussung entsteht. So hemmen LPS und TNF
beispielsweise die IL-6 induzierte STAT3-Aktivierung in Makrophagen iiber eine Produktion
von Inhibitoren der Zytokin-Signaliibertragung, so genannten SOCS {supressor of cytokine
signaling, siche auch Kapitel II 4.1.2, Abbildung 9, (Bode et al., 1999)}. Fiir solche
Hemmstoffe gibt es eine Induktion der Neusynthese durch LPS- bzw. TNF-induzierte
Transkriptionsfaktoren. Zusitzlich erfolgt eine Interaktion von IL-6 mit IL-1, TNF und LPS
auch ohne eine Neusynthese von Proteinen (Niemand et al., 2003).
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Abbildung 9

Terminierung der IL-6 Signaltransduktion: Der Rezeptorkomplex wird internalisiert, abgebaut
und zum Teil wiederverwendet. Phosphatasen spalten die aktivierenden Phosphorylierungen der
einzelnen Komponenten wieder ab (A). Inhibitoren der Zytokin Signalkaskade (SOCS)
inhibieren die JAKs (Janus Kinasen, B) ebenso wie STAT3 Bindungsstellen und fiihren STAT3
Molekiile dem Abbau im Proteasom zu. Proteininhibitoren (PIAS) binden an bereits aktivierte
STAT3 Monomere und verhindern damit deren Translokation in den Zellkern (C).

Eine kompetitive Hemmung von STAT3 durch NF-xB, einem anderen
Transkriptionsfaktor, induzierbar durch LPS, IL-1 und TNF, konnte anhand der Expression
des AP-Proteins a2-Makroglobulin gezeigt werden {Abbildung 9, (Bode et al., 2001)}. Auch
wenn viele potenzielle Zielgene noch nicht bekannt sind, so ist hervorzuheben, dass z.B.
gp130 (O'Brien & Manolagas, 1997) als ein Teil des eigenen Aktivierungsrezeptorkomplexes
und Proopiomelanocortin  (POMC) (Ray et al., 1996) ecine Vorstufe von ACTH
(Adrenocorticotropes Hormon ) unter den Produkten STAT3-aktivierter Gene zu finden sind.

Die biologische Wirkung der Aktivierung der STAT3-Signalkaskade hingt also von vielen
Faktoren ab. Zum einen spielen die mehrfachen Interaktionen mit anderen
Transkriptionsfaktoren eine Rolle. Zum anderen hédngt die resultierende Antwort vom Zelltyp
und dessen Entwicklungsstatus ab, der das Resultat wiederum mafgeblich beeinflussen kann.

4.1.2. SOCS

Es sind bislang 8 verschiedene SOCS Proteine (supressor of cytokine signaling) bekannt
{SOCS-1-7; CIS 1, cytokine inducible SH2 protein, (Auernhammer & Melmed, 2001; Croker
et al., 2003; Hanada et al., 2003)}. Es handelt sich hierbei um Feedback-Regulatoren der
JAK-STAT Signalkaskade fiir viele Zytokine und Hormone inklusive der gp130 Zytokine,
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Leptin und des Wachstumshormons GH. SOCS Proteine wirken im Netzwerk der
intrazellulairen Molekiile und ddmpfen beziehungsweise hemmen pleiotrope Faktoren wie
STATs. Damit spielen sie beispielsweise eine groBe Rolle bei der Regulation
inflammatorischer und antiinflammatorischer Zytokin-Signale. SOCS Proteine hemmen also
nicht nur spezifische Zytokin-Signale sondern koordinieren entsprechend eine angemessene
biologische Antwort (Croker et al., 2003). SOCS1 und SOCS3 wirken &hnlich und
reprasentieren die potentesten, weit libergreifend wirkenden Inhibitoren der Zytokin-Signal-
Kaskaden. Sie werden sogar als Regulatoren der Plastizitit von gpl130
Informationsvermittlung betrachtet (Lang et al., 2003).

Die Funktion von SOCS besteht zum einen darin, dass sie direkt mit den Janus Kinasen
interagieren und deren enzymatische Aktivitdt behindern. Zusétzlich kénnen SOCS an
phosphorylierte Tyrosinreste von intrazelluliren Domidnen der Rezeptoruntereinheiten
(gp130, Leptinrezeptor, etc.) binden, was indirekt die Rezeptorfunktion inhibiert (Bjorbaek et
al., 2000; Nicholson et al., 2000), da sich dann keine neuen STATs mehr anlagern konnen.
Zum anderen leiten SOCS den Abbau von Signalproteinen ein, indem sie solche Proteine der
Polyubiquitinylierung zufithren (Okabe et al., 1999; Zhang et al., 1999). Eine damit
verbundene Anheftung mehrerer Ubiquitinmolekiile stellt das Signal fiir die Degradation von
Proteinen im Proteasom dar. Neben IL-6 stimuliert auch LPS (iiber den TLR4) und Terpentin
(Auernhammer & Melmed, 2001) die Bildung von SOCS (Bode et al., 1999; Cassatella et al.,
1999; Stoiber et al., 1999; Boisclair et al., 2000). Dabei scheint SOCS3, wenn es durch IL-6
stimuliert wurde, lediglich spezifisch auf IL-6 induziertes STAT3 und beispielsweise nicht
auf IL-10 induzierte STAT3 Aktivitdt zu wirken (Lang et al., 2003; Yasukawa et al., 2003).
Das heif3t, dass es verschiedene Isomere von SOCS3 geben muss, die sich in ihrer Spezifitit
unterscheiden. Man erklart demnach den Unterschied in der jeweiligen Affinitédt zur Inhibition
von IL-6 oder IL-10 induzierten STAT3 {iiber posttranslationale Regulation der SOCS3-
Molekiile (Sasaki et al., 2003). Interessant ist allerdings, dass LPS nicht iiber STAT3
Signaltransduktion wirkt, sondern z.B. {iber NF-kB (siche Kapitel II 4.2). Es muss also noch
eine andere Funktion von SOCS geben, wie beispielsweise die Hemmung des NF-kB
Signalweges (Nakagawa et al., 2002). Damit wire denkbar, dass LPS die IL-6-vermittelte
STAT3 Kaskade hemmen kann (Lang et al., 2003). Offensichtlich beeinflussen sich also
unterschiedliche Signalkaskaden untereinander.

Ein wichtiges STATI/STAT3 Bindungselement liegt im Promotor fiir SOCS3. Die
Expression wird also durch STATs induziert und folgt entsprechend etwas spiter der STAT3
Induktion.  Damit  besitzt der  Zytokin-Inhibitor = SOCS3  einen  negativen
Riickkopplungsmechanismus fiir seine eigene Genexpression (Auernhammer et al., 1999).
Gleichzeitig wird ein schnelles Abschalten und Anschalten der Signalkaskade ermoglicht,
was Zellen dazu befdhigt, wiederholt auf aktivierende Reize in kurzen Zeitabstinden zu
reagieren. Bereits 30-60 Minuten nach einer systemischen LIF oder IL-1B Gabe kann eine
SOCS3 mRNA Expression induziert werden (Auernhammer et al., 1998). Nach einem Peak
der LIF induzierten Expression nach 40-60 min., fillt die Produktion von SOCS zum
Zeitpunkt 90 min. wieder ab.
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LPS und IL-1B induzieren eine massive SOC3 Expression in der Leber. Im
Zusammenhang mit chronischen Krankheiten bei Kindern wird diskutiert, dass eine Zytokin-
induzierte, erhohte SOCS3 Genexpression iiber eine intrazellulire Hemmung der Wirkung
des GH zu verringertem Wachstum fiihrt (Mao et al., 1999; Colson et al., 2000). SOCS3-
Knockout-Méuse sterben in der Embryonalphase, was mit einer dysregulierten fetalen
Erythropoese und einer defekten Plazentafunktion zusammenhingt (Marine et al., 1999;
Roberts et al., 2001). In adulten Geweben ist die Rolle von SOCS3 unterschiedlich. Es konnte
an Mechanismen beteiligt sein, die die inflammatorische Reaktion von Kolitiden und
Arthritiden negativ regulieren. Auch eine Rolle bei autoimmunen Krankheiten wird
angenommen (Hanada et al., 2003).

4.2. NF-xB

Die Gruppe der NF-xB (nuclear factor kB) Proteine besteht bei Sédugetieren aus 5
verschiedenen, eng verwandten Transkriptionsfaktoren (Rel, RelB, p65, pS0 und p52). p50
und p52 liegen zunidchst als Vorstufen (pl105, pl100) vor. Sie konnen mit den Rel-
Komponenten dimerisieren und damit deren Aktivitdt blockieren, beziehungsweise stellen
eine Reserve ihrer prozessierten Endprodukte dar. pl105 wird dabei allgemein unter
konstitutiven Bedingungen zu p50 umgewandelt. p100 allerdings wird nur im Rahmen einer
Signalkaskade durch spezifische Signale aktiviert. Es handelt sich dabei um einen alternativen
Signalweg auf den nicht ndher eingegangen werden soll (Karin et al., 2004). Gemeinsam ist
allen NFxB Transkriptionsfaktoren, dass sie nach addquater Stimulation als Homo- oder
Heterodimere in den Kern wandern und dort iiber Bindung an spezifische Promotoren die
Gentranskription regulieren (Ghosh & Karin, 2002). Dieser Signalweg wird durch eine ganze
Reihe von Faktoren aktiviert. Hierzu gehoren unter anderem LPS, IL-1 und TNF. Es sind hier
unterschiedliche Rezeptoren beteiligt, die schlieBlich die gleiche Signalkaskade aktivieren
(siehe Abbildung 10 fiir TLR und IL-1RI).

Nach der Bindung von IL-1B an seinen Rezeptor (IL-1RI) dimerisiert dieser mit seinem
assoziierten Protein, gefolgt von einer Rekrutierung und Phosphorylierung von Rezeptor-
assoziierten Kinasen (IRAK1 und IRAK?2) iiber das Adaptermolekiill MyD88. Das Enzym
IRAK1 interagiert mit dem TNF Rezeptor assoziierten Faktor 6 (TRAF6), was zu einer
Phosphorylierung und Aktivierung der NIK (NF-kB induzierende Kinase) fiihrt. Diese
phosphoryliert wiederum den IxB Kinase Komplex (IKK, inhibitorischer Faktor kB Kinase).
Er besteht aus drei Teilen, wobei die a- und B-Untereinheiten katalytisch wirken und die -
Einheit regulatorische Funktion hat. Das p50/p65 Heterodimer von NF-kB Monomeren ist die
hiufigste Form (Beg & Baldwin, 1993; Karin et al., 2004). Es bildet mit einem IxB
(inhibitorischer Faktor kB) Protein einen Komplex und liegt damit inaktiv vor. Eine
Aktivierung bedingt eine durch Phosphorylierung induzierte Ubiquitinylierung durch einen
Ubiquitin-Ligase-Komplex. Dies geschieht, wenn eine aktivierte IKK das kB phosphoryliert.
Im Zuge dessen kommt es zu einer Polyubiquitinylierung von IxB, welches sich vom Dimer
(p50/p65) ablost und einem schnellen Abbau im Proteasom unterzogen wird. Das
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freiwerdende p50/p65 wandert in den Kern und wirkt dort Gen-regulierend {Abbildung 10,
(Aggarwal, 2003; Nadjar et al., 2003)}.
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Abbildung 10

NF-kB Signalkaskade vorgestellt anhand der Wirkung von IL-1: IL-1 bindet an seinen Rezeptor
und aktiviert iiber ein Adaptermolekiil (MyD88) die IL-1 Rezeptor-assoziierte Kinase (IRAK),
die wiederum den TNF Rezeptor-assoziierten Faktor 6 (TRAF6) stimuliert. Eine NF-kB
induzierende Kinase (NIK) phosphoryliert (P) und aktiviert schliellich die IxB Kinase (IKK)
welche das inhibitorische Protein IxB phosphoryliert. Dieses Protein ist mit zwei Untereinheiten
von NF-kB (50, p50; 60, p65) verbunden und wird iiber eine Ubiquitin-Ligase mit mehreren
Ubiquitin-Molekiilen (U) gebunden und iiber das Ubiquitin-Signal im Proteasom abgebaut. Das
freiwerdenden NF-kB (aus p50 und p65) wandert in den Zellkern und reguliert die
Genexpression iiber spezifische Promotoren.

Kortison wirkt iiber eine Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Pathogen-assoziierte
Erkennungsstrukturen (z.B. LPS) werden iiber Toll-Like-Rezeptoren erkannt, die ebenfalls
iiber das Adaptermolekiil MyD88 die NF-kB Signalkaskade aktivieren konnen.

Eine Konsensussequenz dieses Transkriptionsfaktors ist in der Promotorregion einer
Vielzahl von Genen lokalisiert. Es handelt sich dabei um Zytokine, Immunrezeptoren,
Chemokine, Proteine des Komplementsystems, einige Neuromediatoren, Enzyme (iNOS,
COX-2), Adhédsionsmolekiile aber auch IkB (Vane et al., 1994; Miyamoto & Verma, 1995;
Rivest, 2003). Dieser Transkriptionsfaktor induziert also ebenfalls wie STAT3 mittels SOCS3
den Hemmstoff IkB, der im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus wirkt. Diese
Signalkaskade ist wichtig fiir die angeborene, unspezifische Immunantwort, fiir
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Entziindungsprozesse und fiir die Hemmung der Apoptose, dem programmierten Zelltod. NF-
kB wird daher auch als antiapoptotischer Faktor bezeichnet (Karin & Lin, 2002). Die Rolle
von NF-kB im Verlauf einer Entziindung dndert sich jedoch wahrscheinlich. Wie bei dem
Phanomen der LPS-induzierten Toleranz (am Anfang p50/p65 und bei Toleranz p50/p50)
finden sich bei der Entstehung einer Entziindung Heterodimere (p50/65) und bei Auflosung
der Entziindungsreaktion Homodimere (p50/p50). Die Heterodimere fithren zu einer Bildung
von proinflammatorischen Zytokinen aber auch zur Expression der induzierbaren NO-
Synthase (iNOS) und Zykloogygenase-2 (COX-2) (Lawrence et al., 2001). P50 Homodimere
hingegen hemmen die Transkription der proinflammatorischen Gene (Bohuslav et al., 1998;
Ishikawa et al.,, 1998). Homo- und Heterodimere von NF-kB haben verschiedene
Bindungsstellen am COX-2 Promotor (Thomas et al., 2000). Man nimmt an, dass auch
zyklische Prostaglandine (CyPGs) bei der Auflosung der Entziindung beteiligt sind (Gilroy et
al., 1999) und iiber das Homodimer vermehrt induziert werden (Lawrence et al., 2001).
SchlieBlich findet man wiederum Hinweise auf Interaktionen zwischen verschiedenen
Signalwegen. Es gibt allerdings nur wenige Beweise fir eine durch den JAK-STAT
Signalweg induzierte NF-kB Induktion (Rivest, 2003).

Glukokortikoide als potente antiinflammatorische Molekiile konnen direkt und indirekt
NF-«kB hemmen. Entweder hemmen sie die Interaktion dieses Transkriptionsfaktors mit der
DNA (Scheinman et al., 1995; Almawi & Melemedjian, 2002) oder induzieren eine IxB
mRNA Expression (Quan et al., 2000). Damit kann eine Hemmung der Induktion einiger
proinflammatorischer Zytokine erklart werden. Durch LPS werden unter anderem iiber den
NF-kB Signalweg die proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF induziert, die wiederum
stimulierend auf diesen Transkriptionsfaktor wirken. Es kommt also zu einem positiven
Feedback, der die inflammatorische Reaktion verstirkt (Yamamoto & Gaynor, 2001). Eine
pharmakologische Blockade von NF-kB wirkt antipyretisch, wahrscheinlich weil die Bildung
proinflammatorischer Zytokine gehemmt wird (Lee et al., 2003).

4.3. FOS

Bei FOS handelt es sich wie bei den bereits angesprochenen Proteinen NF-«xB und STAT3
ebenfalls um einen Transkriptionsfaktor. FOS in Kombination mit einem anderen
Transkriptionsfaktor, dem so genannten Leucin-Zipper Protein Jun wird als Heterodimer AP-
1 (activator protein-1) bezeichnet, welches im Kern Gen-regulierende Eigenschaften besitzt.
Dieser Transkriptionsfaktor-Komplex (AP-1) spielt sowohl bei Entwicklungsprozessen als
auch bei der schnellen Antwort auf Wachstum-induzierende und Stress-verursachende Stimuli
eine Rolle. Die Untereinheiten (c-fos, c-jun) werden nach Stimulation verstirkt exprimiert,
und innerhalb einer Stunde bereits wieder abgeschaltet. Wegen ihrer schnellen Induzierbarkeit
werden diese Faktoren auch als ,,immediate early response genes bezeichnet. Das Gen c-fos
wird iliber einen weiteren dimeren Transkriptionsfaktor abgelesen. Beispielsweise bei einer
Wachstumsstimulation wird dieser Transkriptionsfaktor durch eine MAPK Kaskade
abhingige Proteinkinase phosphoryliert, was zur Produktion des FOS-Proteins fiihrt (Wirth,
2003). Da FOS eine Rolle beim Wachstum der Zelle spielt und bei unkontrollierter
Expression zu Tumoren fiihren kann, wird es auch als Protoonkogen bezeichnet (Forth, 2001).



II Literaturtibersicht -47 -

Der immunhistochemische Nachweis des Proteins FOS oder die Detektion der c-fos mRNA
durch in situ Hybridisierung wird in funktionell-neuroanatomischen Studien als Nachweis fiir
eine neuronale Aktivierung eingesetzt. Nach einer ganzen Reihe von Noxen, die zur
Stimulierung des Immunsystems fithren, kann dieses Protein transient in einer Situations-
spezifischen Art und Weise in Zellkernen nachgewiesen werden. Bei verschiedenen kutanen
oder elektrischen Stimuli konnte in Neuronen eine transiente Expression des c-fos Genes
beobachtet werden (Hunt et al., 1987, Sagar et al., 1988). AuBerdem wurde FOS-
Immunreaktivitdt (FOS-IR) nach verschiedenen osmoregulatorischen (Miyata et al., 1994;
Oldfield et al., 1994; Patronas et al., 1998) und thermoregulatorischen (Scammell et al., 1993;
Kiyohara et al., 1995) Stimulationen sowie beim Fieber (Sagar et al., 1995; Elmquist et al.,
1996; Scammell et al., 1996a) untersucht. Eine Spezifitidt dieses Markers fiir Neurone ist
allerdings nicht mehr aufrecht zu erhalten, da er ebenfalls in Gliazellen nach Ischdmie
(Herrera & Robertson, 1989) und Axotomie (Roivainen & Koistinaho, 1990)
beziehungsweise in nicht neuronalen Zellen im Bereich der Blut-Hirn-Schranke nach IL1-f
Gabe nachgewiesen werden konnte (Herkenham et al., 1998). Trotzdem stellt der Nachweis
der FOS Induktion eine Moglichkeit dar, die Aktivierung von Zellen als Antwort auf einen
Stimulus nachzuweisen. Auch IL-6 induziert, wie bereits in Kapitel II 4.1.1 beschrieben, c-fos
Transkription. Beispielsweise fand man in einer neuroanatomischen Studie mit Hilfe der
FOS-IR Hinweise, dass Zellen im Nucleus paraventricularis (PVN), im Nucleus
supraopticus, im Nucleus tractus solitarius (NTS), im Nucleus amygdaloidales centrales und
im Locus coeruleus durch IL-6 aktiviert werden (Niimi et al., 1997).

5. Potenzielle Zielgene

Zytokine wirken iiber verschiedene Signaltransduktionsmechanismen, die schlieBlich zu
einer differenzierten und stark regulierten Expression von Genen fithren. Im Rahmen der
Fieberentstehung sind einige potenzielle Mediatoren und Enzyme von besonderer Bedeutung.
Zu den Genen, deren Expression wihrend systemischer Inflammation induziert bzw.
gesteigert werden, gehoren beispielsweise COX-2 (Matsumura & Kobayashi, 2004) oder die
NO-Synthasen (Gath et al., 1999). Bisher ist allerdings noch nicht klar, ob die Transkription
solcher Gene direkt oder indirekt im Zusammenhang mit der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten IL-6 induzierten nukledren Translokation von STAT3 zu sehen ist.
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5.1. Zyklooxygenasen (COX-1, COX-2, COX-3)

Phospholipide

(in Zellmembranen)
Arachidonsaure (AA) —» Leukotriene

Zyklische Endoperoxide

(PGG,, PGH,)
3. PGS
Thromb Prostaglandine Prostagukli
romooxanc oS azy me
(TXA,, TXB,) (PGE,, PGF,, (syn. PGL,)
PGD,)

Thrombozyten

Endothelzellen

Thrombozyten- EntZﬁndunga Vasodilatation, Hemmung
aggregation, Schmerz, der Thrombozyten-
Vasokonstriktion Vasodilatation aggregation

Abbildung 11

Die Prostaglandin-Synthese im Rahmen akuter Entziindungen erfolgt in drei Schritten: (1) Die
Phospholipase A2 {PLA, (zytosolisch Form, cPLA;-a; sekretorische Form, sPLA;)} spaltet
hydrolytisch Arachidonsiure (AA) aus Zellmembranen. (2) Durch Zyklooxygenasen (COX-1,
COX-2, COX-3) werden so genannte zyklische Peroxide (PGG;, PGH,) aus AA produziert.
Unter anderem werden ausgehend von der AA durch die 5-Lipoxygenase Leukotriene und
durch die Tromboxan- und Prostazyklin-Synthasen aus der Vorstufe PGH,; Thromboxane und
Prostazykline hergestellt. (3) Die Prostaglandin-Synthasen (PGS) katalysieren schliellich die
Entstehung der Prostaglandine. Speziell fiir die Bildung von Prostaglandin-E, (PGE,) ist die
Prostaglandin-E-Synthase zustindig (PGES), die als zytosolische (¢) und mikrosomale Form (m)
existiert.

Der Aktivierung der Prostaglandin-Synthese {iber den Zyklooxygenase-Weg wird eine
Schliisselrolle bei Zytokin-vermittelten inflammatorischen Prozessen zugeschrieben. Die
Bildung von Prostaglandinen fiihrt unter anderem zu Fieber, ,,Sickness Behavior* und
Schmerz (Rivest et al., 2000). Der Mensch benutzt bereits seit iiber 3500 Jahren
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antiinflammatorische Wirkstoffe aus der Gruppe der nicht steroidalen Entziindungshemmer
(NSAIDs), die entsprechende Symptome zumindest anteilig lindern oder beseitigen konnen
(Vane, 2000). Heute weifl man, dass derartige Pharmaka unter anderem Zyklooxygenasen
(COX) hemmen (Abbildung 12).

Die Prostaglandin-Synthese erfolgt in drei Schritten (Abbildung 11). Zunéchst wird {iber
die Phospholipase A, (PLA;) Arachidonsdure (AA) aus Phospholipiden der Zellmembran
freigesetzt. Im zweiten Schritt wird die AA in zwei Stufen durch das Enzym Zyklooxygenase
(COX) iiber PGG; zu PGH; umgewandelt. Alternativ kommt es auch zu einer Umsetzung von
AA zu Leukotrienen durch die 5-Lipooxygenase. SchliefSlich konvertieren terminale
Synthasen PGH, zu Prostaglandinen (PGE,, PGF,,, PGD,), Thromboxanen (TXA,, TXB,)
und Prostazyklinen (PGI,) (Thews, 1999; Engblom et al., 2002). Die zwei Geschwindigkeits-
bestimmenden Schritte der Prostaglandin-Synthese sind die Freisetzung von AA (durch
PLA;) und die Umsetzung dieser zur Prostaglandinvorstufe PGH, durch COX (O'Banion,
1999). Prinzipiell handelt es sich also bei COX um ein kritisches Enzym bei der Synthese von
Prostaglandinen (Zhang et al., 2003).

Die Superfamilie der Phospholipasen spaltet die Esterbindungen der Membran-gebundenen
Phospholipide durch Hydrolyse. Man unterscheidet hierbei die 4 folgenden Enzymgruppen:
Es gibt zwei Kalzium abhingige Enzyme, die sich in zytosolische (cPLA;) und sekretorische
Enzyme (sPLA;) aufteilen lassen. Die beiden anderen Enzymgruppen sind Kalzium
unabhéngig {cPLA,; platelet activating factor, (PAF)}. Zusétzlich werden noch Isoformen
beschrieben (Ivanov & Romanovsky, 2004). In unstimulierten Zellen liegt bereits cPLA,-a
inaktiv im Zytosol vor. Durch inflammatorische Stimuli wie LPS oder Zytokine wird dieses
Enzym innerhalb von wenigen Minuten phosphoryliert und zum Golgiapparat,
Endoplasmatischen Retikulum (ER) und der Kernmembran transportiert, wo AA aus den
intrazelluliren Membranen freigesetzt wird (Kudo & Murakami, 2002). LPS-induziert
allerdings lediglich einen moderaten Anstieg der Transkription der cPLA>-a um den Faktor 3
(Ivanov et al., 2002). Scheinbar ist dieses Enzym funktionell in der Rolle als Substratlieferant
(AA) selektiv mit COX-2 gekoppelt (Murakami et al., 2002a; Ivanov & Romanovsky, 2004).
Die sekretorische Variante sPLA, gehort zu eine Familie von 10 Enzymen die AA aus der
duferen Plasmamembran von Zellen gewinnen (Murakami et al., 1997; Kudo & Murakami,
2002). Auch fiir dieses Enzym wird eine funktionelle Kopplung an COX-2 vermutet (Naraba
et al., 1998; Scott et al., 1999). Sowohl cPLA, als auch sPLA, spiclen bei Fieber eine
wichtige Rolle. Sie sind zum einen mit COX-2 funktionell gekoppelt und zum anderen in
ihrer Expression durch Pyrogene zumindest teilweise induzierbar. SchlieBlich sind auch
neuronale Stimuli beschrieben worden, die die PLA, aktivieren und zu einer Freisetzung von
AA fiihren (Dinarello et al., 1999), was ebenfalls im Rahmen der Fieberentstehung von
Bedeutung sein konnte.

Zwei Isoformen COX-1 und COX-2 wurden in Ihrer Funktion weitgehend charakterisiert
(Smith et al., 2000). Fiir eine Variante der COX-1, die so genannte COX-3, steht hingegen
eine nahere Charakterisierung noch aus (Chandrasekharan et al., 2002). COX-1 und COX-2
besitzen eine 60 %ige Sequenzhomologie und katalysieren prinzipiell die gleiche Reaktion.
Trotzdem sind sie verschieden reguliert und unterscheiden sich in ihrer physiologischen /
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pathophysiologischen Funktion (Abbildung 12). Dies hat folgende Griinde: Zum einen
werden sie durch hohe Konzentrationen an AA mit unterschiedlicher Effektivitdt allosterisch
gehemmt. Zum anderen haben sie wahrscheinlich verschiedene ,Priaferenzen zu den
terminalen Synthasen und sind unterschiedlich in der Zelle verteilt. So wird COX-2 haufig
mehr intranukledr beschrieben, COX-1 dagegen vermehrt extranukledr (Parfenova et al.,
2001; Murakami & Kudo, 2004). COX-1 wird konstitutiv in verschiedensten Geweben
exprimiert und scheint eine kontinuierliche Rolle bei der Aufrechterhaltung wichtiger
physiologischer Funktionen zu spielen. Es findet allerdings keine erhohte Induktion der
Expression von COX-1 nach inflammatorischer Stimulation statt (Smith et al., 2000; Shaftel
etal., 2003).

COX-1 Gen COX-2 Gen
COX-1 COX-3 COX-2 COX-2
Kkonstitutiv konstitutiv Kkonstitutiv induzierbar

NSAIDs, (unspezifische COX-Inhibitoren)

GI-Trakt (PGE,, PGI, - mukosale Protektion

Niere (PGE,/1, - Niere (PGE, — entztindetes
renaler Blutfluss) Fliissigkeitshaushalt) || Gewebe (PGE,)
Zirkulation (PGL,)
Thrombozyten .
B i ooreontion) ZNS (PGE, — Fieber, Schmerz)

Physiologie DDD Pathophysiologie

Abbildung 12

Multiple Isoformen von COX bilden wahrscheinlich ein Kontinuum. Uber die beiden Genorte
zur Bildung von COX-1 und COX-2 werden verschiedene COX-Typen generiert, die
unterschiedliche, sich iiberlappende Funktionen fiir physiologische und pathophysiologische
Prozesse haben. PGE, spielt vor allem pathophysiologisch in entziindeten Geweben und bei der
Entstehung von Fieber eine Rolle. Nicht selektive Zyklooxygenase-Inhibitoren (z.B. Diclofenac)
wirken als NSAIDs auf die ganze Bandbreite der regulierten Funktionen. Dadurch kommen
mannigfaltige zum Teil unerwiinschte Nebenwirkungen zustande.

COX-x, Zyklooxygenase; GI-Trakt, Gastrointestinal-Trakt; PGE,, Prostaglandin E,; PGI,,
Prostazyklin; TXA,, Thromboxan A,

COX-2 hingegen wird erst iiber eine Reihe inflammatorischer Stimuli wie z.B. Zytokine
(TNF, IL-1), LPS oder andere (Terpentin, Carrageenan) induziert (Matsumura & Kobayashi,
2004). Die Bildung neuronaler COX-2 kann zudem iiber synaptische Aktivitdt reguliert
werden (Yamagata et al., 1993). Man findet allerdings auch eine konstitutive COX-2-
Expression in der Niere und in Teilen des Gehirns, zum Beispiel in Neuronen des
Telenzephalons {Abbildung 12, (Vane et al., 1998; Yamagata et al., 2001)}. Die Struktur des
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COX-2 Genpromotors beinhaltet mehrere Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren.
Entsprechend verhélt sich COX-2 in mehreren Gewebetypen wie ein ,,immediate early
response gene*, die Expression dieses Gens kann rasch induziert werden (Maier et al., 1990).
Der Nachweis von COX-2 stellt somit eine interessante Mdglichkeit dar, eine stimulierte
Bildung von Prostaglandinen wihrend entziindlicher Prozesse nachzuweisen. Dabei ist
hervorzuheben, dass die COX-2 Induktion auflerdem zeitlich gesehen sehr gut mit
Fieberreaktionen korreliert, sich also auch dazu eignet, Prostaglandin-abhingiges Fieber
neuroanatomisch zu untersuchen (Cao et al., 1995; Matsumura et al., 1998b).

Einige experimentelle Befunde sprechen dafiir, dass COX-2 und nicht COX-1 bei der
Entstehung von Fieber eine wichtige Rolle spielt. Beispielsweise konnen durch Behandlung
mit einem selektiven COX-2-Inhibitor LPS-induziertes Fieber und LPS-induzierte gesteigerte
Bildung von PGE, im Gehirn unterdriickt werden (Cao et al., 1997b; Yamagata et al., 2001).
Im Gegensatz zu COX-1-spezifischen Knockout-Mausen entwickeln COX-2 defiziente
Mause kein Fieber, wenn sie mit LPS (Li et al., 1999) oder IL-1p (Li et al., 2001) stimuliert
wurden. Eine selektive pharmakologische Hemmung von COX-1 erbrachte zudem keinen
Zusammenhang fiir diese Isoform mit der Fieberreaktion (Dogan et al., 2002; Zhang et al.,
2003). Die Expression beider Enzymformen wird allerdings in einer spéiten Fieberphase
simultan reduziert (Ivanov et al., 2002). Bekanntlich gibt es grof3e individuelle Unterschiede
beziiglich der Wirksamkeit verschiedener NSAIDs bei Mensch und Tier. In diesem
Zusammenhang wird eine differenzierte Auspriagung eines so genannten ,,COX-Enzym-
Kontinuums® mit der Bildung von Produkten erwogen, welche iiber die beiden bekannten
Genorte fliir COX-1 und COX-2 als multiple Isoformen existieren kdnnten (Abbildung 12).
Damit wiren die unterschiedlichen Funktionen einzelner Enzyme in physiologischen oder
pathophysiologischen Prozessen besser erkldarbar (Warner & Mitchell, 2002).

5.1.1. PGE,

Bei Prostaglandinen handelt es sich um weit verbreitete, schnell und kurzlebig wirkende,
lokale Hormone, die parakrin oder autokrin auf das direkt umgebende Gewebe wirken.
Physiologische Effekte werden durch Prostaglandine typischerweise nur innerhalb von
wenigen Minuten erzielt (Ivanov & Romanovsky, 2004). Wie in Abbildung 11 dargestellt,
werden eine Vielzahl unterschiedlicher Prostanoide enzymatisch aus der AA hergestellt.
Unter die Gruppe der Prostaglandine fdllt unter anderem Prostaglandin E, (PGE,), dessen
Struktur wie bei allen Prostaglandinen bei Sdugetieren sehr hoch konserviert ist (Serhan &
Levy, 2003). Charakteristischer Weise zeichnet sich diese Substanzklasse durch einen
Cyclopentanring sowie eine Carboxyl- und eine Alkyl-Seitenkette aus (Forth, 2001). Es
handelt sich im Vergleich zu den Zytokinen also um kleine (ca. 350 Da) prinzipiell lipophile
Substanzen. Dabei ist interessant, dass Prostaglandine im leicht sauren Milieu des Zytosols an
der Carboxylgruppe protoniert sind und damit passiv aus der Zelle durch die Lipidmembran
diffundieren konnen, da sie ladungsfrei vorliegen (Schuster, 2002). Im extrazelluldren
Kompartiment hingegen liegt ein neutraler pH vor (pH 7,4 + 0,04), in dem Prostaglandine an
der Carboxylgruppe negativ geladen und damit anionisch sind. Die Féhigkeit,
Plasmamembranen zu durchqueren, wird dadurch stark eingeschrinkt. Dies konnte in
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mehreren Studien an Erythrozyten, Nierenepithelzellen und anderen Zellkulturen gezeigt
werden (Schuster, 1998) und spielt bei der Betrachtung eines eventuellen Durchtritts von
PGE; durch die Blut-Hirn-Schranke (BBB) mittels Diffusion eine wichtige Rolle. Auf diese
Fragestellung wird in Kapitel II 6 ndher eingegangen.

Der Einsatz von NSAIDs ist nicht zuletzt deshalb haufig problematisch, da Prostaglandine
verschiedene physiologische Funktionen im Kreislaufsystem, bei der
Thrombozytenaggregation, der Nierenfunktion, der gastrointestinalen Sekretion, der
Luteolyse und natiirlich bei Entziindungsreaktionen haben. Neben der erwiinschten Wirkung
der NSAIDs werden somit zusidtzlich andere physiologische Systeme beeintrdchtigt. PGE;
beeinflusst im Rahmen inflammatorischer Reaktionen die meisten zentralnervos kontrollierten
Krankheitssymptome. Verhaltensdepressionen und das verstdrkte Auftreten von ,,slow wave
sleep” gehoren nicht dazu. Diese Krankheitssymptome sind resistent gegen eine Behandlung
mit NSAIDs (Matsumura & Kobayashi, 2004). Was jedoch die Fieberentstehung betriftt, so
scheint es sich bei PGE, um den entscheidenden zentral wirksamen Faktor zu handeln
(Zeisberger, 1999; Conti et al., 2004; Oka, 2004). Dies hat folgende Griinde:

= Prostaglandine (PGE;) erzeugen Fieber, wenn sie in die Gehirnventrikel (Milton &
Wendlandt, 1971) oder direkt in die Area praeoptica hypothalami (POA) injiziert
werden (Nakamura et al., 2002).

= Erhohte Prostaglandin-Konzentrationen (PGE;) wurden in der zerebrospinalen
Fliissigkeit (CSF) (Coceani et al., 1988; Sehic et al., 1996b), in Mirkoperfusaten der
POA (Blatteis, 1997) und im Blut (Rotondo et al., 1988) relativ parallel zu den
fieberhaft veranderten Korpertemperaturen gemessen.

= Zytokine induzieren Dosis-abhidngig die PGE; Synthese in der POA (Blatteis, 2004a).

* Medikamente, die die Prostaglandin-Synthese blockieren, hemmen die Fieberantwort
auf endogene und exogene Pyrogene (Vane, 1971; Cao et al., 1997a; Vane & Botting,
1998; Stichtenoth et al., 2001).

= Knockout-Mduse, die einen der vier PGE Rezeptoren nicht besitzen (den EP3-
Rezeptor, sieche Kapitel II 5.1.2), kénnen nach LPS-Gabe kein Fieber entwickeln
(Ushikubi et al., 1998; Oka et al., 2003).

Der letzte Schritt bei der PG-Synthese wird durch die terminalen Synthasen vermittelt. Es
handelt sich bei der Umwandlung von PGH, zu PGE, um einen nicht oxidativen Umbau
(Isomerisation), der iiber PGE Synthasen (PGES) mit reduziertem Gluthathion als Kofaktor
katalysiert wird (Urade et al., 1995; Murakami et al., 2002b). Man unterscheidet mikrosomale
(mPGES-1, mPGES-2) und zytosolische (cPGES) Varianten dieser Enzymklasse (Jakobsson
et al., 1999; Tanioka et al., 2000). Wie fiir die PLA zeigen Koexpressionsexperimente
funktionelle Kopplungen der PGES mit Enzymen, die das Substrat aus einem vorangehenden
Schritt der Reaktionskette zur Verfiigung stellen. Die cPGES findet man in der Zelle
zusammen mit COX-1 vorwiegend auBerhalb des Kernes (Parfenova et al., 2001; Murakami
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& Kudo, 2004). Sie ist wahrscheinlich fiir eine basale Synthese von PGE, zustindig (Tanioka
et al., 2000). Im Gegensatz dazu ist COX-2 bevorzugt mit mPGES-1 im Kern (perinukleére
Hiille bei Endothelzellen) zu finden (Yamagata et al., 2001). Diese Kombination fiihrt zu
einer verzdgerten Synthese von PGE; nach proinflammatorischer Stimulation z.B. durch LPS
oder IL-1B (Dieter et al., 2000; Murakami et al., 2000; Ek et al., 2001; Yamagata et al.,
2001). Die vorwiegende Kopplung von mPGES-1 mit COX-2 und die Entziindung-induzierte
Expression sprechen dafiir, dass dieses Enzym der wichtigste Typ fiir den letzten Schritt der
PGE,-Synthese zur Induktion zentralnervos kontrollierter Reaktionen wie Fieber ist. Durch
die Verwendung von Knockout-Mausen konnte auflerdem eine mal3gebliche Rolle fiir dieses
Enzym bei LPS-induziertem Fieber bestétigt werden (Uematsu et al., 2002; Engblom et al.,
2003; Trebino et al., 2003). Tatsdchlich steigt die LPS-induzierte Expression der mPGES-1
Gewebe-spezifisch unterschiedlich stark an und besitzt eine eigene Dynamik. In der Leber
(1.200-fach) aber auch in der Lunge und im Hypothalamus (30-fach) konnte nach LPS-
Stimulation eine unterschiedliche lang anhaltende Uberexpression dieses Enzyms festgestellt
werden (Ivanov et al., 2002). Im Gegensatz dazu wurde in derselben Studie keine LPS-
induzierte Induktion der cPGES festgestellt. Hierdurch wurde wiederum bestétigt, dass diese
konstitutive Form des Enzyms bei pathophysiologischen Prozessen keine entscheidende Rolle
zu spielen scheint.

Fir die Wirkung von Prostaglandinen ist neben ihrer Bildung auch ihr Abbau von
entscheidender Bedeutung. Die Halbwertszeit von Prostaglandinen im Blut ist relativ kurz.
Fiir exogen zugefiihrtes PGE, betrigt sie 60 s (Hamberg & Samuelsson, 1971). Im Gegensatz
zu anderen Prostanoiden wie TXA2, welches nichtenzymatisch hydrolysiert (Halbwertszeit 30
s), erfolgt der PGE,-Abbau in zwei Schritten. Zunéchst wird PGE, Transporter-vermittelt in
Zellen aufgenommen und intrazelluldr enzymatisch metabolisiert (Schuster, 1998, 2002). Dies
geschieht vorwiegend in der Lunge, wo bis zu 95 % einer injizierten Dosis an PGE;
metabolisiert werden, aber auch in der Niere und in der Leber (Samuelsson, 1964; Piper et al.,
1970; Forth, 2001). Interessanterweise wird PGE, bei adulten Sdugern allerdings nicht im
Gehirn abgebaut (Nakano et al., 1972). Vielmehr muss es wahrscheinlich iiber den Plexus
choroideus an das Blut abgegeben werden (DiBenedetto & Bito, 1986). Dabei scheint der
Konzentrationsgradient zwischen Blut und dem Gehirnparenchym eine wichtige Rolle zu
spielen. Niedrige Gefille wirken dem Entweichen von PGE, aus dem Gehirn entgegen und
sorgen fiir relativ langanhaltende erhdrte Konzentrationen im ZNS (Bito et al., 1976). Dies
hat moglicherweise Auswirkungen auf den Mechanismus der Fieberentstehung.

Geschwindigkeitsbestimmend fiir den Abbau von PGE, ist die Aufnahme in die Zelle.
Diese erfolgt iiber spezifische PG-Transporter (PGT) und multispezifische Anionen
Transporter (MOAT) (Kanai et al., 1995; Nishio et al., 2000). Der PGT findet sich in vielen
peripheren Geweben und im Gehirn von Sdugetieren. Eine LPS-Stimulation ruft in der spiten
Phase der Fieberreaktion eine reduzierte Expression der beiden genannten Transportertypen in
der Leber und der Lunge, nicht aber im ZNS, hervor (Ivanov et al., 2003). Vielmehr wurde
nach LPS-Gabe im Gehirn von Ratten eine Induktion der Transkription von PGT
nachgewiesen (Matsumura, 2003). Dadurch konnte in spiteren Fieberphasen moglicherweise
der Blutspiegel von PGE; langer erhoht, dadurch die Aufnahme ins Gehirn verbessert und die
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Wirkdauer von PGE, auf thermoregulatorische Zentren fiir einen ldngeren Zeitraum aufrecht
erhalten werden (Ivanov & Romanovsky, 2004).

Der intrazellulire Abbau von PGE, beginnt mit einer enzymatischen Oxidation (15-
Hydroxy-PG-Dehydrogenase, 15-PGDH) der 15-Hydroxylgruppe. Die daraus resultierende
15-Keto-Verbindung besitzt kaum mehr biologische Aktivitit (Anggard, 1966; Forth, 2001).
Zusitzlich kann die Carbonyl-Reduktase (CR) PGE; inaktivieren, indem es diese Substanz in
PGF,0 umwandelt, welches wesentlich geringere pyrogene Aktivitit besitzt. Beide Enzyme
findet man ebenfalls weit verbreitet in allen Geweben, im Gehirn allerdings in relativ
schwacher Auspriagung (Ivanov & Romanovsky, 2004). Dem Gehirn werden zudem fast
keine PG-oxidativen Fahigkeiten zugesprochen (Nakano et al., 1972), wodurch die Hypothese
unterstlitzt wird, dass eine Verminderung der PGE;-Konzentration im Gehirnparenchym von
dessen Abgabe ins Blut iiber den Plexus choroideus abhingig ist. Entsprechend der bereits
erwiahnten Hemmung der Transkription von PGE-Transportern, konnte bei LPS-induziertem
Fieber auch eine schnelle Abnahme der Expression von CR und 15-PGDH beobachtet werden
(Ivanov et al., 2003). Die Autoren dieser Studie postulieren, dass dadurch die Konzentration
an PGE, im Blut ebenfalls ansteigt und dem steigenden Gradienten zwischen Gehirn und
Peripherie entsprechend, der Transport von Prostaglandinen in das ZNS gefordert wird.

Neben den inflammatorischen Prostaglandinen (PGE,) gibt es auch so genannte Lipoxine
und zyklische Prostaglandine (cyPGs) mit antiinflammatorischen Eigenschaften (Serhan &
Levy, 2003). Sie gehoren zu den so genannten ,,Stopp-Signalen® einer Entziindung, die zu
einer Wiederherstellung der Homoostase beitragen (Lawrence et al., 2002). Lipoxine werden
iiber Lipoxygenasen und Zyklooxygenasen gebildet, hemmen die Entstehung von
Sauerstoffradikalen durch neutrophile Granulozyten und Makrophagen und sorgen iiber
Chemotaxis fiir die Phagozytose von zerstortem Gewebe und Zelltrimmern. Die cyPGs sind
spontan entstehende Metabolite von PGD; der J, Serie (15dPGlJ,), die iber COX-Enzyme
produziert werden konnen. Sie unterdriicken in einer spdten Phase der Entziindung ebenfalls
den ,,Oxidative burst®, hemmen aber gleichzeitig auch proinflammatorische Signalwege (NF-
kB, AP-1, STATSs) (Ricote et al., 1998). Wihrend der Auflosung der Entziindungsreaktion
kommt es somit zu einem Wechsel von proinflammatorischen (PGE;) zu
antiinflammatorischen Lipidmediatoren (Lipoxine, cyPGs) (Levy et al., 2001).

5.1.2. PGE-Rezeptoren

Die Wirkung von PGE, im Rahmen der hier angesprochenen inflammatorischen Prozesse
héngt auller von dessen Bildung und Abbau von der Expression und Verteilung der PGE-
Rezeptoren ab. Es gibt vier verschiedene Subtypen der PGE-Rezeptorfamilie (EP1, EP2, EP3,
EP4) (Breyer et al., 2001). Von EP3 liegen zusitzlich Tierart spezifisch mehrere Isoformen
vor (3 bei der Ratte; 3 bei der Maus; 4 bei der Kuh und beim Mensch). Es handelt sich hierbei
um G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit sehr unterschiedlichen Signaltransduktionswegen.
Aktivierung von EP1 erhoht die intrazelluldre Kalziumkonzentration, iber EP2 und EP4 wird
die Adenylatzyklase stimuliert, wodurch die intrazelluldre Bildung von cAMP ansteigt.
Aktivierung aller EP3-Subtypen fiihrt zu einer Hemmung der Adenylatzyklase (Oka, 2004).
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Da der Wirkung von PGE, im ZNS eine Schliisselrolle bei der Vermittlung zentralnervos
kontrollierter Krankheitssymptome zukommt, waren und sind die Verteilung der einzelnen
PGE-Rezeptoren im Gehirn sowie die Analyse ihrer funktionellen Bedeutung Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen (Scammell et al., 1996a; Ericsson et al., 1997; Oka, 2001). So ist
es nicht verwunderlich, dass sich die so genannten ,,Prostaglandin-sensitiven* Regionen des
Gehirns, wie das Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und die Area praeoptica
(POA) durch eine besonders hohe Dichte an PGE-Rezeptoren auszeichnen (Nakamura et al.,
1999; Zhang & Rivest, 1999; Oka et al., 2000).

Speziell bei der Fieberentstehung scheint der EP3-Rezeptor von entscheidender Bedeutung
zu sein. Dies ergaben Studien mit EP3-Rezeptor defizienten Mausen, bei denen die Fahigkeit
zur Fieberentwicklung stark eingeschrankt zu sein scheint (Ushikubi et al., 1998; Oka, 2001).
Weitere Unterstiitzung fiir eine wichtige Rolle des EP3-Rezeptors beim Fieber ergab sich aus
funktionell-neuroanatomischen Untersuchungen (Nakamura et al., 2002; Yoshida et al.,
2003). In diesen Studien konnte gezeigt werden, dass die bei Ratten zur Fiebererzeugung
essenzielle Neuronenkette von der Area praeoptica zum thermogenetischen braunen
Fettgewebe an ihrem Ausgangspunkt in der priaoptischen Region {iber einen dichten Besatz an
EP3-Rezeptoren verfiigt. Aus folgendem Grund ist jedoch nicht auszuschlieen, dass auch der
EP1-Rezeptor an der Fieberinduktion beteiligt ist.

Die thermoregulatorische Wirkung von PGE, beruht vorwiegend auf einer Inhibition
warmsensitiver und Aktivierung kaltsensitiver Neurone. Dies fiihrt zu einer Verstellung des
Sollwertes und damit zu Fieber (Morimoto et al., 1988; Matsuda et al., 1992; Ranels &
Griffin, 2003). EP1 scheint dabei an der Hemmung warmsensitiver Neurone im OVLT und
der POA beteiligt zu sein (Matsuda et al., 1992). Generell ist jedoch zu sagen, dass die
funktionelle Bedeutung der unterschiedlichen PGE-Rezeptoren bei der Fieberentstehung
bislang erst unvollstindig verstanden und daher zum Teil noch kontrovers diskutiert wird
(Oka, 2004).

Der letzte in diesem Zusammenhang zu erwédhnende Punkt bezieht sich auf die
Erreichbarkeit dieser Rezeptoren fiir PGE,. Wie bereits erwéhnt, ist die Fettloslichkeit von
PGE, wegen der im wiéssrigen Milieu (Blut, extrazelluldre Fliissigkeit) ausgebildeten
negativen Ladung limitiert. Neben den bekannten PGE,-Transportern wird diskutiert, ob sich
die Durchlissigkeit der Blut-Hirn-Schranke im Rahmen der APR édndert. In einem
Experimentalmodell der Blut-Hirn-Schranke (BBB) mit kultivierten Zellen konnte gezeigt
werden, dass TNF- oder PGE,;-Behandlungen eine Veridnderung der Zytoskelett-Struktur
dieser Zellen zur Folge haben (Mark et al., 2001). Hierdurch scheint sich eine
Permeabilitétssteigerung durch Ausbildung extrazelluldrer Spaltriume zu entwickeln.
Demnach wire bei systemischen Entziindungsreaktionen iiber einen derartigen Mechanismus
ein vermehrter Durchtritt von PGE, durch die BBB ohne Transportvorginge denkbar. Eine
andere Studie, bei der LPS-, IL-1B- und TNF-a-Applikationen beim Kaninchen den PGE;
Eintritt aus dem Blut in das Gehirn deutlich steigerten, bestitigt diese Vermutung (Davidson
et al., 2001). Diese Frage ist jedoch noch nicht hinreichend gekldrt und bedarf weiterer
Untersuchungen.
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5.2. NO-Synthasen (nNOS, eNOS, iNOS)

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein gasformiges Radikal mit einem dafiir charakteristischen
freien Elektron. NO diffundiert gleichermallen sowohl durch wéssrige als auch lipophile
Medien. Dadurch ist eine dreidimensionale Ausbreitung moglich, die, von einer
punktformigen Quelle ausgehend, auf 200 pm berechnet werden konnte. Es wurde dabei von
einer durchschnittlichen Ausschiittungsdauer von 1-10 sec und einer Halbwertszeit von 0,5-5
s ausgegangen (Schuman & Madison, 1994). An neuronalen Zellen konnte auBerdem gezeigt
werden, dass die Diffusion von NO aus dem ganzen Zellkdrper des Neurons bis in die
Zellauslaufer stattfindet (Wiklund et al., 1997). NO kann also relativ gro3e Distanzen in der
Umgebung der produzierenden Zelle beeinflussen, obwohl die Halbwertszeit von NO als sehr
kurz zu bezeichnen ist und im Millisekunden-Bereich liegt. AuBerdem kommt es zur passiven
Konzentrierung von NO in Lipidmembranen.

Im Organismus wird Stickstoffmonoxid durch die NO-Synthase aus der Umsetzung von L-
Arginin mit Sauerstoff (O,) und der Nicotinamid-Adenosin-Dinucleotid-Phosphat-Diaphorase
(NADPH-d) zu L-Citrullin hergestellt {Kapitel III 8, (Moncada & Higgs, 1993)}. Man
unterscheidet drei verschiedene Formen dieses Enzyms. Zum einen gibt es den Typ I der auch
als neuronale NOS (nNOS) bezeichnet wird. nNOS ist ein kalziumabhingiges, konstitutives
Enzym, welches vorwiegend in Neuronen des zentralen und peripheren Nervensystems zu
finden ist. Zusitzlich wurde dieses Enzym auch in Skelettmuskelzellen und der Niere
gefunden. Bei dem Subtyp II handelt es sich um eine induzierbare, kalziumunabhéngige Form
der NOS (iNOS), welche basal kaum detektierbar ist. Verschiedene pathophysiologische
Prozesse konnen die iNOS Expression direkt induzieren {hierzu gehéren Ischdmie, Trauma
oder Multiple Sklerose (Licinio et al., 1999). Nach Stimulation mit Zytokinen wie IL-1§
(McCann et al., 1994) oder LPS findet man iNOS im Zytosol von Zellen des Immunsystems
(Makrophagen), der glatten Muskulatur, der Leber, in Mikroglia und Astrozyten des ZNS und
im Endothel (Moncada et al., 1991; Xie et al., 1992; Van Dam et al., 1995; Zeisberger, 1999).
iNOS ist allerdings erst mehrere Stunden nach Pyrogen-Gabe detektierbar (Van Dam et al.,
1995; Minano et al., 1997); speziell im Gehirn tritt iNOS erst nach Applikation septischer
LPS-Dosierungen auf (Gath, 1999). Auch wenn die Induktion von iNOS im ZNS quantitativ
nicht so hoch erscheint, bleibt zu betonen, dass die durch iNOS bewirkte NO-Bildung in
nanomolaren Konzentrationen um 100- bis 1000-fach hoher sind als die durch nNOS (Kuo &
Abe, 1995). Der Subtyp III dieses Enzyms wird generell in Endothelzellen gefunden und
deshalb auch als endotheliale NOS (eNOS) bezeichnet. eNOS wiederum gehort zu den
konstitutiven Kalzium-abhangigen Enzymen.

Prinzipiell kann NO alle Zellbarrieren durchdringen und ist damit nur iiber seine relativ
kleine Reichweite in seinem Aktionsradius beschriankt. Seine Wirkung beruht auf
intrazellularen Effekten, sind also nicht iiber Membran-gebundene Rezeptorstrukturen an der
Zelloberfliche vermittelt. NO bindet an Eisen von Ham-Gruppen. Es kommt zu einer
rdumlichen Umstrukturierung des Hadms einer 16slichen Guanylat-Zyklase (GC), wodurch
diese aktiviert wird. Dabei wird Guanosin-Triphosphat (GTP) zu zyklischem Guanosin-
Monophosphat (¢cGMP) umgewandelt. cGMP vermittelt wiederum physiologische Effekte in
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der Zelle, in der es produziert wurde (Stahl, 1998). In Gefédflen ist eNOS produziertes NO fiir
Vasodilatation aufgrund der relaxierenden Wirkung von cGMP auf glatte Muskelzellen
verantwortlich. Dieser Effekt wurde schon 1980 beschrieben und die auslosende Substanz
zunichst als EDRF (endothelial-derived relaxing factor) bezeichnet (Furchgott & Zawadzki,
1980). NO spielt insgesamt in sehr vielen Organsystemen eine Rolle. Darunter fallen
beispielsweise das Herz-Kreislaufsystem, das Immunsystem, das Reproduktionssystem und
das Nervensystem. Im Gehirn entstehendes NO wird mit der Modulation neuronaler Aktivitit,
der Regulation und Sekretion von Neurotransmittern und mit inhibitorischen oder fordernden
Effekten auf die Hormonsekretion in Verbindung gebracht (Licinio et al., 1999). NO fiihrt
sogar auch direkt zu einer Aktivierung von COX und dadurch zu einer PGE,-Produktion
(Rettori et al., 1992). Das instabile NO kann zudem in hohen Konzentrationen zytotoxisch
wirken und konnte dabei an inflammatorischen, neurodegenerativen und ischdmischen
Prozessen beteiligt sein. Es hemmt beispielsweise die mitochondriale Atmung kompetitiv und
reversibel (Cytochromoxidase) und interagiert mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren.
Dazu gehdren Redox-regulierte Gene, die iiber AP-1, und NF-kB abgelesen werden (Licinio
etal., 1999).

Die Rolle von NO im Rahmen der Fieberreaktion wird kontrovers diskutiert. Dabei
scheinen vor allem Spezies-Unterschiede, aber auch die Dosierung und das jeweils
untersuchte Fiebermodell eine groe Rolle zu spielen. Das Kaninchen nutzt zur
Fiebererzeugung hauptsidchlich kardiovaskulire Mechanismen (periphere Vasokontriktion).
Deshalb wirkt NO bei dieser Tierart antipyretisch, da der Warmetransfer liber die periphere
Vasodilatation in die Korperschale verstirkt und demzufolge eine Abgabe von Wirme erhoht
wird (Gourine, 1995; Weihrauch & Riedel, 1997). Bei vielen kleinen Tierspezies, z.B. bei
Ratten, spielt die Warmebildung durch das braune Fettgewebe (BAT) eine groflere Rolle bei
der Fieberentstehung. Hier scheint peripheres NO eine stimulierende Wirkung auf die
sympathische Innervation zu bewirken und zur metabolischen Warmeproduktion zu fithren
(De Luca et al., 1995). Bei Ratten, Meerschweinchen und Schweinen wurden pro-pyrogene
Eigenschaften von NO iiber verschiedene nicht selektive oder selektive Inhibitoren der NOS
ermittelt (Reimers et al., 1994; Scammell et al., 1996b; Parrott et al., 1998; Roth et al., 1998c,
b; Roth et al., 1999). Dabei kann nicht unterschieden werden, ob es sich um zentrale oder um
periphere Effekte handelt, da sowohl die iNOS als auch die konstitutiven Formen (nNOS,
eNOS) ubiquitdr vorkommen. Prinzipiell wurde keine signifikante Induktion von NOS in
Fieber-relevanten Strukturen nach LPS-Gabe gefunden (Sehic et al., 1997). Aulerdem dauert
es, wie bereits erwidhnt, mehrere Stunden, bis iNOS induziert wird. Deshalb wird
angenommen, dass fiir die schnelle Fieberentstehung nur die konstitutiven Formen eNOS und
nNOS in Frage kommen. iNOS konnte dagegen bei der zweiten Fieberphase eine Rolle
spielen (Roth et al., 1998b; Roth et al., 1999; Kozak & Kozak, 2003). Zirkulierende Zytokin-
Konzentrationen blieben bei der Gabe von NOS-Inhibitoren in diesen Studien unbeeinflusst.
Dies unterstreicht die mdgliche Rolle von NO im Rahmen der Fieberreaktion in einer den
Zytokinen nachgeschalteten Reaktion, wie der Induktion von PGE,. SchlieBlich geben
Versuche mit Knockout-Méusen weitere Hinweise. Prinzipiell sind solche Tiere lebensfihig.
Dabei konnte eine Rolle von iNOS und nNOS bei LPS-induziertem Fieber bestitigt werden.
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eNOS hingegen ist nach diesen Befunden nicht bei Fieberreaktionen beteiligt.
Interessanterweise scheint bei lokalen Entziindungsprozessen (Terpentin-Modell) keine der
drei NO produzierenden Formen fiir die hierbei auftretende Fieberreaktion von Bedeutung zu
sein (Kozak & Kozak, 2003).

5.3. Andere

Neben den bereits genannten so genannten terminalen Fiebermediatoren (PGE,, NO)
finden sich natiirlich auch die proinflammatorischen Zytokine (TNF-a, IL-1B, IL-6) unter den
im Rahmen einer Entzlindungsreaktion induzierten, potenziell Fieber-erzeugenden Stoffen.
Die LPS-induzierte und auch durch proinflammatorische Zytokine vermittelte, gesteigerte
Expression von Enzymen fiihrt unter anderem auch zur Bildung von Kohlenstoffmonoxid
(CO). CO gehort ebenfalls zu der Gruppe der kleinen Signalmolekiile, die neuronale Aktivitdt
beeinflussen und dabei gleichzeitig thermoregulatorisch relevante Veranderungen hervorrufen
konnen, die zu einer Fieberentstehung beitragen konnten. Wie NO wird dieser Botenstoff iiber
induzierbare und konstitutionelle Enzyme (Ham-Oxygenasen) gebildet, aktiviert die GC und
wirkt tiber cGMP. Es konnte gezeigt werden, dass auch CO Fieber erzeugen kann (Steiner et
al., 1999).

6. Fieberentstehungshypothesen

Vielerlei Mediatoren werden bei lokalen und systemischen inflammatorischen Prozessen
produziert und freigesetzt. Dazu gehdren unter anderem lokal iiber Leukozyten produzierte
proinflammatorische Zytokine, welche bereits in Kapitel II 3.2 als endogene Pyrogene
beschrieben wurden. Wie konnen diese Botenstoffe, exogene Pyrogene (z.B. LPS) und andere
lokale Mediatoren die zentralen Mechanismen der Fieberentstehung beeinflussen?

Es gibt verschiedene Hypothesen, die mdgliche Signalwege hierfiir beschreiben. Dabei ist
noch keine allgemeingiiltige, alle Vorgédnge erkldrende Theorie vorhanden. Vielmehr werden
alle Hypothesen in ihrer Bedeutung kontrovers diskutiert. Sie unterscheiden sich nicht nur in
der Lokalisation und Ausprigung der angesprochenen Entziindungsreaktionen, sondern auch
beziiglich des zeitlichen Verlaufs und der Manifestierung der beschriebenen
Krankheitssymptome (Engblom et al., 2002).

Prinzipiell werden zwei Kommunikationswege des aktivierten Immunsystems mit dem
ZNS beschrieben. Zum einen gibt es einen nachweisbaren Ubertritt von Mediatoren in den
Blutkreislauf, die als so genannte humorale Botenstoffe von der Peripherie zum Gehirn
gelangen konnten. Zum anderen konnten daneben auch nervale Ubertragungswege die
Information direkt zu den thermoregulatorischen Zentren im Hypothalamus leiten und dort zu
einer Sollwertverstellung fithren.

6.1. Humorale Hypothese

Die humorale Theorie der Fieberentstehung gibt es schon lange und beruht auf 1948
durchgefiihrten Untersuchungen durch Beeson, der bereits zu dieser Zeit die Existenz
»endogener Pyrogene* postulierte (Beeson, 1948). Heute gelten die proinflammatorischen
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Zytokine (TNF-a, IL-1B, IL-6), neuerdings aber auch die exogenen Pyrogene selbst, als
humorale Botenstoffe, die bei systemischen und zum Teil auch bei lokalen
Entziindungsprozessen in die Zirkulation gelangen (Abbildung 14). Das Gehirn besitzt
allerdings eine Blut-Hirn-Schranke (BBB), welche normalerweise den Durchtritt solcher
relativ groflen, hydrophilen Molekiile verhindert. Sie besteht aus einem spezialisierten
Endothel und Gliazell-Elementen aus Astrozyten und Mikroglia, die in unmittelbarer Nihe
des Endothels und der Basalmembran liegen. Endothelzellen der Gehirngefdle sind mit
interendothelialen Zonulae occludentes so genannten ,,tight junctions* ausgepragt verbunden.
Diese stellen eine dichte Barriere fiir 16sliche Substanzen dar. Sie besitzen eine sehr hohe
Resistenz, wie beispielsweise liber transmembrandr aufgenommene elektrische Widerstdnde
dargestellt werden kann. Peripheres Endothel hingegen ist zum Teil fenestriert und erlaubt
zusitzlich liber pinozytotische Vesikel fast jeglichen para- und transzelluldren Stoffaustausch
sowohl lipophober als auch lipophiler Substanzen. In der BBB bilden Astrozyten Auslaufer,
die die komplette abluminale Seite des Endothels bedecken. Zusétzlich haben Perizyten und
perivaskuldre Mikroglia {iber Fortsétze direkten Kontakt zum Endothel. Zusammen stellen
diese Zellen die Membrana gliae limitans perivascularis dar. Vor dieser zweiten Barriere der
BBB befindet sich ein perivaskuldrer Raum, der iiber die Basalmembran zum Endothel hin
abgegrenzt ist (Prat et al., 2001). Zusammen stellt dieses System eine Ubergangsschwelle der
Informationsiibertragung zwischen dem zirkulierenden Blut und dem Gehirn dar, welche fiir
Molekiile mit einem Radius groBer als 0,2nm nicht durchldssig ist. Wie allerdings schon in
Kaptitel II 5.1.2 erwdhnt, konnen pathophysiologische Vorginge diese Permeabilitit
mafgeblich verdndern. Es folgt nun die Beschreibung mehrerer Hypothesen fiir eine mogliche
humorale Informationsvermittlung.

6.1.1. Diffusion

Ein nicht sittigbarer Ubertritt von Substanzen aus dem Blut durch die BBB in das
Gehirnparenchym ist vor allem fiir lipophile Stoffe, niedermolekulare Substanzen oder sogar
einige Peptide mittels Diffusion moglich (Banks & Kastin, 1985). Es konnen allein durch
Diffusion mdoglicherweise im Gehirn ausreichend hohe Konzentrationen solcher Stoffe
erreicht werden, um zentral-kontrollierte Funktionen zu beeinflussen. Wie schon erwéhnt,
konnte peripher gebildetes lipophiles PGE, als Fiebermediator iiber diesen Weg ins Gehirn
gelangen. Prinzipiell nimmt allerdings die Diffusion durch die BBB mit dem Quadrat zur
Molekiilmasse der Substanzen ab. Fiir Stoffe mit einem Molekulargewicht tiber 400Da wurde
ein nicht sittigbarer Ubertritt in das Gehirn nur noch selten beschrieben (Banks et al., 2002).
Lediglich fiir ein Zytokin, das Cytokine-induced neutrophil chemoatractant-1 mit einem
Molekulargewicht von 7.8 kD, konnte ein Ubergang ins ZNS ohne sittigbaren Transport
beschrieben werden (Pan & Kastin, 2001). Es stellt allerdings kein bisher bekanntes
endogenes Pyrogen dar.

6.1.2. Transport
Ein aktiver sittigbarer Transport wurde inzwischen Spezies-spezifisch fiir mehrere
Zytokine beschrieben. Dazu zéhlen unter anderem die proinflammatorischen Zytokine TNF-a
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(Gutierrez et al., 1993), IL-1p (Banks et al., 1991) und IL-6 (Banks et al., 1994), aber auch
LIF (Pan et al., 2000) und Interferone (Pan et al., 1997). Die entsprechenden Transporter sind
in den meisten Féllen von den eigentlichen Zytokin-Rezeptoren unterscheidbar, allerdings
noch nicht genau charakterisiert worden. Lediglich fiir die TNF-Rezeptoren konnte mittels
Knockout-Méusen gezeigt werden, dass diese fiir den aktiven Transport notwenig sind (Pan &
Kastin, 2002). Neben den Spezies-Unterschieden finden sich in entsprechenden
Gehirnregionen auch unterschiedliche regionale Transportkapazititen. TNF wird
beispielsweise in den Hypothalamus 9-fach besser aufgenommen, als in den Kortex (Banks et
al., 2002). SchlieBlich konnte in einer Studie iiber Lernverhalten bei Ratten gezeigt werden,
dass die aktive sittigbare Aufnahme von Zytokinen tatsdchlich Effekte auf ZNS-Funktion
haben kann (Banks et al., 2002). Die Kapazitit der Transporter ist allerdings sehr begrenzt.
Deshalb ist es nach Ansicht vielen Autoren unwahrscheinlich, dass sie im Rahmen der APR
fiir die relativ schnellen Wirkungen auf das ZNS eine grofle Rolle spielen (Engblom et al.,
2002; Conti et al., 2004), bezichungsweise durch die Tatigkeit solcher Transporter biologisch
signifikante Konzentrationen an transportierten Mediatoren im Gehirn erreicht werden (Sehic
& Blatteis, 1996; Schiltz & Sawchenko, 2003). Etwa 0,08 % systemisch applizierter Zytokine
gelangen durch die BBB in das Gehirn (Banks et al., 1991). Diese Menge wird als zu niedrig
betrachtet, um beispielsweise das neuroendokrine System zu aktivieren. Lediglich nach
schweren systemischen Traumata konnten bedeutend hohere zirkulierende Zytokin-
Konzentrationen {iber Transportprozesse mit niedriger Kapazitit eine Wirkung im Gehirn
erzielen (Buller, 2001).

6.1.3. Passage von Immunzellen als Informationstriger in das ZNS

Das Fiebersignal des aktivierten Immunsystems konnte direkt tiber Lymphozyten in das
Gehirn transportiert werden (Neumann & Wekerle, 1998). Neben der Moglichkeit des
Patrouillierens nicht reaktiver T-Lymphozyten aus dem Blut durch die BBB in das Gehirn
(Hickey et al., 1991) besitzen aktivierte T-Lymphozyten die Féhigkeit, die BBB zu
durchtreten. Das geschieht unabhidngig von ihrer Antigensperzifitit, allerdings konnen
lediglich aktivierte Zellen im Krankheitsfall auch im Gewebe persistieren (Prat et al., 2001).
Solche aktivierten T-Lymphozyten koénnen dann im Gehirn proinflammatorische Zytokine
abgeben, die wiederum Gliazellen zur Produktion von immunologisch relevanten Molekiilen
stimulieren. Dazu gehoren Adhésionsmolekiile, aber auch Zytokin-Rezeptoren (TNF-aR) und
16sliche Mediatoren (NO, PGE,), was schlieBlich direkt oder indirekt zu einer Verschiebung
des Sollwertes im Hypothalamus und zu Fieber fiihren konnte (Zeisberger, 1999).

6.1.4. Rezeptor vermittelt am Endothel

Es ist moglicherweise nicht notwendig, dass humorale Botenstoffe aus der Peripherie
direkten Zugang zu den thermosensiblen Arealen im Gehirn haben. Vielmehr kdnnten
sekundér in der BBB produzierte Mediatoren die Information in das Gehirn weitervermitteln.
Uber entsprechende Rezeptoren (Toll-Like-Rezeptoren, Zytokin-Rezeptoren) auf dem
Endothel wiirden dann periphere Zytokine oder exogene Pyrogene lokal die Bildung von
weiteren Botenstoffen (NO, PGE,) und Zytokinen (TNF-a, IL-1pB, IL-6) induzieren. Durch
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Abgabe dieser Botenstoffe auf der abluminalen Seite des Endothels wire eine Stimulation von
Gliazellen und Neuronen oder eine weitere Diffusion ins Gewebe moglich (Zeisberger, 1999;
Conti et al., 2004; Matsumura & Kobayashi, 2004).

Alternativ zu ldslichen humoralen Botenstoffen kdnnten endogene Pyrogene Membran-
gebunden an Monozyten zum Gehirn gelangen. Damit wire auch zu erkldren, warum
teilweise die messbaren Plasmakonzentrationen mancher Mediatoren zu gering erscheinen,
oder bei septischen Patienten nicht sehr lange im Blut zu finden sind, um Fieber erzeugen zu
konnen. Zell-assoziierte Zytokine (IL-la, TNF) wurden nach bakterieller Stimulation
beschrieben. Sie kdnnten Endothelzellen im Hypothalamus stimulieren und entsprechend iiber
induzierte sekunddre Mediatoren wie IL-1B oder PGE, zu Fieber fithren (Netea et al., 1999;
Netea et al., 2000).

Schlieflich werden in diesem Zusammenhang perivaskuldre Zellen (PVC),
beziehungsweise Mikroglia (Elmquist et al., 1997) oder vaskuldr assoziierte Makrophagen
(Graeber et al., 1989) genannt. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um eine aus dem
Knochenmark stammende Zellpopulation, die sich in der frithen postnatalen Phase im Gehirn
ansiedelt und dort in perivaskuldren Spalten von GefdBlen und Meningen persistiert
(Bechmann et al., 2001; Valliéres & Sawchenko, 2003). Sie stellen wahrscheinlich die
wichtigsten Antigen-prasentierenden Zellen im Gehirn dar. Diese PVCs konnten bei
Stimulation mit niedrigen LPS-Dosierungen eine Aktivierung von Zellen der Glia limitans
perivascularis bewirken, indem sie Mediatoren wie Prostaglandine oder Zytokine
ausschiitten. Dies hétte wiederum eine Weiterleitung der Information iiber Diffusion,
Aktivierung von Neuronen und anderen Zellen und schlieBlich Fieber zur Folge. AuBBerdem
wird den PVCs eine Rolle bei der Hemmung der Aktivitdt von Endothelzellen beigemessen
(Schiltz & Sawchenko, 2002). In einer anderen Studie konnte nach IL-1(B-Stimulation
lediglich in Endothelzellen und nicht in perivaskulidren Zellen eine COX-2-Expression gezeigt
werden (Konsman et al., 2004). Die Gabe von LPS in hohen Dosierungen induziert
tibereinstimmend in allen genannten Studien COX-2 vorwiegend im Endothel. COX-2
wiederum fithrt zu einer endothelialen Produktion von PGE, und damit letztendlich direkt
oder indirekt zur Entstehung von Fieber. Deshalb wird vor allem Endothelzellen eine
entscheidende Rolle bei der Informationsiibermittlung bei der Induktion zentralnervos
kontrollierter Krankheitssymptome zugeschrieben. Eine Aktivierung der im perivaskulidren
Spalt liegenden Zellen wére ohne initiale Beteiligung der Endothelzellen aufgrund der BBB
zudem unwahrscheinlich (Schiltz & Sawchenko, 2003).

6.1.5. Sensorische CVOs

Um den dritten und vierten Ventrikel herum gibt es Gehirnstrukturen, in denen dic BBB
unvollstindig ist. Sie werden als zirkumventrikuldre Organe (CVOs) bezeichnet und stellen
Bereiche dar, in denen das Gehirnparenchym {iiber ein fenestriertes Endothel in direkten
Kontakt mit dem Blut und seinen Inhaltsstoffen tritt (Abbildung 13). Dort wire folglich ein
Ubertritt von humoralen Signalen in das Gehirn mdglich. Am Rattengehirn sind sieben
verschiedene CVOs Kklassifiziert worden, die sich zusitzlich durch eine dichte
Vaskularisierung auszeichnen (Hofer, 1958). Es handelt sich um das Organum subfornicale
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(SFO), das Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), die Epiphyse, die Eminentia
mediana (ME), die Area postrema (AP), die Neurohypophyse, das Organum
subcommissurale (SCO), und im weiteren Sinne auch den Plexus choroideus (ChP).

Abbildung 13

Schematische Ubersicht der zirkumventrikuliren Organe (CVOs) im Sagittalanschnitt eines
Rattengehirns: Der Plexus choroideus ist blau hervorgehoben, die sensorischen CVOs (sCVOs)
sind mit griinen Pfeilen gekennzeichnet. OVLT, Organum vasculosum laminae terminalis; SFO,
Organum subfornicale; AP, Area postrema, SCO, Organum subcomissurale; ME, Eminentia
mediana; NL, Neurohypophyse; PIN, Organum pineale.

Das SCO besitzt im Gegensatz zu den anderen CVOs noch eine BBB, und beim ChP ist
diese Barriere zur epithelialen Abgrenzung hin verschoben und wird hier vielmehr als Blut-
Liquor-Schranke bezeichnet. Die Funktion des SCO ist unbekannt, wird aber mit der
embryonalen Entwicklung des Riickenmarks in Verbindung gebracht, da Schiadigungen dieses
Organs bei niederen Tieren zu Verdnderungen im Achsenskelett fithren. Dieses Organ
sezerniert ein Glykoprotein, was als ,,Reissnerscher Faden® vom SCO ausgehend bis in den
vierten Ventrikel und den Zentralkanal des Riickenmarks reicht. Der ChP dient unter anderem
der Bildung des Liquor cerebrospinalis (Seiferle, 1992; Oldfield, 1995).
Strukturdhnlichkeiten auf zelluldrer Ebene finden sich in einer CVO-Untergruppe, die als
sensorische CVOs bezeichnet werden. Es handelt sich um das SFO, das OVLT und die AP,
die als Besonderheit nicht nur Gliazellen, Dendriten und Axone, sondern auch neuronale
Zellkorper enthalten. Bei allen CVOs ist im Gegensatz zu anderen Gehirnregionen das
Ependym modifiziert und besitzt ,tight junctions®. Solche Zellen werden als Tanyzyten
bezeichnet (Oldfield, 1995). Dadurch und {iiber weitere solcher dichten Verbindungen
zwischen Zellen an den Ubergiingen der CVOs zum normalen Gehirnparenchym sind diese
Strukturen vom restlichen Gehirn abgegrenzt und isoliert (Krisch et al., 1978; Krisch et al.,
1987). Speziell die sensorischen CVOs gelten als rezeptive Strukturen fiir humorale
Botenstoffe. Sie sind direkt zirkulierenden Signalmolekiilen ausgesetzt, die iiber Rezeptoren
entweder Neurone aktivieren oder die Produktion weiterer Mediatoren induzieren kdnnen
(Roth et al., 2004). Das OVLT und das SFO liegen beide in der so genannten Lamina
terminales, welche die rostrale Begrenzung des dritten Ventrikels darstellt. In der
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Embryogenese entstehen diese beiden Organe aus dem gleichen anterioren Pol des
Neuralrohrs und haben folglich eine dhnliche Struktur, vergleichbare Aufgaben und verfiigen
iiber neuronale Verbindungen untereinander (Landas, 1987). Sie erfiillen Funktionen bei der
Aufrechterhaltung des Fliissigkeits- und Elektrolythaushaltes, der Korpertemperatur und der
kardiovaskuldren Homoostase. Die AP ist zusétzlich in die Kontrolle des Korpergewichts und
der Futteraufnahme eingebunden (Oldfield, 1995). Durch neuronale Verbindungen und die
unmittelbare Nihe zu lebenswichtigen hypothalamischen Kontrollzentren, die im Dienste der
Homoostase stehen, wird den sensorischen CVOs (sCVOs) eine entscheidende Rolle bei der
Signaliibertragung zum Hypothalamus beigemessen (Roth et al., 2004).

[ Exogene Pyrogene (LPS) ]
Zirkulation \
[ Zirkulierende Zytokine, }
E )

ndogene Pyrogene (IL-6

ﬁvlllll BBB Illllllm

Genomische Aktivierung
CVOs von Zellen im Gehirn
(CD 14, TLR) tiber Zytokin-Rezeptoren

(?)
Zytokine, Prostaglandine

Abbildung 14

Ubersicht zur humoralen Hypothese der Fieberentstehung: Allgemein fiihren exogene Pyrogene
(LPS) zur Freisetzung von endogenen Pyrogenen (IL-6) durch Makrophagen und andere Zellen.
Diese Hypothese besagt nun, dass sowohl endogene als auch exogene Pyrogene als zirkulierende
Botenstoffe die Information des aktivierten Immunsystems an das Gehirn weiterleiten. In
Regionen mit unvollstindiger BBB (CVOs) kommt es zu einer genomischen Aktivierung von
Zellen (1,3). Diese wiederum produzieren zentrale Mediatoren (Zytokine, Prostaglandine), die in
den thermoregulatorischen Zentren schliellich zu einer Sollwert-Verstellung, also zu Fieber,
fiihren. Abgesehen davon konnte auch iiber Diffusion, aktiven Transport,
Lymphozytenmigration oder Aktivierungsprozesse am Endothel die Information des
Immunsystems ins Gehirn gelangen (2). CD, cluster of differentiation; TLR, Toll-Like-
Rezeptror

6.2. Nervale Hypothese

Die humorale Hypothese erklidrt die Phdnomene der Fieberentstehung nicht in allen
Punkten hinreichend. Aus folgenden Griinden wird angenommen, dass es neben einem iiber
die Blutzirkulation getragenen Transfer infektioser, inflammatorischer Signale zu den
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spezifischen Sensoren im Bereich des ZNS einen alternativen (nervalen) Signalweg geben
misste. Bei lokalen peripheren inflammatorischen Prozessen treten begleitende
Veranderungen vitaler ZNS-Symptome in Abwesenheit detektierbarer oder erhohter
Konzentrationen von LPS oder zirkulierenden Zytokinen auf (Kluger, 1991; Watkins et al.,
1995b; Blatteis, 1997). Dies konnte zwar zum Teil mit einer unzureichenden Sensitivitdt der
entsprechenden Nachweismethoden erkldrt werden, dagegen spricht jedoch die schnelle
Fieberentstehung im Tiermodell innerhalb von 15 min. (Elmquist et al., 1996; Sehic et al.,
1996a). Der humorale Signalweg erfordert zudem an mehreren Schaltstellen der
Signalverarbeitung die Genexpression von Botenstoffen (z.B. Zytokine, COX-2), Vorginge,
die einen gewissen zeitlichen Rahmen benotigen. Fiir TNF-a, welches im Rahmen der
Zytokin-Kaskade als erstes ausgeschiittet wird, betrdgt in vitro die Zeit von der LPS-
Stimulation bis zur Ausschiittung mindestens 30 min. (Lichtman et al., 1996). Dies ist
demnach bereits linger als die Wirkdauer, die bei systemischer Gabe von LPS zu Fieber flihrt
(Blatteis et al., 1998). Die friihe Phase der Fieberreaktion und der HPA-Aktivierung kann
somit schneller initiiert werden, als erhdhte Zytokin-Konzentrationen im Blut vorkommen
beziehungsweise als die Expression von Signalmolekiilen innerhalb und auferhalb des
Gehirns erfolgen konnte (Givalois et al., 1994; Blatteis, 1997; Blatteis et al., 1998; Roth et
al., 1998a). Es wird daher postuliert, dass eine lokale Wirkung inflammatorischer Mediatoren
in der Korperperipherie auf rezeptive Strukturen peripherer Nervenendigungen unter
Umstidnden zur Beeinflussung vitaler ZNS-Funktionen beitrdgt. Folglich konnte in
entziindeten Geweben eine schnelle Aktivierung afferenter neuronaler Signalwege zum
zentralen vegetativen System im Gehirn erfolgen (Abbildung 15).

6.2.1. Der Nervus vagus

Die nervale Hypothese der Fieberentstehung beruht vor allem auf Untersuchungen des
Nervus vagus (N. vagus). Dieser enthélt neben den klassisch bekannten parasympathisch
efferenten Anteilen zum groBten Teil sensorische afferente Fasern, die Informationen aus der
Peritonealhdhle zum Gehirn tibermitteln (Ritter, 1992). Durch verschiedene Studien konnte
fiir den N. vagus eine wichtige Rolle bei der Ubertragung von Immunsignalen zum ZNS
nachgewiesen werden. Diese Untersuchungen zeigten, dass Hyperthermie (Watkins et al.,
1995a), konditionierte Geschmacks-Aversion (Goehler et al., 1995), ,,Sickness Behavior®
(Bluthé et al., 1996) und erhohtes zirkulierendes Kortikosteron (Fleshner et al., 1995) nach
1.p. IL-1-Gabe durch subdiaphragmale Vagotomie stark abgeschwicht oder verhindert werden
konnten. Ebenfalls wurden im Zuge einer solchen Vagotomie die LPS-induzierte Aktivierung
der HPA-Achse (Gaykema et al., 1995), Hyperalgesic (Watkins et al., 1994),
Verhaltensdepression (Marvel et al., 2004) oder vermehrter d-Schlaf (Hansen & Krueger,
1997) verringert. Schlielich wurde eine Unterdriickung von LPS-Fieber durch Vagotomie
bei Meerschweinchen (Blatteis, 1997; Goldbach et al., 1997) und der Ratte (Romanovsky et
al., 1997) beschrieben. Allerdings ist dieser Effekt fiir LPS und MDP nur nach i.p. und nicht
nach i.m. Injektion zu beobachten, was auf eine Abhédngigkeit vagaler Beteiligungen an der
Fieberentstehung von der Applikationsform des pyrogenen Stimulus hinweist (Goldbach et
al., 1997). Ansonsten scheint der vagale Kommunikationsweg zwischen dem Gehirn und dem
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Immunsystem z.B. bei i.m. Injektionen von Pyrogenen umgangen zu werden. Es ist bei i.p.
Injektionen von LPS nur in niedriger Dosierung das entstehende Fieber durch eine Vagotomie
blockierbar (Romanovsky, 2004b). Auflerdem hatte bei einer differenzierteren Untersuchung
einzelner Anteile des N. vagus nach LPS-Applikation nur die Durchtrennung der hepatischen
Anteile einen Fieber-senkenden Effekt (Simons et al., 1998). Abgesehen von der
chirurgischen Durchtrennung konnte durch eine Capsaicin—Desensibilisierung von afferenten
C-Fasern Fieber und die Aktivierung der HPA-Achse signifikant abgeschwécht werden
(Watanabe et al., 1994; Szekely et al., 1997; Szekely et al., 2000).

[ Exogene Pyrogene (LPS) }

Y

[Lokale Bildung endogener Pyrogene (Zytokine, PGEz)}

peripheres Gewebe

Afferente sensible Nerven (Vagus)
* PNS

Gehirn
(AP/NTS)

Noradrenalin, Prostaglandine

m Hypothalamus

Abbildung 15
Schematische Ubersicht zur nervalen Hypothese der Fieberentstehung: Nach LPS-Applikation
(z.B. i.p.) kommt es zur lokalen Bildung von endogenen Pyrogenen (Zytokine). Diese aktivieren
direkt oder indirekt (PGE,) sensible Nerven (N. vagus) die eine schnelle Uberleitung der
Information des aktivierten Immunsystems in das Gehirn (Area postrema, AP; Nucleus tractus
solitarius, NTS) ermoglichen. Durch neuronale Konnektivititen zu den thermoregulatorischen
Regionen im Hypothalamus wird schlielich iiber zentrale Mediatoren (Noradrenalin,
Prostaglandine) der Temperatur-Sollwert verschoben. Es kommt zu einer Fieberreaktion.
PNS/ZNS, peripheres/zentrales Nervensystem

Der Weg der Informationsiibertragung durch den N. vagus wird wie folgt beschrieben
(Abbildung 15). Glomerulumzellen vagaler Paraganglien konnten mit biotinylierten IL-1ra
markiert werden, was darauf hinweist, dass dort Bindungsstellen fiir IL-1 vorliegen (Goehler
et al., 1997). Eine Infusion von IL-1p in die Vena portae in physiologischen Dosierungen (10-
100pg/Tier) wiederum erzeugte eine Aktivierung hepatischer Afferenzen des N. vagus
(Niijima, 1996). Folglich wird angenommen, dass LPS-induzierte endogene Pyrogene (IL-1p)
den N. Vagus stimulieren, was zu einer Weiterleitung der Information in das ZNS fiihrt. Dort
wiederum werden IL-1p mRNA- (Layé et al., 1995) und FOS-Expression (Gaykema et al.,

1995; Marvel et al., 2004) induziert. Diese Expression ist durch Vagotomie reduzierbar, was
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auf eine direkte inflammatorische Wirkung des N. vagus hinweist. Zudem wurde nach
Stimulation ebenfalls eine Expression von FOS direkt in den afferenten Neuronen des N.
vagus beschrieben (Gaykema et al., 1998). Vorwiegend im Nucleus tractus solitarius (NTS)
terminieren die afferenten vagalen Fasern, worauthin ankommende viszerale Signale dort
integriert werden. Uber eine Aktivierung noradrenerger Zellgruppen wird das Signal dann zur
Area praeoptica (POA) geleitet, wo es schlieBlich, liber Noradrenalin vermittelt, zur
Ausschiittung von PGE; und zur Entstehung von Fieber kommt (Sehic & Blatteis, 1996;
Blatteis, 2004b).

6.2.2. Andere

Es gibt mehrere Untersuchungen zur Entstehung von Hyperalgesie, in denen kutane,
sensible Nerven durch endogene Pyrogene (IL-1B, IL-6, TNF-a) aktiviert wurden (Watkins et
al., 1995b). Es lag schlieBlich die Vermutung nahe, dass neben dem N. vagus auch
Afferenzen von Hautnerven einen neuronalen Signalweg zwischen aktiviertem Immunsystem
und Gehirn darstellen konnten (Zeisberger, 1999). In einer vorangehenden Studie in einem
Modell einer lokalisierten Inflammation im Bereich einer subkutanen Kammer wurde
schlieBlich ein solcher nervaler Weg der Informationsiibertragung zum Gehirn diskutiert, der
zumindest anteilig bei kleineren lokalen Entziindungsprozessen eine Rolle spielen konnte
(Ross et al., 2000). Es wurde die LPS-erzeugte Fieberreaktion durch die zusétzliche Gabe
eines Lokalandsthetikums in die Kammer signifikant reduziert. Dieser Effekt des
Lokalanésthetikums manifestierte sich jedoch nur dann, wenn die gewdhlte LPS-Dosis so
niedrig war, dass keine relevanten Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine im
systemischen Kreislauf erschienen.
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7. Hintergrund und Fragestellung der wissenschaftlichen Arbeit

Im Rahmen der Einleitung und der ausfiihrlichen Literaturiibersicht wurde der Hintergrund
der wissenschaftlichen Fragestellungen dargestellt. Prinzipiell reduziert sich die Betrachtung
systemischer und lokaler inflammatorischer Prozesse vor allem auf zwei zentrale Mediatoren.
Sowohl IL-6 als auch Prostaglandine und hierbei vor allem PGE, spielen eine entscheidende
Rolle in den Signalwegen zur Fieberentstehung (Kapitel II 3.3.1, 5.1.1). Fieber als objektiv
messbares Symptom der APR ist von grofler medizinischer Bedeutung (Kapitel I 2). Von der
Vielzahl der Mediatoren der APR sollen im Rahmen dieser Arbeit die funktionellen
Beteiligungen von IL-6 und PGE; an den Signalwegen zur Fieberentstehung bei systemischen
versus lokalen Entziindungsprozessen nédher analysiert werden. Dies bezieht sich auf die
Mechanismen der Signalweiterleitung zum ZNS (humoraler, neuronaler Signalweg, Kapitel II
6) und auf die beteiligten zelluliren und molekularen Prozesse (Transkriptionsfaktoren,
STATS3; aktivierte Zelltypen und Induktion bestimmter Gene, COX-2). Besonderes Interesse
wird der Frage gewidmet, ob sich neben dem N. vagus auch andere sensible Afferenzen
(Hautnerven) an der Vermittlung von Informationen des aktivierten Immunsystems zum
Gebhirn beteiligen.

A Charakterisierung der  LPS-induzierten lokalen und  systemischen
Entziindungsreaktionen im Tiermodell des Meerschweinchens anhand der
humoralen Hypothese der Fieberentstehung.

= Wie verlduft die Fieberreaktion als ein gut messbares Symptom der zentralnervos
kontrollierten APR bei systemischer und lokaler Stimulation mit bakteriellem LPS bei
Meerschweinchen?

= [L-6 stellt das Zytokin dar, welches iiber die gesamte Dauer von Fieberreaktionen in
der Zirkulation messbar ist. Es wird als ein entscheidendes endogenes Pyrogen im
Rahmen der humoralen Hypothese der Fieberentstehung angesehen. Wie hoch sind die
Konzentrationen von IL-6 im Blut der Tiere unter lokaler im Vergleich zur
systemischen LPS-stimulierten Entziindungsreaktion?

= Kommt es zu einer genomischen Aktivierung (nukledre Translokation des
Transkriptionsfaktors STAT3) von Zellen im Gehirn des Meerschweinchens im
Verlauf systemischer oder lokaler Inflammation? Damit soll die Rolle von IL-6 als
endogenem Pyrogen bezichungsweise als humoralem Botenstoff zur Vermittlung
zentralnervoser Prozesse nédher untersucht werden. AuBlerdem ist von besonderem
Interesse, inwieweit lokale Entziindungsprozesse, die mit Fieber einhergehen, iiber die
gleichen Mechanismen wie systemische inflammatorische Prozesse auf das Gehirn
wirken.

= Welche Rolle spielen dabei die zirkumventrikuldren Organe, denen eine entscheidende
Bedeutung in der Perzeption von Signalen endogener Pyrogene beigemessen wird?
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Charakterisierung des zellulidiren Phinotyps IL-6-aktivierter Gehirnzellen

Welche Zelltypen werden durch den humoralen Botenstoff IL-6 genomisch aktiviert?
Hiermit konnten Hinweise iiber die Funktion und die Bedeutung einzelner Zell-
Phénotypen im Rahmen von zentralnervds kontrollierten Anteilen der APR gewonnen
werden.

Koénnen anhand der bekannten Ausstattung einzelner aktivierter Zelltypen an
Rezeptoren und biochemischen Produktionsfihigkeiten Hinweise auf den
Mechanismus der Signalweiterleitung zu den thermoregulatorisch relevanten Arealen
im Gehirn gefunden werden?

Bedeutung von Prostaglandinen bei der Fieberentstehung im Modell der lokalen
Inflammation. Gewinnung weiterer Hinweise fiir die Existenz neuronaler
Signaliibertragung zur Fieberentstehung iiber Hautafferenzen.

C Lokale COX-2-abhingige Bildung von Prostaglandinen im Gehirn des
Meerschweinchens.

Stellen Prostaglandine Signalmolekiile dar, die am Endpunkt humoraler oder
neuronaler Signalwege zum zentralen vegetativen ZNS bei inflammatorischer
Stimulation mit LPS aktiviert werden? Es wurde postuliert, dass Prostaglandine, vor
allem PGE,; zu den terminalen Fieber-erzeugenden Stoffen im Gehirn zdhlen.
AuBerdem wurde die Vermutung geduBert, dass lokale inflammatorische Prozesse
anteilig liber den nervalen Signalweg zu Fieber fiihren. In diesem Zusammenhang
stellt sich die Frage ob dabei die zentrale COX-2-abhidngige Bildung von
Prostaglandinen eine Rolle spielt.

C; Dosis-abhéingige Modulierung der Fieberreaktion durch Diclofenac.
Lokale Bildung von PGE; im entziindeten Gewebe.

Wie hoch muss die Dosierung eines nicht selektiven COX-Inhibitors (Diclofenac)
gewdhlt werden, damit dieser, mit LPS koappliziert, nur die lokale Bildung von
Prostaglandinen im entziindeten Gewebe hemmt und nicht systemisch wirkt?

Kann diese ermittelte Dosis an Diclofenac die Fieberreaktion verringern? Dadurch
konnte ein Indiz fir die Beteiligung lokal gebildeter Prostaglandine an der
Fieberentstehung ermittelt werden.

Wird durch die Applikation von Diclofenac tatsdchlich die lokale Bildung von
Prostaglandinen gehemmt?

Ergeben sich aus diesen Untersuchungen weitere Hinweise fiir die Existenz eines
neuronalen Transfers inflammatorischer Signale ins Gehirn?
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I11.

MATERIAL UND METHODEN

1. Tiermodell
1.1. Material

1.1.1. Versuchstiere

Als Versuchtiere wurden méannliche Meerschweinchen (Cavia aperea porcellus) mit einem
bestimmten Korpergewicht, das am Operationstag 350-400 g betrug, genutzt. Zum Zeitpunkt
des Versuches wogen die Tiere zwischen 380-480 g. Sie entstammten einer institutseigenen
Zucht. Die Haltung erfolgte in Gruppen von 6-10 Tieren in 2,28 m” groBen Kifigen. Bei
konstanter Raumtemperatur von 22 £+ 2 °C wurde ein Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils 12
Stunden eingestellt (Licht aus um 19:00). Die Tiere hatten wihrend der ganzen
Versuchsdauer freien Zugang zu Futter und Wasser (ad libitum). Zweimal wochentlich wurde
frisches Wasser nachgefiillt und die Futterbehédltnisse mit handelstiblichem Heu und
pelletiertem Meerschweinchen-Zuchfutter (Fa. Altromin GmbH, D-Lage) aufgefiillt. Einmal
monatlich wurden zur Deckung des Vitamin-C-Bedarfes mit Vitamin-C-Pulver
(Ascorbinsdure Pulver, Ph Eurl, AGA MED Giessen) bestreute Mohrriiben angeboten. Als
Einstreu diente Animal-Bedding (Granulat) der Fa. Altromin GmbH; D-Lage. Nach Erreichen
des Absatzgewichtes von ca. 235 + 15 g wurden die Tiere in transparente Polycarbonat-
Kiéfige {38 x 29 x 59 (BreitexHohexLiange), Marco 2808} Typ IV (Fa. Dipl.-Ing.W. Ehret
GmbH, D-79312 Emmendingen) in Gruppen bis zu 7 Tieren und schlielich ab 350-400 g
Korpergewicht einzeln in transparente Polycarbonat-Kifige {Abbildung 16, 26,5 x 42 x 15
{cm} (BreitexHohexTiefe), Marco 2808} Typ III (Fa. Dipl.-Ing. W. Ehret GmbH, D-
Emmendingen) umgesetzt. Zehn Tage vor dem Experiment wurde die Operation
vorgenommen und die Tiere in dieser Zeit mindestens zweimal an das ,,Handling* gewohnt.
Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die Meerschweinchen wunter einheitlichen
Haltungsbedingungen bereits im Versuchsraum. Téglich wurden der allgemeine
Gesundheitszustand und die Versorgung der Tiere mit Futter und Wasser liberpriift

Die Versuche wurden mit der Genehmigung der lokalen Tierschutzkommission (Projektnummer GI
18 /2 —Nr. 42/ 2000) durchgefiihrt.

Abbildung 16

Einzeltierkifig mit Einstreu, Kraftfutter, Heu und Wasser ad libitum (links) und ein
Meerschweinchen mit implantierter subkutaner Kammer und i.a. Katheter (rechts).
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1.1.2. Die subkutane Kammer

Die subkutane Kammer (Ross et al., 2000) stellt eine Weiterentwicklung der so genannten
,»Air-pouch dar (Miller et al., 1997a; Miller et al., 1997b; Cartmell et al., 1999; Roth et al.,
2000). Sie bestand aus einem 1 mm starkem Rohr aus Polytetrafluoroethen (Teflon™). Dieser
Kunststoff wurde gewéhlt, weil er zum einen leicht zu verarbeiten und trotzdem chemisch
bzw. thermisch und widerstandsfdhig ist und zum anderen, weil er nur eine minimale
Fremdkorperreaktion im Korper auslost (Ehmer, 1996). Die subkutane Kammer hatte ein
Volumen von 1,3 ml und wurde in der institutseigenen Werkstatt fiir Feinmechanik
hergestellt. An Vorder- und Hinterende war der Zylinder in einem Winkel von 45°
abgeschrigt. Die Offnungen an den beiden Enden hatten dadurch einerseits eine groBere
Kontaktflaiche zum umgebenden Gewebe, andererseits wurde die Reibung der Kanten mit der
Haut und damit ebenfalls die mechanische Irritation vermindert. Die Kontaktfliche zum
umgebenden Gewebe betrug 1,02 cmz, also beide Flachen zusammen 2,04 cm’. Alle Kanten
der Kammer waren abgerundet. Zur spéteren Applikation von Substanzen beziehungsweise
zur Gewinnung von Lavage wurde entsprechend der Abbildung 17 zusétzlich ein Katheter
durch ein Loch an der schmaleren Léngsseite der Kammer eingebracht. Dabei handelte es sich
um den gleichen Mikroschlauch aus Polyethylen der auch fiir den intraarteriellen Katheter
verwendet wurde. Das Vorgehen erfolgte gemif3 den Erlduterungen unter Punkt 1.1.3 Kapitel
III. Lediglich musste der Schlauch am Beginn durch ein 1 mm groBes Loch an der
beschriebenen Stelle gefiihrt werden. Durch Erzeugen der Blase an dem Ende des Katheters,
das in die Kammer hineinreicht, konnte man den Katheter an der Kammer fixieren.

F 3

500
is

10 10

‘_f-"§45° L1
T

¥

-
el

30

Abbildung 17
Subkutane Kammer: Die Maf3e sind in mm angegeben (nicht mafistabsgetreu).

1.1.3. Der intraarterielle Katheter

Bei der Herstellung des Verweilkatheters wurde ein Mikro-Schlauch aus Polyethylen (PE-
10; Ref. 800/140/100; Fa. Portex Ltd; Kent England) mit einem Innendurchmesser von
0,4 mm und einem AuBendurchmesser von 0,8 mm verwendet. Durch Erwidrmen mit einer
einfach gewundenen Gliihdrahtspirale und rasches Wiederabkiihlen im Wasserbad entstand an
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dieser Stelle eine Blase. Das Ende des Mikro-Schlauches, welches nédher an der Blase lag,
wurde lber eine stumpfe gebogene Nadel gesteckt und in einem Wasserbad erwérmt. Nach
Abkiihlung blieb diese Biegung des Schlauches bestehen. Der Abstand von diesem Ende bis
zum Beginn der Blase betrug 38 mm. An dem anderen Ende wurde der Schlauch in einer
Entfernung von 85 mm von der Blase um eine 1 ml Spritze gewickelt und ebenfalls im
Wasserbad erwarmt und abgekiihlt. Es entstand dadurch auf dieser Seite eine Spirale.
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Abbildung 18

Katheter zur Blutabnahme beim Meerschweinchen (nicht mafistabsgetreu): Die Mafle sind in
mm angegeben.

1.1.4. Der Sender

Der Sender (Abbildung 19, links; Transmitter; PDT-400 E-Mitter; Fa. Mini-Mitter
Company Inc., Sunriver. OR, USA) diente wihrend der Versuche zur telemetrischen
Aufzeichnung der abdominalen Korperkerntemperatur. Es handelte sich dabei um einen
Zylinder-formigen Sender, bestehend aus einem Plastikmantel mit einem Silikoniiberzug und
darin dem eigentlichen Transmitter mit Thermistor. Durch die Ummantelung konnten
Fremdkorperreaktionen minimiert und das Eintreten von Fliissigkeiten verhindert werden. Die
Sender waren ca. 1 cm lang, hatten ein Gewicht von 7 g und einen Durchmesser von 0,5 cm.
Bei dem Thermistor handelte es sich um einen Wirme-empfindlichen Transistor mit
negativem Temperaturkoeffizienten (NTC). Proportional zur Temperaturinderung &nderte
sich das Radiofrequenzsignal {Frequenz in Herz (Hz)} des Senders. Eine ansteigende
Temperatur resultierte in einer zunehmenden, ein Absinken in einer abfallenden Impulsrate.
Der Betrieb der Sender erfolgte iiber Induktion an einer Kupferspirale, Batterien wurden also
nicht bendtigt. Der Empfinger (Abbildung 19 rechts, ER-4000 Receiver, Fa. Mini-Mitter
Company Inc., Sunriver, OR, USA) hatte die Form einer Platte und war etwa so grof} wie die
Einzelkéfige, die darauf platziert wurden.

Ein Datenerfassungssystem (Vital View, Fa. Mini-Mitter Company Inc., Sunriver, OR,
USA) wurde fiir die automatische Datenaufzeichnung und -analyse verwendet.
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Abbildung 19
Sender (linkes Bild) auf einem Zellstofftupfer und Empfingerplatte (rechtes Bild): Die Malie
sind in cm angegeben.

1.1.5. Verwendete Substanzen

1.1.5.1. Fiir die Narkosen

Abkiirzung Substanz Dosierung Hersteller
Domitor® | Medetomidinehydrochloride 0,25 ng/kg i.m. %ﬁ?;r%?u%g’
Ketavet® Ketamin hydrochlorid 100 mg/kg i.p. Pj ag}%ﬁ;}égil c:hn,

Antisedan™ Atipamezolhydrochlorid 0,25 pg/kg i.m. l]))f?%(egr(l}s?u%%
Narkoren® Pentobarbital 200 mg/kg i.p. thllflgil?ll)ggrgl(){(;s
Metacam® Meloxicam 250 pg/kg s.c. Bg?;gﬁ?rsl_l}rgeiﬁzgm

Tabelle 1

Ubersicht iiber die verwendeten Substanzen fiir die Narkosen
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1.1.5.2. Fiir die Versuche

Abkiirzung Substanz Dosierungen Hersteller
. . Sigma Sigma Chemicals
Lipopolysaccharid von 10, 30, .
LPS | Escherichia coli (Stamm 0111:B4) | 100 pg/kg KG | CO- St Lows, MO 63178

5, 50, 500, Calbiochem-Novabiochem
Diclofenac | Diclofenac Sodium, Lot B19360 5000 pg/kg Coporation, La Jolla, Ca
KG 92039-2087

Pyrogen-freie isotone
NaCl Natriumchloridlésung 0,9 %, 0,1 ml/’kg KG
Solvent und Losungsmittel

B. Braun Melsungen AG,
D-34209 Melsungen

Ethanol Ethanol absolut, Losungsvermittler 10 % RdH Laborchemikalien
(C,HsOH) ° GmbH & Co. KG D-Seelze
Solvent Ethanol 10 % NaCl 90 % 0,1 ml/kg KG Merck, D-Darmstadt
. Heparin-Natriumlosung Hoffmann-La Roche AG,
Heparin (Liquemin®N 25000) 5000 LE/ml D-79630 Grenzach-Wyhlen

Tabelle 2
Ubersicht iiber die in der Studie verwendeten Substanzen, Abkiirzungen und Herkunft

1.1.5.2.1. Lipopolysaccharid (LPS)

Es wurde hier (beim Meerschwein) LPS des E. coli Serotyp O111 : 4B verwendet und
Dosierungen gewdhlt, die je nach Injektionsart gerade noch eine maximale Fieberantwort
induzieren (Goldbach et al., 1997; Roth et al., 1998a; Ross et al., 2000; Ross et al., 2003). Je
nach Applikationsart und Versuch war die eingesetzte Dosis daher verschieden (LPS 10 pg/kg
i.a., 30 pg/kg i.p., 100 pg/kg s.c., 10 pg/kg s.c.). Gebrauchslosungen waren immer zu einem
Injektionsvolumen von 1 ml/kg KG angesetzt. Wie im Kapitel II 2.2.1 beschrieben, wurde
LPS als Fieber- und Entziindungsinduktor am Tiermodell des Meerschweinchens gewdhlt.

1.1.5.2.2. Diclofenac

Diclofenac gehort zu der Gruppe der NonSteroidal Anti-Inflammatory Drugs (NSAID).
Die durch Diclofenac vermittelten antipyretischen Effekte wurden in der vorliegenden Arbeit
ndher untersucht. Analgetische und antiinflammatorische Effekte wurden nicht speziell
iiberwacht. Bei Diclofenac handelt es sich um ein Phenylessigsdurederivat. Es besitzt eine
Plasmaproteinbindung von 95 % und eine Bioverfiigbarkeit von 50 %. Als unspezifischer
COX-Hemmer werden durch Diclofenac beide Formen COX-1 und COX-2 in ihrer Wirkung
vollstédndig blockiert.

Diclofenac lag zunéchst pulverformig vor. Es wurde in einer Kombination aus 10 %
Ethanol und 90 % NaCl 0,9% gelost. Die Konzentration der Stocklosung betrug 5 mg/ml
Diclofenac. Bei einem Injektionsvolumen von 1 ml/kg entspricht dies etwa der doppelten
Dosis, die postoperativ zur Analgesie beim Meerschweinchen im Allgemeinen gegeben
werden sollte. Als Einzeltierdosis wurden 5, 50, 500, 5000 pg/kg KG verabreicht. Diclofenac
wurde dem Versuchprotokoll entsprechend in Kombination mit der niedrigen und hohen LPS-
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Dosis oder zusammen mit NaCl verabreicht. Die Gebrauchslosungen waren so dosiert, dass
ein Volumen von 1 ml/kg KG appliziert werden konnte.

1.1.5.2.3. NaCl

Die physiologische, Pyrogen-freie Kochsalzlosung (0,9 %) diente als Losungsmittel fiir
LPS und in Kombination mit Ethanol auch fiir Diclofenac. Damit wurde es als Kontrolle fiir
LPS eingesetzt. Es wurden mit 1 ml/kg KG gleiche Volumina wie bei der Pyrogen-
Applikation eingesetzt.

1.1.5.2.4. Ethanol

Es handelt sich hier um unvergéllten, reinen Alkohol, dem mit Hilfe von Trockenmitteln
das restliche Wasser entzogen wurde (99,8 %). Aufgrund seiner hydrophilen OH-Gruppen
und dem hydrophoben Kohlenstoffkettenrest wurde ETOH als Losungsvermittler fiir
Diclofenac eingesetzt. Diclofenac konnte so liber die Wechselwirkung mit dem hydrophoben
Anteil und den polaren OH-Gruppen in NaCl gelost werden.

1.1.5.2.5. Solvent

Es handelt sich hierbei um den Losungsvermittler von Diclofenac, der aus 10 % Ethanol
und 90 % NacCl besteht.

1.1.5.2.6. Heparin

Heparin-Natrium ist ein Gerinnungshemmer. In seiner Wirkung als Antithrombin ist es
1000-mal effektiver als das endogene Aquivalent Heparansulfat. Er wurde fiir die Pflege der
Verweilkatheter verwendet, um ein Gerinnen des Blutes im Schlauch zu verhindern. Alle drei
Tage wurde der Katheter mit einer heparinhaltigen Kochsalzlosung gespiilt, um seine
Funktionstiichtigkeit zu erhalten. Damit gewihrleistete man die Durchfiihrbarkeit von bis zu
drei Versuchen mit LPS bzw. deren Kontroll-Lésungen pro Tier iiber einen Zeitraum von bis
zu zwei Monaten. Zur Gerinnungshemmung der Blutproben wurde ebenfalls Heparin benutzt.

1.1.5.3. Fiir die Perfusion

Abkiirzung Substanz Hersteller
Phosphatpufter (0,1M) aus
PB Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPOy), Merck, D-Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO4) in.L6sung
NaCl Natriumchlorid Merck, D-Darmstadt
PFA Paraformaldehyd-Ldsung (CH,0) Merck, D-Darmstadt
Saccharose Saccharose (C12H2,011) Merck, D-Darmstadt
Tabelle 3

Ubersicht iiber die verwendeten Grundsubstanzen, die zur Herstellung der Puffer und Losungen
verwendet wurden.
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1.1.5.4. Phosphatpuffer (PB 0,1M)

Fir die Immunhistochemie wurde ein Phosphatpuffer (PB) eingesetzt, zu dessen
Herstellung Stocklosungen verwendet wurden. Es wurden dazu 28 Teile Stockldsung A mit
72 Teilen Stocklosung B gemischt und mit 100 Teilen Aqua bidest. verdiinnt. Stocklosung A
bestand aus einer 0,2 M Na,HPO,-Losung {(MG:137,99 g/mol); 55,2 g ad 2 Liter Aqua dest.}
und Stocklosung B aus einer 0,2 M NaH,PO4-Losung (MG: 177,99 g/mol; 71,2 g ad 2 Liter
Aqua dest.). Der pH-Wert betrug 7,2-7,4 und wurde mit einem pH-Papier (Fa. Macherey-
Nagel D-Diiren) tiberpriift.

1.1.5.5. Physiologische Kochsalzlosung (0,9 %)
Zur Herstellung wurden 9 g NaCl ( Merck, D-Darmstadt) pro Liter in Aqua bidest. geldst.

1.1.5.6. Paraformaldehyd-Losung (PFA 4 %)

Das Paraformaldehyd wurde unter dem Abzug abgewogen (40 g/l1) und unter Riithren und
Erhitzen auf 120-150°C in PB gelost. Nach Aufklaren der Losung wurde sie abfiltriert und
auf Eis (4°C) abgekiihlt.

1.1.5.7. Saccharoselosung (20 %)
Die Saccharose (20 g/100 ml) wurde ebenfalls in PB unter Riihren geldst und bei 4°C im
Kiihlschrank gelagert.

1.1.6. Vorbereitung der Injektionen

Bezeichnung Enthaltene Substanzen
Aspirationsspritze leer
Spiilspritze NacCl
Heparinspritze ein Teil Heparin und 5 Teile NaCl
Probenspritze-Blut 0,01 ml Heparin
Probenspritze-Lavage 1 ml NaCl
Injektionsspritze-LPS LPS in jeweiliger Dosierung, Volumen 1 ml/kg KG
Diclor —woliger Dosi
Injektionsspritze-Diclofenac 110 e\r;z(;:;iivje;nlilirg K(glerung,
_— . NaCl/Solvent,
Injektionsspritze-NaCl/Solvent Volumen 1 ml/kg KG

Tabelle 4
Vorbereitungen zur Probenentnahme in entsprechenden Einmalspritzen.

Fiir die Gewinnung der Proben wurden zunichst pro Blutentnahme vier Spritzen zu 1 ml
(Becton Dickinson GmbH, Tullastr. 8-12, D-Heidelberg) vorbereitet. Auf alle Spritzen
wurden Luer-Kaniilen mit einem Durchmesser von 0,45 mm und einer Linge von 12 mm
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(Terumo Europe N.V. 3001 Leuven-Belgium) aufgesetzt. In die erste Spritze (Spiilspritze)
wurde isotonische Kochsalzlosung (Fa. B. Braun Melsungen AG; D-Melsungen) aufgezogen.
Die zweite (Heparinspritze) wurden mit einer Mischung aus isotoner Kochsalzlosung 0,9 %
(Fa. B. Braun Melsungen AG; D-Melsungen) und Heparin-Natrium (Liquemin® N 25000;
Hoffmann-La Roche AG; D-Grenzach-Wyhlen) in einem Mischverhéltnis von 1 Teil
Heparin-Natrium zu 5 Teilen 0,9 % NaCl gefiillt. Die dritte Spritze (Aspirationsspritze) blieb
leer, die vierte (Probenspritze) wurde durch Aspiration von einem Tropfen (0.01 ml) Heparin-
Stocklosung in den Konus fiir die Blutentnahme vorbereitet.

Fir die Gewinnung der Lavage aus der subkutanen Kammer brauchte man keine
Heparinspritze. Hierzu wurde eine mit 1 ml NaCl gefiillte Probenspritze-Lavage vorbereitet.

1.2. Methoden

1.2.1. Primedikation und Narkose

Zu Beginn wurde eine allgemeine Untersuchung durchgefiihrt und nur Tiere verwendet,
die keine Auffilligkeiten aufwiesen und normale Gewichtzunahmen verzeichneten. Die
Meerschweinchen wurden mit 0,25 mg/kg Medetomidin intramuskuldr (i.m.) (Domitor®,
Pfizer GmbH, D-Karlsruhe) pramediziert. 5-10 Minuten spater wurde durch die Zugabe von
Ketamin 100 mg/kg intraperitoneal (ip.) (Ketavet®, Pharmacia Upjohn, Erlangen,
Deutschland) die Narkose eingeleitet. Eine ausreichende Narkosetiefe war vorhanden, wenn
durch Zwicken mit einer anatomischen Pinzette in die Kniefalte keine motorischen Reflexe
ausgelost wurden. Zum Schutz der Kornea vor Austrocknung wurde eine Augensalbe
(Bepanthen®, Dexpanthenol, Fa. Hoffmann- La Roche AG D-Grenzach-Wyhlen) in beide
Lidspalten eingegeben. Es wurden 30 min. bis 60 min. fiir den Eingriff bendtigt.

Durch Gabe von 25 mg/kg i.m. an Atipamezolhydrochlorid (Antisedan®) wurde das
Medetomidinhydrochlorid antagonisiert. Darauthin erwachten die Tiere innerhalb von 10 bis
60 min. wieder. Entsprechend den Bestimmungen des Tierschutzgesetztes bekamen alle
Meerschweinchen, denen kein intraarterieller Katheter implantiert worden war, Metacam® zur
postoperativen Schmerzbekdmpfung. Die Gerinnungs-hemmende Wirkung dieses NSAID
verbot den Einsatz bei Implantation eines Verweilkatheters.

1.2.2. Operationstechnik

Das Operationsfeld wurde mit einem Langhaarschneider rasiert und unter Einwirkung
einer Enthaarungspaste (Veet®, Fa. Reckitt Benckiser, D-Mannheim) von Haaren befreit. Nach
Sdubern mit einer alkoholischen Losung aus 70 % Ethanol und destilliertem Wasser (eigene
Herstellung) wurde mit einer anderen alkoholischen Losung (Softasept N; Fa. B. Braun,
Melsungen AG, D-Melsungen) die Hautoberfldche desinfiziert.
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1.2.2.1. Implantation eines Verweilkatheters in die A. carotis

Abbildung 20

Implantation des intraarteriellen Katheters: In Teil A wird die Arterie dargestellt; Bild B zeigt
die Einfilhrung des Katheters in die schlitzformige Offnung mit Hilfe einer sehr spitz
zulaufenden, anatomischen Pinzette: In C und D ist das Vorschieben der Blase bis in das
Arterienlumen dargestellt.; Abbildung E gibt Aufschluss iiber die Fixierung des Katheters an
seiner Blase durch Ligaturen davor und dahinter. Gleichzeitig ist die Position der Inzision und
der Test auf Funktionalitit durch Blutaspiration veranschaulicht.

Die Implantation des Katheters erfolgte in modifizierter Form nach Shrader und Everson
(1968) als Arteriae sectio mit Tieren, die mindestens 400 g wogen. Vor der Implantation
wurde der Katheter, der ein Volumen von ca. 0,1 ml fasst, mit der Heparinspritze und dann
mit einer Spiilspritze bis zur vollstindigen Entfernung aller im Katheter vorhandenen

Luftblasen durchgespiilt. Zur Desinfektion wurde er in 70 % Alkohol getaucht.



-78 - IIT Material und Methoden

Der Polyethylenkatheter wurde in die linke Arteria carotis bis zum Aortenbogen
eingefiihrt. Dazu wurde im Halsbereich (Regio thyreoidea et supraficialis) eine 2 ¢cm lange
Hautinzision median in cranio-caudaler Richtung gesetzt, der darunter liegende Hautmuskel
in Léangsrichtung auf gleicher Lénge durchtrennt und die Arteria carotis sinister durch
stumpfe Priparation vom Bindegewebe gelost und auf einer Linge von 1 cm dargestellt
(Abbildung 20 A). Durch eine rostrale Ligatur der Arterie mit nicht resorbierbarem
Nahtmaterial wurde das Gefdl3 gestaut. Danach wurde caudal der Ligatur die Arterie mit einer
Mikroschere transversal eingeschnitten, so dass der Verweilkatheter mit dem gebogenen Ende
voran durch den entstandenen Schlitz eingefiihrt werden konnte. Dazu wurde eine besonders
feine, spitze anatomische Pinzette in die Offnung eingefiihrt und die elastische Arterienwand
gedehnt, wodurch das Katheterende an der Pinzette entlang in das Gefall hinein geschoben
werden konnte (Abbildung 20 B). Der Katheter wurde bis einschlieBlich der oben
beschriebenen Blase in der Arterie vorgeschoben (Abbildung 20 C-D). AnschlieBend wurde
intraoperativ die Position des Katheters durch Aspiration von Blut kontrolliert (Abbildung 20
E). Gegebenenfalls erfolgte eine Lagekorrektur. Bei richtigem Sitz des Katheters wurde zur
Fixierung rostral und caudal direkt neben der Blase eine Ligatur um die Arterie und den
Katheter mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial gelegt. Ein weiteres Einzelheft wurde noch 1
cm caudal der Blase gesetzt (Abbildung 20 E). Danach wurde der Katheter mit 0,3 ml einer
Mischung aus isotonischer Kochsalzlosung 0,9 % und Heparin-Natrium in einem
Mischverhiltnis von 1 Teil Heparin—Natrium und 5 Teilen Natriumchlorid (NaCl) 0,9 %
gespiilt. Dadurch wurde ein Austausch der vorher enthaltenen Kochsalzlosung mit der
Gerinnungshemmer enthaltenden Mischung sichergestellt. AnschlieBend wurde das andere
Ende des Katheters durch Erhitzen verschlossen. Den Hautmuskel verndhte man hiernach mit
resorbierbarem Nahtmaterial (Vicry1®, 1,5 metric, Fa. ETHICON, D-Norderstedt) durch
Einzelhefte.

Abbildung 21

Extorisation des Katheters im Bereich des Nackens und entsprechende Verpackung desselben.
Fiir den Katheter wurde linksseitig zur Regio cervicalis dorsalis ein subkutaner Gang

stumpf pripariert und der Katheter anschlieend iiber einen Hautschnitt nach aulen gefiihrt

(Abbildung 21 A). AnschlieBend wurde die Haut mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial

(Mersilene®, 3 metric, Fa. ETHICON, D-Norderstedt) mit Einzelheften gendht und der

Katheter noch zusétzlich mit dem gleichen Nahtmaterial an seiner Austrittsstelle fixiert. Der
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Wundbereich wurde hiernach mit Sprithverband (Band-AID®, Johnson & Johnson Medical
GmbH, D-Norderstedt) abgedeckt.
Der freie Teil des Katheters (Spirale) wurde danach mit einem Pflaster umwickelt, um zu

verhindern, dass der Katheter von dem Tier direkt oder indirekt aus seiner Fixierung gezogen
werden konnte (Abbildung 21B).

1.2.2.2. Implantation der subkutanen Kammer

Das Tier war hierzu auf der rechten Seite gelagert. In einem Hautareal auf der linken
Korperseite im Bereich der Skapula wurde etwa 2 cm unterhalb der Wirbelsdule beginnend
ein Hautschnitt gesetzt und nach distal auf eine Lange von ca. 2 cm verldngert. AnschlieBend
wurde mit einem konisch zulaufenden Plexiglasstab der Bereich fiir den spéteren Sitz der
Kammer praformiert. Die erzeugte Hohlung hatte denselben Durchmesser und die gleichen
AusmaBe wie die subkutane Kammer, welche dort anschlieBend platziert wurde.

Fir den Katheter wurde linksseitig zur Regio cervicalis dorsalis ein subkutaner Gang
stumpf prépariert und dieser anschlieend iiber einen Hautschnitt nach aulen gefiihrt. Die
Austrittstelle des Katheters der subkutanen Kammer lag durchschnittlich etwa 2 cm caudal
der Austrittsstelle des Verweilkatheters, wenn dieser gleichzeitig implantiert wurde. Der
Hautschnitt wurde mit dem Haut-Klammergerit (Appose”, ULC 35W) verschlossen. Danach
folgte eine Abdeckung des Operationsbereiches mit Sprithverband (Band-AID®).
Anschliefend wurde der Hautschnitt fiir die Austrittsstelle des Katheters mit nicht
resorbierbarem Nahtmaterial (Mersilene®™) durch ein Einzelheft verschlossen und der Katheter
noch zusétzlich mit dem gleichen Nahtmaterial an seiner Austrittsstelle fixiert. Der
Wundbereich wurde hiernach mit Spriihverband (Band-AID"™) abgedeckt. Der freie Teil des
Katheters (Spirale) wurde danach mit einem Pflaster umwickelt, um zu verhindern, dass sich
das Tier direkt oder indirekt den Katheter ziehen konnte. Die Klammern wurden nach 10
Tagen mit einem Klammerentferner (Fa. Albrecht) entfernt.

1.2.2.3. Implantation des Senders in die Bauchhohle

Die Implantation des Senders erfolgte bei jedem Tier je nach Versuchtiergruppe zusammen
mit der Implantation des Verweilkatheters oder der subkutanen Kammer.
In Riickenlage wurde in einem supraumbilicalen Hautareal in der Medianen ein ca. 2 cm
langer Hautschnitt gesetzt, die Haut seitlich etwas unterminiert und die Linea alba dargestellt.
Entlang der Linea alba wurde anschlieBend das Abdomen eroffnet und der Sender im
Bauchraum platziert. Die Bauchmuskulatur und das Peritoneum wurden mit resorbierbarem
Nahtmaterial (Vicryl®, 1,5 metric, Fa. ETHICON, D—Norderstedt) mit drei Diagonalheften
(Sultannaht) verschlossen. Die Hautinzision wurde anschlieBend mit einem Haut-
Klammergerit (Appose” ULC 35W) verschlossen. Danach wurde der Operationsbereich mit
Spriihverband (Band-AID®™) abgedeckt. Die Klammernentfernung erfolgte nach ca. 10 Tagen
mit einem Klammerentferner (Fa. Albrecht).
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Abbildung 22

Lokalisation der Bauchinzision fiir die Implantation des Senders 1 cm cranial des Nabels (linker
Bildrand)

1.2.3. Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls

Der Zeitplan zur Blutentnahme orientierte sich an zwei Studien (Roth et al., 1993; Jansky
et al., 1995) und beriicksichtigte die Verldufe der Zytokinspiegel beim Meerschweinchen
nach systemischer Endotoxingabe. Wihrend der Probengewinnung waren die Tiere wach und
frei beweglich. Bei der Abnahme wurde darauf geachtet, dass die Tiere moglichst stressfrei
blieben, um Stress-bedingte Verdnderungen der Korpertemperatur zu vermeiden. Um
Einfliisse der zirkardianen Rhythmik zu minimieren, wurden alle Versuche zu gleichen
Uhrzeiten durchgefiihrt (Injektionen 11:00-12:00).

Am Vortag

Kontrolle Allgemeinbefinden gut. T 5
Operation der Tiere Temperatur normal ksicle YuSitn:
Lavage H_\-'lwuh’swrung
l Rekonvaleszenz l l +120 min. _S;gque
7-10 Tage | =
< > <—¥ j ¥— A—>
Gewdhnung an die 260 min. Fiir die
Handhabung Blutprobe I ]mn(llmlll].istolugic
. . senirne
350-400g KG. Wunden ';:ff;‘j:g: +90 min.;
6-8 Wochen alt gut verhu]l.‘ I ]:“30 Uhr Blutprobe 11
380-480g KG ) ' +90 min,
Abbildung 23

Schematischer  Darstellung des  zeitlichen  Ablaufes zur  Vorbereitung und
Versuchsdurchfiihrung.: Die Blutprobenentnahme fand 60 min. vor (Probe I) und 90 min. nach
(Probe II) der Injektion statt. Die Sammlung von Lavage wurde 120 min. nach Injektion mit
anderen Tiergruppen vorgenommen.

Der Zeitpunkt der Perfusion von Tieren 90 min. nach Injektion zur immunhistologischen
Untersuchung der nukledren STAT3-Translokation war in eigenen Vorversuchen festgelegt
worden. Ein Vergleich einzelner Gehirne zu den Zeitpunkten 30, 60, 90, 120 und 180 min.
nach LPS-Gabe, ergab ein Maximum der nukledren STAT3-Signale (siche Kapitel V 1.2)
nach 90 min. (Rummel et al., 2004).

Unter Beriicksichtigung der Zeitpunkte des Auftretens erhohter Konzentrationen an
proinflammatorischen Zytokinen nach LPS-Stimulation im Bereich der subkutanen Kammer,
wurde Lavage zur Messung einer moglichen Induktion der Bildung von Prostaglandin E; zum
Zeitpunkt 120 min. nach LPS-Applikation gewahlt (Ross et al., 2000, Ross et al., 2003).
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Schlielich wurden entsprechend vorhergehender Studien 180 min. nach Setzen des
Entziindungsreizes, Gehirne zur Untersuchung mit Hilfe der in situ Hybridisierung
entnommen. Verschiedene Zeitintervalle von mRNA Expressionen der COX-2 im Gehirn der
Ratte fanden sich in der Literatur: Ab 45-60 min. wurden erste Signale entdeckt und bei 2,5 h,
4 h oder bis 6 Stunden maximale Konzentrationen gefunden (Cao et al., 1995; Breder &
Saper, 1996; Cao et al., 1997b). Erste COX-2-Expression auf Proteinebene konnten ab 1,5 h
mit einem Maximum bei 5 Stunden immunhistochemisch nachgewiesen werden (Matsumura
et al., 1998a), was gut mit dem zeitlichen Verlauf der Transkription und Translation zu
erkldren ist. Der hier gewihlte Zeitpunkt bei 180 min. liegt also zu Beginn der maximalen
COX-2-Expression im Gehirn, fiir den zu erwarten ist, dass COX-2 bereits anteilig als Protein
vorliegt.

1.2.4. Stimulation der Versuchstiere

Fiir jede Injektion, Lavage oder Blutprobe wurden die Tiere zur Manipulation in einen
50 cm durchmessenden und 30 cm hohen Glaszylinder gesetzt (Abbildung 24), was eine
Stress-arme Handhabung der Tiere ermdglichte. Zusitzlich wurde vor jeder Injektion das
Gewicht mit einer Pridzisionswaage (Sartorius universal) bestimmt. Die Tiere hatten dabei
Bewegungsfreiheit und Sichtkontakt zur Umgebung und waren daran mindesten zweimal vor
dem ersten Versuch gewohnt worden.

Die Substanzen (LPS, Diclofenac oder NaCl) wurden zum Zeitpunkt t = 0 min.
intraperitoneal, in die subkutane Kammer, den intraarteriellen Katheter oder contralateral
subkutan im Bereich der Skapula injiziert. Dies geschah mittels der in Kapitel III 1.1.6
beschriebenen Einmalspritzen, wobei einzelne Substanzen nicht in einer Mischspritze,
sondern bei Gabe von mehreren Substanzen zum gleichen Zeitpunkt in jeweils separaten
Spritzen appliziert wurden. Sowohl bei der Injektion in die Kammer oder in den
intraarteriellen Katheter wurde zuvor die Aspirationsspritze aufgesetzt.

Abbildung 24

Arbeitsplatz zur Stimulation der Versuchstiere. In der linken Ecke ist der Lotkolben zu sehen,
mit dem die Katheter zugeschweifit wurden; rechts davon befindet sich die Prizisionswaage;
vorne links sieht man den Glaszylinder zur Stress-freien Handhabung der Tiere.
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Aus der subkutanen Kammer konnten zunidchst in einigen Fillen 0,1-0,3 ml Fliissigkeit
abgezogen werden. AbschlieBend wurde mit einer neuen leeren Aspirationsspritze der
Katheter zur Kammer mit Luft durchgespiilt.

Beim intraarteriellen Verweilkatheter wurde bis zum Konus der Spritze Blut angesaugt,
injiziert, mit einem Volumen von 0,3 ml der Spiilspritze gespiilt und schlieBlich der Katheter
mit 0,2 ml aus der Heparinspritze gegen Zugerinnung behandelt. Die Katheter wurden danach
in beiden Fillen zugelotet.

1.2.5. Biologisches Material

Die Gewinnung des biologischen Materials (Blut, Lavage oder Gehirne fiir
Immunhistologie und in situ Hybridisierung) erfolgte nach dem in Abbildung 23 dargestellten
Schema. In der dafiir vorgesehenen Grundgesamtheit der Tiergruppen wurden Proben immer
zu gleichen Uhrzeiten entnommen.

1.2.5.1. Blut/Plasma

Der Verweilkatheter wurde von seiner Verpackung mit Klebeband befreit und am Ende
abgeklemmt. Dazu wurden speziell préparierte Arterienklemmen benutzt, die eine
Beschidigung des Katheters verhinderten. Uber die Verzahnung der Klemme stiilpte man
hierzu kleine Gummischlduche. Bei jedem Wechsel einer Spritze konnte durch Offnen und
wieder Abklemmen ein unkontrollierter Blutaustritt vermieden werden.

Nach Abschneiden des verschweifiten Endes wurde die Kaniile der Aspirationsspritze auf
den Katheter aufgesetzt. Es wurde so lange aspiriert, bis Blut den Konus der Spritze erreicht
hatte. Mit der Probenspritze wurden dann 0,7 ml Blut aufgezogen und in ein Eppendorfgefal3
(Reaktionsgefdflie 3810, 1,5 ml; Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, D-Hamburg) zur
Zentrifugation iiberfiihrt. Nach Injektion von 0,3 ml NaCl mit der Spiilspritze wurden 0,2 ml
aus der Heparinspritze in den Katheter gegeben. Damit konnte mit minimaler Heparingabe der
Katheter ausreichend durchspiilt und gegen Zugerinnung geschiitzt werden. Der ganze
Vorgang dauerte hochstens 5 min.

Zusitzlich wurden bei Perfusionen ca. 0,9 ml Blut direkt aus dem Herzen mit einer
Probenspritze-Blut entnommen.

Direkt nach Gewinnung der Blutprobe folgte die Zentrifugation in den Eppendorfgefifien
bei 5000 U/min. fiir fiinf Minuten (Zentrifuge 5414S, Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH,
D-Hamburg). Die Uberstinde wurden jeweils abpipettiert, bei einer Temperatur von -60 °C
eingefroren und bis zur weiteren Analyse gelagert.

1.2.5.2. Lavage

Auch hierbei waren die Tiere nicht in ihrer Bewegungsfreiheit eingeschrinkt. Der Katheter
wurde von seiner Verpackung mit Klebestreifen befreit und an seinem Ende gekappt. Die
Probenspritze wurde aufgesetzt und 1 ml isotoner Kochsalzlosung langsam {iiber einen
Zeitraum von 1-2 min. in die Kammer injiziert. Danach veridnderte man vorsichtig mehrmals
die Lage des Tieres zur verbesserten Durchmischung der Fliissigkeit und aspirierte
anschlieBend die Lavage wieder. Durch dieses Vorgehen konnten ca. 0,7-1,0 ml der
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injizierten Fliissigkeit riickgewonnen werden. SchlieSlich wurde die Spritze samt Kaniile
abgesetzt und der Katheter mit einer leeren Aspirationsspritze mit Luft gespiilt. Die Spritze
wurde wieder entfernt und der Katheter, wie vorher beschrieben, zugelétet und verpackt. Die
Zentrifugation und Lagerung erfolgte entsprechend der Plasmaprobengewinnung unmittelbar
nach der Lavagegewinnung.

1.2.5.3. Gehirne

Zur Durchfiihrung der Immunhistologie wurden Perfusionen durchgefiihrt. Die Tiere
wurden mit einer Uberdosis Barbiturat (Pentobarbital, Narkoreen®, Fa. Merial) in eine tiefe
Narkose gelegt und die Narkosetiefe durch Zwicken der Tiere in der Kniefalte mit einer
Pinzette liberpriift.

= Perfusion

Das Tier wurde in Riickenlage auf einer Perfusionswanne fixiert, die Bauchhdhle
praumbilikal er6ffnet und der Schnitt ziigig bis in den Rippenbereich verldngert. Das
Diaphragma wurde mit einer Schere vom Rippenbogen geldst und die Rippen auf beiden
Seiten im ventralen Drittel durchtrennt, ohne dabei die Lunge, oder das Herz zu beschadigen.
Es folgte die Fixation des Sternums nach cranial, um eine ausreichende Ubersicht zu schaffen
und das Herz darzustellen. Nach Einreiflen und Befreien des Herzens vom Herzbeutel, wurde
mit einer 40 mm langen 18 G Einmal-Kaniile (Sterican 1.2 x 40; Braun D-Melsungen) in den
linken Ventrikel im Bereich der Herzspitze ca. 0,5 cm tief eingestochen. Die Kaniile war mit
dem Perfusionssystem verbunden. Mit einer Knieschere wurde nun der rechte Vorhof
groBzligig erdffnet und gleichzeitig das Ventil zur Zimmer-warmen Kochsalzlosung (0,9 %)
gedftnet. Mit einem Druck von ca. 120 mmHg wurden 400-500 ml dieser Losung durch den
Kreislauf des Tieres gespiilt, bis keine Erythrozyten mehr sichtbar aus dem rechten Vorhof zu
flieBen schienen. Als zusidtzliches Anzeichen fiir eine ausreichende Entblutung wurde die
Farbe der Leber genutzt. Sie musste gleichmiBig blass sein. Dann wurde das Ventil auf die
gekiihlte Fixierungslosung Paraformaldehyd (PFA 4 % und 4°C) umgestellt. Zur
ausreichenden Fixierung brauchte man 400-500 ml des Fixativs. Die fester werdende
Konsistenz der Leber und das Steifwerden des Tierkdrpers waren gute Indizien fiir eine
erfolgreich durchgefiihrte Perfusion.

1.2.5.3.1. Gehirnentnahme fiir die Imnmunhistologie (Free Floating)

Das Tier befand sich in Bauchlage. Zur Entnahme der Gehirne wurde zunéchst im
Nackenbereich die Haut mit einem Skalpell eingeschnitten. Nach Abpréparieren der Haut bis
tiber die Schédelkalotte zum Os nasale wurde das Meerschwein mit einer Schere zwischen
dem zweiten und vierten Wirbel dekapitiert. Mit einer Luer Knochenzange wurde vorsichtig
die Medulla oblongata von den Wirbelkorpern befreit und die Schideldecke abpripariert.
Nach einer Durchtrennung der Hirnhédute, der groen Gehirnnerven und der Hypophyse
konnte das Gehirn mit einem Spatel von den Filae olifactoriae befreit und aus seiner
knochernen Begrenzung vorsichtig entnommen werden.
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Das Gehirn wurde dann am Ubergang vom Cerebrum zum Cerebellum mit einem Skalpell
in zwei Teile geteilt und in 40 ml Plastikschraubgefdle zum Nachfixieren fiir 2 Stunden bei
4°C in die PFA-Losung iiberfiihrt. Nach ausreichender Fixierung legte man die Gehirne in
neue PlastikschraubgefaBle, die mit 30 ml Saccharoselosung (20 %) gefiillt waren und
inkubierte tiber Nacht bei 4°C. Damit konnte dem Gewebe Wasser entzogen und das Gehirn
vor Gefrierschidden geschiitzt werden. Bis zur weiteren histologischen Verarbeitung mussten
die Gehirne auf den Boden der Gefifle absinken, was auf eine ausreichende Einwirkzeit
hinwies.

1.2.5.3.2. Gehirnentnahme fiir die Imnmunfluoreszenz

Fir die Immunfluoreszenz wurde eine geringfligig abgednderte Perfusionsmethode
angewendet. Es wurde nur der erste Schritt mit der Zimmer-warmen Kochsalzlosung (0,9 %)
durchgefiihrt. Eine Fixierung des Gewebes durch Perfusion mit PFA und folgender
Nachfixierung sowie die Saccharose-Behandlung entfielen. Stattdessen wurden die
entnommenen Gehirne direkt fiir die weitere Behandlung schockgefroren.

Dazu wurden Alufolie und Parafilm (Parafilm ,,M*, American National ConTM, Chicago)
in ausreichend groBBe Rechtecke zugeschnitten und leere Plastikschraubgefdlle bereitgestellt.
Trockeneis wurde in einem groBen Keramikmorser pulverfein gerieben, die Gefifle
vorgekiihlt und Mulden in das Eis gedriickt. Die zwei Gehirnteile gab man dann einzeln mit
der dorsalen bzw. kortikalen Seite zuerst in die priformierten Mulden. Zum gleichméafigen
und schnellen Einfrieren wurde mit einem Spatel vorsichtig das Pulver-formige Trockeneis
tiber die Gehirne geschoben, so dass sie vollig bedeckt waren. SchlieBlich wurden sie in
Parafilm, dann in Alufolie eingewickelt, in die Schraubgefdfle verpackt und bei —80°C
gelagert. Damit waren die Gehirne bis zur weiteren histologischen Verarbeitung vor
Austrocknung geschiitzt

1.2.5.3.3. Gehirnentnahme fiir die in situ Hybridisierung

Prinzipiell war die Behandlung der Gehirne &dhnlich wie bei der Immunfluoreszenz-
Methode. Allerdings erfolgte hier keine Perfusion. Es musste hierbei sehr sauber und mit
frischen Handschuhen gearbeitet werden. Zur Vermeidung der Kontamination mit RNAsen
wurde jeglicher Kontakt von Haut oder Haaren mit dem Probenmaterial oder den
verwendeten Instrumenten weitestgehend vermieden. Nur neue Gefile und frisch
abgeschnittene Verpackungsmaterialien kamen zum FEinsatz. Die Lagerung bis zur
Verarbeitung erfolgte ebenfalls bei —80°C. Zur weiteren Untersuchung wurden die Gehirne
auf Trockeneis in ein Labor gesandt, mit dem eine diesbeziigliche Kooperation bestand.
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2. Telemetrie

2.1. Material

intraarterieller Katheter 18 [mm]
subkutane Kammer

Katheter
@12

Empfingerplatte

Abbildung 25

Schematische Ubersicht des telemetrischen Systems zur Aufzeichnung der abdominalen
Korpertemperatur. Die Meerschweinchen befanden sich frei beweglich in ihren gewohnten
Kifigen, die iiber den Empfingerplatten platziert waren. Damit war eine stressfreie
Aufzeichnung der Temperaturkurven moglich.

Wie schon in Kapitel III 1.1.4 beschrieben wurde zur telemetrischen Aufzeichnung der
Korpertemperatur ein intraperitoneal implantierter Sender verwendet, der {iber eine
Empfangerplatte die Temperaturdaten zum Speichern zu einem Computersystem iibermittelte.
Zur Pyrogen-Applikation waren die Tiere dementsprechend je nach Versuchsgruppe mit
einem intraarteriellen Katheter, oder bzw. und einer subkutanen Kammer bestiickt worden.
Folglich konnten nach s.c., i.a. oder i.p. Injektion von LPS oder Vehikel Temperaturkurven
aufgezeichnet werden.

2.2. Methoden

2.2.1. Versuchsdurchfithrung

Nach Rekonvaleszenz von der Implantation der Miniatursender und Gewohnung der Tiere
an die Handhabung beim Ablauf konnte mit den Versuchen begonnen werden. Dazu
programmierte man das Telemetrie-System am Vortag so, dass die Aufzeichnung der
Temperatur in fiinf Minuten Intervallen um 7:00 morgens des Versuchstages begann und
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mindestens bis 19:00 desselben Tages anhielt. Da die Injektionen der Substanzen zwischen
10:00 und 11:00 erfolgten, war immer ein Vorlauf von mehr als 2 Stunden gewéhrleistet. Vor
Beginn der Injektion konnte so anhand der abdominalen Korpertemperatur der letzten
Stunden, sowie des Allgemeinzustandes und der Gewichtsentwicklung der Tiere deren
Gesundheitsstatus iiberpriift werden. Bei fieberhaften Erscheinungen und schlechtem
Allgemeinbefinden mussten solche Tiere vom Versuch ausgeschlossen werden, was
allerdings nur vereinzelt der Fall war. Prinzipiell wurden bei allen Versuchen zur Kontrolle
der Fieberreaktion die Temperaturkurven aufgezeichnet. Zur Auswertung und Erstellung der
Fieberkurven zog man den Zeitraum 2 h vor bis 6 h nach der Injektion heran.

2.2.1.1. Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls

Am Vortag Injektion
Telemetrie zwischen . .
Operation anschalten 10-11Uhr Stop Telemetrie
l Rekonvaleszenz l ) l l
7-10 Tage 2h Vorlauf 6h

< >

¢ Gewdhnung an die ‘ l Fieberkurve ¢
Handhabung

350-400g KG. Wunden gut  Allgemeinbefinden gut. Kontrolle
6-8 Wochen alt verheilt, 380- Temperatur normal
500g KG
Abbildung 26

Schematische Darstellung des Versuchsablaufes zur Aufzeichnung der Fieberkurven mit Hilfe
des Telemetrie-Systems: Rot markiert ist die Zeitspanne, die schlielich zur Auswertung jedes
Versuches herangezogen wurde.

3. Interleukin-6 Bioassay

Das Prinzip des IL-6-Bioassys beruht auf der Forderung der Proliferation der Hybridoma
Zelllinie B9 (Aarden et al., 1987; Van Oers et al., 1988) durch IL-6. Diese Zelllinie wird
hochspezifisch und Dosis-abhéngig durch IL-6 zum Wachstum stimuliert. Zytokine koénnen
allerdings allgemein mittels zwei prinzipiell verschiedener Methoden nachgewiesen werden.

Zum einen ist ein Nachweis mit Immunoassays moglich. Es handelt sich dabei, der
Antigenitét der Zytokine entsprechend, um eine Antikorper-vermittelte Detektion. Sie ist
Zytokin- und Spezies-spezifisch und weist Zytokinproteine sowohl in ihrer biologisch aktiven
wie auch inaktiven Form nach. So genannte ELISA-Kits sind hierfiir kommerziell erhéltlich,
allerdings bislang nicht fiir Zytokine des Meerschweinchens. Die Immunoassays, die in der
Zytokinanalytik verwendet werden und auf dem Markt verfiigbar sind, weisen in ihrer
Sensitivitat teilweise erhebliche Unterschiede auf (Mire-Sluis et al., 1995).

Zum anderen sind bestimmte Zelllinien gegeniiber Zytokinen empfindlich und 16sen bei
diesen eine spezifische biologische Reaktion aus. Diese biologische Aktivitit kann in
Bioassays quantitativ bestimmt werden (Gearing, 1994). Es konnen hiermit die biologisch
aktiven Quantititen eines Zytokines Spezies-iibergreifend detektiert werden. Sie sind
allerdings mit einem hdheren Arbeits- und Zeitaufwand verbunden und die Zellreaktionen
konnen unter Umstinden auch von anderen Faktoren beeinflusst werden. Um eine gute
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Vergleichbarkeit zu garantieren, wurden Proben einer Serie immer zusammengefasst und in
einem Assay ausgewertet. Die zu untersuchenden Plasmaproben wurden vor Beginn der
Bestimmung nach Bedarf vorverdiinnt. Hierzu wurde das jeweilige Assaymedium des IL-6-

Bioassays benutzt.

3.1. Material

3.1.1. Verwendete Substanzen

Abkiirzung Substanzen Hersteller
100 ml RMPI Medium
Rothwell Park
Assav Medium 7 % FCS (Fetales Kdlberserum) MeI(I)IOI“i)Zlel: Ins?irtute
(l\/i]e dium) I ml Glutamin {1 mmol/ml} Medium1640, Fa. Life
250 ul Mercaptoethanol Technoslggile:ﬁ(li’alsley,
125 pl Gentamycin
. Assay Medium i
Wachst d Fa. Life Technol
achistumsmeditm IL-6 {500 TU/100 ml Medium} (Fa. Life Technology)
QK 1/QK2 Qualititskontrolle (QK1): IL-6 {10IU/ml} Referenz-Code 89/548,
lititsk lle (OK2): IL- I 1 National Institute for
Qualititskontrolle (QK2) 6 {30IU/ml} Biological Standards
and Control (NIBSC),
Standard 500 pl IL-6-Standard {50IU/ml} Potters Bar,
GrofBbritannien
(3-{4,5-Dimethylthiazol-2yl}2,5-Diphenyl- . .
MTT Tetrazoliumbromid)-Losung Sl%?ﬁiglll\?[%w{}lSS’ASL
0,1g MTT/20 ml PB (5 mg/ml) ’ ’
Isopropanol/HCL- 4 ml 2N HCL
Losung 196 ml Isopropanol Merck, D-Darmstadt
Tabelle 5

Verwendete Substanzen und Losungen fiir das IL-6 Assay

3.1.2. B9 Zelllinie

Die Hybridoma Zelllinie wurde von Lansdorp et al. 1986 entwickelt. Durch die Injektion
von Pristane (2,6,10,14-Tetramethylpentacane) in die Bauchhoéhle von Balb/c Miusen wurde
die Entstechung von Plasmozytomen induziert (Lansdorp et al., 1986). Durch die
Verschmelzung von Milzzellen von Balb/c Maiausen mit Hybridplasmozytomzellen
(Sp2/0Agl4) entstand die Hybridoma Zelllinie B 13.29. Eigentliches Ziel der Forschergruppe
war es, eine Zelllinie zu entwickeln, die Antikdrper gegen menschliche Oberflachenantigene
produziert. Zur Kultivierung dieser Zellen mussten dem Ansatz noch Helferzellen bzw.
»feeder—cells* (Humane-Endothel-Zellen-HEC) zugesetzt werden. Diese Zellen lieferten den
Wachstumsfaktor (Hybridoma-Growth-Factor) HGF. Dieser Wachstumsfaktor HGF ist
identisch mit Interleukin-6 {IL-6; (Van Oers et al., 1988)}. Bei den B 9-Zellen handelt es sich
um einen Subklon der B 13.29 Zelllinie. Diese Zelllinie verfiigt im Vergleich zu den B 13.29
iber eine wesentlich groflere Sensitivitdt gegeniiber 1L-6.
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Mit Hilfe der B 9-Zellen kann schon die Menge an IL-6 nachgewiesen werden, die ein
einziger menschlicher Monozyt produziert (Aarden et al., 1987). Die B9-Zellen wurden in
einem speziellen Kulturmedium kultiviert. Das Medium bestand aus Rothwell Park Memorial
Institute Medium (RPMI 1640, Fa. Life Technologies, Paisley, Scotland) mit einem Zusatz
von 5,5 % fetalem, Hitze-inaktiviertem Kélberserum, 1 ml L-Glutaminsidure (Konzentration 1
mmol/ml), 100 pl Gentamycin sowie 250 ml Mercaptoethanol. Fiir das Wachstum der Zellen
wurde dem Medium noch IL-6 in einer Konzentration von 500 IU/100 ml zugesetzt. Dieser
Zusatz fehlte bei der Verwendung des Mediums im Assayansatz. Die Kultivierung erfolgte in
einem Brutschrank bei einer Temperatur von 37 °C, einem CO,-Gehalt von 5 % und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %. Nach 3 Tagen wurden die Zellen in neues Medium in
eine 50 ml Kulturflasche (Greiner GmbH, Maybachstr. 2, D-Frickenhausen) passagiert. Zum
Passagieren wurden in eine neue Kulturflasche 9 ml des oben beschriebenen Kulturmediums
(inkl. IL-6) pipettiert und anschlieBend hierzu 1 ml der Zellsuspension aus der alten
Kulturflasche hinzugefiigt.

3.1.3. Vorbereitung

Die Durchfiihrung der IL-6-Assays erfolgte in sterilen  Mikrotiterplatten
(Cellstar®,Greiner, D-Frickenhausen, Abbildung 27) mit 96 Vertiefungen. Dem Schema
entsprechend wurde ein Protokollvordruck mit den zu bestimmenden Probenbezeichnungen
beschriftet.

A B C D E F G H | J K L

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512
1 B 5010 | 251U [12,5 1U]6,25 1U|3,13 1U|1,56 1U[0,78 1U|0,39 1U|0,19 IU| 0,1 TU |Medium|
2] QK1 | QK1 |1:1 A2|1:1B2|1:2C2|1:2D2|1:4E2| 1:4F2|1:8 G2|1:8 H2|1:16 12| 1:16 ]2
31 QK2 | QK2 |1:1 A3]1:1 B3| 1:2C3|1:2D3[1:4E3| 1:4F3|1:8 G3|1:8 H3|1:1613]|1:16J3
4| Proben|Proben| 1:1 A4|1:1 B4|1:2C4|1:2D4|1:4E4| 1:4F4|1:8 G4|1:8 H4|1:16 14| 1:16 J4
5| Proben|Proben| 1:1 A5|1:1 B5|[1:2C5|1:2D5|1:4E5]| 1:4F5|1:8 G5|1:8 H5|1:16 I5] 1:16 ]5
6 | Proben|Proben| 1:1 A6|1:1 B6[1:2C6|1:2D6|1:4E6| 1:4F6|1:8 G6|1:8 H6|1:1616]1:16 16
7| Proben|Proben| 1:1 A7|1:1 B7|{1:2C7|1:2D7|1:4E7|1:4F7|1:8G7|1:8 H7|1:1617]|1:16 J7
8| Proben|Proben|1:1 A8|1:1 B8|1:2C8|1:2D8|1:4E8| 1:4F8|1:8 G8|1:8 H8|1:16 18] 1:16 J8

Abbildung 27

Schema zum Beschicken einer Mikrotiterplatte bzw. zur Beschriftung des Protokollvordruckes:
B, Nullwert (,,Blank*); IU, International Units; 50 IU, Standard; Medium, Assay Medium; QK,
Qualitiitskontrolle; x:y, Verdiinnungsfaktoren; A2-J8, Probenverdiinnungen

3.2. Methoden

3.2.1. Durchfithrung des Assays

Zundchst wurden in Spalten A und B (Abbildung 27) der Versuchsplatte auler in den
Nullwert (Blank) jeweils 200 pl der entsprechenden Substanz oder Probe pipettiert. Alle
anderen Vertiefungen der Spalten C bis L befiillte man mit 100 pl Assaymedium. In einer
Doppelbestimmung wurden die Verdiinnungsreihen fiir die QKs und die Proben (Ubersicht in
Tabelle 5) in fiinf Schritten durchgefiihrt und nach der letzten Verdiinnung die tliberfliissigen
100 pl verworfen. In der ersten Reihe verdiinnte man den Standard kontinuierlich in 10
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Schritten als Einzelbestimmung. Die Proben in der Verdiinnungsreihe wurden immer um den
Faktor 1:2 verdiinnt.

Zur Durchfiihrung des Nachweises der in den Plasmaproben enthaltenen biologisch aktiven
IL-6 Spiegel mussten die B9-Zellen zundchst von restlichem IL-6 aus dem
Wachstumsmedium befreit werden. Es wurden nur Zellen verwendet, die sich gerade in der
expotenziellenen Wachstumsphase befanden, was drei Tage nach dem Passagieren der Fall
war. Der erste Schritt bei der Aufbereitung der Zellsuspension bestand also darin, die
Zellsuspension aus der Kulturflasche 3 Minuten bei 2000 U/min zu zentrifugieren. Der
Uberstand wurde anschlieBend dekantiert, um die Zellen durch die Zugabe von 9 ml IL-6-
freiem Assaymedium wieder zu resuspendieren. Dieser Vorgang wurde noch zweimal
wiederholt. Zum Schluss resuspendierte man die Zellen mit 3 ml Assay Medium, entnahm
einen Tropfen der gut durchmischten Zellsuspension, und iiberfiihrte ihn in eine Zdhlkammer
(Hadmozytometer nach Thoma). Es wurden nun die lebenden Zellen gezihlt, keine
Berticksichtigung fanden also Zellen mit offensichtlich morphologisch sichtbaren Defekten.
Aufgrund der ermittelten Zellanzahl wurde eine Zellsuspension mit einer Konzentration von
5000 Zellen/100 ul Medium hergestellt.

In jede Vertiefung der Mikrotiterplatte wurden 100 pl der aufbereiteten Zellsuspension
gegeben. Bei jedem Assay wurden ein Standard pro Platte und zwei Qualitédtskontrollen pro
Assay erstellt. Die Qualititskontrollen und Standards bestanden aus festgelegten Mengen von
humanem rekombinantem IL-6 (Referenz-Code 89/548, National Institute for Biological
Standards and Control (NIBSC), Potters Bar, GroBbritannien). Die IL-6 Konzentration des
Standards betrug 50 IU/ml, die der Qualitdtskontrollen 10 und 30 IU/ml.
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"
N=N*+

\(5 CH3
Br \]}q /
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H
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N
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Abbildung 28

Chemische Struktur von MTT-Tetrazoliumbromid und seinem Reaktionsprodukt MTT-
Formazan nach Umwandlung durch mitochondriale Enzyme
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Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden wurden in jede Vertiefung 25 ul MTT (3-{4,5-
Dimetylthiazol-2-yl}-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid, Sigma Chemicals, St. Louis, MO,
USA) in einer Konzentration von 5 mg/ml PB-Losung pipettiert und inkubiert. Wihrend
dieser Zeit wandelten Succinyl-Dehydrogenasen in den Mitochondrien der lebenden Zellen
das gelbe MTT-Tetrazoliumsalz in dunkelblaue bis violette MTT-Formazan-Kristalle um
(Mosmann, 1983; Ibelgaufts, 1995).

Je mehr IL-6 in der Probe enthalten war, desto mehr Zellen waren vorhanden und desto
mehr MTT wurde in den Mitochondrien verstoffwechselt. Bis zu diesem Zeitpunkt wurden
alle Arbeiten unter sterilen Bedingungen unter einer Reinarbeitsbank (VFR 1206, LAF Bank,
Fa. Tecnormara, Fernwald) durchgefiihrt. Nach vier Stunden wurden aus jeder Vertiefung
125 ul abpipettiert und verworfen. AnschlieBend wurden in jede Vertiefung 100 pl eines
Gemisches aus Isopropanol mit 0,04 N Salzsdure (HCI) pipettiert. Dieser Zusatz ist zum
Auflésen der Zellen und der Formazan-Kristalle notwendig. Dazu wurden die Platten fiir
weitere 12 Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Farbreaktionen in den Mikrotiterplatten bei einer
Wellenldnge von 550 nm mit einem ELISA-Reader (Digiscan, Asys Hitech, A-Eugendorf)
photometrisch bestimmt und aufgezeichnet (Mikrowin 2000, Asas Hitech, A-Eugendorf).

4. Prostaglandin E, ELISA

Dieses Assay (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay) basierte auf -einer
kompetitiven Bindungstechnik. Dabei konkurrierte das in der Lavage enthaltene PGE; mit
einer festgelegten Menge an mit alkalischer Phosphatase markierten PGE, um
Bindungsstellen an einem monoklonalen Antikorper aus der Maus. Die Mikrotiterplatte trug
fest gebundene anti-Maus Antikorper aus der Ziege. An diese lagerte sich der monoklonale
Maus-Antikorper  widhrend der Inkubation an. Es entstand ein bestimmtes
Mischungsverhéltnis aus gebundenen markierten und unmarkierten PGE,-Molekiilen auf der
Platte. Uberschiissige markierte PGE, Molekiile und ungebundene Probenprostaglandine
entfernte man durch Waschen. Eine Substratlosung wurde hinzugefiigt, um die auf der Platte
gebundene Enzymaktivitdt nachzuweisen. Sofort nach der erreichten Farbreaktion wurde die
Absorption bei 405 nm im ELISA-Reader gemessen. Damit war die Intensitit der Farbung
umgekehrt proportional zur Konzentration an PGE; in der Probe. Es handelte sich also um
eine indirekte Nachweismethode von Prostaglandinen. Prostaglandine unterscheiden sich
nicht Spezies-spezifisch. Deshalb konnte hier im Gegensatz zur Bestimmung von IL-6 beim
Meerschweinchen ein Immunoassay zur Detektion eingesetzt werden. Die Sensitivitét dieses
Nachweisverfahrens lag bei 36,2 pg/ml. Weiterhin waren Kreuzreaktionen zu anderen
Prostaglandinen und Substanzen bekannt. Ins Gewicht fielen dabei vor allem andere Formen
der Prostaglandin E Familie. Demnach konnte es bis zu 70 % Kreuzreaktionen mit PGE; und
bis zu 16,3 % zu PGE; kommen. Dieses war bei der Beurteilung und Interpretation zu
beriicksichtigen. Andere Prostaglandine lagen unter einem Prozent und konnten
vernachldssigt werden. Das Immunoassay war nicht fiir diagnostische Verfahren geeignet. Es
wurde hier lediglich fiir Forschungszwecke eingesetzt.
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4.1. Material

4.1.1. Verwendete Substanzen

Alle Substanzen und Losungen wurden am Vortag zum Auftauen in den Kiihlschrank
gelegt. Am Versuchtag mussten dann alle Substanzen, Losungen und Proben vor
Durchfiihrung des Assays Raumtemperatur besitzen.

Reagenzien Beschreibung Hersteller

. PGE; mit alkalischer Phosphatase konjugiert,
PGE; Konjugat Konservierungsmittel, blauer Farbstoff

PGE; {50.000 pg/ml}, Puffer,

PGE, Standard : Prostaglandin E,
Mmoo K(l;nse':lr;\ilerungsstsz v Immunoassay DE0100
- onoklonaler Antikorper aus der Maus gegen | R&D Systems GmbH
PGE, Antikorper PGE,, Konservierungsstoff, gelbe Farbe D-V\}/’iesbaden-
Assaypuffer (EDI) Puffer mit Proteinen Nordenstadt
Waschpuffer 10-fach konzentrierter Puffer mit Surfactant
pNPP Substrat p-Nitrophenylphosphat in Puffer

Tabelle 6
Substanzen, die im ELISA-Kit enthalten waren.

= Verdiinnung der Standardreihe
Es wurden zweimal acht Eppendorfgefafle (1,5 ml) beschriftet und Assaypuffer (ED1)
zur Verdiinnung vorgelegt. Im ersten Schritt verdiinnte man 1:10. Es folgten sieben
weitere Verdiinnungsstufen als Doppelbestimmung in 1:2 Schritten.

* Verdiinnung des Waschpuffers
Durch zehnfache Verdiinnung mit Aqua bidest. wurden 200 ml Waschpuffer
angesetzt.

4.1.2. Lavageproben
Die zuvor gewonnenen Proben wurden kurz vor Versuchbeginn aufgetaut und mit dem
Assaypuffer ED1 zehnfach verdiinnt.

4.1.3. Vorbereitung

Die Durchfiihrung der PGE;-Immunoassays erfolgte in sterilen Mikrotiterplatten mit 96
Vertiefungen (Part R80002 R&D Systems GmbH, D-Wiesbaden-Nordenstadt). Dem Schema
entsprechend wurde ein Protokollvordruck mit den zu bestimmenden Probenbezeichnungen
beschriftet.
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1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12
B S1 S5 L1 L5 L9 L13 | L17 | L21 | L25 | L29 | L33
B S1 S5 L1 L5 L9 L13 | L17 | L21 | L25 | L29 | L33
B0 S2 S6 L2 L6 L10 | L14 | L18 | L22 | L26 | L30 | L34
B0 S2 S6 L2 L6 L10 | L14 | L18 | L22 | L26 | L30 | L34
S3 S7 L3 L7 L11 | L15 | L19 | L23 | L27 | L31 | L35
NSB S3 S7 L3 L7 L1l [ L15 | L19 | L23 | L27 | L31 | L35
TA S4 S8 L4 L8 L12 | L16 | L20 | L24 | L28 | L32 | L36
TA S4 S8 L4 L8 L12 | L16 | L20 | L24 | L28 | L32 | L36

== NN il el -- I
Z
5]
=

Abbildung 29

Schema zum Beschicken einer Mikrotiterplatte fiir ein PGE, Assay und zum Beschriften des
Protokollvordruckes: B, Nullwert; B0, maximale Bindung; NSB, nicht spezifische Bindung; TA,
totale Aktivitiit; L1-L36, Proben; S1-S8, Standardverdiinnungsreihe

4.2. Methoden

4.2.1. Versuchsablauf/Auswertung

Arbeitsschritt Reagenz Well Temp. Zeit
150 ul Assaypuffer NSB
in di 1 1A ffi B
1 Substanzen in die 00 p ssaypli cr 0 RT ca. 20 min.
Wells auftragen 700 pl Standardverdinnungen| S1-S8
100 pl Probenverdiinnungen | L1-L36
BO) NSB) 2 h auf
50 }.J,l PGE, Konjugat S1-S8, einem
2 1. Inkubation L1-L36 RT Horizontal-
BO, schwenker
50 pl PGE, Antikérper S1-S8, bei niedriger
L1-L36 Stufe
3 Waschen 200 pl Waschpuffer alle RT 3 X 2min.
5 ul PGE,; Konjugat TA
4 2. Inkubation ul PGE, Konjuga RT lh
200 pul pNPP Substrat alle
5 Messung ELISA-reader RT sofort
6 Auswertung Microsoft-Exel
Tabelle 7

Versuchsprotokoll zum PGE, Immunoassay

Die Beschickung der Platte erfolgte nach dem in Tabelle 7 dargestellten Schema. Dabei
waren beim Pipettieren die Standardverdiinnungen und die Proben am Grund, alle anderen
Losungen an der Wand der Vertiefungen abzusetzen. Durch die Nutzung von
Mehrfachpipetten konnte das Verfahren vereinfacht werden. Zur ersten Inkubation wurde die
Mikrotiterplatte mit einer mitgelieferten selbstklebenden Folie sorgfiltig abgedeckt und in
Alufolie eingepackt, um eine Vermischung verschiedener Proben zu verhindern. Beim
Waschschritt war darauf zu achten, die Platten griindlich abzugieBen. Dazu wurden die
Platten auf Zellstofftiicher geklopft, bis keine Fliissigkeit mehr in den Wells zu sehen war.
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Das Prinzip des kompetitiven ELISAs wurde bereits in Kapitel III 4 beschrieben. Zur

Kontrolle der Qualitit, Vergleichbarkeit und Aussagekraft wurden in der ersten Spalte

mehrere Kontrollen durchgefiihrt.

Der Null- oder Leerwert (B) enthielt nur das Substrat pNPP und war fiir die
Negativkontrolle bei der photometrischen Messung notwendig.

Die totale Aktivitdt (TA) entstand durch Vorlegen von PGE,-Konjugat, welches nicht
dem Waschschritt unterzogen wurde und dem keine PGE;-Antikorper zugesetzt
waren. Damit wurde die Reaktion der ganzen Menge an alkalischer Phosphatase mit
dem Substrat pNPP simuliert, ohne auf die Bindung des Konjugates an der Platte
Riicksicht zu nehmen. Es wurde also die Funktionstiichtigkeit dieser Reaktion
kontrolliert.

Die maximale Bindung (BO0) stellte die Positivkontrolle des Assays dar. Dabei bindet
die maximale Menge an PGE,-Konjugat mit Hilfe des PGE, Antikorpers (anti-Maus)
an den monoklonalen Antikdrpern (aus der Maus) der Mikrotiterplatte. Das gekoppelte
Enzym setzt das Substrat um, was sich in der stdrksten Farbreaktion zeigt. Gleichzeitig
bedeutet dies, dass hier kein Proben-Prostaglandin enthalten ist. Der Wert entspricht
also damit dem Probennullwert. Der umgekehrten Proportionalitit entsprechend gibt
eine starke Farbung an, dass in einer Probe keine Prostaglandine enthalten waren.

Zur Uberpriifung von nicht spezifischen Bindungen (NSB) wurde in diesem Ansatz
bei normalem Vorgehen nur der PGE, Antikorper weggelassen. Durch den
Waschschritt sollten alle PGE,-Konjugate entfernt werden. Dennoch ist der NSB-Wert
immer etwas hoher als der Leerwert (B). Dies weist auf ein Vorkommen von nicht
spezifischen Bindungen des Konjugates mit der Platte oder den dort gebundenen
Antikorpern hin. Zur Korrektur dieses Fehlers in der Auswertung musste der NSB-
Wert von allen Probenergebnissen und Standards abgezogen werden, um die
eigentlichen Werte nicht zu tiberschitzen.

5. Immunhistochemie (Free Floating)

S.1.

Material

5.1.1. Gewebe
Fir diese immunhistochemischen Untersuchungen wurden Perfusions-fixierte und
Gefrierschutz-behandelte Gehirne (siehe Kapitel III 1.2.5.3.1) verwendet.

5.1.2. Antikorper

5.1.2.1. Primire Antikorper

Zur Detektion von spezifischen STAT3-Molekiilen wurde bei den Versuchsreihen ein

polyklonaler anti-STAT3 Antikdrper eingesetzt (Wirt: Kaninchen, Kan.). Zum Nachweis
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zytoplasmatischer und / oder nukledrer STAT3-Immunreaktivitit in den Gehirnschnitten
wurde ein etablierter STAT3-Antikorper (sc-482, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) in
einer Verdiinnung von 1:12000 verwendet. Dieser STAT3-Antikorper erkennt am Carboxy-
terminalen Ende des STAT3-Proteins eine distinkte Peptidsequenz (AS 750-769). Dieses
Epitop liegt aulerhalb der TYR705 Phosphorylierungsstelle, so dass sowohl phosphorylierte
als auch unphosphorylierte Formen von STAT3 gebunden werden konnen. Es handelt sich
hierbei um STAT3-Monomere und -Dimere im Zytoplasma (zytoplasmatische STAT3-
Immunreaktivitit) und STAT3-Dimere im Karyoplasma (nukledre STAT3-Translokation), die
detektiert werden konnen (Kapitel 1T 4.1.1).

Zuvor war in der eigenen Arbeitsgruppe (Hiibschle et al., 2001a; Hiibschle et al., 2001b)
und durch andere (Stromberg et al., 2000) die Spezifitidt des STAT3 Antikorpers in der Ratte
bereits iiberpriift worden Die Spezifitit dieses Antikorpers im Meerschweinchen musste
zundchst im Rahmen dieser Arbeit abgesichert werden (Rummel et al., 2004).

Die systemische Gabe von LPS (30 pg/kg, i.p.) induziert eine nukledre Translokation von
STAT3-Immunreaktivitit in den Zellkern der sensorischen CVOs (Abbildung 30: AP, A;
OVLT, C; SFO, E) und dem hypothalamischen Nucleus supraopticus (SON, G). Zur
Abkldrung der Sperzifitdit wurde von zwei Tieren jeweils eine Schnittserie dem normalen
STAT3-Protokoll, und eine weitere Schnittserie einer Spezifitits-Uberpriifung durch
Priaabsorption mit dem antigenen Peptid unterzogen. Dazu wurde der STAT3-Antikorper fiir
jeweils eine Schnittserie iiber Nacht mit einem Blockungspeptid im 75-fachen Uberschuss
seines Molekulargewichtes koinkubiert (Blockungspeptid sc-482, Santa Cruz Biotechnology,
D-Heidelberg). Diese Inkubation mit dem Antigen (Blockungspeptid) erzeugte eine
Priaabsoption des STAT3 Antikorpers mit dem Ergebnis, dass fast keine STAT3-positiven
Zellkerne mehr in den untersuchten Hirnregionen zu beobachten waren (Abbildung 30: AP,
B; OVLT, D; SFO, F; SON, G). Im Gegensatz dazu konnten in den normal prozessierten
Schnitten derselben Tiere nukledre Signale beobachtet werden.
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STAT3 STAT3 + Peptid

Abbildung 30

Spezifitit des STAT3-Antikorpers nachgewiesen durch Priabsoption mit seinem
Blockungspeptid: Es sind die sensorischen CVOs (AP, A-B; OVLT, C-D; SFO, E-F) und der
Nucleus supraopticus (SON, G-H) dargestellt. In der linken Spalte sind die genannten
Hirnregionen 90 min. nach LPS-induzierter nukleiirer STAT3-Translokation gezeigt. Fast keine
nuklediren Signale sind nach der Priinkubation des primiren Antikorpers mit dem Peptid zu
sehen  (rechte  Spalte). Die STAT3-Immunreaktivitit ist in braun  durch
Diaminobenzidinhydrochlorid sichtbar gemacht. Die spezifischen STAT3-Signale sind in zwei
weiteren vergroflerten Ausschnitten in jedem Bild gezeigt. Der Balken im Bild B repriisentiert
100 pm und gilt fiir Bild A-D. Die Balken in F und H und allen Vergrolerungen entsprechen
50 pm. Eine Kresylviolett-Gegenfirbung wurde zur besseren neuroanatomischen Ubersicht und
zum Anfirben der Zellkerne eingesetzt.
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5.1.2.2. Sekundirer Antikorper

Der Biotin-konjungierte Sekundérantikdrper dieser Studie richtete sich nach dem Wirt
(Kaninchen) des zuvor benutzten Primédrantikorpers. Es handelte sich um einen in der Ziege
hergestellten anti-Kaninchen Antikorper (Vector BA-1000, Linaris Biologische Produkte, D-
Wertheim-Bettingen) der in einer Verdiinnung von 1 : 200 eingesetzt wurde. Zur Detektion
von unspezifischen Bindungsreaktionen des Sekundérantikdrpers wurden in einer nicht
gezeigten Studie Schnittserien ohne ersten Antikorper bzw. stattdessen mit Kaninchen-Pri-
Immunserum als primdren AntikOrper eingesetzt (Negativkontrolle). Unspezifische
Bindungen am Gehirnschnitt konnten so ausgeschlossen werden.

5.1.2.3. Amplifizierungsmethoden

Zunichst erfolgte der Tyramin-Amplifizierungsschritt mit einem kommerziell
erhéltlichen Tyramin-Amplifizierungskit (NEL700, NEN Life Science Products, D-Koln).
Der Amplifizierungsschritt setzte sich aus mehreren FEinzelschritten zusammen. Zuerst
wurden die Schnitte mit Streptavidin-Horseradish-Peroxidase (Streptavidin-HRP, Merrettich-
Peroxidase; 1 : 100, 0.IM PB, 0.1 % Triton X-100) unter Lichtausschluss bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Waihrend dieser ersten Inkubation reagierten freie
Streptavidin-Molekiille mit den biotinylierten Stellen des zweiten Antikorpers, und an
Streptavidin konjugierte HRP wurde so als Enzymwolke an den Antigen-Antikorper-
Komplex gebunden. Danach erfolgte die Inkubation mit biotinyliertem Tyramin in einer
Verdiinnung von 1 : 100 im Dunkeln bei RT. Die Enzymaktivitit der HRP setzte nun die
biotinylierten Tyraminderivate zu hochreaktiven und kurzlebigen Tyraminradikalen um, die
mit nukleophilen Molekiilenden eine kovalente Bindung eingingen. Somit kam es im Bereich
der Enzymwolke zur Dimerisierung des biotinylierten Tyramins mit tyrosinhaltigen Protein-
bzw. Peptidstrukturen des Antigen-Antikorper-Komplexes. Die Bindungs- oder
Interaktionsmdoglichkeiten des Tyramins waren durch die vorangegangene Abséttigung der
unspezifischen Tyraminbindungsstellen an den Schnitten eingeschrankt. Dadurch konnte das
Tyramin nur am oder in unmittelbarer Umgebung der HRP-Enzymwolke und damit des
Antigen-Antikorper-Komplexes binden. Nach Abschluss des Tyramin-
Amplifizierungsschrittes war nun eine Vielzahl von Biotinmolekiilen am Antigen-Antikorper-
Komplex vorhanden.

Im zweiten Amplifizierungsschritt wurden die Schnitte mit einem Komplex aus Avidin
und biotinylierter HRP {(ABC-Komplex) Vector Elite Kit, A-2100, Linaris Biologische
Produkte, D-Wertheim-Bettingen} bei einer Verdiinnung von 1 : 100 inkubiert. Dieser
Komplex lagerte sich wihrend der Inkubationszeit bei RT an die vielen freien Biotinstellen
an. Mit diesem Schritt war die Amplifizierung des Antigen-Antikorper-Komplexes
abgeschlossen und eine groe Anzahl an HRP Enzymen spezifisch an der Antigen-
Lokalisation gebunden.

5.1.2.4. DAB-Detektionssystem nach Amplifizierung
Diaminobenzidin-Tetrahydrochloride (DAB, D-5637, Sigma Aldrich, D-Steinheim) wurde
als Detektionssystem zur Darstellung des gebundenen Antigen-Antikorper-Komplexes nach
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der Signalamplifizierung verwendet. Dabei wurde DAB als fliissiges Substrat enzymatisch
durch die Merrettich-Peroxidase (HRP) katalysiert in eine feste Substanz iiberfiihrt, die an

Orten hoher Enzymaktivitit als brauner Niederschlag ausfiel.

Durch Zugabe von

Wasserstoffperoxid (10 ul H,O; 10 %/100 ml) startete man die Reaktion.

5.1.3. Kernfarbstoff
Die Zellkerne wurden zur besseren neuroanatomischen Ubersicht und zur Kolokalisation
der nukledren Signale mit Kresylviolett (Tabelle 8, C-6402, Sigma D-Steinheim) dargestellt.

5.1.4. Verbrauchsmaterialien

Losungen Beschreibung Hersteller
o . T 9284, SigmaAldrich
Blockungslosung 0.3 % Triton X-100 - ogmal ’
der unspezifischen D-Steinheim
Antikdrper- N B15-122, PAA
Bindungstellen 10 % Normal Horse Serum (NHS) Laboratories, A
(Block I) In PB Siehe Perfusion
Blockungslosung
der unspezifischen NEL700, NEN Life
Tyramin- 0.5 % Blockungspulver in 0.1 M PB Science Products, D-
Bindungstellen Koéln
(Block IT)
Verdiinnungs- 0.1 % Triton X-100
Losung I 2 % Normal Horse Serum (NHS) Siehe oben
(V-Lésung I) In PB
Verdiinnungs- 0.1 % Triton X-100
Losung II Siehe oben
(V-Losung IT) In PB
DAB-Lésun 50 mg Diaminobenzidin-Tetrahydrochloride D-5637, Sigma
& (DAB)/100 ml PB (lichtempfindlich, giftig) Aldrich, D-Steinheim
. C-6402, Sigma
S 0.1 % Kresylviolettacetat Aldrich, D-Steinheim
esylviolett- - - - —
Férbelosung 0,25 % Elsess(lcg:,vaeésg)eggle)le Essigsdure, (Merck, D-Darmstadt)
In Aqua bidest.
Tabelle 8

Benotigte Verbrauchmaterialien: Zur Herstellung der Kresylviolett-Farbelosung musste das
Kresylviolettacetat unter Riihren in Aqua bidest. auf 100°C erhitzt und danach filtriert werden.
Der leichtfliichtige Eisessig wurde erst danach hinzugefiigt. Die Verdiinnungslosung I diente zur
Herstellung der Antikérper-Endkonzentrationen fiir die Inkubation. Die Verdiinnungslésung II
wurde fiir die Gebrauchskonzentrationen der Amplifizierungslosungen verwendet
(Streptavidin-HRP, biotinyliertes Tyramin, ABC-Komplex).

5.1.5. Mikroskop

Es wurde ein Olympus BX50 Mikroskop (Olympus

Durchlichtverfahren zur Auswertung der DAB-gefdrbten Schnitte verwendet. Digitale Bilder

Optical, Hamburg) im
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wurden mit einer Olympus Camedia C-3030 Kamera aufgenommen, wofiir die Olympus
Camedia Master 2.0 Software benutzt wurde.

5.2. Methoden

5.2.1. Herstellung der Gefrierschnitte

Die Gefrierschutz-behandelten Gehirne (Kapitel 1.2.5.3.1) wurden auf einem Filterpapier
zum Abtropfen der liberschiissigen Saccharoseldsung gelegt. Zum Schneiden verwendete man
ein Gefriermikrotom (Modell 1205, Jung, D-Heidelberg), das mit CO2-Gas betrieben wurde.
Das Gas steht in einer Stahlflasche unter Druck und stromt durch eine Diise am metallenen
Objekthalter nach auflen. Dabei dehnt sich das Gas plotzlich aus und entzieht hierdurch der
Umgebung Wirme. Das wurde ausgenutzt, um Uber den metallenen Objekthalter als
Wirmeleiter die Gehirne mit Gefrier-Einbettmedium (Tissue Tec®, Leica Instruments GmbH,
D-Nussloch) in ventrodorsaler Ausrichtung aufzublocken und durchzufrieren. Das Vorderhirn
legte man mit seiner caudalen Schnittfliche auf den Objekthalter, den hinteren Teil mit seiner
cranialen Schnittfliche. In den Versuchsreihen wurden von den tiefgefrorenen Gehirnen
40 um dicke Schnittpridparate angefertigt, die in 0.1M PB sektoriell in geeigneten Gefdllen
gesammelt wurden. Dabei handelte es sich um so genannte “Karussells* (eigene Herstellung)
mit einem Durchmesser von ca. 15 cm. Diese bestanden aus transparentem Polycarbonat,
waren in acht Sektoren unterteilt und ihre Unterseite mit einem feinmaschigen
Polyethylennetz (Maschengrofe ca. 0.5mm) beklebt. Die Karussells standen in entsprechend
groBen Glasbehiltern (Durchmesser ca. 16 cm), die mit 200 ml des 0.1M PB gefiillt waren, so
dass die Schnitte in den Karussells ausreichend von Fliissigkeit bedeckt waren. Eine optimale
Arbeitstemperatur zur Anfertigung von Gefrierschnitten war dann vorhanden, wenn sich die
Schnitte auf dem Messer rollten und mit einem Pinsel einfach aufzunehmen waren. Dazu
musste withrend des Schneidens mehrfach durch Offnung des Gasventils nachgekiihlt werden.
Die Schnitte befanden sich dann frei schwimmend (Free Floating) im Puffer der Geféle.



IIT Material und Methoden

-99 .

5.2.2. Versuchsprotokoll

Arbeitsschritt Reagenz Temp. Zeit
1 Waschen PB RT 3 x 5 min.
2a 1. Blockung Block I RT lh
2b 2. Blockung Block 11 RT 30 min.
3 1. Inkubation 1. Antikorper in V-Losung I 4°C 36-48 h
4 Waschen PB RT 3 x 5 min.
5 2. Inkubation 2. Antikorper in V-Losung I RT lh
6 Waschen PB RT 3 x 5 min.
) Streptavidin-HRP in V-Losung II RT 30 min.
1. Tyramin- i i
7 : . Waschen in PB RT 3 X 5 min.
Amplifikation — — = :
Biotinyl.-Tyramin in V-Losung II RT 10 min.
8 Waschen PB RT 3 x 5 min.
2. ABC- . .
9 Amplifikation ABC-Komplex in V-Losung 11 RT 1 h.
10 Waschen PB RT 3 x 5 min.
1 Firbereaktion DAB-L6sung vorinkubiert (dunkel) RT 15 mn?.
Zugabe von 10 pl 10 %er H,O,-Lsg. RT ca. 6 min.
12 Waschen PB RT 3 x 5 min.
. Aufziehen der Schnitte auf Gelatine
13 Aufzichen beschichtete Objekttrager. RT nach Bedarf
14 Trocknung Staub-geschiitzt an der Luft RT iiber Nacht
Zur Reinignung in Histoclear RT h
(HS 200, Plannet GmbH, Wetzlar)
Absteigende Alkoholreihe (100 %,
100 %, 90 %, 70 %, 50 %) zum RT jeweils 2 min.
15| Gegenfirbung Rehydrieren
Aqua dest. RT 20 sek.
Kresylviolett-Farbelosung RT 5 sek.
Aufsteigende Alkoholreihe (50 %, RT oweils 2 min
90 %, 95 %, 100 %) zum Dehydrieren J :
Histoclear RT 2 min.
Xylol (Braun, D-Melsungen) RT 2 min.
16 Deckeln 2-3 Tropfen Entellan® (Merck, D-
Darmstadt), abdecken mit RT
Deckglaschen
Tabelle 9

Arbeitsprotokoll zur Immunhistochemie: Der ABC-Komplex musste 30 min. vor der Inkubation
angesetzt werden, damit die Einzelsubstanzen A (Avidin) und B (biotinylierte Merrettich-
Peroxidase) geniigend Zeit hatten, den Komplex zu bilden. Die Firbung wurde unter
Abdeckung durchgefiihrt, da die Reaktion lichtempfindlich war. Zusétzlich war dabei und auch
bei der Gegenfirbung auf die Stirke der Farbreaktion zu achten, und dementsprechend die

Reaktion zu stoppen.
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Die Immunhistochemie mit Gegenfarbung wurde dem Protokoll entsprechend ausgefiihrt.
Die Zusammensetzung der einzelnen Losungen ist der Tabelle 9, die Verdiinnungen und
Hersteller der Antikorper dem Kapitel III 5.1.2 zu entnehmen. Zur Reduktion der
Substanzmengen dienten fiir die Inkubationen anstelle der Karussells 5 ml-Gefille (58/485,
Sarstedt GmbH, D-Niimbrecht). Samtliche Inkubationslosungen wurden je nach Volumen in
15 ml- oder 50 ml-Roéhrchen (62.554.502 oder 62.547.254, Sarstedt GmbH, D-Niimbrecht)
angefertigt. Sowohl Waschschritte als auch Inkubationen wurden bei Raumtemperatur (RT)
unter kontinuierlichem Schwenken (GFL 3011, Gesellschaft fiir Labordiagnostik mbH, D-
Burgwedel) durchgefiihrt. Zum Féarben und Deckeln arbeitete man unter dem Abzug. Beim
Eindecken wurden 2-3 Tropfen Entellan® (Merck, D-Darmstadt) auf die Gewebeschnitte
getropft und die Deckgldschen (Menzel GmbH, D-Braunschweig) vorsichtig auf den Rand der
Objekttriager gesetzt. Mit einer Pinzette driickte man das Deckgldschen auf den Objekttriger
und entfernte gleichzeitig alle eventuell vorhandenen Luftblaschen unter dem Deckglas. Das
Entellan® polymerisierte iiber Nacht unter dem Abzug aus und bildete einen sicheren Schutz.
Zur weiteren Analyse wurden diese so genannten Dauerpriparate verwenden.

5.2.3. Mikroskopie

Die Analyse der Schnittpréparate erfolgte im Durchlichtverfahren. Zur Bildbearbeitung
wurde ein Bildbearbeitungsprogramm (Adobe Photoshop) verwendet, das iiber den
Farbmodus RGB verfiigte. Durch Verdnderung von Helligkeit und Kontrast sowie der
Farbbalance wurden ausgewdhlte Bilder optimiert, die mit diesem Programm zu Bildtafeln
zusammengefiigt wurden. Durch Beurteilung der nukledren Signalverteilung aller Schnitte
und Bewertung dieser nach Stirke konnte qualitativ zur Einordnung der im Mittel gefundenen
Signalverteilung eine Tabelle fiir jede Tiergruppe und Hirnregion erstellt werden. Zur
Einstufung wurde ein fiinf Stufen Bewertungssystem genutzt: +++ = hohe Dichte nukledrer
STAT3-Signale, ++ = mittlere bis moderate Dichte, + = niedrige Dichte, -+ = einzelne
nukledre Signale in manchen Fillen, - = keine nukledren Signale. Die Nomenklatur der
Hirnregionen des Meerschweinchens war angepasst und geringfiigig nach jener modifiziert,
die von Paxinos & Watson (1998) fiir das Rattenhirn beschrieben war.

5.2.4. Quantifizierung der STAT3-positiven Zellen

Die Anzahl STAT3-immunreaktiver Zellkerne wurde quantitativ fiir die AP, das OVLT,
das SFO und den SON ermittelt. Dafiir wurden zum Zeitpunkte 90 min. nach Stimulation mit
LPS (10 pg/kg i.a. = L10 i.a.,, N = 4; 30 ug/kg i.p. = L30 i.p. N = 3; 100 pg/kg s.c. = L100
s.c., N=4; oder 10 pg/kg s.c. = L10 s.c., N = 4) und entsprechender Kontrolle (NaCl i.a., N =
3; NaCl i.p., N = 3; oder NaCl s.c., N = 3) jeweils drei Schnitte pro Tier und Hirnregion
ausgewdhlt. Dafiir nahm man die AP in caudalen bis medialen Anteilen, fiir das OVLT
rostrale Schnitte, mediale fiir das SFO und Schnitte aus dem rostralen Abschnitt des SON. Sie
besaen innerhalb der jeweiligen Region stereotaktisch &hnliche Koordinaten. Ein
mikroskopisches Zéhlfeld (200 x 200 um) wurde benutzt, um bei 400-facher oder 200-facher
VergroBBerung die STAT3-positiven Zellen bzw. ihre Kerne zu zéhlen.



IIT Material und Methoden - 101 -

6. Immunfluoreszenz fiir Doppelmarkierungen
6.1. Material

6.1.1. Gewebe
Fiir diese immunhistochemischen Untersuchungen wurden die schockgefrorenen Gehirne
(siche Kapitel I1I 1.2.5.3.2) verwendet.

6.1.2. Antikorper

6.1.2.1. Primiire Antikorper

Zur Detektion von einerseits Zelltyp-spezifischen Proteinen und andererseits den STAT3
Molekiilen wurden bei den Versuchsreihen verschiedene monoklonale (Wirt: Maus) und
polyklonale (Wirt: Kaninchen oder Schaf) Primérantikorper eingesetzt.

Primérantikrper Klon Wirt Verd. Hersteller

STATS3- X Santa Cruz Biotechnology,
Antikorper sc-482 Kan. 1:4.000 D-Heidelberg

anti-GFAP MAB 3408 Maus 1:2.000 | MoBiTec GmbH, D-Géttingen
Haemochrom Diagnostica

anti-vWF SARTW-IG Schaf 1:3.000 GmbH, D-Essen
anti-rat-CD11b MCA 275R Maus 1:500 Serotec GmbH,D-Diisseldorf
anti-NeuN MAB377 Maus 1:200 MoBiTec GmbH, D-Géttingen
anti-APC OP 80 Maus 1:200 Calbiochem, D-Bad-Soden
Chemicon Internationel, Ldt.

Anti-Oxytocin MABS5296 Maus 1:5.000 D-Hofheim

Anti-rat CD68 MCA341R Maus 1:15 Serotec Ltd, Oxford, England

Tabelle 10

Genutzte primire Antikorper: GFAP, Glial Fibrillary Acidic Protein (Saures Gliales
Faserprotein) fiir Astrozyten; vWF, von-Willebrand-Faktor fiir Endothelzellen; CD11b, Cluster
of Differentiation 11b fiir Mikroglia; NeuN, Neuron-Specific Nuclear-Protein oder Neuronal
Nuclei (Neuronen-spezifischer Zellkernmarker) fiir Zellkerne neuronalen Ursprungs; APC,
Adenomatous Polyposis Coli fiir Oligodendrozyten; Oxytocin fiir oxytocinerge Neurone; CD68,
Cluster of Differentiation 68 fiir Mikroglia.

6.1.2.2. Sekundire Antikorper

In dieser Studie wurden Biotin-konjungierte Sekunddrantikdrper zur Detektion des
STAT3-Proteins verwendet. Die Auswahl dieses Antikdrpers richtete sich wie auch bei den
anderen sekundédren Antikdrpern nach dem Wirt des zuvor benutzten Primédrantikdrpers. Die
anderen Zweitantikorper waren direkt Fluorochrom-gekoppelt (Alexa 488 Sigma-Aldrich,
D-Miinchen)
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Sekundarantikorper Wirt Verd. Hersteller

Vector BA-1000, Linaris
Ziege 1:200 | Biologische Produkte, D-
Wertheim-Bettingen

Biotin-conjungated AffiniPure Goat
Anti-Rabbit IgG (STAT3)

Alexa Flour" 488-Donkey Anti-sheep

19G (VWF) Esel 1:400 Molecular Probes

Alexa Flour  488-Goat Anti-Mouse Molecular Probes,

IgG (GFAP, APC, CD11b, NeuN, Ziege 1:500 MoBiTec GmbH,
CD68, Oxytocin) D-Goéttingen

Tabelle 11

Benutzte sekundire Antikorper. In kursiver Schrift ist beim Antikorper die zu detektierende
Zielstruktur zur besseren Ubersicht hinzugefiigt.

6.1.2.3.Detektionssystem

Bezeichnung Verd. Hersteller
Cy3-conjungated Streptavidin 1:800 Ollgéiggr-cof %\’/g;‘tc_ lgfélvém[r?slﬁo-

Tabelle 12

Cy3 ist ein sehr stabiles rotfluoreszierendes Carbocyanin, das sich mit Hilfe des konjungierten
Streptavidins an das Vitamin Biotin bindet. Durch den Einsatz der Streptavidin-Biotin-Methode
kommt es zur Amplifizierung der Fluoreszenz.

6.1.3. Fluoreszenz-Kernfarbstoff

Die Zellkerne wurden mit einem Fluoreszenz-Kernfarbstoff dargestellt. DAPI (4’,6-
diamidino-2-di-phenylindol-dilaktat, D3751, Molecular Probes, MoBiTec GmbH, D-
Gottingen), der in einer Verdiinnung 1 : 800 eingesetzt wurde. DAPI ist ein unspezifischer
Zellkernmarker und markiert unabhédngig vom Zelltyp alle Zellkerne im Gehirnschnitt.

DAPI war in Aliquots bei -20°C tiefgefroren und wurde vor Inkubationsbeginn in 0.1M PB
mit 0.1 % Triton X-100 (Verdiinnungslosung II) geldst und in einer Konzentration von 1 : 800
eingesetzt (DAPI-Losung). Die Inkubation erfolgte lichtgeschiitzt bei RT fiir 5 min.
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6.1.4. Verbrauchsmaterialien

Losungen Beschreibung Hersteller
Blockungslosung 0.3 % Triton X-100 19284, Sigmadldrich,
der unspezifischen ->teinheim
Antikorper- B15-122, PAA
Bindungstellen 10 % Normal Horse Serum (NHS) Laboratories, A
(Block 1) In PB Siehe Perfusion
Blockungslosung Blocking kit SP-
de;xu'rgpelzglﬁighen Avidin-Solution (Block III A) in PB 2001,Vector
vidin-Biotin- .
Bindunestell Biotin-Solution (Block III B) in PB Laboratories, Inc.,
snaunsste fen Burlinggame, USA
(Block III-A/B) ’
Verdiinnungs- 0.1 % Triton X-100
Losung I 2 % Normal Horse Serum (NHS) Siehe oben
(V-Lf)sungl) In PB
Fixierungslosung 2 % Paraformaldehyd (PFA) in PB Merck, D-Darmstadt
Tabelle 13

Verwendete Losungen zur Vorbereitung von Schnitten fiir die Immunfluoreszenz.

Manche Gewebe konnen Avidin oder biotinylierte Antikdrper binden. Diese Bindung kann
sich aufgrund von endogenem Biotin oder Biotin-bindenden-Proteinen, Lectinen oder
unspezifisch bindenden Substanzen im Gewebe ereignen. Dies kann durch den Einsatz des
Blockungs-Kits verhindert werden. Zur Gebrauchslosung wurden 50 pl der jeweiligen
Blockungslosung in 1 ml PB verdiinnt.

Die Fixation der Schnitte erfolgte hier nur mit 2 % Formalin. Ansonsten gleichen die
Verbrauchsmaterialien denen, welche im vorherigen Kapitel fiir die Free Floating Methode
beschriebenen wurden.

6.1.5. Mikroskop

Die Gehirnschnittpridparate wurden mit einem Olympus BX50 Mikroskop analysiert. Eine
Anregung von Fluorophoren mit Licht geeigneter Wellenldnge fiihrte zu einer langerwelligen
Emissionsstrahlung. Spezielle Filter dienten dabei zur Erzeugung der notwendigen
Wellenlinge fiir die Anregung des entsprechenden Fluorophors. Die Alexa Fluor®488
(Fluoreszeinisothiocyanat Konjugat) konjugierten Antikdrper wurden durch gefiltertes Licht
mit einer Wellenldinge von 450-490 nm angeregt und emittierten griines Licht einer
Wellenldinge  von  510-530  nm. Das an  Streptavidin  gekoppelte  Cy3
(Carboxymethylindocyanin) konnte durch gefiltertes Licht mit einer Wellenldnge von 510-
530 nm angeregt werden. Es emittierte rotes Licht einer Wellenldnge von 630-660 nm. Die
Anregung von DAPI, dem Marker fiir Zellkerne, erfolgte durch gefiltertes Licht einer
Wellenldnge von 358 nm. Es strahlte daraufhin blaues Licht einer Wellenldnge von 461 nm
ab. Durch die Moglichkeit der unterschiedlichen Anregung der verschiedenen Antikorper war
eine Mehrfachmarkierung moglich.
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6.2. Methode

6.2.1. Herstellung der Gefrierschnitte

Die Herstellung der Gefrierschnitte fiir diese Versuchsreihe erfolgte am Kryostaten (HM
500 O, Fa. MICROM, D-Walldorf). Es handelte sich dabei um ein Gefriermikrotom, welches
fiir diese Untersuchungen auf eine Betriebstemperatur von —21°C in der Kiihlkammer und -
12°C fiir den Objekthalter eingestellt wurde. Das Aufblocken geschah nach dem in Kapitel II1
5.2.1 beschriebenen Prinzip. Allerdings wurden die Gehirne im Kryostaten auf einem
beweglichen Objektblock durchgefroren, der in einer speziellen Vorrichtung schnell auf
-40°C heruntergekiihlt werden konnte. Es wurden 20 pm Gehirnschnitte mit vorgekiihlten
(-20°C) Poly-;-Lysin (Poly-;-Lysin Solution, P 8920, Sigma, St. Louis, USA) beschichteten
Objekttragern angefertigt und auf Eis gesammelt. Durch diese Poly-;-Lysin Vorbehandlung
werden Ladungsverhéltnisse geschaffen, die das Haften (Adhédsion) der Schnitte auf dem
Objekttrager verbessern. In Folge einer Vermehrung der positiven Ladungstriger aufgrund
der Beschichtung konnen anionisch geladene Gruppen der Gewebeschnitte besser mit ihrem
Trager in Wechselwirkung treten. Ansonsten konnte es bei diversen Inkubationsschritten
vermehrt zum Abschwimmen der Schnitte von den Objekttrigern kommen. Die Schnitte
sollten vor Beginn der Immunhistologie an den Objekttragern antrocknen, was die Haftung
zusétzlich verbesserte.
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6.2.2. Arbeitsprotokoll

Arbeitsschritt Reagenz Temp. Zeit
1 Fixation Fixierungslosung (PFA 2 %) RT 10 min.
Waschen PB RT 3 X 5 min.
3 1. Blockung Block I RT lh
1. Antikorper in V-Losung [
4 | 1. Ko/Inkubation a. STAT3 + ein Zellmarker 4°C iiber 2 Néchte
b. nur STATS3 (fiir vWF)
5 Waschen PB RT 3 x 5 min.
Block IIT A 15 min.
6 2. Blockung Waschen RT 3 x 5 min.
Block III B 15 min.
7 Waschen PB RT 3 x 5 min.

2. Antikorper in V-Losung 1
8 | 2. Ko/Inkubation a. STAT3 RT 90 min.
b. STAT3 + erste Antikorper vWF

9 Waschen PB RT 3 X 5 min.
3.1in V-Losung I RT (ab

3. Inkubation /

10 Detektion a.,b. Alexa 488-I1gG-Zellmarker / | jetztim 90 min.
+ Cy3-gekoppeltes Streptavidin Dunkeln)
11 Waschen PB RT 3 x 5 min.
12 Kernfarbung DAPI-L6sung RT 10 min.
13 Waschen PB RT 3 x 5 min.
3-4 Tropfen Cityflour (Citifluor AF1,
14 Deckeln Cityfluor Products, GB-Kent), RT
Deckgldschen blasenfrei auftragen
15 Lagerung Dunkel 4°C Monate
Tabelle 14

Arbeitsprotokoll zur Fluoreszenzimmunhistochemie: Ab der Anwendung der gekoppelten
Fluorochrome erfolgten die weiteren Arbeitsschritte soweit moglich unter Abdeckung, da die
Reaktion lichtempfindlich war. Es gab zudem zwei verschiedene Protokolle, die hier mit ,,a* und
»b*“ bezeichnet sind, da fiir den Nachweis von VWF ein geringfiigig verindertes Protokoll
notwendig war.

Die Durchfiihrung der Versuchsreihen erfolgte mittels oben gezeigtem Versuchsprotokoll,
welches in Anlehnung an Versuche zur Determinierung des Zelltypus bei der Ratte (Harre et
al., 2003) leicht abgedndert wurde. Die Schnitte wurden auf Eis in Objekttragerhalter fiir 24
Objekttrager gesammelt und darin auch zum Waschen und Fixieren belassen. Als
Reaktionsgefdfle dienten hierbei 200 ml fassende schwarze Farbekiivetten, die man zum
Schutz vor Lichteinwirkung auch verschlieBen konnte. Alle Inkubationen und
Blockungsschritte wurden zur Einsparung von Substanzen auf Plastikplatten mit aufgeklebten
Abstandhaltern durchgefiihrt. Deren Herstellung erfolgte in der institutseigenen Werkstatt.
Zur Inkubation legte man nun die Objekttrdger mit den Schnitten nach unten auf die Platten,
so dass ein kapilldrer Spalt zwischen den Objekttragern und den Platten entstand. Dieser Spalt
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umfasste ein Volumen von ca. 200 ul pro Objekttrdger, worin die Schnitte dann in Kontakt
mit den Reaktionssubstanzen kamen. Nach der Anzahl an Objekttrigern erfolgte
dementsprechend auch die Kalkulation der Mengen an Gebrauchslosungen. Besondere
Vorsicht bei der Handhabung der Gewebeschnitte war geboten, damit sie nicht zerstort
wurden oder von der behandelten Glasoberflache abschwimmen konnten.

6.2.3. Mikroskopie

Zur Bilddokumentation wurde eine digitale Schwarz-Wei3-Kamera (Spot Insight, Visitron
Systems, D-Puchheim) mit entsprechender Software (Spot Insight Software, Diagnostic
Instruments, Michigan, USA) verwendet.

Abbildung 31

Darstellung der einzelnen Bild- und Farbkomponenten und deren Uberlagerung in zwei
Bildtafeln (links vW, rechts GFAP): Bild A entspricht der DAPI-Kernfiarbung (blau), Teilbild B
jeweils den nukleiren STAT3-Signalen (rot), die spezifischen Zellmarker sind in C der vW-
Faktor und in D das GFAP (griin). Beide zusammengesetzten Bildtafeln auf der rechten und
linken Seite zeigen entsprechend von links nach rechts in der unteren Reihe eine Uberlagerung
vom Zellmarker (vW, GFAP) und dem DAPI-Signal (Kern), es folgt die Kombination von
STAT3-Signalen (rot) mit den Zellmarkern (griin). Schlieflich sind Bilder rechten unten der
jeweiligen Bildtafel alle drei Einzelbilder iibereinander gelagert zu sehen. Der Eichbalken fiir
die linke Bildtafel (vW, Endothel) entspricht 50 pm, der fiir die rechte Bildtafel (GFAP,
Astrozyten) 25 pm.

Entsprechend der emittierten Lichtfarbe wurden mit Hilfe eines Softwareprogramms
(Metamorph, Visitron Systems GmbH, D-Puchheim) die schwarz-weil} Bilder eingeférbt. Zur
Dokumentation erhielten demnach die STAT3-Signale eine rote, DAPI eine blaue und die
anderen Zell-spezifischen Marker eine grine Farbe. Zusitzlich konnte durch
Hintereinanderlegen der Einzelbilder einer Region eine Kolokalisation der Einzelsignale
dargestellt werden. Dazu wurden gleiche Ausschnitte mit den drei Filtern photographiert,
eingefdarbt und {bereinander gelagert. Dies ermoglichte zum einen den Nachweis von
spezifischen Zellmarkern in Zellen mit nukledren STAT3-Signalen. Zum anderen war ein
Beweis des nukledren Ursprungs von STAT3 in gleichen Ausschnitten von STAT3 und DAPI
moglich. Zur endgiiltigen Bildbearbeitung wurde die Adobe Photoshop Imaging-Software
benutzt. Eine Befunddokumentation, wie die Erstellung von Bildtafeln, erforderte
gegebenenfalls einen Farbabgleich oder eine Kontrastverstirkung mit dieser Software. Analog

zur Auswertung der Immunhistologiebilder aus den Free Floating Versuchen wurde ein
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tabellarisches Auswertungsschema angelegt, welches ebenfalls qualitativ die Dichten der
nukledren STAT3-Signale in den entsprechenden Hirnregionen aufzeigte.

6.2.4. Quantifizierung der Ergebnisse

Es wurde eine quantitative Auswertung vorgenommen. Zur Bestimmung der Anzahl von
STAT3-positiven Kernen in den sensorischen CVOs zihlte man zunéchst alle DAPI positiven
Kerne und danach den Anteil, der zusétzlich STAT3-Signale aufwies. Hierflir wurden pro
CVO (AP, SFO, OVLT) jeweils 3-4 Ausschnitte photographisch (dreifarbig: rot, STAT3;
blau, DAPI; griin, vW oder GFAP) dokumentiert. Insgesamt wurden 5 Tiere fiir die vW und
GFAP Analyse verwendet. Mittels Metamorph Colour Align wurde zur besseren
Kolokalisation zundchst die rote (STAT3) und dann die griine (Zellmarker) Farbe
ausgeblendet. Per Mausklick auf jeden DAPI gefarbten Kern war es mit einer manuellen
Zahlhilfe des Programms Metamorph moglich, die Zahl ,,1* zu schreiben. Nach Einblenden
der roten Farbe (STAT3) wurde wiederum jeder rote Kern zusitzlich mit der Zahl ,,2*
beschrieben. Die Anzahl an Kernen (1) bzw. Signalen (2) zeichnete das Programm
automatisch auf. Durch Einblenden der griinen Farbe (vW oder GFAP) konnte schlieBlich
iiber die Markierung mit der Zahl 3 der Anteil an dreifach positiven Zellen (1, 2, 3) ermittelt
werden. Es wurden Mittelwerte (der Schnitte einer Region) der Mittelwerte (der fiinf Tiere)
gebildet und mit dem Programm Sigmaplot mit ihren Standardfehlern graphisch dargestellt.

7. Erstellung von ,,Brain maps* des Meerschweinchengehirns

7.1. Material

Bisher gibt es lediglich einen einzigen Stereotaktischen Atlas des Vorderhirns des
Meerschweinchens von Thomas J. Luparello aus dem Jahr 1967. Dieser war fiir die hier
gezeigte neuroanatomische Analyse nicht geeignet. Zusitzlich hat sich inzwischen die
Nomenklatur einiger Gehirnregionen maligeblich verdndert.

Erstellung von eigenen Gehirnkartierungen des Meerschweinchens, so genannten ,,Brain
maps®, wurden immunhistochemisch mit DAB gefiarbte und gedeckelte Gehirnschnitte aus
Kapitel III 5 verwendet. Es handelte sich um Transversalschnitte aus den sechs
Gehirnbereichen, in denen die wichtigsten Strukturen mit hoher STAT3 Signaldichte
gefunden wurden. In Tabelle 15 sind relevante Gehirnstrukturen zu den entsprechenden
Schnittebenen und die jeweilige Lokalisation, wie sie bei der Ratte beschrieben wird,
aufgezeigt.
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Bregma Interaural
Schnittebene Relevante Gehirnstrukturen entspricht bei der Ratte
{in mm}
1 A OVLT, VMPO 0.2 9.2
2 D VMPO, SON, Pe, MnPO -0.4 8.6
3 B SON, Pe, PVN, SFO -0.92 8.08
4 E Pe, CA1-3, ARC, ME -3.6 5.4
5 F ARC, ME -4.16 4.84
6 C AP, NTS -13.68 -4.68
Tabelle 15

Gehirnschnittebenen des Meerschweinchens aufgelistet von cranial nach caudal, in denen
Gehirnareale mit hoher nukleirer STAT3-Dichte zu finden sind. Die Abweichungen vom
Bregma-Punkt bzw. der Interaural-Linie sind nach stereotaktischen Daten einer ca. 250g
schweren Ratte in mm vergleichend angegeben (Paxinos & Watson, 1998). Die sensorischen
CVOs sind in fett hervorgehoben.

AP: Area postrema; Arc, Nucleus arcuatus hypothalami; CA1-3, Felder 1-3 des Hippocampus;
ME, Eminentia mediana; MnPO, Nucleus praeopticus medianus; NTS: Nucleus tractus
solitarius; OVLT: Organum vasculosum laminae terminalis; Pe: Nucleus periventricularis
hypothalami; PVN: Nucleus paraventricularis hypothalami; SFO: Organum subfornicale; SON:
Nucleus supraopticus hypothalami; VMPO: Nucleus praeopticus ventromedialis.

7.2. Methode

Mit Hilfe eines Diascanners (SprintScan 35 Plus, Polaroid) wurden mit einer von der
institutseigenen Werkstadt hergestellten Schiebevorrichtung die Objekttrager durchleuchtet
und ein digitales Bild mit hoher Aufldsung erzielt. Uber Kontrastverstirkung und
Helligkeitsabgleich konnten hiermit alle wichtigen Hirnstrukturen neuroanatomisch in der
Ubersicht deutlich abgegrenzt werden. Durch Uberlagern einzelner Ebenen des digitalen
Gehirnatlas Paxinos & Watson (1998) der Ratte mit den entsprechenden Transversalebenen
des Meerschweinchens konnte durch Anpassen der Linien die Kartierung der
Gehirnstrukturen von der Ratte auf das Meerschwein iibertragen werden. Dafiir wurde das
Programm Corel Draw benutzt.

Diese ,,Brain maps“ wurden dann zur bildlichen Dokumentation der Verteilung der
nukledren STAT3-Signale in Endothelien des Gehirns genutzt (Kapitel IV 1.2). Dazu legte
man ein Pauspapier iiber eine entsprechende Gehirnkartierung des unter dem Mikroskop
betrachteten Gehirnschnittes und zeichnete mit schwarzer Tusche schematisch die Gefd3e mit
solchen Signalen auf das Papier in vergleichbarer Lokalisation und Grofe ein. Durch
Einscannen der Skizze auf dem Pausblatt konnte schlieBlich ein digitales Bild der
Gefilverteilung erzielt werden.

Weiterhin dienten die digitalen Gehirnkartierungen zur Ubersichtsdarstellung in den
Bildtafeln des Kapitels IV (Abbildung 57) und zur besseren Beschreibung der
Signallokalisation der Abbildung 65 zu den in situ Hybridisierungen aus Kapitel IV.
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Abbildung 32

Ubersicht zur Entstehung der Gehirnkartierungen anhand von eingescannten Gehirnschnitten
(Teilbild A) am Beispiel der Ebene 4. Die Linien der Kartierung wurden an die
Meerschweinstruktur angepasst (Teilbild B) und hiermit ein schematisches ,,Brain map“ erzeugt
(Teilbild C). Gestrichelte Linien geben eine nicht genaue Abgrenzbarkeit an. Graue Flichen
stellen Nervenfaserbiindel, schwarze Flichen Abgrenzungen und Ventrikelanteile dar

8. Enzymatischer Nachweis der NADPH-Diaphorase
8.1. Material

8.1.1. Gewebe

Fiir diesen Nachweis wurden bereits vorab doppelt Fluoreszenz-gefarbte Schnitte aus der
in Kapitel III 6 beschriebenen Versuchsreihe genutzt. Jeweils 2 Objekttragern (mit 2-4
Gewebeschnitten) pro Tier (n = 5) aus der Region des SFO wurden abgedeckelt. Dazu wurden
die Objekttrager 10 min. in PB (0,2 M) inkubiert und die Deckglidschen vorsichtig abgezogen.
Zum Abwaschen der Cityfluorreste und zum Rehydrieren des Gewebes wurde iiber Nacht bei
4°C in Verdiinnungs-Ldsung I1 (0,2 M PB; 0,1 % Triton-x) inkubiert und die Losung zweimal
gewechselt.

8.1.2. Verbrauchsmaterialien

Abkiirzung Beschreibung Verd. Hersteller

e . SIGMA 205-201;
B-NADPH+H B-Nicotinamid-dinucleotidphosphat 1200 Sigma Aldrich,

(reduzierte Form) D-Deisenhofen
SIGMA N-6876;
NBT Nitroblau-Tetrazolium 1:100 Sigma Aldrich,
D-Deisenhofen
Verdiinnungs- 0.1 % Triton X-100 _
Losung I1 Siehe oben
(V-Losung 1) In PB
95 % Stamm A + 5 % Stamm B, (pH 8,0), .
PBO,IM 1 : 2 mit Aqua bidest. verdiinnen Siehe oben
Tabelle 16

Verbrauchsmaterialien zum Nachweis der neuronalen Sickstoffmonoxidsynthase (nNOS)
nitrerger Neurone. Dieses Enzym hat sein pH-Optimum bei pH 8.0, die Schnitte mussten also
umgepuffert werden. Die Triton-X-Behandlung gewiihrleistet eine bessere Penetration der
Substrate zum Ort der Enzymwirkung.
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8.2. Methode

Es handelt sich hierbei um eine enzymbhistochemische Methode. Bei der NADPH-
Diaphorasefiarbung wird die Aktivitit des konstitutiv in Neuronen zum Teil auch Astrozyten
vorkommende Enzym neuronale Sickstoffmonoxidsynthase (nNOS) ausgenutzt. Die
Farbreaktion basiert auf der Reduktion von Tetrazoliumfarbstoffen durch dieses Enzym und
wird als endogene NADPH-Diaphoraseaktivitit bezeichnet. Auch im fixierten Gewebe besitzt
nNOS noch Aktivitit. Diese enzymhistochemische Untersuchung wurde hier also zur
Lokalisation der NOS-Isoenzyme, vornehmlich nNOS, genutzt. Fiir die lichtmikroskopische
Analyse hat sich der Einsatz von Nitroblau-Tetrazolium (NBT) als Protonenakzeptor bewihrt,
das bei der NADPH-Diaphorasefarbung einen wasserunldslichen, tiefblauen NBT-
Formazanniederschlag am Ort der enzymatischen Reaktion hinterlédsst (siche Abbildung 33).
So konnen Zellkorper und im Falle des Isoenzyms Typl der NOS, der neuronalen NOS
(nNOS), auch dendritische und axonale Zellausldufer spezifisch angefdrbt werden, wobei aus
der basischen Aminosdure L-Arginin sowohl L-Citrullin als auch das Radikal
Stickstoffmonoxid (NO) unter Mitwirkung Wasserstoff-iibertragender Kofaktoren gebildet
wird (Schmidt et al., 1993). Die NADPH-Diaphorasefarbung wurde somit zum Nachweis und
zur Lokalisation von Stickstoffmonoxid-produzierenden Neuronen und Nervenfasern
eingesetzt.

+

HN  NH, H,N NHCH O NH, A

S,

"'C” 0, NADPHH' C” 0O, »NADPHH® ‘C
- ‘|(—> ‘N Hydroxyaromm + Citrullin + NO
H,O NADP' H,O v NADP*
O, BNADPH/H* B
NBT 2 NBT-Formazan
v
H,O BNADP’
Abbildung 33

Der Mechanismus der Wirkung der NO-Synthase ist in Teilbild A dargestellt. Dieses Enzym
katalysiert einen Prozess, bei dem schlieBlich Wasser und gasformiges Stickstoffmonoxid
entstehen. Die Reaktion ist durch den Protoneniibergang auf die Aminosiure Arginin vermittelt.
In Teilbild B ist die hier zum Nachweis von Neuronen ausgenutzte Reaktion gegeniiber gestellt.
Dabei wurde das p-Nicotinamid-dinucleotid-phosphat als Protonendonor und Nitroblau-
Tetrazolium (NBT) als Protonenakzeptor -eingesetzt. Es entsteht der tiefblaue NBT-
Formazanniederschlag am Ort der NO-Synthase-Wirkung im Gewebe.
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8.2.1. Arbeitsprotokoll

Arbeitsschritt Reagenz Temp. Zeit
1 Umpuffern 0,1 M PB; pH 8,0 RT 3 x 10 min.
. 5 mg B-NADPH+H, 10 mg NBT, 0,3 % o .
2 Farben Tritin-X in 100 ml PB (01,M; pH 8,0) | -/ C | {ber Nacht
3 Waschen PB (01,M; pH 8,0) RT 3 x 10 min.
3-4 Tropfen Cityfluor (Citifluor AF1,
4 Deckeln Citifluor Products, GB-Kent), RT
Deckglidschen blasenfrei auftragen
5 Lagerung Dunkel 4°C Monate
Tabelle 17

Durchfiihrung der NADPH-Diaphorasefirbung: Es wurde bei allen Schritten soweit moglich
unter Lichtausschluss gearbeitet, um die vorhandenen Fluoreszenzmarkierungen nicht
abzuschwiichen.

Die Gewebeschnitte wurden entsprechend des Arbeitsprotokolls prozessiert. Die
Féarbelosung stellte man 30 min. vor der eigentlichen Inkubation her, damit sich die
urspriinglich pulverférmigen Substanzen unter Riihren bei 37°C 16sen konnten.

8.2.2. Mikroskopie

Durch  Kombination der Techniken der Durchlichtmikroskopie und  der
Fluoreszenzmikroskopie, wie in den Kapiteln III 5.2.3 und 6.2.3 beschrieben, konnten die
Schnitte ausgewertet werden. Der tiefblaue NBT-Formazanniederschlag wurde mit Durchlicht
dokumentiert (Abbildung 34), die Kerne (DAPI; blau) und die nukledren STAT3-Signale
(Cy3; rot) photographierte man extra mit Hilfe der Lichtfilter. Entsprechend der anderen
Doppelmarkierungen wurden zusammengesetzte und Einzel-Bilder mit Farben (NADPH-d
griin, DAPI-Kerne blau, STAT3-Signale rot) hinterlegt.

Abbildung 34

Sichtbarmachung kortikaler Neurone durch den tiefblauen NBT-Formazanniederschlag im
durchlichtmikroskopischen Bild als schwarze Kontur der Zellen. Der Skalierungsbalken
entspricht einer Linge von 50 pm.

9. In situ Hybridisierung von COX-2 mRNA

Der Nachweis von COX-2 mRNA im Gehirn des Meerschweinchens mittels in situ
Hybridisierung erfolgte in Kooperation mit Herrn Dr. Stephan Barth (Institut fiir
Erndhrungsphysiologie, Bundesforschungsanstalt fiir Erndhrung und Lebensmittel, Karlruhe).
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Die experimentelle Stimulierung der Versuchstiere sowie die Gewinnung der Gehirne
erfolgten im Institut fliir Veterindrphysiologie. AnschlieBend wurden die Gehirne im
tiefgefrorenem Zustand an Herrn Dr. Barth weitergeleitet, in dessen Labor in Karlsruhe die in
situ Hybridisierung durchgefiihrt wurde.

9.1. Material

9.1.1. Gewebe

Fir die in situ Hybridisierung wurden schockgefrorene nicht perfundierten Gehirne
verwendet (siche Punkt 1.2.5.3.3 ). 20 um Schnitte wurden am Kryostaten (HM 500-O,
Microm, D-Walldorf) geschnitten und auf silanisierte Objekttriger aufgezogen.

9.1.2. Verbrauchsmaterialien

Losungen Beschreibung Hersteller

Proben 7,5-10 x 10° cpm/ul je Oligonukleotid Siehe 111 9.1.2.1

50 % deionisiertes Formamid

5 x Denhardt’s Losung
10 % (w/v) Dextransulfat

" 0,75 M NaCl D-Deisentofen
Hybridisierungs-Puffer 25 mM PIPES
25 mM EDTA
0,2 % (w/v) SDS
250 pg/ml Herringsperma DNA D]—31€/[earr11rr11%12ri’m
SSC Standard Saline Citrate Sigma
Kodak Biomax Detektionsfilm der Radioaktivitit Amersham, Freiburg

Ilford Phenisol, Hypam

Entwickler und Fixierer

E-Cheshire

Tabelle 18
Verbrauchsmaterialien zur Durchfiihrung der in situ Hybridisierung.

9.1.2.1.Herstellung der Sonden

ORIGIN

15 atgctc gececegegcegc tgetgetctg cgcagegcetg getctcggec

61 aggcagccaa tccttgetgt tccaaccegt gtcaaaaccg aggggaatgt ctgagtgtag
121 gatttgaccg gtacaagtgc gactgcaccc ggacaggcta ttacggtgaa aactgtacca
181 cacctgaatt tctaacaaga ataaaattac tgctgaagcc cacccccaac acggtgcact
241 atatactgac ccacttcaaa ggagtctgga acatcgtcaa taacattccc ttcctgcgca
301 atgcaatcat gatatatgtg ttgacgtcca gatctcatct gatcgacagt ccaccaactt
361 acaatgcgca ttatggctac aaaagctggg aagccttctc taacctctce tactacacca
421 gagcgcttce tceegtggeg gatgactgec cecactceccat gggtgtgaaa gggaagaagg
481 agcttcctga ttcaaatgag gttctggaaa aagttcttct aagaaggaag ttcatccctg
541 atccccaagg cacaaatatg atgttcgctt tctttgccca geattttact catcagtttt
601 tcaagtcaga tcaaaaacgg ggaccagctt tcaccacggg actggcccat ggggtggacc
661 taagtcatat ttatggtgaa actctagata gacagcacaa actgcgcctt ttcaaggatg
721 gaaaaatgaa ataccagata attgatggag agatgtaccc tcccactgtc aaagaaactc
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781 aagtagagat gatgtaccca ccctacatce ccgagceatge acgctttgct gtgggecagg

841 aggtcttcgg tctggtgcca ggcctgatga tgtacgecac catctggetg cgggageata  >[Sonde A
901 acagagtgtg coatgtgctt aaacaggagce atccagagty ggatgatgaa cgcctgttce

961 agacaagccg gctaatattg ataggagaaa cgattaagat agtgatigaa gactatgtac  >Sonde B
1021 agcatttgag cgggtatcat ttcaaactga agtttgaccc agagctgctt ttcaaccagc

1081 aattccagta ccagaaccgc attgcttccg agtttaacac gctgtatcac tggcatcccc
1141 ttctgcctga cacctttcaa attgatgacc aagtttataa ctttcaacag tttctctaca
1201 acaactctat attagtagaa catggactta cccagtttgt tgaatcattc accaagcaaa

1261 ttgceggeag ggtcgetgge ggtaggaatg ttececttge agtccaaagg gtggcaaagg  >[Sonde d
1321 cttccattga gcacagcaga aagatgaaat accaatctct gaatgaatac cgcaaacgct

1381 tcttgatgaa accgtatacg tcatttgaag aacttacagg tgagaaggaa atggctgcag

1441 gattggaagc cctctacggt gacattgatg cgatggagct gtatcccgcece cttctcgtgg

1501 aaaaacctcg gccagacgct attttcgggg agaccatggt ggagatggga gcaccattct

1561 ccttgaaagg acttatgggt aaccctatat gctcacctca ctactggaag ccgagtactt

1621 ttggaggaga agtgggtttt cagatcgtca acactgcctc catccagtct ctcatctgca

1681 ataacgtgaa gggctgtcct gtcactgcegt ttaatctccc agatccgceag ctigccaaaa

1741 cagtcaccat taacgcgagt gcttcccact ccagactgga agacctcagce cccactgtac

1801 tgctaaaagg acgttcgacg gagctgtag

Abbildung 35

Kodierende c¢DNA-Sequenz der Cyclooxygenase-2 (COX-2) des Meerschweinchens (Cavia
porcellus, (Bracken et al., 1997): Zu den gelb hinterlegten Sequenzen wurden drei
Oligonukleotide erstellt, die 33 P markiert als Sonden-Mix im Verhiltnis 1:1:1 zum Nachweis
der mRNA in der in situ Hybridisierung eingesetzt wurden.

Die spezifischen komplementéren Oligonukleotide, deren Sequenzen in Abbildung 35
hervorgehoben sind, besalen zur COX-1 cDNA eine Homologie von unter 10 %. Damit
waren Kreuzreaktionen mit der mRNA dieser Enzym-Isoform nicht zu erwarten. Die Sonden
wurden am 3’-Ende mit Hilfe der terminalen Desoxynucleotidyltransferase (Amersham, D-
Braunschweig) mit (a’’P) dATP, einem dATP-Analog, radioaktiv markiert. SchlieBlich
wurden markierte Sonden mittels Sdulen-Chromatographie (Amersham, D-Freiburg) von
nicht in Sondenmolekiilen eingebautem (o’°P) dATP getrennt. {weitere Einzelheiten siche:
(Barth & Gerstberger, 1999)}

9.2. Methode

Mit Hilfe der in situ Hybridisierung wird die induzierte Bildung bestimmter Genprodukte
auf der Ebene der mRNA direkt im Gewebeschnittpriparat nachgewiesen. Ein erstmaliges
Auftreten oder eine deutliche Zunahme der Menge einer spezifischen mRNA kann somit als
Nachweis fiir eine stimulierte Transkription eines bestimmten Gens genutzt werden. Es ist
allerdings immer zu bedenken, dass die Methode keine Aussagekraft flir eine weitere
Regulation der Translation sowie der Enzymaktivitit (hier des Enzyms COX-2) besitzt. Es
gibt zwar bereits Studien in anderen Tierspezies, die das Enzym COX-2 auf Proteinebene
nachweisen (Matsumura et al., 1998a; Konsman et al., 2004). Da jedoch fiir die COX-2 des
Meerschweinchens noch keine spezifischen Antikorper verfiigbar sind, war der Nachweis auf
der Ebene der mRNA mittels in situ Hybridisierung hier die Methode der Wahl.

Allgemein teilt man diese Hybridisierungstechnik anhand der Detektionssysteme in
radioaktive und nicht radioaktive Verfahren ein. Die Sensitivitdt der Markierung mit
radioaktiven Isotopen ist vergleichsweise hoch und wurde aufgrund der zu erwartenden
niedrigen Expressionsrate von COX-2, auch nach Stimulation, in dieser Studie genutzt.
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Anstelle des direkten Nachweises der mRNA innerhalb der Gewebeschnitte wurde auf die
Gewebeschnitte ein hochsensitiver, hochauflosender Rontgenfilm aufgelegt, der durch die
beta-Partikel der spezifisch hybridisierten Sondenmolekiile an entsprechender Stelle
"belichtet" wurde und somit nach photographischer Entwicklung in Form einer Schwérzung
eine Abbildung und Verteilung der COX-2-Expression wiedergibt. Schlieflich konnten
spezielle Gehirnstrukturen durch Vergroferungen der entwickelten Filme hervorgehoben
werden, ohne allerdings eine direkte morphologische Zuordnung oder zelluldre Auflésung der
Hybridisierungssignale zu erreichen.

9.2.1. Arbeitsprotokoll

Arbeitsschritt Reagenz Temp. Zeit
1 Fixation Fixierungslosung (PFA 4 %) RT 5 min.
2 Waschen PB RT 2 X 5 min.
Aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol)
V) 0 0 1
3 Dehydrierung (60 %, 80 %, 100 %) RT JSG \;vneigs
Trocknung unter Vacuum '
o Hybridisierungspuffer 50 pl / Schnitt 16 h in einer
4 | Hybridisierung 52°C feuchten
Sonden Kammer
Post- 4 x SSC RT 3 x 5 min.
5 | hybridisi -
O ahen = 2 x SSC 37°C | 3x5min,
6 Trocknung unter Vacuum RT 3h
7 Belichtung Kodak Biomax 4°C 7 Tage
8 Entwicklung [lford Phenisol RT (ab
. jetzt im
9 Fixierung [lford Hypam Dunkeln)
Tabelle 19

Arbeitsprotokoll zur in situ Hybridisierung der COX-2 mRNA des Meerschweinchens.

Die in situ Hybridisierung wurde diesem Protokoll entsprechend durchgefiihrt. Die
Zusammensetzungen der einzelnen Losungen sind Tabelle 19 zu entnehmen.

Aufgrund der Verwendung radioaktiv markierter Sonden fiir den Nachweis der COX-2
mRNA mussten die dafiir geltenden Sicherheitsvorschriften eingehalten werden und erfolgte
daher im "Innerbetrieblichen Uberwachungsbereich" in Karlsruhe (siehe oben).

10. Auswertung und Statistik

10.1. Daten zur Korperkerntemperatur

Die iiber den Zeitraum von —120 min. bis 360 min. aufgezeichneten Daten der
Kérperkerntemperaturen wurden aus dem Messprogramm Vital View in Excel®-Tabellen
iiberfiihrt und ausgewertet. Die Werte der abdominalen Korpertemperatur der verschiedenen
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Gruppen wurden als Mittelwerte mit Standardfehler zur besseren Ubersichtlichkeit in
Intervallen von 15 min. dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit SigmaStat
(Jandel Scientific, CA-Corte Madera). Die Korpertemperaturen der LPS-stimulierten Tiere
wurden dabei mit den Korpertemperaturen ihrer entsprechenden Kontrollen bzw.
pharmakologisch behandelter Tiere verglichen. Dies erfolgte mittels einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA), der sich ein post-hoc-Test nach Bonferroni anschloss. Bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0.05 lagen statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den Vergleichsgruppen vor.

Zusitzlich wurde zur Beurteilung der Stirke der Fieberreaktionen der Fieberindex
herangezogen. Dabei handelt es sich um eine Grofle, die durch Integration der Fliache unter
der Fieberkurve ermittelt wird. Als Basis verwendete man den Mittelwert aller
Korpertemperaturen der beiden Stunden vor dem Injektionszeitpunkt. Die dariiber liegenden
Flachen wurde als Wert dann graphisch mit Prism (Graphpath Software) ausgewertet und
ebenfalls als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt (Abbildung 36). Die einzelnen
Tiergruppen wurden hierbei mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse verglichen. Im
Anschluss an jede Varianzanalyse schliisselte man signifikant unterschiedliche Gruppen auf
(Statview, Abacus Concepts, Berkley, Kalifornien, 1992). In der ANOVA wurde dies mit
Hilfe des Scheffé-Tests als post-hoc-Test auf dem 5 % Niveau ermittelt (Bortz, 1989).
Signifikante Unterschiede wurden in den entsprechenden Dokumentationen durch
unterschiedliche Buchstaben iiber den Balken angezeigt.
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Abbildung 36

Ermittlung des Fieberindex: (linke Abbildung) Die horizontale Linie gibt die durchschnittliche
Ausgangstemperatur als den Mittelwert der Temperaturen der beiden Stunden vor der
Pyrogen-Gabe an. Uber den Zeitraum von 6 Stunden errechnet sich der Fieberindex aus dem
Integral der schraffierten Fliche zwischen der Fieberkurve und der basalen
Ausgangstemperatur (rechte Abbildung). Der Fieberindex ist damit ein Mal} fiir die Stiirke des
Fiebers und kann wie hier als Balkendiagramm graphisch dargestellt werden.

Im Versuchsansatz vom Ergebnisteil 3 zur Rolle von Prostaglandinen wurden zur besseren
Anschaulichkeit nicht die absoluten Temperaturwerte in den Fieberkurven aufgetragen.
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Vielmehr wurde aus der Vorlaufzeit der Mittelwert der Temperatur als Nulllinie festgelegt
und von den gemessenen Absolutwerten abgezogen. Diese Temperaturkurven wurden in
gleicher Weise dargestellt wie bereits beschrieben {A Ty, (°C)}.

10.2. Daten zu den IL-6 Bioassays

Mit Hilfe des mitgemessenen Standards (Kapitel III 3.1.3) in seinen unterschiedlichen
Verdiinnungen konnte fiir jedes Assay eine spezifische Eichkurve erstellt werden. Dabei
wurde die optische Dichte (auf der Ordinate) gegen ihre jeweilige IL-6-Konzentration (auf der
Abszisse) aufgetragen. Exemplarisch ist hier eine Kurve dargestellt, welche mit Hilfe des
Kalkulationsprogramms Microsoft Excel 7.0 erstellt wurde (Abbildung 37).

0.8 -
0.7 4 e
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 - y = 0.2088Ln(x) + 0.1311
0.2 - R =0.9923

0.1 -
0.0} =u "

0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100
IL-6 Konzentration [IY ml]

Optische Dichte

Abbildung 37
Darstellung einer Eichkurve eines IL-6-Assays.

Der wachstumsfordernde Effekt von IL-6 ist konzentrationsabhéngig. Charakteristischer
Weise erhilt man in einem bestimmten Bereich einen linearen Anteil der Kurve, da bei
steigender Konzentration um einen konstanten Faktor auch das Wachstum (Vermehrung) der
Zellen ansteigt. SchlieBlich ist dies wiederum direkt proportional zur Menge an umgesetzten
Formazan-Kristallen, was sich in einer Zunahme der optischen Dichte widerspiegelt. Bei
geringen IL-6-Werten ist der Effekt kleiner, es wird keine Linearitdt beobachtet. Bei sehr
hohen Dosen dndert sich der Kurvenverlauf ebenfalls, solche Konzentrationen steigern das
Wachstum nicht mehr, oder hemmen es sogar bzw. kénnen dann auch toxisch auf die Zellen
wirken. Dementsprechend konnte jedes Assay lediglich im Bereich des linear ansteigenden
Teils des Kurvenverlaufs zur Auswertung der Proben herangezogen werden. Proben mit
hoheren oder niedrigeren Gehalten, als durch die Gerade jeweils abgedeckt, mussten von der
Auswertung ausgeschlossen und anders vorverdinnt werden. Die zugehorige
Regressionsgleichung konnte also nur vom Anfangspunkt zum Endpunkt der Geraden in
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einem klar definierten Konzentrationsbereich zur Errechnung der biologisch aktiven IL-6
Konzentrationen genutzt werden {IU/ml}. Zur Qualitdtskontrolle wurden zusétzlich definierte
Mengen an IL-6 eines international festgelegten Standards mitgemessen. Die ermittelten
Konzentrationen im Blutplasma zu den unterschiedlichen Zeitpunkten (-60 min., +90 min.)
unter den verschiedenen Versuchbedingengen (LPS 10 pg/kg i.a., 30 pg/kg i.p., 100 pg/kg
s.c., 10 pg/kg s.c.; NaCl s.c., i.p., i.a.) wurden wie die Fieberindices mittels einfaktorieller
ANOVA und post-hoc-Test nach Scheffé verglichen und mit Hilfe von Prism (Graphpath
Software) graphisch dargestellt. Da die Werte allerdings nicht normalverteilt waren, wurde
eine Logarithmierung vor der Durchfithrung der Statistik vorgenommen. Signifikante
Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen wurden in den entsprechenden Abbildungen mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet.

10.3. Daten zum PGE, Immunoassay

Die im kompetitiven ELISA ermittelten optischen Dichten wurden nach dem gleichen
Prinzip wie die IL-6-Konzentrationen ausgewertet. Hierbei musste lediglich der umgekehrten
Proportionalitit Rechnung getragen werden. Bei hohen optischen Dichten war
dementsprechend wenig Proben-PGE, enthalten. Die Regressionsgerade, die aus den Werten
der Standardverdiinnungsreihe ermittelt wurde, hat somit eine negative Steigung. Die
Mittelwerte mit Standardfehler der Lavageproben-Konzentrationen jeder Tiergruppe wurden
mit Prism (Graphpath Software) dargestellt. Die Werte wurden mit einer einfaktoriellen
ANOVA und post-hoc-Test nach Scheffé verglichen und signifikante Unterschiede mit
verschiedenen Buchstaben ausgewiesen.
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Abbildung 38

Eichkurve fiir ein PGE,-Immunoassay
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10.4. Daten zu der STAT3 Signal-Zahlung

Die Anzahl der gezdhlten STAT3-immunreaktiven Zellkerne aus der Versuchreihe im
Kapitel III 5.2.4 und 6.2.4 wurde mit Prism (Graphpath Software) als Mittelwert mit
Standardfehler graphisch dargestellt. Es handelte sich also um Mittelwerte der Tiergruppen
vom Mittelwert der einzelnen Tiere. Die gewonnen Daten dieser Gruppen wurden als
Mittelwerte mit Standardfehler angegeben, wobei die einzelnen Gruppen fiir Kapitel III 5.2.4
mit einer einfaktoriellen ANOVA und anschliefendem post-hoc-Test nach Scheffé statistisch
verglichen wurden. Vor der statistische Auswertung mit Statview (Abacus Concepts, Berkley,
Kalifornien, 1992) erfolgte eine Logarithmierung der Werte, da keine Normalverteilung
vorlag. Eine statistisch signifikanter Unterschied lag bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
P <0.05 vor.

Es sollte zusétzlich iiberpriift werden, ob es einen Zusammenhang zwischen der Menge an
STAT3-immunreaktiven Zellkernen im Gehirn und der jeweils gemessenen IL-6
Konzentrationen in der Zirkulation gab. Dazu wurden die gezdhlten Mengen an nukledren
STAT3-Translokationen der FEinzeltiere aus den vier verschiednen LPS-behandelten
Tiergruppen mit den entsprechend gemessenen IL-6 Mengen mit Hilfe des Programms
SigmaPlot (Jandel Scientific, CA-Corte Madera) statistisch ausgewertet. Eine graphische
Darstellung der IL-6 Werte im Verhéltnis zur Anzahl an nukledren STAT3-Signalen erfolgte
jeweils logarithmisch, der Korrelationskoeffizient wurde ermittelt und angegeben.
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IV. ERGEBNISSE

1. Nukleire Translokation des Transkriptionsfaktors STAT3 im
Meerschweinchengehirn wihrend systemischer oder lokaler
Inflammation

1.1. Fieber und zirkulierendes IL-6 nach systemischer oder lokaler Gabe

von LPS
Injektion/ futzzalil]
Versuchstiergruppe | Substanz Abkiirzun Dosis der Untersuchung
8 Tiere
Systemische Lp. 30 pg/kg 6
Inflammation ia. 10 we/k 5
LPS ng/kg .
) 100 pg/kg 6 1. Fieber
Lokale Inflammation s.C. -60 - +360 min.
10 png/kg 5
: 2. IL-6 Werte
Kontrolle System. Lp. 6 {IU/ml} bei -60, +90
Inflammation ia 5 min.
NaCl - 1 ml/kg KG
Kontrolle Lokale sc 5
Inflammation e
Tabelle 20

Ubersichtstabelle der Versuchsreihen mit Dosierung, Applikationsform, Anzahl der Tiere und
betrachteten Messwerten

Die obige Tabelle (Tabelle 20) gibt Auskunft iiber die sieben Versuchsgruppen. Zur
Simulierung einer lokalen Entziindung durch das exogene Pyrogen LPS wurden zwei
verschiedene Dosierungen in die subkutane Kammer injiziert (LPS, 10 pg/kg und 100 pg/kg
s.c.). Eine systemische Inflammation induzierte man durch intraarterielle oder intraperitoneale
Applikation von LPS (LPS, 10 pg/kg i.a.; LPS, 30 pg/kg i.p.). La., i.p., und s.c. (hohere
Dosis) Injektionen resultierten im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollgruppen (NaCl
0,9 %, i.a., i.p., s.c.) in einer robusten Fieberreaktion (Teilbild A in Abbildung 39, Abbildung
40, Abbildung 41 und Abbildung 42). Diese war in beiden Féllen der systemischen
Inflammation und bei der hoheren Dosis im lokalen Entziindungsmodell deutlich biphasisch.
Ein erstes Maximum wurde bei intraarterieller Gabe bereits nach 30 min. (i.a., 40,31°C +
0,20) in den beiden anderen Féllen erst nach 60 min. erreicht (i.p., 40,73°C + 0,19; s.c.,
40,46°C + 0,12). Das zweite Maximum lag in den zwei systemisch behandelten Gruppen bei
150 min. (i.a., 41,34°C + 0,10; i.p., 40,80°C £ 0,16) und nach Gabe der hoheren subkutan
gegebenen Dosis bei 165 min. (100 pg/kg s.c., 40,63°C £+ 0,36). Fiir die Tiere, denen die
niedrige LPS-Dosis (10 pg/kg s.c.) in die subkutane Kammer injiziert wurde, war ein Plateau
mit den hochsten Korperkerntemperaturen zwischen 120-150 min. zu verzeichnen (10 pg/kg
s.C., 39,99°C £ 0,37). Eine Zusammenfassung der Stirke der Fieberreaktionen ist anhand der
Fieberindices aller sieben Tiergruppen in Abbildung 43 dargestellt.
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Abbildung 39

Fieberreaktion (A; Ty, body temperature) und zirkulierendes Interleukin-6 (B; IL-6) von
Meerschweinchen vor und nach Gabe von LPS (10 pg/kg, i.a.; A, schwarze Dreiecke; B,
schwarze Siulen) oder Losungsmittel (NaCl; A, weille Dreiecke; B, weille Sidulen): Im Zeitraum
von 30-300 min. ist die Pyrogen-induzierte Fieberkurve signifikant gegeniiber der
Temperaturkurve der Kontrollgruppe erhoht. Die Temperaturwerte wurden dazu mit einer
zweifaktoriellen ANOVA und einem post-hoc-Test nach Bonferroni verglichen. IL-6 im Plasma
wurde 60 min. vor und 90 min. nach der Injektion von LPS und NaCl gemessen.
Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siulen zeigen signifikante Unterschiede gegeniiber den
anderen Sédulen an (P < 0.05). Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.
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Abbildung 40

Fieberreaktion (A; Ty, body temperature) und zirkulierendes Interleukin-6 (B; IL-6) von
Meerschweinchen nach Gabe von LPS (30 ng/kg, i.p.; A, schwarze; B, schwarze Sdulen) oder
Losungsmittel (NaCl; A, weile Rauten; B, weifle Sidulen). Im Zeitraum von 30-270 min. ist die
Pyrogen-induzierte Fieberkurve signifikant gegeniiber der Temperaturkurve der
Kontrollgruppe erhoht. Die Temperaturwerte wurden dazu mit einer zweifaktoriellen ANOVA
und einem post-hoc-Test nach Bonferroni verglichen. Zirkulierende Werte an bioaktivem IL-6
wurden 60 min. vor und 90 min. nach der Pyrogen-Gabe gemessen. Unterschiedliche
Buchstaben iiber den Siulen zeigen signifikante Unterschiede gegeniiber den anderen Séiulen an
(P <0.05). Alle Werte sind als Mittelwerte = Standardfehler dargestellt.
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Abbildung 41

Fieberreaktion (A; Ty, body temperature) und zirkulierendes Interleukin-6 (B; IL-6) von
Meerschweinchen nach Gabe von LPS (100 pg/kg, s.c.; A, schwarze Kreise; B, schwarze Sdulen)
oder Losungsmittel (NaCl; A, weille Kreise; B, weille Siulen). Im Zeitraum von 30-360 min. ist
die Pyrogen-induzierte Fieberkurve signifikant gegeniiber der Temperaturkurve der
Kontrollgruppe erhoht. Die Temperaturwerte wurden dazu mit einer zweifaktoriellen ANOVA
und einem post-hoc-Test nach Bonferroni verglichen. Zirkulierende Werte an bioaktivem IL-6
wurden 60 min. vor und 90 min. nach der Pyrogen-Gabe gemessen. Unterschiedliche
Buchstaben iiber den Siulen zeigen signifikante Unterschiede gegeniiber den anderen Séiulen an
(P <0.05). Alle Werte sind als Mittelwerte = Standardfehler dargestellt.
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Abbildung 42

Fieberreaktion (A; Ty, body temperature) und zirkulierendes Interleukin-6 (B; IL-6) von
Meerschweinchen nach Gabe von LPS (10 pg/kg, s.c.; A; schwarze; B, schwarze Siulen) oder
Losungsmittel (NaCl; A, weille Quadrate; B, weifle Sidulen). Im Zeitraum von 135-165 min. ist
die Pyrogen-induzierte Fieberkurve signifikant gegeniiber der Temperaturkurve der
Kontrollgruppe erhoht. Die Temperaturwerte wurden dazu mit einer zweifaktoriellen ANOVA
und einem post-hoc-Test nach Bonferroni verglichen. Zirkulierende Werte an bioaktivem IL-6
wurden 60 min. vor und 90 min. nach der Pyrogen-Gabe gemessen. Unterschiedliche
Buchstaben iiber den Siulen zeigen signifikante Unterschiede gegeniiber den anderen Séiulen an
(P <0.05). Alle Werte sind als Mittelwerte = Standardfehler dargestellt.

Alle sieben untersuchten Versuchsgruppen zeigten eine Stunde vor der Injektion mit LPS
oder Losungsmittel mittlere Plasmaspiegel an IL-6 in einem Bereich von 30-80 I.U./ml.
Verglichen mit diesen Basalwerten vor der Pyrogen-Behandlung stiegen die biologisch
aktiven IL-6-Werte innerhalb von 90 min. nach der Applikation in allen vier LPS-behandelten
Gruppen signifikant an (P < 0,0001 fiir die Gruppen: LPS 10 ng/kg i.a., 30 pg/kg i.p. oder
100 pg/kg s.c.; P =0,0069 fiir die Gruppe: LPS 10 pg/kg s.c.; ANOVA). 90 min. nach lokaler
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Gabe der niedrigen Dosis (10 pg/kg s.c.) waren dagegen die mittlere IL-6-
Plasmakonzentration im Vergleich zu den Werten der entsprechenden Kontrollgruppe nicht
signifikant erhoht (Abbildung 42). Bei keiner der drei Kontrollgruppen stieg der mittlere IL-
6-Plasmaspiegel 90 min. nach i.a., i.p. oder s.c. Gabe des Losungsmittels signifikanten iiber
den Basalwert vor der jeweiligen Injektion an (Teilbilder B der Abbildung 39, Abbildung 40,
Abbildung 41 und der Abbildung 42). Eine Zusammenfassung der IL-6-Werte aller sieben
Tiergruppen, gemessen 90 min. nach Gabe von LPS oder NaCl, ist in Abbildung 44 gezeigt.

Stimulation Kontrolle
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- 75_ a T E - I-a.
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S g [ Tip
— 5.0F ;
5 2 M sc.
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LL H C 01
0.0 L10 L30 L100 L10 :
25L o ¢
Tiergruppen
Abbildung 43

Vergleichende Zusammenfassung der integrierten Fieberreaktionen (F.I. {°Ch} (6h)) von
Meerschweinchen nach Gabe von LPS oder Losungsmittel in verschiedenen Applikationsformen
(i.a., schwarze Saule; i.p., weille Siule; s.c., graue Siulen) Die unterschiedlichen Gruppen sind
identisch zu den in den Abbildungen 39-42 gezeigten Gruppen. Unterschiedliche Buchstaben
iiber den Siulen zeigen signifikante Unterschiede gegeniiber den anderen Siulen an (P < 0.05).
Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.

Die Berechnung der Fieberindices (Flache unter der Fieberkurve als MaB fiir die Stiarke des
Fiebers, Abbildung 43) ergab, dass die Stirke und Dauer des LPS-induzierten Fiebers in den
beiden systemischen (i.a., 1.p.) und in einer lokalen Versuchsgruppe (hohere Dosis 100 pg/kg
s.c.) gleichwertig waren. Die integrierte Fieberantwort nach Gabe der niedrigen Dosis in die
subkutane Kammer zeigte sich im Vergleich zur i.a. und i.p. Gruppe signifikant kleiner. Dies
galt nicht, wenn man die Reaktionen bei lokaler Applikation in den zwei unterschiedlichen
Dosieungen gegeniiberstellte (100 pg/kg LPS s.c. versus 10 pg/kg s.c.). Hierbei war, was die
integrierte Fieberantwort betrifft, keine kennzeichnende Abweichung vorhanden. Ein
Vergleich der Fieberkurven der mit 100 bzw. 10 pg/kg s.c. behandelten Gruppen ergab jedoch
in den Zeitraumen 30-105 und von 130-330 min. nach Injektion signifikante Unterschiede der
mittleren Korperkerntemperatur (zweifaktorielle ANOVA mit wiederholten Messungen mit
einem Bonferroni's post-hoc-Test).

Die i.a. und i.p. Behandlung von Meerschweinchen mit LPS resultierte nach 90 min. in
einem erheblichen Anstieg an zirkulierendem IL-6. Mittlere Plasmakonzentrationen von
57.772 TU/ml (i.a.-Gruppe), oder 30.617 IU/ml (i.p.-Gruppe) wurden zu diesem Zeitpunkt
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gemessen. Nach der subkutanen Applikationen von LPS wurde ein wesentlich geringerer
Anstieg an IL-6 in der Zirkulation von 2.527 IU/ml (100 pg/kg) oder 592 IU/ml (10 pg/kg)
festgestellt. Die in den vier Gruppen gemessenen Mengen an biologisch aktivem IL-6
unterschieden sich jeweils signifikant (Abbildung 44).

Verglichen mit den i.a. und i.p. mit steriler NaCI-Losung behandelten Gruppen, zeigten
Meerschweinchen, die s.c. die Losungsmittelinjektion erhielten, geringe, aber signifikant
erhohte IL-6-Plasmakonzentrationen 90 min. nach der Injektion (114 IU/ml; P = 0,0288, NaCl
s.c. versus NaCl i.a.; P =0,0278, NaCl s.c. versus NaCl i.p.).
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Abbildung 44
Vergleichende Zusammenfassung zirkulierender Spiegel an bioaktivem IL-6 von
Meerschweinchen nach Gabe von LPS oder Losungsmittel in verschiedenen Applikationsformen
(i.a., schwarze Saule; i.p., weille Saule; s.c., graue Siulen) Die unterschiedlichen Gruppen sind
identisch zu den in den Abbildungen 39-42 gezeigten Gruppen. Unterschiedliche Buchstaben
iiber den Siulen zeigen signifikante Unterschiede gegeniiber den anderen Siulen an (P < 0.05).
Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass ungeachtet des Injektionsorts die Applikation von
LPS beim Meerschwein Fieber erzeugte. Diese Fieberreaktion war begleitet von einer
drastischen Erhohung an IL-6 bei systemischer Applikation. Ein moderaterer Anstieg der
Korpertemperatur und besonders der IL-6 Induktion war vorhanden, wenn LPS lokal in die

subkutane Kammer injiziert wurde.
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1.2. Nukleire STAT3-Translokation in Gehirnzellen nach systemischer
oder lokaler Gabe von LPS

Versuchstiergruppe | Substanz irglgll{rt;?;/g Dosis dérn%?gl}e Untersuchung
Systemische 1.p. 30 nglkg 3
. . 1. Kontrolle der
Inflammation LPS L.a. 10 pg/kg 5 Fieberreaktion von
Lokale sc 100 pg/kg 4 -60 - +90 min.
Inflammation e 10 pg/kg 3 2. Kontrolle der
- IL-6-Werte {IU/ml}
Kontrolle system. 1.p- 3 bei +90 min.
Inflammation ia. 3 3. Immunhistochemie
NaCl I mikg KG fiir STAT3 mit DAB
Kontrolle lokale sc 3 Gegenfirbung
Inflammation -
Tabelle 21

Ubersichtstabelle der Versuchsreihe zur Untersuchung nukleirer STAT3-Translokationen mit
Dosierung, Applikationsform, Anzahl der Tiere und betrachteten Messwerten

Auch diese Versuchsreihe wurde mit 7 Gruppen durchgefiihrt, die entsprechend wie in
Kapitel IV 1.1 behandelt werden. Zur Kontrolle der Versuche zeichnete man die
Fieberreaktion auf und ermittelte die biologisch aktiven IL-6-Werte zum Zeitpunkt der
Perfusion (90 min. nach Stimulation). Dies ermdglichte eine Uberpriifung der Wirksamkeit
der durchgefiihrten Injektionen. Hingegen konnte hier durch den kleineren
Stichprobenumfang eine statistische Auswertung nicht durchgefiihrt werden. Es ist also
festzustellen, dass die hier aufgezeichneten Daten lediglich zur Kontrolle fiir die Aussagekraft
der Immunhistologie dienten.
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Abbildung 45

Zur Uberpriifung der Fieberreaktion (T, body temperature) nach systemischer (A, LPS
10 pg/kg i.a.; B, LPS 30 png/kg i.p.) oder lokaler LPS-Stimulation (C, LPS 100 pg/kg s.c.; D, LPS
10 pg/kg s.c.) wurden Temperaturkurven im Vergleich zu entsprechenden Kontrollsituation
(leere Symbole) aufgezeichnet. Zum Zeitpunkt 90 min. nach Applikation fiihrte man die
Perfusion der Meerschweinchen durch. Alle Werte sind als Mittelwerte = Standardfehler
dargestellt.

Den Abbildung 45 Abbildung 46 ist zu entnehmen, dass die in Kapitel IV 1.1 vorher
beschriebenen Verhéltnisse auch bei den immunhistologisch untersuchten Tieren vorlagen.
Die Stérke des Fiebers korreliert mit der LPS-induzierten Hohe an zirkulierendem IL-6.
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Abbildung 46

Kontrolle der IL-6 Messwerte fiir die entsprechenden Tiergruppen aus Tabelle 21 und den
Fieberreaktionen aus Abbildung 45: Die IL-6 Werte wurden auf einer logarithmischen Skala +
Standardfehler aufgetragen.

1.2.1. Verteilung der nukleiren STAT3-Signale im Meerschweinchengehirn

Es sollte getestet werden, ob die Menge an zirkulierendem IL-6, die nach i.a., i.p. und s.c.
Gabe von LPS messbar war, ausreichte, um moglicherweise als humorales Signal im Gehirn
zu wirken und somit eventuell zur Fieberentstehung beizutragen. Die durch IL-6 erzeugte
genomische Aktivierung von Zellen konnte anhand der STAT3-Immunhistochemie
kontrolliert werden. Zur Uberpriifung der humoralen Hypothese zur Fieberentstehung wurden
also Gehirnschnitte 90 min. nach systemischer und lokaler Injektion von LPS oder
Losungsmittel nach dem beschriebenen Protokoll prozessiert (Kapitel III 5).
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Abbildung 47

Gehirnkartierungen, die transversale Meerschweinchengehirnschnitte reprisentieren. Es
werden von rostral nach caudal Ebenen gezeigt, in denen die sensorischen zirkumventrikuliren
Organe (CVOs) lokalisiert sind {linke Spalte, Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT);
Organum subfornicale (SFO); Area postrema (AP)}. Die korrespondierenden Ebenen des
Rattengehirns (rechte Spalte, schwarze vertikale Linien) sind schematisch in Sagittalansicht
rechts illustriert. Die obere Skala der mittleren Sagittalebene des Rattengehirns hat ihren
Ursprung im Bregmapunkt, die untere bezieht sich auf die Position der intraauralen Linie.
(siche auch Kapitel III 7.1)
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3V: 3. Ventrikel; 4V: 4. Ventrikel; 12: Nucleus hypoglossus; AP: Area postrema; cc: Corpus
callosum; CPu: Caudate putamen (striatum); f: Fornix; lo: Tractus olfactorius lateralis; LPO:
Area paeoptica lateralis; LV: laterale Ventrikel; MPA: Area paeoptica medialis; NTS: Nucleus
tractus solitarius; ox: Chiasma opticum; OVLT: Organum vasculosum laminae terminalis; Pe:
Nucleus periventricularis hypothalami; Pir: Cortex piriformis; PVN: Nucleus paraventricularis
hypothalami; py: Tractus pyramidalis; rf: Fissura rhinalis; ROb: Nucleus raphe obscurus; RPa:
Nucleus raphe pallidus; SFO: Organum subfornicale; SON: Nucleus supraopticus hypothalami;
VMPO: Nucleus praeopticus ventromedialis.

Es wurden beim Meerschweinchen verteilt iiber das ganze Gehirn nukledre
Translokationen des Transkriptionsfaktors STAT3 gefunden (Tabelle 22). Zur besseren
Ubersicht sollen nun anhand von ,,Brainmaps® in den relevantesten Ebenen die wichtigsten
Hirnregionen dargestellt und anhand einzelner ausgesuchter histologischer Schnitte spéter
demonstriert werden. Es handelt sich dabei um eigens hergestellte Gehirnkartierungen von
histologischen Transversalschnitten (siche Kapitel III 7, Abbildung 47). Die hier verwendete
Nomenklatur fiir das Meerschweinchengehirn wurde mit leichten Modifikationen an die des
Rattengehirns (Paxinos, 1998) angepasst.
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Abbildung 48

Nukledre STAT3-Signale im Endothel (A), in den Meningen (B) und im Ependym (C), sowie
zytoplasmatische (schwarzer Pfeil) und nukleiire (weifier Pfeil) Signale im Nucleus arcuatus
(ARC). In den Teilbildern A-C sind exemplarisch Signale von Tieren nach i.a. Injektion von
LPS gezeigt (10 pg/kg KG). In Teilbild D wurden 10 pg/kg LPS in die subkutane Kammer
injiziert. Es finden sich hier auch in Kontrollen zytoplasmatische STAT3-Signale und je nach
Tiergruppe auch vereinzelte nukledire Signale. Der Eichbalken fiir alle Teilbilder entspricht
50 pm.

Zur Auswertung der Ergebnisse verwendete man das in Kapitel I 5.2.3 erlduterte
semiquantitative Schema, um die Verteilung der Signaldichten im Gehirn unter den
verschiedenen Versuchsbedingungen aufzuzeigen und miteinander vergleichen zu kénnen. In
einigen Hirnstrukturen, wie dem Hippocampus, dem hypothalamischen Nucleus
periventricularis und dem Nucleus ventromedialis, war eine nukledre Translokation lediglich
bei systemischen Applikationsformen (i.a., i.p.) des Pyrogens LPS nachzuweisen. Strukturen
wie der Nukleus arcuatus, die Eminentia mediana, die Meningen, oder endotheliale Zellen

zeigten selbst unter Kontrollbedingungen einige wenige nukledre STAT3-Signale (i.a., 1.p.
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oder s.c. Injektion von steriler Kochsalzlosung. Die STAT3-Aktivierung erschien in diesen
Strukturen durch systemische und zum Teil durch lokale LPS-Behandlung vermehrt
stattzufinden (Abbildung 48). Die sensorischen CVOs (AP, OVLT, SFO) und der
hypothalamische SON gehorten zu den Regionen, welche verglichen mit den Kontrollen die
starkste nukledre STAT3-Translokation aufwiesen. Deshalb wurde fiir diese Regionen sowohl
eine qualitative (Kapitel IV 1.2.2.1) als auch eine quantitative (Kapitel IV 1.2.2.2)
Dokumentation vorgenommen.
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1.2.2. STAT3-Signalverteilung in den sensorischen CVOs und dem
hypothalamischen Nucleus supraopticus (SON).

1.2.2.1.Qualitative Analyse

Ein anschaulicher qualitativer Nachweis einer genomischen Aktivierung von Zellen im
Gehirn wurde mittels Dokumentation gefarbter Schnittpraparate gefiihrt (AP, Abbildung 49;
OVLT, Abbildung 50; SFO, Abbildung 51; SON, Abbildung 52). Diese Illustrationen wurden
fiir die unterschiedlichen Hirnstrukturen jeweils in gleicher Weise angefertigt. Das Teilbild A
gibt dabei einen Uberblick iiber die Lokalisation der betrachteten Hirnregion, in B wird die
entsprechende Kontrollsituation dargestellt (fiir die AP nach s.c. Injektion des Losungsmittels,
fiir das OVLT nach i.a. Injektion des Losungsmittels, fiir das SFO und den SON nach 1.p.
Injektion des Losungsmittels). Ungeachtet des jeweiligen Administrationsweges induzierte
die Behandlung mit steriler NaCl-Losung keine nukledre STAT3-Translokation in den
gezeigten Hirnregionen. Eine systemische Pyrogen-Gabe (i.a., i.p.) hingegen resultierte in
einer massiv erhohten Anzahl an STAT3-positiven Zellkernen in den CVOs und dem SON
(Teilbilder C und D). Nukledre STAT3-Signale sind in zwei Vergroferungen als braune
Kerne in jedem Teilbild links und rechts unten genauer dargestellt. Sie unterscheiden sich
deutlich von den blau gefiarbten Kernen ohne nukledre STAT3-Immunreaktivitit der
Kontrollsituation (Teilbilder B-F). Nach Injektion von LPS in die subkutane Kammer in der
hoheren Dosis (100 pg/kg) wurde eine moderate bis hohe (AP) oder kleine Anzahl (OVLT,
SFO) an nukledren STAT3-Signalen beobachtet (Teilbilder E). Geringfiigige bzw. gar keine
(SFO) genomische Aktivierung von Zellen konnte nach s.c. Injektion von 10 pg/kg LPS
festgestellt werden.

Von allen betrachteten CVOs wies die AP die hochsten Zahlen an STAT3-positiven
Zellkernen auf (Abbildung 49). Sowohl in den Kontrollen als auch in den LPS-behandelten
Meerschweinchen fand man am Rand der AP zum vierten Ventrikel im hohen Maf} eine
starke STAT3-Immunoreaktivitit, die sich wahrscheinlich auf einen so genannten
»Randeffekt zuriickfiihren ldsst. Dabei handelt es sich um eine grundsitzlich erhohte
unspezifische Anfarbbarkeit durch DAB an Schnittrindern und Gewebekanten. Diese
Markierungen beinhalteten teilweise auch nukledre STAT3-Signale wahrscheinlich in Zellen
der so genannten Glia limitans lokalisiert waren. Im Gegensatz zu LPS-behandelten Tieren
konnten in Tieren der Kontrollgruppen nur vereinzelte solcher Signale entdeckt werden. Im
dorsalen, motorischen Vaguskomplex, eine unmittelbar der AP angrenzende Hirnregion,
zeigte sich eine starke zytoplasmatische STAT3-Immunreaktivitit. Darin enthalten war der
Nucleus tractus solitarius (NTS) und der Nucleus dorsalis nervi vagi, in dem lediglich nach
1.a. LPS-Gabe einige wenige nukledren Signale gefunden wurden. Aufgrund des liberwiegend
zytoplasmatischen Ursprungs war eine Aktivierung von Zellen in diesen Hirnstrukturen
hieraus nicht abzuleiten. Die Verteilung der nukledren STAT3-Signale innerhalb der AP war
nicht homogen. Die Analyse rostraler und caudaler Anteile der AP ergab ein Bild einer
gleichmidfBigen Verteilung an solchen Signalen iiber die ganze Struktur hinweg. Speziell in
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mittleren Abschnitten konnte eine V-formige Verteilung an nukledren Signalen am Rande des
Ubergangs der AP zum NTS festgestellt werden (Teilbild D).

Abbildung 49
STAT3-Immunreaktivitat in der Area postrema (AP) nach systemischer oder lokaler Applikation
von LPS (C, L10, LPS 10 pg/kg i.a.; D, L30, LPS 30 pg/kg i.p.; E, L100, LPS 100 pg/kg s.c.; F,
L10, LPS 10 pg/kg s.c.) oder Losungsmittel (B) beim Meerschweinchen 90 min. nach Injektion:
Es sind reprisentative histologische Aufnahmen aus dem mittleren bis caudalen Bereich der AP
gezeigt. Teilbild A stellt dabei einen Uberblick dar. Die spezifische STAT3-Immunoreaktivitit
sicht man als braunes Reaktionsprodukt. Die zusétzliche Anfirbung der Schnitte mit
Kresylviolett markiert die Kerne und gibt einen allgemeinen Uberblick iiber die
neuroanatomischen Strukturen. Der Balken in B entspricht 100 pm, die Balken aus den
Vergroflerungen entsprechen 50 pm.
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L10 S.C.

Abbildung 50

STAT3-Immunreaktivitat im Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) nach
systemischer oder lokaler Applikation von LPS (C, L10, LPS 10 pg/kg i.a.; D, L30, LPS 30 pg/kg
i.p.; E, L100, LPS 100 pg/kg s.c.; F, L10, LPS 10 pg/kg s.c.) oder Losungsmittel (B) beim
Meerschweinchen 90 min. nach Injektion: Es sind reprisentative histologische Aufnahmen aus
dem rostralen bis mittleren Bereich des OVLT gezeigt. Teilbild A stellt dabei einen Uberblick
dar. Der Balken in B entspricht 100 um, die Balken aus den Vergroflerungen entsprechen
50 pm.

Nach der AP reprasentierte das OVLT diejenige Hirnstruktur mit den zweitmeisten
nukledren STAT3-Signalen nach Stimulation mit LPS (Abbildung 50). Intensive nukledre
STAT3-Markierungen wurden in rostralen und medialen Anteilen dieses CVOs gefunden.
Besonders hohe Dichten dieser Signale konnten in dorsolateralen Bereichen des OVLT
beobachtet werden, welche an die Regio paeoptica ventromedialis angrenzen und iibergehen
(Teilbild C, D). Bei Tieren, die lokal mit LPS in die subkutane Kammer behandelt wurden,
traten nur selten nukleédre Signale auf, die sich dann vorwiegend im lateralen Teil des OVLT

befanden. Ahnlich wie bereits fiir die AP beschrieben zeigten meningiale Zellen hohe
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STAT3-Immunreaktivitit. Dies beobachtete man vor allem bei Tieren, die systemisch (i.a.,
1.p.) mit LPS-behandelt wurden.
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Abbildung 51

STAT3-Immunreaktivitat im Organum subfornicale (SFO) nach systemischer oder lokaler
Applikation von LPS (C, L10, LPS 10 pg/kg i.a.; D, L30, LPS 30 pg/kg i.p.; E, L100, LPS
100 pg/kg s.c.; F, L10, LPS 10 pg/kg s.c.) oder Losungsmittel (B) beim Meerschweinchen 90 min.
nach Injektion: Es sind repriisentative histologische Aufnahmen aus dem mittleren Bereich des
SFO gezeigt. Teilbild A stellt dabei einen Uberblick dar. Der Balken in B und in der
Vergrofierung entspricht 50 pm.

Von allen drei sensorischen CVOs fand man im SFO nach LPS-Behandlung die niedrigste
Dichte an STAT3-positiven Zellkernen (Abbildung 51). Wéhrend systemische LPS-Gabe zu
einer nukledren Translokation iiber das ganze SFO hinweg fiithrte (Teilbild C und D),
verursachten s.c. Injektionen Aktivierungen mehr in lateralen Anteilen dieses CVOs. Als
Reaktion auf s.c. Injektion der niedrigeren Dosis an LPS (10 pg/kg) konnten keine nukledren
STAT3-Signale nachgewiesen werden.

Interessanterweise resultierte eine LPS-Behandlung in nukledrer STAT3-Aktivierung auch
in Zellen von Gehirnregionen, die eine vollstindige Blut-Hirn-Schranke besitzen. Zwei
Strukturen mit solchen Eigenschaften wurden als der Nucleus praeopticus ventromedialis
(VMPO) und der hypothalamische SON identifiziert und sind hervorzuheben (Abbildung 52).
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Abbildung 52

STAT3-Immunreaktivitat im hypothalamischen Nucleus supraopticus (SON) nach systemischer
oder lokaler Applikation von LPS (C, L10, LPS 10 pg/kg i.a.; D, L30, LPS 30 pg/kg i.p.; E, L100,
LPS 100 pg/kg s.c.; F, L10, LPS 10 pg/kg s.c.) oder Losungsmittel (B) beim Meerschweinchen 90
min. nach Injektion: Es sind repriisentative histologische Aufnahmen aus dem mittleren Bereich
des SON gezeigt. Teilbild A stellt dabei einen Uberblick dar. Der Balken in B und der
Vergrofierung entspricht 50 pm.

Auch wenn diese zwei Strukturen als unterschiedliche Regionen getrennt von einander
aufgelistet wurden, so konnte nach systemischer LPS-Applikation ein kontinuierliches Band
an nukledren Signalen vom rostralen VMPO zum caudaler gelegenen SON beobachten
werden. In rostralen Anteilen des SON wurde die dichteste nukledre STAT3-

Immunreaktivitit beobachtet (Teilbilder C und D).
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1.2.2.2.Quantitative Analyse

Zur quantitativen Analyse wurden die detektierten nukledren STAT3-Signale von
Hirnschnitten der CVOs und des SON gezdhlt und ausgewertet. Ungeachtet des
Applikationsweges traten hochste Dichten an solchen Signalen in der AP auf. Im Mittel
wurden um die 450 STAT3-positive Zellkerne in der AP nach systemischer Gabe von LPS
pro Hirnschnitt gezdhlt. Diese Anzahl reduzierte sich auf 97 positive Kerne in Hirnschnitten
von Tieren, die mit 100 pg/kg LPS s.c. behandelt wurden.
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Abbildung 53

Quantitative Auswertung anhand der Anzahl an nuklesiren STAT3-Signalen in den sensorischen
zirkumventrikuliren Organen (CVOs) 90 min. nach i.a., i.p. oder s.c. LPS-Injektion: Die
Erfassung der Anzahl an STAT3-immunreaktiven Zellkernen in der AP (A), dem OVLT (B),
dem SFO (C) oder dem SON (D) ist in den vier verschiedenen LPS-stimulierten Gruppen
anhand verschiedenfarbiger Siulen dargestellt (L10, LPS 10 pg/kg i.a., schwarze Sédulen; L30,
LPS 30 pg/kg i.p., weile Sdulen; L100, LPS 100 pg/kg s.c., linke graue Siule; L10, LPS 10 pg/kg
s.c., rechte graue Siule). In den entsprechenden Kontrollgruppen wurden keine nukleiren
Signale beobachtet. Unterschiedliche Buchstaben iiber den Siulen zeigen signifikante
Unterschiede gegeniiber den anderen Siulen an (P < 0,05). Alle Werte sind als Mittelwerte +
Standardfehler dargestellt.
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Bei Applikation der niedrigeren LPS-Dosis in die subkutane Kammer (10 pg/kg) wurde
eine signifikant niedrigere Zahl von im Mittel nur 3 STAT3-posistiven Zellkernen in der AP
gezahlt. Die Auswertung der nukledren STAT3-Signale im OVLT, dem SFO oder dem SON
ergaben dhnliche Resultate. Allerdings waren verglichen mit der AP pro Gehirnschnitt die
absoluten Zahlen an STAT3-positiven Kernen kleiner. In diesen drei Strukturen (OVLT, SFO,
SON) war der Mittelwert an STAT3-positiven Kernen, nach systemischer Behandlung mit
LPS (i.a., i.p.) signifikant hoher als bei den Tieren, die lokal mit der hdheren (100 pg/kg) oder
der niedrigeren Dosis (10 pg/kg) an LPS in die subkutane Kammer stimuliert wurden.

1.2.2.3.Zusammenfassung

Zusammenfassend ist zu sagen, dass das Ausmall der LPS-induzierten STATS3-
Translokation in den CVOs des Meerschweinchengehirnes von der Applikationsform des
Pyrogens abhidngt und mit den zirkulierenden IL-6-Plasmakonzentrationen korrespondiert.
Wie in Abbildung 54 gezeigt, findet man fiir diesen Zusammenhang in den drei sensorischen
CVOs (AP, SFO und AP) einen Korrelationskoeffizienten von 0,69-0,73. Es sind dabei durch
entsprechende Symbole die einzelnen Pyrogen-Applikationen und Dosierungen fiir jedes
individuelle Tier und jede Hirnregion aufgeschliisselt (siche Legende zu Abbildung 54).
Hierbei fallt auf, dass durch die Pyrogen-Applikationsform mit einer gewissen Streuung IL-6
induziert wird und die STAT3-Signale mit den Zytokin-Konzentrationen recht gut
korrelieren.

Bemerkenswert ist, dass auch die beim Meerschwein eher moderate zirkulierende IL-6
Werte nach s.c. Injektion von 100 pg/kg LPS durch das Gehirn {iber die sensorischen CVOs
und einige andere Strukturen detektiert werden. Durch die Gabe von 10 pg/kg LPS in die
subkutane Kammer wurde zwar Fieber aber keine bzw. fast keine STAT3-Aktivierung
induziert.
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Abbildung 54

Zweifach logarithmische Darstellung der Anzahl an nukleidren STAT3-Signalen der einzelnen
LPS-behandelten Tiere und die zeitgleich gemessene Konzentrationen an zirkulierendem
bioaktivem IL-6 in den sensorischen CVOs (A, OVLT; B, SFO; C, AP). Ao, LPS 10 pg/kg i.a.;
¢, LPS 30 pg/kg i.p.; o, LPS 100 pg/kg s.c.; m, LPS 10 pg/kg s.c.; — —, 95 % Konfidenzintervall;
, Regressionsgerade
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2. Charakterisierung des zelluliren Phanotyps der potenziell durch
IL-6 aktivierten Zellen

Injektion/ Al
Versuchstiergruppe | Substanz Ab{(ﬁrzung Dosis der Untersuchung
Tiere
1. Kontrolle der
. Fieberreaktion
Iiﬁatfnnrﬁ:lfﬂ; LPS Lp. 30 ng/kg 5 -60 - +90 min.
2. Kontrolle der IL-6
Werte {IU/ml} bei
+90 min.
Kontrolle NacCl 1.p. 1 ElC/}kg 2 3. Immlgrllj}listoclllemie
mit Doppel-
markierungen
Tabelle 23

Ubersichtstabelle der Versuchsreihe zur Charakterisierung des Phinotyps potenziell IL-6
aktivierter Zellen mit Dosierung, Applikationsform, Anzahl der Tiere und betrachteten
Messwerten

Nach den in Kapitel IV 1 vorgestellten Ergebnissen stellte sich nun die Frage, welche
Zelltypen LPS-induziert und IL-6-vermittelt genomisch aktiviert wurden. Es sollte also der
Phénotyp derjenigen Zellen ermittelt werden, die eine nukledre STAT3-Translokation
aufwiesen und folglich als Angriffspunkt der Informationsiibertragung vom Blut ins Gehirn

dienten.
106 ;
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Abbildung 55

Fieberreaktion (A; T}, abdominale Korpertemperatur) und zirkulierendes Interleukin-6 (B; IL-
6) nach Gabe von LPS (30 png/kg, i.p.; A; schwarze Rauten; B, weille Siule) oder Losungsmittel
(NaCl; A, weile Rauten; B, graue Siule). Alle Werte und Siulen sind als Mittelwerte +
Standardfehler dargestellt.

Bei LPS-behandelten und Kontrolltieren zeichnete man die Korpertemperaturen bis zum
Zeitpunkt der Perfusion auf. Zusitzlich wurden die IL-6-Werte 90 min. nach Stimulation zum
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Perfusionszeitpunkt der Tiere gemessen. Dadurch konnten Versuchsablauf und die
Reaktionen der Tiere iiberpriift und kontrolliert werden.

Wie bereits festgestellt, waren beide systemischen Applikationsformen beziiglich der
Induktion nukledrer STAT3-Signale nicht signifikant unterschiedlich. Deshalb wurde die
unkomplizierte Applikationsform der intraperitonealen Injektion gewihlt, um den aktivierten
Zelltypus beim humoralen Signalweg der Fieberentstehung zu ermitteln. Wie in Abbildung 55
dargestellt, konnte die bereits bekannte Fieber- und IL-6-Induktion festgestellt werden (vgl.
Abbildung 41).

Nukleidre STAT3-Expression

Gehirnstrukturen LPS NaCl
30 pg/kg i.p. i.p.
Vorderhirn

Hippocampus (CA1-CA3) n.d. n.d.

Caudate putamen (CPu) -+ -
Cortex (C) +
Hypothalamus und prioptische Region

Nucleus supraopticus (SON) + -
Nucleus paraventricularis (PVN) -+ -
Nucleus periventricularis (Pe) ++ -+
Nucleus praeopticus ventromedialis (VMPO) + -
Nucleus arcuatus (Arc) + -

Zirkumventrikulire Organe (CVOs)

Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) ++ -
Organum subfornicale (SFO) +++ -
Area postrema (AP) -+ -
Eminencia mediana (ME) n.d. n.d.
Hirnstamm
Nucleus tractus solitarius (NTS) -+ -
Andere
Meninges ++ -
Endotheliale Zellen +++ -+
Ependymale Auskleidung aller Ventrikel ++ -+
Plexus choroideus ++ -
Tabelle 24

Expression der nukleiren STAT3-Signale im Gehirn des Meerschweinchen 90 min. nach i.p.
Injektion von 0.9 % NaCl-Losung oder LPS (30 pg/kg i.p.). Eine Bewertung der relativen
Dichten an Signalen wurde anhand eines Fiinfpunkteschemas vollzogen: +++ = hohe Dichte, ++
= mittlere bis moderate Dichte, + = niedrige Dichte, -+ = einzelne Signale in einigen Fillen, - =
keine Signale, n.d. = nicht nachgewiesen.



IV Ergebnisse - 143 -

Zusitzlich wurde auch fiir diesen Teil der Studie eine Aufschliisselung iiber die Expression
der nukledren STAT3-Signale angefertigt (siche Tabelle 24). Im Prinzip entsprach die Stéirke
der nukledren STAT3-Aktivierungen den in Tabelle 22 zusammengefassten Befunden der
ersten Versuchsreihe (Kapitel IV 1.2). Da in dem hier verwendeten Versuchsprotokoll ein
anderes  Fixierungsprotokoll —zugrunde lag (Post-Fixierung) und eine andere
Detektionsmethode verwendet wurde, waren die Ergebnisse aus beiden Versuchreihen nicht
uneingeschriankt vergleichbar. Vor allem fiel auf, dass endotheliale Signale weitaus hiufiger
nach der Fluoreszenzmarkierung zu finden waren. Die Gehirne der mit NaCl-Losung
behandelten Tiere wiesen fast keine nukledren STAT3-Aktivierungen auf, hingegen wurden
starke STAT3-Translokationen im Endothel der LPS-behandelten Versuchstiergruppe
induziert. Als Gehirnregionen mit STAT3-Aktivierungen erwiesen sich unter anderem der
Cortex (Abbildung 56, A-C), der Nucleus arcuatus (Abbildung 58, E-F), der Nucleus
periventricularis (Abbildung 58, G-H), der Plexus choroideus (Abbildung 58, 1-J), die
Meninges (Abbildung 58, K-L) und die CVOs, welche die hochsten Mengen an nukleédren
STAT3-Signalen aufwiesen (Tabelle 22, Abbildung 59). Die Area postrema blieb allerdings
weiterhin die Region mit den ausgepragtesten nukledren STAT3-Aktivierungen. Es konnten
also prinzipiell die im vorangehenden Abschnitt ermittelten relativen Dichten an iiber das
Meerschweinchengehirn verteilten nukledren STAT3-Signalen mit leichten Modifikationen
bestdtigt werden. Dennoch waren die Ergebnisse nicht identisch zur vorhergehenden Studie
(Rummel et al., 2004), speziell was die STAT3-Aktivierung des Hirnendothels betraf.

2.1. vW-positive Endothelzellen und GFAP-positive Astrozyten

Wie bereits in Kapitel III 6.2.3 beschrieben, wurden Bilder durch Uberlagerung von
Einzelabbildungen erzeugt, die eine Kolokalisation von nukledren STAT3-Signalen mit dem
Zellmarker vW fiir Endothelzellen und GFAP fiir Astrozyten ermdglichten. Wie in der
tabellarischen Ubersicht der Tabelle 24 ersichtlich, waren endotheliale Signale durch die
Lokalisation und Form zu erkennen, was zusitzlich in Abbildung 56 durch die Uberlagerung
an griinen vW Signalen mit den aktivierten Zellkernen (rosa-rot) dargestellt ist. Es handelte
sich hierbei lediglich um Beispiele von kleinen (A) und groflen (B) Gefdllen aus dem Bereich
des Kortex. Die dicken weillen Pfeile weisen auf nukledre STAT3-Signale in Endothelzellen
dieser Gefédfle hin. Verglichen mit den Ergebnissen der vorhergehenden Studie {Kapitel IV 1,
(Rummel et al., 2004)} konnte ein groBer Unterschied in der Verteilung und Menge an
zelluldren endothelialen STAT3-Aktivierungen in verschiedenen Gehirnregionen ermittelt
werden. In den Bereichen des Kortex, des Caudate putamen und in anderen septalen,
hypothalamischen oder Hirnstammregionen fand man bei nachtriglicher Fixierung der
Schnitte geringgradig bis moderate nukleire STAT3-Translokationen im Endothel des
Gehirns (Tabelle 24; Abbildung 56, A-B; Abbildung 57), wo vorher unter Fixierung durch
Perfusion keine Signale nachgewiesen werden konnten. Im stark vaskularisierten Nucleus
paraventricularis (PVN) konnten nur sehr wenige STAT3-Signale ermittelt werden.
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Abbildung 56

Kolokalisation von nukleiren (DAPI, blau) STAT3-Signalen (rot) mit dem endothelialen
Marker vW (griin) 90 min. nach i.p. Injektion von 30 pg/kg LPS im Gehirn des
Meerschweinchens. Es handelt sich hierbei um kleine (A) und grofie (B) Geféifie. Der Eichbalken
in A reprisentiert 100 pm, alle anderen Eichbalken in den Vergrofierungen von A und in den
Teilbildern von B entsprechen 50 pm.

Endotheliale STAT3-Signale konnten verteilt tiber das gesamte Meerschweinchengehirn
gefunden werden. Zur Veranschaulichung ist die Verteilung dieser Signale in 3 Schnittebenen
des Gehirns in Abbildung 57 dargestellt. Diese Skizzierung der Verteilung an endothelialen
nukledren STAT3-Signalen konzentriert sich auf die Gehirnregionen mit den hdchsten
Mengen an STAT3-aktivierten Zellen, ndmlich den drei sensorischen CVOs.

Es ist anhand der groen Zahl aktivierter Endothelzellen deutlich zu erkennen, dass das
Endothel ein wichtiger Angriffspunkt der LPS-induziert IL-6-vermittelten Wirkung {iiber
STATS3 zu sein scheint.

Es wurden zusiétzlich weitere wichtige Gehirnregionen zur qualitativen Beurteilung
zusammengestellt. In Abbildung 58 wurden im Vergleich von GFAP-positiven und vW-
positiven Zellen der Nucleus arcuatus (E, ARC), der Nucleus periventricularis (G, Pe), der
Plexus choroideus (I, choroid plexus) und die Meningen (K, meninges) im Bezug auf ihre
nukledre STAT3-Translokation dargestellt. Endotheliale Signale sind hierbei ebenfalls in
allen Regionen zu finden. Astrozyten schienen nur im ARC und in den Meningen eine Rolle
bei der STAT3-Informationsiibertragung zu spielen. Sowohl periventrikuldr (Pe, ) als auch im
Plexus choroideus gab es keine entsprechenden Kolokalisationen. Aulerdem war im Pe eine
gewisse Zellpopulation weder mit vW noch mit GFAP zu iiberlagern. Weniger ausgeprégt fiir
den ARC und die Meningen konnte entsprechend zumindest nicht ausgeschlossen werden,
dass zusitzlich ein dritter Zell-Phénotyp mit nukledren STAT3-Signalen vorlag. Der Plexus
choroideus hingegen erwies sich im Bezug auf die STAT3-Responsitivitit in Form der roten
nukledren Signale als fast vollstindig endothelial getragen, da sie fast immer mit vW (griin)
kolokalisierten (Teilbild I). Insgesamt war die Anzahl der STAT3-aktivierten Astrozyten
generell iiber das ganze Gehirn hinweg viel niedriger als die Menge an nukledren STAT3-
Translokationen in Endothelzellen. Im Kortex konnte zum Beispiel nicht dargestellt werden,
dass auBer endothelialen auch astrozytire nukledre STAT3-Aktivierungen stattgefunden
hatten. Folglich scheinen im Kortex hauptsdchlich Endothelzellen die reaktiven Zelltypen zu
sein, die bei der verwendeten LPS-Dosierung mit einer STAT3-Translokation reagieren.
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Abbildung 57
Darstellung der Verteilung an nukleiren STAT3-Signalen in Gefiflendothelien des

Meerschweinchengehirns 90 min. nach LPS-Stimulation (30 pg’kg KG ip.). Es sind
»Brainmaps“ der Ebenen 1, 3 und 6 dargestellt. (Siche Abbildung 47, Kapitel III 7.1)
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Abbildung 58

Kolokalisation von nukleiren STAT3-Signalen mit dem endothelialen Marker vW (dicke weille
Pfeile) im Nucleus arcuatus (E, ARC), im Nucleus periventricularis (G, Pe), Plexus choroideus (I,
choroid plexus) und in den Meningen (K, meninges). Gleichzeitig wurden Doppelmarkierungen
(dicke weifle Pfeile) derselben Strukturen mit dem astrozytiren Marker GFAP vorgenommen
(F, H, J, L). Alle Eichbalken entsprechen 50 pum. Der Balken in H gilt fiir Abbildungen E-H, der
in L bezieht sich auf I-L. Alle vergrofierten Teilbilder sind gleichermafien auf den Balken in L
zu beziehen.

Der immunhistochemische Nachweis anderer mikroglialer oder neuronaler Zellmarker
funktionierte beim Meerschwein nicht, oder es konnte keine Kolokalisation mit den STAT3-
Signalen dokumentiert werden. Da der neuronale Marker NeuN nicht alle Neurone markiert,
sind die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche mit fehlender Kolokalisation
umgekehrt aber auch kein endgiiltiger Beweis dafiir, dass es keine neuronale STAT3-
Aktivierung gab. Neben den markanten Aktivierungen von Endothelzellen und Astrozyten
konnten somit in unseren Versuchen keine weiteren STAT3-responsiven Zelltypen

nachgewiesen werden.

2.1.1. Verteilung vW-positiver Endothelzellen und GFAP-positiver Astrozyten in

den CVOs

Fiir die sensorischen zirkumventrikuldren Organen (CVOs) und den hypothalamischen
Nucleus supraopticus wurde entsprechend der in Kapitel IV 1.2.2 beschriebenen
Versuchsreihe eine Bildtafel angefertigt, in der wiederum die Verteilung an nukledren
STAT3-Signalen 90 min. nach LPS-Gabe in einer Dosis von 30 pug/kg zu sehen ist
(Abbildung 59). Dies geschah in der Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass bereits in
fritheren Studien an der Ratte und dem Meerschwein (Kapitel IV 1.2.2) die sensorischen
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CVOs Gehirnregionen mit den hochsten Mengen an STAT3-aktivierten Zellen darstellten
(Harre et al., 2002; Harre et al., 2003; Roth et al., 2004; Rummel et al., 2004). Nun wurde
speziell die Verteilung vW- und GFAP- positiver Zellen mit STAT3-aktivierten Zellen
verglichen. Es fanden sich gleichméaBig verteilt nukledre STAT3-Translokationen im Endothel
dieser Gehirnregionen (linke Spalte). GFAP-positive Signale waren in der AP allerdings
weitaus hdufiger zu ermitteln als vW-positive. Anders wiesen das OVLT, das SFO und der
SON echer gleichermalen viele endotheliale wie astrozytire genomisch aktivierte Zellen auf.
Im SFO und im OVLT konnte zusitzlich eine Population von Zellen gefunden werden, die
weder mit dem einen noch mit dem anderen Marker zu {iiberlagern war. Ein nicht
identifizierbarer Zell-Phénotyp konnte auch fiir den SON und die AP zumindest nicht
ausgeschlossen werden. Hervorzuheben war, dass das SFO sich in zwei anatomische
Einheiten aufzuteilen schien. Der &uBlere Ring konnte von einem inneren Kernanteil
unterschieden werden. Dabei zeigte der Randbereich viele astrozytire nukledre STAT3-
Translokationen, wéihrend im zweiten Anteil keine Kolokalisation mit GFAP nachweisbar
war. Zusétzlich kennzeichneten sich craniale und caudale Regionen des SFO durch weitere
astrozytdre genomische Aktivierungen auch in der zentralen Region. Insgesamt stellte sich ein
Bild dar, dass ein zentraler Kern des SFO von allen Seiten durch einen Randbereich
umschlossen wurde, der astrozytir geprigt war. Diese anatomisch gegebene substrukturelle
Verteilung der Astrozyten ist in Abbildung 60 (B, D, F) durch Schnitte aus cranialen,
mittleren und caudalen Anteilen des Organum subfornicale dargestellt. Es handelte sich
hierbei um Priparate, die beispielhaft eine Kontrollsituation darstellen (NaCl i.p.). In den
CVOs waren nach NaCl Applikation keine nukledren STAT3-Signale zu finden.

Substrukturen von Gehirnregionen waren bereits fiir die AP festgestellt worden. Auch
beziiglich der LPS-induzierten nukledren STAT3-Signale war in diesem CVO ein
charakteristisches Verteilungsmuster festzustellen. Dieses Muster bestand darin, dass sowohl
craniale als auch caudale Schnitte eine gleichméBige Verteilung an solchen Signalen iiber die
ganze Gehirnstruktur hinweg aufwiesen (siche Abbildung 49, Teilbild D). Mittlere
Schnittpréparate zeigten hingegen eine V-formige Verteilung entlang des Grenzbereiches der
AP (Abbildung 49, Teilbild C). Die Beobachtung konnte in dieser Versuchreihe mit
modifizierter immunhistochemischer Methode ebenfalls nachgewiesen werden (Abbildung
60, A, C, E). Auch hier war ein zentraler Bereich dieses CVOs von allen Seiten von einer
Substruktur umgeben, die sich in diesem Fall jedoch als besonders STAT3-aktiviert darstellte.
Die Verteilung an Astrozyten war im Gegensatz dazu gleichmifig und davon unabhéngig
(Abbildung 59, B).
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Abbildung 59

Kolokalisation von nukleiren STAT3-Signalen mit dem endothelialen Marker vW (dicke weille
Pfeile) im cranialen bis mittleren Anteil der Area postrema (A, AP), im mittleren Anteil des
Organum vasculosum laminae terminalis (C, OVLT), im mittleren Anteil des Organum
subfornicale (E, SFO) und im cranio-medialen Anteil des hypothalamischen Nucleus supraopticus
(G, SON). In der rechten Bildhiilfte sind Doppelmarkierungen (dicke weille Pfeile) STAT3-
positiver Zellkerne derselben Strukturen mit dem astrozytiren Marker GFAP dargestellt (B, D,
F, H). Der Eichbalken in Abbildung B entspricht 100 pm, alle anderen Balken reprisentieren
50 pm. Gleiche Mafistibe gelten jeweils fiir A-D und E-H.
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Abbildung 60

Aufteilung der Area Postrema (AP, Bild A, C, E) und des Organum subfornicale (SFO, Bild, B, D,
F) in Substrukturen. Es sind craniale (A-B) mittlere (C-D) und caudale (E-F)
Transversalschnitte dieser Gehirnregionen jeweils eines Tieres gezeigt. In der linken Spalte
wurde nach Pyrogen-Behandlung, in der rechten nach NaCl-Gabe perfundiert. Damit sind rote
nukleire STAT3-Signale nur in Bildern A, C und E zu sehen, die entsprechend in B, D und F
gezeigten Kontrollsituation fehlen. Eine Kolokalisation dieser STAT3-Translokationen wurde
(in griin) links mit vW durchgefiihrt. Rechts ist die Verteilung GFAP-positiver Zellen
dargestellt. Kerne wurden (in blau) mit DAPI sichtbar gemacht. Der Eichbalken in Abbildung E
entspricht 100 pm, der in Abbildung F 50 pm. Sie gelten jeweils fiir die dariiber liegenden
Teilbilder.

Auch in dieser Studie wurde eine quantitative Auswertung vorgenommen. Das in Kapitel
IIT beschriebene Auszéhlverfahren erbrachte folgende Resultate. Zunidchst ist festzustellen,
dass in der AP und im SFO etwa 40 % und im OVLT 30-35 % aller DAPI positiven Kerne
STAT3-positiv waren. Von diesen Zellen mit einer nukledren STAT3-Translokation erwiesen
sich in allen drei untersuchten Gehirnregionen ca. 20 % als vW-positive Endothelzellen. Nur
in der zentralen Region des SFO waren es lediglich 10 %. Die Verteilung an GFAP-positiven
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Astrozyten war vor allem in der AP besonders hoch. Hier waren ca. 80 %, im Randbereich
des SFO 25 % und im OVLT 20 % aller Zellen mit nukledren STAT3-Signalen ebenfalls mit
GFAP kolokalisierbar. In der zentralen Region des SFO konnten keine GFAP-positiven
Zellen gefunden werden. Folglich waren damit fast alle STAT3 postiven Zellen der AP
phénotypisch charakterisiert. Zumindest gab es hierbei im Gegensatz zu den anderen
Regionen keine groBere Zellpopulation, die nicht identifiziert werden konnte. Im SFO und im
OVLT bleibt die Charakterisierung von immerhin ca. 50 % der STAT3-responsiven Zellen
zundchst offen.
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Abbildung 61

Quantitative Analyse des Prozentsatzes an STAT3-positiven Zellkernen (verglichen mit allen
DAPI positiven Kernen) und ihres Anteils, der mit dem astrozytiren Marker GFAP oder dem
endothelialen Marker vW kolokalisierte. Es wurden hierzu fiinf Tiere in den sensorischen CVOs
90 min. nach Pyrogen-Gabe (LPS 30 pg/kg KG) untersucht. Die Anzahl an DAPI positiven
Kernen wurde dafiir als Basis auf 100 % gesetzt. Alle Werte sind als Mittelwerte +
Standardfehler angegeben.
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Insgesamt scheinen Astrozyten in den sensorischen zirkumventrikuldren Organen eine
gleichwertige oder, wie vor allem in der AP festgestellt, sogar groBBere Bedeutung fiir die IL-
6-vermittelte STAT3-Aktivierung im Gehirn zu haben als Endothelzellen.

2.2. NADPH-Diaphorase-positive Zellen

In dieser Versuchsreihe wurden von jedem Tier (Tabelle 23) 2-3 doppelgefirbte Schnitte
aus dem Bereich des SFO wieder verwendet. Es sollten mit dieser Methode des
enzymbhistochemischen Nachweises von Neuronen versucht werden, die unidentifizierten
Zell-Phanotypen in der zentralen Region des SFO weiter zu charakterisieren. Wie schon in
Kapitel III 8.2.2 beschrieben, lieBen sich mit diesem Verfahren zum Beispiel kortikale
Neurone sehr gut nachweisen.

Im Bereich des zentralen Anteils des SFO waren keine NADPH-Diaphorase-positiven
Zellen nachweisbar. Im Randbereich dieses sensorischen zirkumventrikuldren Organes
allerdings konnten, wie in Abbildung 62 dargestellt und mit dicken weillen Pfeilen
hervorgehoben, Zellen dargestellt werden.

Abbildung 62

Zellen mit NADPH-Diaphorase-Aktivitit im annuliren Randbereich des Organum subfornicale
90 min. nach Pyrogen-Behandlung im Gehirn des Meerschweinchens (LPS 30 pg/kg KG i.p.): Es
sind in Einzelphotographien die Diaphoraseaktivitit (A), nukleire STAT3-Signale (B) und mit
DAPI angefirbte Zellkerne (C) dargestellt. Durch Ubereinanderlagern von A-C erhilt man Bild
D. DAPI positive Kerne wurden hier in blau, nukleire STAT3-Signale in rot und eine
Diaphoraseaktivitiit in griin eingefirbt. Die weilen Pfeile zeigen STAT3-positive Zellen, die mit
dem Zellmarker NADPH-Diaphorase kolokalisieren.
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3. Die Rolle von Prostaglandinen bei der Fieberentstehung im Modell
der lokalen Inflammation

Nachdem, wie in Kapitel IV 2 gezeigt, Astrozyten und Endothelzellen offensichtlich iiber
IL-6 aktiviert werden, stellt sich die Frage, ob diese genomische Aktivierung in einem
unmittelbaren Zusammenhang zur Fieberentwicklung steht. Die Wirkung des endogenen
Pyrogens IL-6 auf Gehirnzellen wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit iiber den Nachweis der
Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 untersucht. Dieser reguliert liber spezifische
Promotoren die Genexpression fiir einige Botenstoffe und Substanzen der aktivierten Zelle.
Wie bereits in Kapitel II 5 beschrieben, gibt es bisher nur unzureichende Untersuchungen
tiber die STAT3 vermittelte Genexpression.

Weithin ist akzeptierter Stand der Forschung, dass Prostaglandine an der Entstehung von
Fieber beteiligt sind. Diese werden wéhrend der Fieberentstehung produziert. Man geht dabei
von einer Aktivierung bzw. Hemmung von thermosensiblen Neuronen unter anderem durch
Prostaglandin E, (PGE,) aus (siehe Kapitel II 1.1.1, 1.1.3 und 5). SchlieBlich resultiert dies in
einer Temperatur-Sollwertverstellung, also dem Fieber. Man nimmt an, dass durch
verschiedene  Interaktionen von  warm- und  kaltsensitiven = Neuronen  der
Thermoindifferenzbereich mit seiner Unter- und Obergrenze so beeinflusst wird, dass die
Korperkerntemperatur im Ganzen ansteigt. Deshalb konzentriert sich der letzte Abschnitt des
experimentellen Teils dieser Arbeit auf eine vergleichende Analyse der Rolle von
Prostaglandinen bei der Fieberentstethung im Rahmen systemischer und lokaler
inflammatorischer Reaktionen.

3.1. Induktion von COX-2 im Gehirn

Zyklooxygenasen stellen Enzyme dar, die moglicherweise durch Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. NF-kB und STATS3, direkt oder indirekt induziert werden
konnten. Sie sind die Schliisselenzyme der Prostaglandin-Synthese. Da die gesteigerte
Produktion von Prostaglandinen im Verlauf inflammatorischer Prozesse von der
induzierbaren Form der Zyklooxygenase (COX-2) in Geweben wie dem Gehirn abhéngig ist,
wurde die Expression dieses Enzyms in Kooperation mit einem Labor aus Karlsruhe (siche
Kapitel III 9) untersucht. Die Bedeutung von COX-2 und der Ablauf der
Prostaglandinbiosynthese sind in Kapitel II 5.1, der Ablauf der Untersuchungen in Kapitel III
9 beschrieben. Die Daten zu den einzelnen Versuchstieren und ihrer Behandlungen sind
Tabelle 25 zu entnehmen. Es wurde dabei versucht, sowohl bei der systemischen als auch bei
der lokalen Inflammation mittels in situ Hybridisierung mRNA von COX-2 im Gehirn der
Meerschweinchen nachzuweisen. Die Dosierungen des Pyrogens LPS entsprachen denen, die
bereits fiir die immunhistochemischen Untersuchungen in Kapitel IV 1.2 beschrieben wurden.
Bei jeder durchgefiihrten in situ Hybridisierung wurden die Gehirne von einem Kontrolltier
(i.p., 1.a. oder s.c. Injektion von 0,9 % NaCl) und mehreren LPS-behandelten Tieren
prozessiert.
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Injektion/ gl
Versuchstiergruppe | Substanz Abkiirzun Dosis der Untersuchung
g Tiere
Systemische Lp. 30 nglkg 2 1. Fieber
Inflammation LPS ia. 0pgkg | 2 -60 - +180 min.
) 100 pg/kg 3 2. 1L-6 Werte
Lokale Infl t .C. .
okale Inflammation 8.C 10 ng/kg 3 {IU/ml} bei +180
. ] min.
K(intﬁolle S}{_Stem. P 3. COX-2-Expression
nflammation ia. 2 anhand von in situ
NaCl I ml’kg KG Hybridisierungen der
Kontrolle Lokale s.c 1 mRNA
Inflammation e
Tabelle 25

Ubersichtstabelle der fiir die in situ Hybridisierung eingesetzten Versuchtiere mit Dosierung,
Applikationsform und der Anzahl der Tiere. Es wurden bei allen Versuchen Temperaturkurven
von —60 — +180 min. aufgezeichnet und Messungen der IL-6 Konzentrationen zum Zeitpunkt der
Praparation (180 min.) zur Kontrolle durchgefiihrt.

Entsprechend den vorhergehenden Teilstudien wurde ein Monitoring zur Kontrolle des
Versuchsablaufes durchgefiihrt. Dies geschah iiber die Aufzeichnung der Korpertemperaturen
wiéhrend der Versuche und iiber die Messung der IL-6 Konzentrationen zum Zeitpunkt der
Gehirnpraparation. Da insgesamt nur vier Kontrolltiere untersucht wurden, wurden diese in
Abbildung 63 als Mittelwert aller zusammengefasst.

In allen vier LPS-behandelten Tiergruppen wurden Fieberreaktionen bis zur Perfusion
festgestellt, die im Rahmen der erwarteten Bereiche lagen (Abbildung 63). Die Messung an
biologisch aktiven zirkulierendem IL-6 ergab ebenfalls Werte, die den vorher beschriebenen
entsprachen (Abbildung 64). In beiden Modellen systemischer Inflammation (i.p. bzw. i.a.
Injektion von LPS) wurden die hochsten IL-6 Werte im Blut erreicht. Davon unterschieden
sich deutlich die Konzentrationen bei den zwei Gruppen nach lokaler LPS-Gabe (Abbildung
64, graue Sdulen). Sie waren in Abstufungen wesentlich niedriger. Auch hierbei wurden die
Messwerte aller Kontrolltiergruppen der drei Applikationswege i.a., i.p. und s.c. zu einem
Mittelwert zusammengefasst (Kontrolle, schwarz umrandete graue Séule). Es konnten
insgesamt die erwarteten Resultate bestdtigt werden (siche Abbildung 46). Zur statistischen
Auswertung hitte man allerdings hohere Tierzahlen benétigt.
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Abbildung 63

Zur Uberpriifung der Fieberreaktion (T,, body temperature) nach systemischer (A,
LPS 10 pg/kg i.a.; B, LPS 30 ng/kg i.p.) oder lokaler LPS-Stimulation (C, LPS 100 pg/kg s.c.; D,
LPS 10 pg/kg s.c.) wurden Temperaturkurven mit entsprechender Kontrollsituation (nicht
gefiillte Symbole) aufgezeichnet. Zum Zeitpunkt 180 min. nach Applikation fiihrte man die
Gewebepriparation durch. Alle Werte sind als Mittelwerte £ Standardfehler dargestellt.
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Abbildung 64

Kontrolle der IL-6 Messwerte fiir die entsprechenden Tiergruppen aus Tabelle 25 und den
Fieberreaktionen aus Abbildung 63: Die Konzentrationen an biologisch aktivem
IL-6 im Blut wurden als Mittelwert = Standardfehler mittels einer logarithmischen Skala
dargestellt.

COX-2 mRNA Expression

Gehirnstrukturen LPS LPS LPS LPS NaCl
10 pg/kg 30 ng/kg 100 pg/kg 10 pg/kg i.a.,i.p.,
i.a. i.p. s.C. s.C. s.C.
Blutgefdle verteilt n n n ) )

iber das ganze Gehirn

Zirkumventrikulire
Organe (CVO's)

Organum vasculosum
laminae terminalis (OVLT)

Organum subfornicale (SFO) + + + - -

Tabelle 26

Verteilung der COX-2 mRNA Expression im Gehirn des Meerschweinchen 180 min. nach
Behandlung mit LPS oder 0.9 % NaCl bei unterschiedlichen Applikationsformen. Eine
Bewertung der Schwirzungen durch radioaktive Oligonukleotidsonden wurde qualitativ
anhand eines Zweipunkteschemas vollzogen: + = Schwirzung, - = keine Schwirzung.

Aus der Bilddokumentation (Abbildung 65) der Expression an COX-2 mRNA und der
Tabelle 26 geht hervor, dass nach systemischer Pyrogen-Gabe iiber das ganze Gehirn des
Meerschweinchens verteilt, COX-2 mRNA zu finden war. Diese Expression war vorwiegend
im Bereich von BlutgefdB3en lokalisiert. Hierbei kdnnte es sich vorwiegend um Endothelzellen
handeln. Zusitzlich erwies sich das Organum subfornicale (SFO) als eine Region mit
besonders hoher Dichte an solchen Signalen. Dieses Verteilungsmuster war ebenfalls bei der
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Injektion der hoheren Dosierung an LPS (100 pg/kg KG) in die subkutane Kammer
vorzufinden. Hingegen konnte nach der Applikation von 10 pg/kg s.c. keine Expression der

mRNA dieses Enzyms nachgewiesen werden (Abbildung 65).

A

Overview

Abbildung 65

Expression der COX-2 mRNA im Organum subfornicale des Meerschweinchen (SFO) 180 min.
nach systemischer (C, L10, LPS 10 pg/kg i.a.; D, L30, LPS 30 pg/kg i.p.) oder lokaler (E, L100,
LPS 100 pg/kg s.c.; F, L10, LPS 10 pg/kg s.c.) Injektion von LPS oder 0,9 % NaCl als
Losungsmittel-Kontrolle (B): Es sind reprisentative Aufnahmen entsprechender
Hybridisierungssignale aus dem mittleren Bereich des SFO gezeigt. Teilbild A stellt dabei einen
Uberblick der Region dar. Die spezifische COX-2-Expression ist nach Autoradiographie anhand
der Schwarzfirbung des Filmes sichtbar. Der Balken in B entspricht 100 pm.

Zusammenfassend finden sich als Reaktion auf LPS-induzierte hohe zirkulierende Mengen
an IL-6 sowohl genomische Aktivierungen als auch anscheinend die Produktion des Enzyms
COX-2 in Endothelzellen des Gehirnes. Ob es sich dabei um dieselben Zellen handelt, konnte
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mit Hilfe der uns zur Verfiigung stehenden Methodik nicht nachgewiesen werden. Es konnte
jedoch sein, dass direkt oder indirekt tiber die STAT3-Aktivierung auch das Enzym COX-2
gebildet wird und als Informationsvermittler zur Fieberentstehung dient. Trotzdem kann
anhand unserer Befunde noch kein kausaler Zusammenhang abgeleitet werden.

Neben dem Plexus choroideus zeigten das SFO und das OVLT, welche ebenfalls hohe
nukledre STAT3-Signaldichten aufwiesen, auch vergleichsweise hohe Ansammlungen an
COX-2 mRNA. Die anderen zirkumventrikuldren Organe waren hingehen nicht in diesem
Malle in einen solchen Prozess einbezogen. Die niedrige lokal gegebene Dosis erzeugte
Fieber, allerdings weder eine STAT3-Translokation noch eine COX-2-Expression. Unter
diesen experimentellen Bedingungen erschien folglich das Modell der humoralen Hypothese
zur Fieberentstehung nicht in dieser Form anwendbar zu sein, zumal lediglich sehr moderate
Mengen an zirkulierendem IL-6 vorhanden waren und nach subkutaner Applikation von LPS
auch TNF nicht als humoraler Botenstoff zu erwarten wire (Ross et al., 2003). Es konnte sich
hierbei zumindest anteilig um eine Vermittlung der Information Fieber iiber einen anderen
Weg der Informationsiibertragung handeln. Eine Beteiligung durch sensible Hautnerven als
Modell der Fieberentstehung wire denkbar. Diese Vermutung wurde vor allem auf einer
vorhergehenden Studie am Modell der subkutanen Kammer begriindet, in der eine
Lokalanisthesie im Bereich der subkutanen Kammer Fieber zumindest zum Teil abschwichen
konnte {Kapitel I1 6.2.2 und V 3, (Ross et al., 2000)}.

3.2. Dosis-abhiingige Modulierung der lokal induzierten Fieberreaktion
durch Diclofenac

Zusitzlich zu den anhand der COX-2-Expression untersuchten Prostaglandin-vermittelten
Vorgéingen im Gehirn des Meerschweinchens nach Wirkung von humoralen Botenstoffen wie
IL-6 (humorale Hypothese) stellt sich also die Frage, ob Prostaglandine auch bei der lokalen
Entziindungsreaktion zur Fieberentstehung beitragen. Da scheinbar zumindest anteilig ein
anderes Modell der Fieberentstehung als das humorale bei lokalen Entziindungen eine Rolle
spielt, sollte die Rolle der Prostaglandine auch hier genauer untersucht werden. Eine direkte
Aktivierung von sensiblen, afferenten Hautnerven iiber lokal gebildetes PGE, wire denkbar.

Deshalb wurde nun anhand der Blockade des Enzyms Zyklooxygenase der Versuch
unternommen, die Rolle von Prostaglandine bei der Fieberentstehung genauer zu
charakterisieren. Dazu wurde eine Versuchreihe durchgefiihrt, in der die Konzentration an
dem NSAID Diclofenac ermittelt werden sollte, welche noch ausreicht, um lokal eine
Syntheseblockade dieser Eicosanoide zu bewirken. Dies wurde wiederum fiir das
Entziindungsmodell der subkutanen Kammer mit LPS anhand der beiden Dosierungen von 10
und 100 pg/kg durchgefiihrt.
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. Stimulation Diclofenac Anzahl
Versuchstiergruppe s.c. S.c. der Tiere Untersuchung
1 ml/kg
Lokale Inflammation Solvent als 5
Kontrolle
LPS/k 5 ng/kg 5
100
Blockade der lokalen HEXE 50 ng/kg 5
Inflammation 500 pg/kg 6
5000 pg/kg 5
Lokale Inflammation 1 ml/kg NaCl 5
als Kontrolle
LPS 5 ng/kg 5 Fieber .
-60 - +360 min.
Blockade der lokalen 10 pg/kg 50 ng/kg 5
Inflammation 500 pug/kg 6
5000 pg/kg 5
Kontrolle der lokalen NaCl Solvent 5
Inflammation 1 ml/kg 1 ml/kg
5 ng/kg 5
Kontrolle der Blockade der NaCl 50 pg/kg 5
lokalen Inflammation 1 ml/kg 500 pg/kg 6
5000 pg/kg 5

Tabelle 27
Ubersichtstabelle der Versuchsreihen mit Dosierung, Applikationsform und der Anzahl der
Tiere. Es wurden bei allen Versuchen Temperaturkurven von —60 — +360 min. aufgezeichnet.

Uber eine abgestufte Reduzierung der empfohlenen Menge an Diclofenac, die beim
Meerschweinchen in fritheren Studien eingesetzt wurde {5 mg/kg, (Roth et al., 2002; Ross et
al., 2003}, wurden Dosis-Wirkungskurven zur Beeinflussung der Fieberreaktionen gemaf
Tabelle 27 erstellt. Die Prozedur der Fieberaufzeichnung entsprach hierbei der gewohnten
Vorgehensweise. Aus der Kombination des Pyrogens LPS mit Diclofenac resultierte ein etwas
hoheres Volumen, welches in die subkutane Kammer injiziert wurde. Es tiberschritt allerdings
nicht das maximal aufnehmbare Volumen der Kammer von ca. 1 ml. Zur Kontrolle der
Pyrogen-Applikation verwendete man wiederum NaCl-Losung, fiir Diclofenac das
Losungsmittel (Solvent), welches mit 5 % Ethanol in der NaCl-Losung angereichert war. In
einer vorherigen Studie war bereits festgestellt worden, dass es keine signifikante
Beeinflussung der Fieberreaktion durch die Zugabe des Losungsvermittlers fiir Diclofenac
gibt (Ross et al., 2003).

Wie in Abbildung 66 dargestellt, konnte fiir die Gabe von 100 pg/kg s.c. LPS iiber die
jeweilige Verringerung der applizierten Menge an Diclofenac eine Dosis-abhéngige Wirkung
festgestellt werden. Von 30-315 min. waren die gemessenen Temperaturwerte der
Fieberkurve nach LPS-Stimulation ohne Diclofenac-Gabe signifikant hoher als nach NaCl-
Gabe. Verglichen mit der entsprechenden Kontrollgruppe zeigte sich die Fieberreaktion fiir
D5 (Diclofenac 5 pg/kg) im Zeitraum von 45-270 min. und fiir D50 (Diclofenac, 50 pg/kg)
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von 30-330 min. statistisch signifikant niedriger als die Temperaturkurve in der
Kontrollsituation. Das bedeutet, dass prinzipiell durch diese Dosierungen an NSAID das
Fieber nur zum Teil abgeschwicht werden konnte. Die Temperaturwerte wurden dazu mit
einer zweifaktoriellen ANOVA und einem post-hoc-Test nach Bonferroni verglichen
(Teilbild A).

Uber die Fieberindices konnte auBerdem gezeigt werden, dass sowohl 5 als auch 50 pug/kg
an Diclofenac zumindest eine signifikante Reduzierung des Fiebers bewirkten. Die beiden
Fieberkurven selbst waren dabei untereinander nicht statistisch signifikant unterscheidbar
(Abbildung 66, Teilbild C).

Eine Gabe von 500 pg/kg Diclofenac reduzierte das Fieber noch deutlicher, sowohl zeitlich
als auch beziiglich seines Temperaturmaximums. Uber den Vergleich zu der Kontrolle ergab
sich eine statistisch relevante Erhohung der Temperatur nur noch von 135-300 min., also
einer vollstindigen Unterdriickung des Fiebers zumindest in der ersten Phase. Uber das
Teilbild C wird nochmals verdeutlicht, dass zumindest verglichen zu der Dosierung von
50 ng/kg das Fieber signifikant starker reduziert wurde.

Die hochste verabreichte Dosis an Diclofenac (5000 pg/kg KG) fithrte zu einer
vollstindigen Unterdriickung des Fiebers iiber den ganzen Fieberverlauf hinweg. Es wurde
sogar eine signifikante Erniedrigung der Temperaturen im Vergleich zu der Kontrolle im
Zeitraum von 180-225 und 300-330 min. festgestellt. Ahnliches wird in Teilbild C iiber die
F.I. deutlich. Das Fieber wurde durch diese Dosis an Diclofenac vollstindig unterdriickt.
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Fieberreaktion (A-B; ATy, body temperature) von Meerschweinchen vor und nach Gabe von
L PS (100 pg/kg, s.c.) und gleichzeitiger Applikation von Diclofenac (D5, 5 pg/kg; D50, 50 pg/kg,
D500, 500 pg/kg, D5000, 5000 pg/kg) oder dessen L osungsmittel (Solvent). Zusétzlich wurde in
Teilbild C eine vergleichende Zusammenfassung der Fieberreaktionen aus A und B anhand der
integrierten Flachen unter den Kurven (Fieberindex, F.I.) vorgenommen. Saulen mit gleichen
Buchstaben sind nicht, jede Saule mit einem anderen Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich zu enander (P < 0.05). *Signifikante Unterschiede zwischen den 5
Versuchsansatzen der Stimulation mit LPS und ihren jeweiligen Kontrollen sind durch Sterne
Uber den Saulen der Kontrollgruppen dargestellt (P < 0.05). Alle Werte sind als Mittelwerte
Standar dfehler dargestellt.

Analog wurde nun die gleiche Untersuchung mit der lokalen LPS-Applikation von
10 pg/kg durchgefihrt. Die Dosierungen an Diclofenac von 5, 50 und 500 pg/kg ergaben eine
signifikante Abschwéachung des Fiebers (Teilbild C der Abbildung 67). Die drei Saulen (F.1.;
D5, D50, D500) waren allerdings nicht statistisch signifikant voneinander unterscheidbar. Bei
der hochsten Dosierung an Diclofenac konnte wiederum zeitlich begrenzt (120-210 min.) eine
Hypothermie festgestellt werde. Es ist hierbel besonders hervorzuheben, dass selbst die
niedrigste eingesetzte Dosierung an Diclofenac (5 pg/kg) in den Zeitraumen 15-30 min. und
165-375 min. die Fieberreaktion im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant abschwéchte.
Zur vollstandigen Dokumentation sind in Abbildung 68 die entsprechenden Kurven der
Kontrollsituationen zu den einzelnen Fieberreaktionen nach Pyrogen-Gabe abgebildet. Zur
besseren Ubersicht wurde darauf verzichtet, sie direkt in Abbildung 66 und Abbildung 67
einzufugen.
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Fieberreaktion (A-B; ATy, body temperature) von Meerschweinchen vor und nach Gabe von
LPS (10 pg/kg, s.c.) und gleichzeitiger Applikation von Diclofenac (D5, 5 pg/kg; D50, 50 pg/kg,
D500, 500 pg/kg, D5000, 5000 pg/kg) oder dessen Losungsmittel (Solvent). Zusétzlich wurde in
Teilbild C eine vergleichende Zusammenfassung der Fieberreaktionen aus A und B anhand der
integrierten Flachen unter den Kurven (Fieberindex, F.I.) vorgenommen worden. Sdulen mit
gleichen Buchstaben sind nicht, jede Saule mit einem anderen Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich zu enander (P < 0.05). *Signifikante Unterschiede zwischen den 5
Versuchsansatzen der Stimulation mit LPS und ihren jeweiligen Kontrollen sind durch Sterne
Uber den Saulen der Kontrollgruppen dargestellt (P < 0.05). Alle Werte sind als Mittelwerte +
Standar dfehler dargestellt.

Zusammenfassend ergab die Ko-Applikation von Diclofenac in einer Dosierung von
5 ug/kg in Kombination mit LPS in beiden Versuchsreithen (LPS 10 pg/kg, LPS 100 pg/kg)
bereits eine signifikante Reduzierung der Fieberreaktion. Obwohl es sich nicht um eine
vollstéandige Unterdriickung des Fiebers an sich handelte, so ermittelte man hiermit eine sehr
geringe Dosis, die dennoch das in diesem Modell induzierbare Fieber beeinflussen konnte. In
Anbetracht dieser vergleichsweise niedrigen Dosierung erschien es durchaus maoglich, dass es
sich hierbei um eine lokale Wirkung von Diclofenac handelte. Ansonsten waren systemische,
Fieber-senkende Effekte zu berticksichtigen, wie zum Beispiel durch direkte Beeinflussung

der Sollwert-Verstellung im Bereich des Hypothal amus.
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Abbildung 68

Temperaturkurven (A-B; ATy, body temperature) von Meerschweinchen vor und nach
Applikation der entsprechenden Kontrolllésungen zu den in Abbildung 66 und Abbildung 67
gezeigten Reaktionen (Diclofenac + NaCl oder Solvent). Alle Werte sind als Mittelwerte +
Standardfehler dargestellt.

3.2.1. Contralaterale Gabe von Diclofenac

Um festzustellen, ob tatséchlich eine lokale Wirkung des NSAID Diclofenac zur
Fiebersenkung beitragen kann, wurde eine zusétzlich Versuchreihe durchgefuhrt, da es nicht
auszuschlief3en war, dass vielleicht doch systemische Effekte von Diclofenac auch bei einer
so niedrigen Dosierung wie 5 pg/kg KG eine Rolle spielen konnten. Uber eine contralaterale
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Applikation des Medikamentes Diclofenac zeitgleich zu der Injektion von LPS in die
subkutane Kammer sollte Uberprift werden, dass es sich hierbei um eine rein lokale Wirkung
der COX-Hemmung am Ort der Entziindung handelte.

- Stimulation Diclofenac Anzahl
Versuchstiergruppe ~ sl A e Unter suchung
1 mi/kg
Lokale Inflammation Solvent als 6
10L P?k Kontrolle
Blockade der lokalen HIx9 5 uglkg 6 o
I nflammation Iener
50 ng’kg > .60 - +360 min.
Kontrolle der lokalen Sovent 5
Inflammation NaCl 1 mi/kg
Kontrolle der Blockade der 1 ml/kg 5 uglkg 5
lokalen Inflammation 50 pg/kg 6

Tabelle 28
Ubersichtstabelle der Versuchsreihen mit Dosierung, Applikationsform und der Anzahl der
Tiere. Eswurden bei allen Versuchen Temperaturkurven von —60 — +360 min. aufgezeichnet.

Hiezu wurden entsprechend der Tabelle 28 weitere Versuche durchgefihrt und
Temperaturkurven aufgezeichnet. Diesmal wurde den Tieren, neben der Pyrogen- oder NaCl-
Applikation in die subkutane Kammer, auf der contralateralen Seite im gleichen Hautareal s.c.
Diclofenac oder Solvent injiziert. Zum Vergleich wurde auch die Dosierung von 50 pg/kg s.c.
untersucht.

Es konnte, wie in Abbildung 70 (Teilbild A) dargestellt, keine signifikante Erniedrigung
der Temperaturwerte durch die contralaterale Gabe von 5 pg/kg Diclofenac erzielt werden. Im
Gegensatz dazu verringerte die Applikation der hdheren Dosis von 50 pg/kg deutlich die
Fieberreaktion.

Wie in Kapitel 1V 3.2 beschrieben, hatte eine Dosierung von 5 pg/kg KG Diclofenac bel
simultaner Gabe mit LPS direkt in die Kammer eine signifikante Reduzierung der integrierten
Fieberreaktion zur Folge. Dieser Effekt manifestierte sich hauptsachlich in der zweiten
Fieberphase, in der die mittleren Korpertemperaturen unter dem Einfluss des Medikaments
signifikant erniedrigt waren. Ein derartiger Effekt war bei subkutanen Injektion derselben
Dosis an Diclofenac in das contralaterale Hautareal nicht zu verzeichnen: das Fieber wurde

nicht reduziert (Abbildung 69 A). Die entsprechenden Kontrollen sind in Abbildung 69 B
dargestellt.
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Abbildung 69
Temperaturkurven (AT, body temperature) von Meerschweinchen vor und nach Applikation
von LPS (10 pg/kg) in Kombination mit Diclofenac (D5, 5 pg/kg; D50, 50 ug/kg) oder Solvent
(Tellbild A) oder der entsprechenden Kontrollésungen (Teilbild B; Diclofenac + NaCl oder
Solvent). Solvent oder Diclofenac wurden in diesem Versuch contralateral (c.l.) injiziert. Alle
Werte sind als Mittelwerte + Standar dfehler dargestellt.

Zusammenfassend ergibt sich hiermit ein deutlicher Hinwel's, dass es sich hier lediglich um
eine lokale Wirkung des Diclofenac in der Dosierung von 5 pg/kg auf die Reduktion der
Fieberantwort handelt. Wenn, wie gezeigt, nur die Applikation auf der gleichen Seite wie die

Pyrogen-Gabe das Fieber beeinflusst, kdnnte Diclofenac dort lokal (im Bereich der
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subkutanen Kammer) die Bildung von Prostaglandinen hemmen. Contralateral gegeben wiirde
das Diclofenac nicht am Ort der Entziindung wirken konnen und keinen Effekt auf einen
lokalen Fieberentstehungs-Mechanismus besitzen. Dies kann als ein weiterer Beleg dafiir
gewertet werden, dass moglicherweise sensible Hautnerven bei der lokalen
Entziindungsreaktion aktiviert werden und zumindest anteilig zu einer Fieberreaktion
beitragen konnten. Da das Fieber lediglich abgeschwicht wurde, erklért auf der anderen Seite
diese Hypothese nicht den ganzen Fieberentstehungs-Prozess. Es muss also ein
Zusammenspiel mehrerer Mechanismen, z.B. Interaktionen zwischen nervalen und humoralen
Signalwegen zur Fieberentstehung, postuliert werden. Die humorale Komponente bei diesem
Zusammenspiel scheint allerdings vor allem bei starken lokalen Entziindungsreizen eine
groB3e Rolle zu spielen (L100 s.c.).

3.3. Lokale Bildung von PGE,

Nach den vorliegenden Resultaten sollte nun iiberpriift werden, wie die ortsgebundene
Bildung an PGE, im lokalen Entziindungsmodell tatsichlich aussah und wie sich die Gabe
des COX-Hemmers darauf auswirkte.

. Stimulation Diclofenac Anzahl
Versuchstiergruppe S.c. S.c. der Tiere Untersuchung
1 ml/kg
Lokale Inflammation Solvent als 6
LPS Kontrolle
100 pg/k
Blockade der lokalen HEXE 5 ngkg 5
Inflammation 500 pg/kg
1 ml/kg 1. PGE,
Solvent als 8 Konzentrationen
Kontrolle der lokalen LPS Kontrolle zum Zeitpunkt
Inflammation 10 pg/kg 5 o/k 5 +120 min. nach
HExe Injektion in der
500 pg/kg 4 Lavage.
Kontrolle der lokalen S llml/kgl ]
Inflammation olvent als
lNalgkl Kontrolle
Kontrolle der Blockade der ke 5 ng/kg 5
lokalen Inflammation 500 pg/kg 4

Tabelle 29

Ubersichtstabelle der Versuchsreihen mit Dosierung, Applikationsform und der Anzahl der
Tiere. Es wurde bei jedem Versuchstier die PGE,-Konzentration in der Lavage der subkutanen
Kammer 120 min. nach der jeweiligen Injektion bestimmt.

Fiir diese Untersuchung wurde die Anzahl der getesteten Diclofenac-Dosierungen von vier
auf zwei reduziert. Anhand der beschriebenen Resultate (Kapitel IV 3.2) stellte sich vor allem
die Frage, ob die Dosierung von 5 pg/kg KG des NSAID, welche gerade noch einen Effekt
auf die Fieberantwort gezeigt hatte, die Prostaglandin-Bildung tatsdchlich beeinflusst. Zur
Kontrolle wurde zusitzlich eine hohere Dosis von 500 pg/kg eingesetzt. Diese reduzierte
deutlich und sicher eine Fieberreaktion in beiden Versuchstiergruppen. Die Versuchsreihen




- 168 - IV Ergebnisse

wurden gemdl} des in Tabelle 29 dargestellten Schemas durchgefiihrt. Da die Prozedur der
Spiilprobengewinnung (Lavage) nicht vollig stressfrei ablauft, wurde davon abgesehen, die
Temperaturkurven unter diesen gednderten Bedingungen aufzuzeichnen (Methode zur
Gewinnung von Lavage, siche Kapitel I1 1.2.5.2).
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Abbildung 70

Konzentrationen an PGE, (pg/ml) in der Lavage aus dem Bereich der subkutanen Kammer 120
min. nach lokaler LPS-Stimulation (LPS 100 pg/kg + Solvent s.c., L100, schwarze Sidulen; LPS
10 pg/kg + Solvent s.c., 10, weilie Sdulen) oder entsprechender Kontrolle (NaCl + Solvent, 1
ml/kg, NaCl, graue Séiule) aufgetragen mit einer logarithmischen Skala (Teilbild A; Teilbilder B-
D, linke Siulen). Zusitzlich wurde in anderen Gruppen anstelle des Solvent fiir das NSAID
Diclofenac in den Dosierungen 5 und 500 ug/kg eingesetzt (Teilbilder B-D; +DS5, +D500). Siulen
mit gleichen Buchstaben sind nicht, jede Siule mit einem anderen Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich zu einander (P < 0.05). Es sind Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.

Die ermittelten PGE,-Konzentrationen in der Lavage beider Gruppen LPS-behandelter
Tiere (LPS 10 pg/kg und LPS 100 pg/kg) waren jeweils signifikant hoher als die Werte in der
Kontrollgruppe (Abbildung 70, Teilbild A). Andererseits unterschieden sich die LPS-
induzierten PGE,-Konzentrationen nicht in Abhingigkeit von der eingesetzten LPS-Dosis.
Die Konzentrationen an PGE; nach Injektion der hoheren LPS-Dosierung waren lediglich
tendenziell hoher. Eine zusétzliche Applikation von Diclofenac mit 5 pg/kg oder 500 pg/kg
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KG reduzierte eine lokale PGE,-Produktion in der subkutanen Kammer in allen Fillen

signifikant (Teilbilder B-C). Man konnte selbst beim Einsatz der niedrigen Diclofenac-

Dosierung (5 pg/kg) eine vollstindige Unterdriickung der LPS-induzierten PGE,-Bildung

verzeichnen.

4. Zusammenfassung der Ergebnisse

A

Nukleire Translokation des Transkriptionsfaktors STAT3 im Gehirn des
Meerschweinchens im Verlauf systemischer oder lokaler Inflammation.

Durch systemische und lokale (hohe Dosis) Gabe von LPS wurde Fieber erzeugt.
Dabei konnte eine nukledre Translokation des Transkriptionsfaktors STAT3
vornehmlich in Gehirnregionen mit offener Blut-Hirn-Schranke (sensorische CVOs)
beobachtet werden, die mit der Stirke der LPS-induzierten IL-6-Spiegel im Blut
korrelierte.

Die lokale Gabe von 10 pg/kg LPS s.c. (niedrige Dosis) resultierte in einer moderaten
Fieberreaktion; eine genomische Aktivierung von Zellen in den genannten
Hirnstrukturen blieb aus.

Es muss demzufolge unter diesen Bedingungen anteilig einen anderen als den
humoralen Signallibertragungsweg geben, der zur Fieberreaktion fiihrt.

Charakterisierung des Phéinotyps der IL-6 aktivierten Gehirnzellen

Durch FEinsatz einer Gewebe schonenden Herstellung von postfixierten
Gefrierschnitten wurde das Gehirnendothel neben den sensorischen CVOs als
Hauptangriffspunkt fiir LPS-induziertes zirkulierendes IL-6 identifiziert. LPS-
behandelte Tiere reagieren mit einer nukledren STAT3-Translokaltion in
Endothelzellen, die liber das ganze Gehirn verteilt waren.

Im Bereich der sensorischen CVOs fand sich dagegen eine vergleichsweise moderate
Anzahl an genomisch aktivierten Endothelzellen. In diesen Gehirnstrukturen zeigten
nach LPS-Behandlung vornehmlich Astrozyten eine nukledre STAT3-Aktivierung.
Der Phénotyp einer zusétzlichen Zellpopulation konnte nicht identifiziert werden.

Perspektivisch stellt sich die Frage, ob es einen kausalen Zusammenhang zwischen

der IL-6-induzierten genomischen Aktivierung von Endothelzellen und Astrozyten im
Gehirn mit der neuronal vermittelten Fieberreaktion gibt.

Die Rolle von Prostaglandinen bei der Fieberentstehung im Modell der lokalen
Inflammation.

C Induktion von COX-2 im Gehirn

Entsprechend der vorliegenden Ergebnisse konnte nach lokaler (hohe Dosis) und
systemischer LPS-Gabe das Gehirnendothel eine wichtige Rolle bei einer COX-2
mRNA Expression im ZNS spielen. Pyrogen-behandelte Tiere reagierten verteilt tiber
das ganze Gehirn mit einer COX-2-Expression. Vor allem im SFO und im OVLT
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konnten vergleichsweise hohe Dichten an COX-2 mRNA Expression festgestellt
werden

Andererseits konnte bei Tieren nach LPS-Applikation von 10 pg/kg s.c. (niedrige
Dosis) keine COX-2-Expression im Gehirn nachgewiesen werden.

Eine COX-2-Expression im ZNS scheint demzufolge keine entscheidende Rolle flr die
Fieberinduktion nach Injektion der niedrigen LPS-Dosis in die subkutane Kammer
(lokale Inflammation) zu spielen.

C; Dosis-abhingige Modulierung der Fieberreaktion durch Diclofenac

Im lokalen Entziindungsmodell bei Applikation von 100 pg/kg LPS (hohe Dosis) in
die subkutane Kammer verhinderte die gleichzeitige Behandlung mit 5000 oder 500
ug/kg Diclofenac die Ausbildung einer Fieberreaktion, wihrend die Koapplikation
von 50 oder 5 pg/kg Diclofenac das Fieber lediglich gering abschwéchte.

Alle vier Diclofenac-Dosierungen verringerten die Fieberantwort graduell, wenn sie
zusammen mit der niedrigen LPS-Dosis (10 pg/kg) in die subkutane Kammer
appliziert wurden. Die niedrigste Dosis von 5 pg/kg Diclofenac hatte jedoch keinen
antipyretischen Effekt, wenn sie contralateral zur implantierten subkutanen Kammer
injiziert wurde.

Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass eine lokale Bildung von Prostaglandinen im
Gewebe der Entziindungsreaktion anteilig eine Rolle in der Fieberentstehung spielen
konnte. Dies wurde nach der Applikation der niedrigen LPS-Dosis in die subkutane
Kammer festgestellt, die kaum von einem systemischen Auftreten endogener Pyrogene
im Blut begleitet ist.

C; Lokale Bildung von PGE;

Injektionen der hohen und der niedrigen LPS-Dosis in die subkutane Kammer
resultierten in einem signifikanten Anstieg an PGE, in der Lavage aus der entziindeten
subkutanen Region.

Die LPS-induzierte Bildung von PGE, wurde durch die Koinjektion von 5 oder
500 pg/kg Diclofenac in der subkutanen Kammer vollstdndig unterdriickt.

Dieses Ergebnis bestitigt, dass bereits die niedrigste Fieber-abschwéchende Dosierung
von Diclofenac in der Lage war, eine lokale PGE, Produktion vollstindig zu
blockieren.

Lokale Mechanismen, wie im Bereich der subkutanen Entziindung die Prostaglandin-
Synthese, kénnten die Generierung afferenter neuronaler Signale induzieren und auf
diesem Weg thermoregulatorische Areale im Gehirn im Sinne einer Fieberreaktion
beeinflussen. Dieser Mechanismus scheint lediglich bei moderaten lokalen
Entziindungsprozessen quantitativ eine Rolle zu spielen. Der humorale Uber endogene
Pyrogene getragene Signalweg scheint ansonsten den groReren Anteil an der
Fieberinduktion auszumachen. Sichtbare Effekte des neuronalen Signalweges werden
dadurch verdeckt.
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V. DISKUSSION

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen dienten dem Vergleich
lokaler und systemischer LPS-induzierter Entziindungsreaktionen. Dabei wurde die spezielle
Bedeutung der beiden zentralen Mediatoren IL-6 und PGE; bei der im Rahmen systemischer
und lokaler Entziindungsprozesse auftretenden Fieberreaktion niher charakterisiert. Die
Diskussion erfolgt anhand der Chronologie der erhobenen Befunde.

1. Humorale Hypothese zur Fieberentstehung

1.1. Rolle von IL-6

Durch systemische und lokale Gabe von LPS wurde Fieber erzeugt, welches in der Stirke
seiner Ausprigung zu den jeweils induzierten zirkulierenden IL-6-Konzentrationen gut
korrelierte. Dieser in den Abbildungen 39-44 dargestellte Teilbefund steht in
Ubereinstimmung mit anderen publizierten Studien (Nijsten et al., 1987; LeMay et al., 1990;
Roth et al., 1993; Roth et al., 1994; Harré et al., 2002). Nach systemischer Gabe von LPS
(i.a., i.p.) findet man Zytokine und LPS selbst in messbaren Konzentrationen in der
Zirkulation {Kapitel II 2,3; (Givalois et al., 1994; Roth et al., 1998a; Johnson et al., 2003a).
IL-6 als potenzielles endogenes Pyrogen wird also zum einen direkt in der Zirkulation LPS-
induziert von verschiedenen Korperzellen in groen Mengen produziert und gelangt {iber das
Blut als humoraler Botenstoff zum Gehirn. Zum anderen wird IL-6 aus dem lokalen
entziindeten Bereich der subkutanen Kammer in vergleichsweise moderaten Konzentrationen
in die Blutbahn abgegeben. Es wurde bestitigt, dass weder TNF und IL-1B noch LPS selbst
aus der Kammer (Ross, 2001) oder einer diesem Modell vergleichbaren subkutan angelegten
Luftblase (,,air pouch®) in die Zirkulation iibertreten (Cartmell et al., 2001). IL-6 scheint also
das einzige pyrogene Zytokin zu sein, welches in groBBeren Mengen vom Bereich der lokalen
Entziindung in das Blut tibertritt (Miller et al., 1997a; Miller et al., 1997b; Cartmell, 1998;
Ross et al., 2000; Ross et al., 2003; Turnbull et al., 2003). Die 50-fache Erh6hung der basalen
IL-6 Konzentration, die im Rahmen dieser Arbeit nach subkutaner Injektion der hohen LPS-
Dosis (100 pg/kg) im Blutplasma gemessen wurde, wurde demzufolge lokal in der Kammer
produziert und trat von dort in die Zirkulation iiber. Der Anstieg dieses endogenen Pyrogens
im Blut ist wahrscheinlich in diesem Experimentalmodell an der Fieberentstehung beteiligt.
Dies wurde durch eine Studie bestitigt, in der eine systemische Vorbehandlung mit IL-6
Antiserum das durch Injektion von LPS in eine subkutan erzeugte Luftblase (,,air pouch®)
signifikant unterdriickte (Cartmell et al., 2000). Es wurde in dieser Studie dieselbe LPS-
Dosierung von 100 pg/kg wie bei einer in dieser Arbeit eingesetzten Tiergruppe appliziert. Es
ist folglich davon auszugehen, dass es sich hier um vergleichbare Versuchsbedingungen
gehandelt hat, und die Ergebnisse zumindest teilweise auf die hier durchgefiihrten
Untersuchungen iibertragbar sind.

90 min. nach LPS-Injektion stiegen bei den Meerschweinchen die IL-6-
Plasmakonzentrationen in den beiden systemisch behandelten Tiergruppen ca. 1000-fach und



-172 - V Diskussion

lediglich 5-fach bei Tieren an, denen die niedrigere LPS-Dosis (10 pg/kg) in die subkutane
Kammer injiziert wurde. Wie sind nun diese zirkulierenden IL-6-Konzentrationen zu
bewerten? Welche Wirkung haben sie auf die Fieberentstehung? Fiir IL-6 wurden prinzipiell
eher moderate pyrogene Eigenschaften fiir Meerschweinchen (Blatteis et al., 1990), Ratten
(Harré et al., 2002) und Kaninchen (Helle et al., 1988) beschrieben. Es wird daher
angenommen, dass es zusitzliche Faktoren gibt, die eine Fieber erzeugende Wirkung von
IL-6 verstarken, beziehungsweise erst ermdglichen (Cartmell et al., 2003). Die Gabe einer
relativ hohen IL-6 Dosis in die subkutane Luftblase induzierte beispielsweise kein Fieber.
Durch Koapplikation subpyrogener Dosierungen von IL-1 dnderte sich dies allerdings derart,
dass sich eine deutliche Fieberreaktion entwickelte (Cartmell et al., 2000). Auch durch eine
intrazerebroventriculdre (icv) Gaben von IL-6 alleine konnten in mehreren Studien robuste
Fieberreaktionen erzeugt werden (Blatteis et al., 1990; LeMay et al., 1990; Lenczowski et al.,
1999). IL-6 scheint demnach zumindest zentral im Gehirn eine notwendige Komponente der
Fieberentstehung dazustellen. IL-6-defiziente Knockout-Méuse zeigten lediglich normale
Fieberreaktionen nach icv Applikation von IL-6, nicht aber nach i.p. Gabe von LPS oder
IL-1B (Chai et al., 1996). Insgesamt ist es daher schwierig, aufgrund seiner Eigenschaften,
IL-6 als einen grundsédtzlich entscheidenden Faktor fiir die Fieberentstehung zu beurteilen.
Fiir die niedrige in die subkutane Kammer applizierte LPS-Dosierung ergibt sich hieraus, dass
der hierbei auftretende moderate Anstieg an IL-6 in der Zirkulation eher kein exklusives
humorales Signal fiir die Fieberentstehung unter diesen Bedingungen darstellt. Im Modell der
systemischen Inflammation hingegen sind ausreichend hohe Konzentrationen an IL-6 in der
Blutbahn vorhanden, um zentralnervose Effekte der APR zu beeinflussen. Natiirlich darf
dabei allerdings nicht vergessen werden, dass auch andere Zytokine wie IL-1 (Desson &
Ferguson, 2003) pyrogene Eigenschaften besitzen und ebenfalls in diesem Modell eine Rolle
spielen konnten (Kapitel II 3.2, 3.3), auch wenn die Plasmakonzentrationen an IL-1 nur sehr
gering sind bzw. sogar unter der Nachweisgrenze liegen. Dennoch kann allein der fehlende
Nachweis eines Anstiegs von IL-1 in der Zirkulation nicht zum Ausschluss dieses Zytokins
als synergistisch wirksamen, Fieber-erzeugenden Mediator fithren (Kluger, 1991). Vielmehr
konnten sich pyrogene Eigenschaften von IL-1 durch eine lokale Bildung und Wirksamkeit
manifestieren.

1.2. Rolle der zirkumventrikuliren Organe (CVOs)

Wenn IL-6 als humoraler Botenstoff an der Induktion zentralnervés kontrollierter
Krankheitssymptome beteiligt sein sollte, miissten direkte Effekte dieses Zytokins auf
zellulidre Elemente des Gehirns nachweisbar sein. Dies wurde hier {iber die Wirkung von IL-6
auf die JAK/STAT-Signalkaskade untersucht. 90 min. nach LPS-Stimulation fanden sich
nukledre STAT3-Signale in Zellen der sensorischen CVOs und einigen anderen
Gehirnstrukturen wie dem SON, in den Meningen und in Endothelzellen. Andere mit Ratten
durchgefiihrte Studien konnten ebenfalls nukledre STAT3-Translokationen in Zellen der
sCVOs nach systemischer LPS oder IL-6 Gabe nachweisen (Gautron et al., 2002; Harre et al.,
2002). Die neuroanatomische Untersuchung von STAT3-Aktivierungen im Gehirn nach LPS-
Applikation stellt demnach eine gute Moglichkeit dar, Zellen zu identifizieren, die auf
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zirkulierende Zytokine reagieren. Bei Ratten konnte ein zeitabhingiges Verteilungsmuster
spezifischer nukledrer STAT3-Translokationen nach i.p. Gabe von LPS oder Ratten-
spezifischen IL-6 im Gehirn festgestellt werden (Gautron et al., 2002; Harre et al., 2002). In
diesen Studien wurden nukledre STAT3-Signale vor allem im OVLT und im SFO der Ratte
dargestellt. Die Aktivierung von Zellen in diesen beiden sensorischen CVOs trat 120 min.
nach LPS- bzw. 60 min. nach IL-6-Applikation auf. Dieses zeitliche Verteilungsmuster
nukledrer STAT3-Translokationen korrelierte gut mit den jeweils vorliegenden bioaktiven IL-
6-Konzentrationen im Blut. Bei Meerschweinchen scheinen allerdings Fieber und
zirkulierende IL-6-Konzentrationen schneller induziert zu werden als bei Ratten (Jansky et
al., 1995; Harré et al., 2002). In Vorversuchen zu dieser Arbeit wurden erste LPS-induzierte
nukledre STAT3-Signale 60 min. nach LPS-Applikation beobachtet. Im Zuge der nichsten 30
min. stieg die Anzahl an nukledren STAT3-Translokationen drastisch an und erreichte zum
Zeitpunkt 90 min. ein Maximum. Zwei Stunden nach LPS-Behandlung war die LPS-
induzierte nukledre STAT3-Aktivitdit immer noch hoch, allerdings verglichen mit dem 90
miniitigen Zeitpunkt, etwas weniger stark ausgeprigt. Deshalb wurde hier in allen
untersuchten Tiergruppen (i.a., i.p. oder s.c. Injektionen) die LPS-induzierte nukledre STAT3-
Translokation im Meerschweinchengehirn 90 min. nach Injektion von LPS oder der
Kontrolllosung (0,9 % NaCl) untersucht.

Welche Rolle spielen die sensorischen CVOs bei der Fieberentstehung? Das OVLT war
die erste dieser drei Gehirnstrukturen, fiir die vermutet wurde, dass sie eine rezeptive
Funktion fiir potenzielle endogene Pyrogene besitzt. Diese Hypothese war aufgrund der
Beobachtung aufgestellt worden, dass elektrolytische Zerstorung des OVLT, oder die
Unterbrechung neuronaler Verbindungen vom OVLT hin zum Hypothalamus Fieber nach
systemischer Pyrogen-Gabe unterdriickte (Blatteis et al., 1983; Blatteis et al., 1987,
Hashimoto et al., 1994; Romanovsky et al., 2003). Inzwischen lieferten andere Lésions-
Studien Hinweise auch fiir eine Beteiligung des SFO (Takahashi et al., 1997) oder der AP
(Lee et al., 1998; Marvel et al., 2004) bei der Signalvermittlung des aktivierten
Immunsystems zum Gehirn. Ein Nachteil der Anwendung dieser Lisionen liegt darin, dass
eine Zerstorung der genannten Gehirnstrukturen natiirlich auch deren physiologische
Funktionen ausschaltet. Es wurde deshalb argumentiert, dass Lasionen der Lamina terminalis,
die das SFO und das OVLT beinhalten, eine Unterdriickung von Fieber durch unerwiinschte
Nebenwirkungen wie Adipsie, erheblichen Verlust an Korpermasse und Hyperthermie
erzielen (Romanovsky et al., 2003). Ein alternativer Ansatz fiir solche Untersuchungen
konnte in der zentralen Applikation von Lokalanisthetika liegen, die eine begrenzte Wirkung
haben und vielleicht auch eine Kompensation der induzierten Stérungen verhindern (Marvel
et al., 2004). SchlieBlich werden die Befunde aus den Lasions-Versuchen (der Effekt durch
die Zerstorung von einzelnen CVOs auf Fieber) durch andere experimentelle Ansitze und
Techniken unterstiitzt. Mittels der Messung extrazelluldrer neuronaler Aktivitdt konnte
gezeigt werden, dass die Entladungsrate von OVLT-Neuronen durch Zytokine und PGE; in
einer Weise beeinflusst wird, die kompatibel mit der Entstehung von Fieber ist (Shibata &
Blatteis, 1991; Matsuda et al., 1992). Demnach werden warmsensitive Neurone gehemmt und
kaltsensitive Neurone aktiviert (Kapitel II 1.1.1, 1.1.3). Kiirzlich wurde eine interessante
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Patch Clamp Studie an isolierten Neuronen des SFO publiziert (Desson & Ferguson, 2003).
Bei diesen Untersuchungen induzierten physiologische Konzentrationen an IL-1 eine
transiente Depolarisierung und eine Erhéhung der Entladungsfrequenz einer identifizierten
Population von Neuronen im SFO. Diese Beobachtungen wurden als ein potenziell initialer
Schritt zur Fieberentstehung nach Immunstimulation interpretiert. Zusdtzliche Studien sind
notwenig, um auch eine mogliche Beteiligung von IL-6 an der Beeinflussung elektrischer
Eigenschaften der in den sCVOs lokalisierten Neurone zu charakterisieren. Schlielich ist
IL-6 im Gegensatz zu IL-1f iber den ganzen Zeitraum experimentell erzeugter
Fieberreaktionen erhoht und stellt neben anderen Zytokinen einen wichtigen humoralen
Botenstoff dar {Kapitel IT 3.3.1, (Miller et al., 1997b; Cartmell et al., 2000)}.

Zytokine sind die potenziellen endogenen Mediatoren der LPS-induzierten nukledren
STAT3-Translokation. IL-6 ist allerdings nicht das einzige Zytokin, welches in der Lage ist,
die STAT3-Signalkaskade zu aktivieren. Andere Zytokine der gp130 Rezeptor-Familie wie
IL-11, CNTF, LIF oder Leptin kdnnen potenziell auch eine nukledre STAT3-Translokation
bewirken {Kapitel II 4.1, (Taga & Kishimoto, 1997; Takeda & Akira, 2000; Hiibschle et al.,
2001b)}. Deshalb konnte man argumentieren, dass LPS neben anderen Zytokinen auch Leptin
induziert (Finck et al., 1998; Francis et al., 1999) und Leptin wiederum zu der
dokumentierten nukledren STAT3-Translokation beitragt. Dagegen spricht aber, dass sich die
Leptin-induzierte STAT3-Aktivierung im Gehirn deutlich von den IL-6-induzierten
Verteilungsmustern solcher genomisch aktivierten Zellen unterscheidet. Dies konnte
unabhingig davon gezeigt werden, ob diese Zytokine zentral {icv., (Hiibschle et al., 2001b)}
oder peripher (Harr¢ et al., 2002; Hosoi et al., 2002) appliziert wurden. Namentlich in den
sCVOs, welche von besonderem Interesse fiir die vorliegende Arbeit sind, findet
offensichtlich keine Leptin-induzierte nukledre STAT3-Translokation statt (Hiibschle et al.,
2001b; Hosoi et al., 2002).

Aus folgenden Griinden kann angenommen werden, dass die meisten der hier im
Meerschweinchengehirn beobachteten LPS-induzierten nukledren STAT3-Signale durch
IL-6-vermittelt sind. Nach systemischer Gabe von LPS wurden hohe zirkulierende IL-6
Konzentrationen induziert, es war somit in Gestalt dieses Zytokins ein addquater humoraler
Botenstoff vorhanden, der an seinen spezifischen Rezeptoren wirken konnte. AuBerdem
korrelieren in allen vier Pyrogen-stimulierten Versuchstiergruppen die IL-6 Konzentrationen
im Blut recht gut mit der Zahl an nukledren STAT3-Signalen in den sensorischen CVOs
(Abbildung 54). Der IL-6-Rezeptor und die gp130-Untereinheit, beide notwenig fiir die IL-6
Signaltransduktion, sind in den sCVOs (OVLT, SFO, AP) und in anderen Gehirnregionen, in
denen LPS-induzierte STAT3-Aktivierungen im Rahmen dieser Arbeit beobachtet wurden,
auch unter basalen Bedingungen vorhanden (Valliéres & Rivest, 1997). Injektionen von LPS
erhohen die Expression von IL-6-Rezeptoren und gp130 mRNA in den sCVOs und scheinen
somit diese Gehirnstrukturen fiir eine stirkere Interaktion mit zirkulierendem IL-6 zu
sensibilisieren. Es sollte allerdings beriicksichtigt werden, dass entlang der Gehirngefélle auch
IL-6-Rezeptoren und gp-130-Untereinheiten in LPS-behandelten Tieren exprimiert werden
und dass IL-6 daher in der Lage sein miisste auch mit dem Endothel von Gehirnkapillaren zu
interagieren. Die basale Ausstattung mit gpl30-Untereinheiten ist allgemein in fast allen
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Gehirnzellen vorhanden, im Endothel allerdings eher moderat. AuBlerdem findet sich im
Endothel keine konstitutive Expression von IL-6-Rezeptoren, was wiederum die Rolle der
sCVOs bei der LPS-induzierten Interaktion von IL-6 mit Gehirnzellen gerade dieser
Strukturen befiirwortet (Valliéres & Rivest, 1997). Zusétzlich konnte LPS die Expression und
die Ausschiittung von I6slichen IL-6-Rezeptoren stimulieren, welche in der Lage sind,
zusammen mit IL-6, gp130 exprimierende Zellen zu aktivieren. Solche 16slichen Rezeptoren
verstarken und verldngern in vivo nach icv-Applikation Fieber und andere zentralnervos
kontrollierte Effekte der APR (Schobitz et al., 1995). Zudem wurden I6sliche IL-6-
Rezeptoren in mehreren klinischen Krankheitsfillen in erhdhten Konzentrationen gemessen
(Jones et al., 2001). Die Rolle der sCVOs bei der Fieberentstehung wurde dariiber hinaus in
fritheren Studien durch immunhistologischer Detektion der Induktion von FOS-Protein
untersucht (Kapitel II 4.3). Auf der einen Seite war der Beginn der LPS-induzierten
Fieberreaktion vom Auftreten von FOS-Signalen in diesen Strukturen mit einer
unvollstindigen BBB begleitet (Konsman et al., 1999). Auf der anderen Seite konnte sowohl
nach systemischer als auch zentraler IL-6-Applikation ebenfalls eine Aktivierung von Zellen
anhand von FOS-postitiven Zellen in den sCVOs nachgewiesen werden (Valli¢res et al.,
1997). Dies ist ein zusétzlicher Hinweis darauf, dass IL-6 mit Zellen dieser Gehirnstrukturen
interagiert und demnach auch fiir die in dieser Arbeit dokumentierte STAT3-Translokation
verantwortlich sein konnte. Fiir den Transkriptionsfaktor STAT3 ist entsprechend eine
Induktion des FOS-Proteins beschrieben worden (Kapitel IT 4.1.1).

Interessanterweise induzierte die systemische Behandlung mit LPS in der vorliegenden
Arbeit auch eine nukledre STAT3-Translokation in einigen Gehirnregionen mit einer
vollstindigen BBB. Darunter fallen beispielsweise der VMPO und der SON. In der hier
durchgefiihrten Studie fiel ein kontinuierliches Band an nukledren STAT3-Signalen auf,
welches von rostralen Anteilen des VMPO startend bis zu caudalen Anteilen des SON reichte.
Es wurden im SON zwar bereits nukledre STAT3-Translokationen beschrieben, allerdings
nicht in dieser Form einer derartigen aktivierten Zone (Gautron et al., 2002). Die funktionelle
Relevanz dieser Beobachtungen ist bisher allerdings unklar. Trotzdem ist zu erwdhnen, dass
bei der Ratte der VMPO eine Gehirnstruktur reprisentiert, die auch als ,,Pyrogen Zone*
bezeichnet wird (Scammell et al., 1996a). Es wird demnach von Bedeutung sein, ob die hier
dargestellte IL-6-vermittelte genomische Aktivierung von Zellen in dieser Region als ein
Mechanismus mit funktioneller Relevanz fiir die Fieberentstehung bei Meerschweinchen
identifiziert werden kann.

SchlieBlich bleibt anzumerken, dass der Anstieg der Korpertemperatur bei den
Fieberreaktionen dem Auftreten der nukledren STAT3-Signale im Gehirn deutlich voran ging
(Abbildung 39-42). Der STAT3-vermittelte Effekt in den sCVOs wird also eher an der
Aufrechterhaltung des Fiebers als an der Induktion der frithen Fieberphase beteiligt sein.
Demnach scheint IL-6 vor allem fiir die zweite Phase der biphasischen Fieberreaktion von
Bedeutung zu sein.

In Einklang mit den hohen IL-6-Konzentrationen im Plasma nach der systemischen LPS-
Applikation wurden bei diesen Tiergruppen ausgepragt hohe Zahlen an nukledren STAT3-
Signalen im Meerschweinchengehirn festgestellt. Interessanterweise erzeugte auch die Gabe
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von 100 pg/kg (hohe Dosis) in die subkutane Kammer eine moderate (OVLT, SFO) bis hohe
(AP) nukledre STAT3-Aktivierung in den sCVOs. Dieser Befund unterstiitzt die Hypothese,
dass IL-6, welches aus der subkutanen Kammer in die Zirkulation gelangt, zentralnervos
kontrollierte Mechanismen aktivieren konnte (Cartmell et al., 2000). Es scheint also, dass die
moderaten Mengen an IL-6, die nach Injektion von 100 pg/kg LPS in die subkutane Kammer
in der Blutbahn auftreten, im Bereich der sensorischen CVOs Zugang zum Gehirn und vor
allem der AP bekommen und eine direkte genomische Aktivierung von Gehirnzellen
bewirken. Eine mdgliche Rolle fiir zirkulierendes IL-6 als afferentes, humorales Signal fiir die
Aufrechterhaltung von Fieber (Cartmell et al., 2000) und die Aktivierung der HPA-Achse
(Valliéres & Rivest, 1999; Turnbull et al., 2003) auch widhrend lokalisierter
Entziindungsreaktion wird demnach durch die hier erhobenen Befunden unterstiitzt.

In den Kontrolltieren wurden im Rahmen dieser Arbeit zytoplasmatische STAT3-Signale
beobachtet (Abbildung 48, D). Lediglich in Einzelfillen waren auch STAT3-positive
Zellkerne nachweisbar (Tabelle 22). Dies hingt damit zusammen, dass der hier verwendete
Antikorper sowohl phosphorylierte als auch unphosphorylierte Formen dieses
Transkriptionsfaktors {iiber das spezifische Epitop des STAT3-Molekiils erkennt. In
unstimulierten Zellen liegt das STAT3-Momomer im Zytoplasma vor und wurde
dementsprechend auch dort nachgewiesen. Das Vorhandensein einzelner nukledrer Signale
konnte mit dem basalen STAT3-Austausch zwischen Kern und Zytoplasma
zusammenhingen, der in ruhenden Zellen stindig vorkommt und sich in wenigen Zellen
qualitativ iiber den Antikorper nachweisen lasst {Kapitel II 4.1.1, (Bowman et al., 2000)}.
Zusétzlich ist eine genomische Aktivierung von einzelnen Zellen auch {iber die basalen IL-6
Plasmaspiegel denkbar.

SchlieBlich kann zumindest fiir die zwei systemisch mit LPS-behandelten Tiergruppen
nicht ausgeschlossen werden, dass neben Zytokinen als humorale Botenstoffe auch das
exogene Pyrogen LPS direkt auf Gehirnzellen einwirkt und damit zu Veridnderungen in
zentralnervos kontrollierten Reaktionen der APR fiihrt. Dadurch wire zum Beispiel der
schnelle Anstieg der Korpertemperatur bei Fieber erklarbar, bevor messbare Konzentrationen
an proinflammatorischen Zytokinen im Blut vorhanden sind. Wie bereits in Kapitel 11 2.2.1
angesprochen, wirkt LPS iiber den LPS-LPS-B-CD14-Komplex und vor allem iiber TLR4-
Rezeptoren. Konstitutiv wird sowohl der CD14 Rezeptor, als auch der TLR4-Rezeptor in den
sCVOs exprimiert. Nach LPS-Stimulation wird die CD14-Rezeptor-Expression sogar massiv
hochreguliert, wéhrend sich die Expression der TLR4-Rezeptoren allerdings eher verringert
(Lacroix et al., 1998; Laflamme & Rivest, 2001). Demnach kann zumindest fiir die
systemisch behandelten Tiergruppen (i.a., i.p.) LPS selbst als das erste Pyrogen angesehen
werden, welches eine Rolle als humoraler Botenstoff fiir die Induktion der frithen Phase der
Fieberreaktion spielen konnte. In dem MaBe, wie TLR4-Rezeptoren im Zuge der
Fieberreaktion eine Verringerung ihrer Expression erfahren, steigt die Bedeutung
zirkulierender Zytokine (IL-6), welche schlieBlich fiir die Aufrechterhaltung der zweiten
Fieberphase von grofler Bedeutung zu sein scheinen. Im Modell der lokalen Entziindung
diirfte zirkulierendes LPS allerdings keine Rolle spielen, da LPS nicht ins Blut {bertritt
(Cartmell et al., 2001; Ross, 2001). Auch der Transkriptionsfaktor NF-kB wird in den sCVOs
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nach LPS-Behandlung induziert (Nadjar et al., 2003). Uber diesen Signalweg konnte LPS die
intrazerebrale Bildung von IL-6 und PGE; als terminale Fiebermediatoren induzieren. Die
Rolle von direkt im Gehirn gebildetem (zentralem) IL-6 bei Fieberreaktionen wurde durch die
bereits erwédhnten Studien mit Knockout-Mausen bestatigt (Chai et al., 1996).

AbschlieBend stellt sich die Frage wie die terminalen Fiebermediatoren die
thermoregulatorischen Strukturen im Hypothalamus beeinflussen kdnnen, wenn sie zunéchst
in den sCVOs wirken. Einerseits wird von einem Netzwerk an neuronalen Verbindungen
zwischen sCVOs und Hypothalamus ausgegangen, das fiir eine Informationsiibertragung in
die entsprechenden integrativen hypothalamischen Areale verantwortlich sein konnte.
Alternativ wurde fiir kurze Distanzen z.B. zwischen OVLT und Hypothalamus die
Volumentransmission von Botenstoffen vorgeschlagen (Konsman et al., 1999). Sie stellt
einen moglichen Weg der Informationsiibertragung durch Diffusion von Mediatoren im
Extrazelluldrraum iiber kurze oder ldngere Distanzen dar (Agnati et al., 1995).

1.3. Rolle der einzelnen aktivierten Zellfraktionen

Durch Kolokalisation mit spezifischen Zellmarkern (GFAP, vW, NADPH-d) konnte eine
markante nukledre STAT3-Translokation in Endothelzellen des gesamten Meerschweinchen-
gehirns, in Astrozyten vor allem im Bereich der sCVOs und moglicherweise fiir einige
Neurone im Randbereich des SFO beobachtet werden. Zusétzlich wurden auch
morphologisch-neuroanatomisch endotheliale, meningiale und ependymale Zellen in den
DAB-gefarbten Schnitten identifiziert. Dies stimmt prinzipiell mit Befunden fritherer Studien
im Rattengehirn iiberein (Gautron et al., 2002; Harré et al., 2002; Harré et al., 2003).
Allgemein wurden bereits verschiedenste Gehirnzell-Phénotypen vorgeschlagen, die mit
nukledrer Translokation von STAT3 oder STAT3-Phosphorylierung auf unterschiedliche in
vivo Stimulationen reagieren. Zu diesen Zellen zdhlen Astrozyten (Justicia et al., 2000;
Gautron et al., 2002; Harré et al., 2003), Endothelzellen (Suzuki et al., 2001; Gautron et al.,
2002), Ependymzellen (Hiibschle et al., 2001b; Lambert et al., 2001; Gautron et al., 2002;
Gautron et al., 2003), meningeale Zellen (Hiibschle et al., 2001b; Gautron et al., 2002),
Mikroglia (Justicia et al., 2000), Neurone (Justicia et al., 2000; Hiibschle et al., 2001b;
Lambert et al., 2001; Suzuki et al., 2001; Gautron et al., 2002; Hosoi et al., 2002), Zellen der
Epiphyse (Takamiya et al., 2002), endokrine Zellen der Hypophyse (Gautron et al., 2003) und
Tanyzyten (Lambert et al., 2001). Eine direkte phénotypische Charakterisierung der STAT3-
responsiven Zellen wurde jedoch lediglich in wenigen Fillen durchgefiihrt. Bestdtigte
Kolokalisationen liegen bislang nur fiir Astrozyten, Hypophysenzellen, Mikroglia und
Neurone vor (Justicia et al., 2000; Gautron et al., 2002; Gautron et al., 2003; Harré et al.,
2003).

1.3.1. Astrozyten

In der von Gautron et al. (2002) mit Ratten durchgefiihrten Studie wurden nukledre
STAT3-Signale vorwiegend in Astrozyten lokalisiert. Dies konnte in dieser Arbeit nicht
bestitigt werden. In den meisten Gehirnstrukturen wurden nur in Einzelfdllen STAT3-Signale
in GFAP-postiven Zellen beobachtet. Innerhalb der sCVOs hingegen war eine groflere
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Subpopulation an nukledren STAT3-Signalen in Astrozyten lokalisiert, die etwa 20 % der
Gesamtzahl an responsiven Zellen im SFO (Randbereich) und im OVLT ausmachte. In der
Area postrema waren sogar etwa 80 % aller STAT3-postiven Zellen auch mit GFAP
kolokalisierbar, in der zentralen Region des SFO hingegen iiberhaupt keine. In diesen
spezialisierten Gehirnstrukturen mit einer offenen Blut-Hirn-Schranke und besonders in der
AP werden demnach vermehrt Astrozyten aktiviert.

Die Diskrepanz der Zell-Phianotyp-spezifischen Verteilung der nukledren STAT3-Signale
zwischen der Studie von Gautron et al. (2002) und den hier vorgestellten Befunden konnte
durch die unterschiedlichen Spezies (Ratte versus Meerschweinchen) und die
unterschiedlichen LPS-Dosierungen (250 versus 30 ug/kg) erklart werden.

Eine LPS-induzierte Aktivierung von Astrozyten wurde auch schon in fritheren Studien
zum Beispiel anhand des immunhistochemischen Nachweises von IkB gezeigt (Quan et al.,
1997). Astrozyten werden allgemein bei Infektionen des ZNS (Aschner, 1998) oder bei
Gehirn-Traumata stimuliert (Gautron et al., 2002). Sie exprimieren dann vermehrt GFAP, den
zelluldren Marker reifer Astrozyten. Dies geschieht bei Aktivierungen dieser Zellen tiber die
Anlagerung von STAT3 an ein STAT-responsives Element im Promotor des GFAP-Gens
(Takizawa et al., 2001). IL-6 ist demnach also selbst als Induktor des Astrozyten-spezifischen
Zytoskelett-Proteins GFAP wirksam. Weithin ist bekannt, dass Astrozyten eine strukturelle
und funktionelle Unterstiitzung von Neuronen bewirken. Sie besitzen neben anderen
Rezeptoren den IL-6R und konnen bei Stimulation proinflammatorische Zytokine wie 1L-6
produzieren (Gruol & Nelson, 1997). Astrozyten wéren also in der Lage, nach dem Prinzip
der in Kapitel II 3 beschriebenen Kaskade, Pyrogen-induzierte Signale in den CVOs durch
weitere Bildung von sekundiren zentralen Zytokinen zu verstirken. Eine parakrine oder
autokrine Wirkung ist hierbei durchaus vorstellbar (Gautron et al., 2002). Interessanterweise
produzieren stimulierte Astrozyten aber auch Proteinase-Inhibitoren. Eines dieser Proteine ist
Lipocortin-1, ein Kalzium- und Steroid-abhéngiges Membran-Bindungsprotein (Johnson et
al., 1989), welches anti-PLA,-Aktivitdt besitzt. Damit wire das initiale Enzym der
Prostaglandin-Synthese = gehemmt und  Astrozyten  konnten  hierdurch  sogar
antiinflammatorische Effekte erzielen (Aschner, 1998). Moglicherweise kann in den fiir
humorale Botenstoffe exponierten sCVOs somit eine Uberreaktion auf lang anhaltende
Pyrogen-Stimulation verhindert werden. Die Interaktion von Astrozyten mit Neuronen in
diesem Zusammenhang erfordert weitere Untersuchungen.

1.3.2. Endothelzellen

Zum ersten Mal konnte im Rahmen dieser Arbeit bei Meerschweinchen eine LPS-
induzierte STAT3-Aktivierung in Endothelzellen iiber das ganze Gehirn verteilt dokumentiert
werden. Dies wurde anhand immunhistochemischer Kolokalisations-Experimente des
Transkriptionsfaktors STAT3 mit dem von Willebrand-Faktor (vW) durchgefiihrt. Das vW-
Antiserum wurde bereits in mehreren Studien zur Analyse von Zell-Phénotypen als
endothelialer Marker eingesetzt (Laflamme & Rivest, 1999; Lebel et al., 2000; Yamagata et
al., 2001; Ibuki et al., 2003; Konsman et al., 2004). Endothelzellen exprimieren Zytokin-
Rezeptoren, stellen also potenzielle Zielstrukturen fiir endogene Pyrogene dar. Konsman et al.



V Diskussion -179 -

(2004) beispielsweise konnte zeigen, dass in der Ratte IL-1R mit vW kolokalisiert. Auch fiir
die Existenz von IL-6R und gpl130 in Endothelzellen wurden bereits Beweise erbracht
(Valliéres & Rivest, 1997; Lebel et al., 2000). Endothelzellen im Gehirn exprimieren den
IL-6R jedoch lediglich nach LPS-Stimulation. In Abwesenheit des Membran-gebundenen
Rezeptors konnte allerdings alternativ eine Signaltransduktion durch den sIL-6R aus dem Blut
tiber die konstitutiv vorhandenen gp130-Untereinheiten stattfinden. Insgesamt ist damit also
die nukledre STAT3-Translokation in Endothelzellen erkldrbar. Das AusmalBl der
endothelialen Aktivierungen im ganzen Gehirn fiel jedoch unerwartet hoch aus. Die
funktionelle Relevanz dafiir ist bisher unklar.

Die hier beschriebene dominante Rolle der Endothelzellen als Zielzellen fiir das
proinflammatorische Zytokin IL-6 im Gehirn wird durch andere Studien unterstiitzt, in denen
nicht STAT3 sondern andere Transkriptionsfaktoren oder aber dem Transkriptionsprozess-
assoziierte Molekiile verwendet wurden. Dazu gehdéren FOS (Elmquist et al., 1997), Jun
(Konsman et al., 2004), SOCS3 (Lebel et al., 2000), IkBa (Quan et al., 1997) und NF-xB
(Nadjar et al., 2003). Diese Signalmolekiile wurden alle verwendet, um neuroanatomisch die
Wirkung von Zytokinen im Gehirn zu untersuchen und die entsprechend reagierenden Zell-
Phinotypen zu determinieren. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass nach Pyrogen-
Behandlung (LPS, IL-1B, TNF-a) die meisten IkBa exprimierenden Zellen Endothelzellen
waren (Laflamme & Rivest, 1999). Entsprechend den Befunden dieser Studie wurden
Transkriptionsfaktor-aktivierte Endothelzellen in Mikrokapillaren des ganzen Gehirns wie im
Plexus choroideus, den sCVOs und den Meningen beschrieben. Eine Population
parenchymaler Mikrogliazellen konnte als weiterer IkBa exprimierender Phanotyp
identifiziert werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war fiir das Meerschweinchen ein
Nachweis STAT3-aktivierter Mikroglia nicht moglich, da verfiigbare Antikdrper fiir
mikrogliale Zellmarker bei dieser Tierspezies nicht funktionierten (Tabelle 10).
Interessanterweise wurde nach IL-6-Applikation (12 pg/kg i.p.) kein IxkBa im Gehirn der
Ratte induziert (Laflamme & Rivest, 1999). Es gibt auch nur wenige Hinweise dafiir, dass
IL-6 als Zytokin der gpl30 Rezeptorfamilie iiber den JAK-STAT-Signaltransduktions-
mechanismus an der Aktivierung von NF-kB beteiligt ist. Eine Mitwirkung von IL-6 an der
Transkription dieses Mediators ist demnach eher unwahrscheinlich (Rivest, 2003). Im
Gegensatz dazu ist, wie in Kapitel II 4.2 beschrieben, IL-1p ein Ausloser diese Signalweges.
Der IL-1B-induzierte immunhistologische Nachweis von NF-kB im Gehirn der Ratte deutet
auf zwei wichtige Zielstrukturen fiir dieses Zytokin hin, ndmlich wiederum die sCVOs und
Endothelzellen (Nadjar et al., 2003). Die Bedeutung dieser beiden zentralnervosen
Zielstrukturen konnte in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden.

Eine wichtige Form der Zytokin-induzierten Wirkung auf Gehirnzellen ist die Stimulation
einer lokalen Bildung von Signalmolekiilen. Speziell PGE, ist ein essenzieller Mediator bei
Entziindungsreaktionen und gilt auch als einer der terminalen Fiebermediatoren (Kapitel II
5.1.1). Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass die neuroanatomische Detektion von COX-2,
dem Schliisselenzym der inflammatorischen Prostaglandin-Synthese, als Marker fiir das
Verteilungsmuster immunstimulierte Zellen im Gehirn angewendet wurde (Kapitel 1T 5.1).
Tatsdchlich ist COX-2 bei systemischen Entziindungsreaktionen in ausgesprochen hohem
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Malle in den verschiedensten Zellen entlang der Mikrovaskularisation des Gehirns, aber auch
in den Meningen, induzierbar (Cao et al., 1996; Elmquist et al., 1997, Matsumura et al.,
1998a; Rivest, 1999; Schiltz & Sawchenko, 2003; Konsman et al., 2004), was ebenfalls in der
vorliegenden Arbeit mittels in situ Hybridisierung erstmals auch fiir das Meerschweinchen
gezeigt werden konnte (Abbildung 65, Kapitel IV 3.1). Der Grad der Responsivitit dieser
Zellen scheint sich allerdings je nach Zelltyp zu unterscheiden. Wahrend perivaskulédre Zellen
bereits bei niedrigeren pyrogenen Stimuli vergleichsweise spdt (120 min. nach LPS-
Stimulation) reagieren, durchbrechen Endothelzellen den Schwellenwert fiir eine Induktion
der COX-2-Bildung zu einem fritheren Zeitpunkt, doch lediglich nach stirkeren und
komplexer wirkenden Immunstimulationen (Schiltz & Sawchenko, 2003; Konsman et al.,
2004; Matsumura & Kobayashi, 2004). Zusammengefasst erweist sich unter verschiedenen
inflammatorischen Bedingungen trotzdem das Endothel als die Hauptquelle der PGE,-
Produktion (Rivest, 1999; Matsumura & Kobayashi, 2004). Anhand der Befunde dieser
Arbeit, in der eine markante LPS-induzierte Aktivierung von IL-6-vermittelten nukledren
STAT3-Translokationen im Gehirnendothel festgestellt wurde, stellte sich die Frage, ob
STAT3 bei Entziindungsreaktionen ein Transkriptionsfaktor fiir die Aktivierung des
COX-2-Gens in Endothelzellen sein konnte. Folgende Beobachtungen unterstiitzen eine
derartige Hypothese. Zum einen tritt die STAT3-Aktivierung nach systemischer Pyrogen-
Gabe mit einem Peak nach 1-2 Stunden auf und geht demnach der COX-2-Induktion mit
threm Maximum nach 3 Stunden voran. Die Betrachtung dieses zeitlichen Ablaufs wiirde also
eine kausale Sequenz der beiden Vorgidnge moglich erscheinen lassen. Zum anderen existiert
auch eine Konsensusregion fiir den Transkriptionsfaktor STAT3 im COX-2-Promotor, die das
Ablesen von COX-2 mRNA durch phosphorylierte STAT3-Dimere mdglich machen wiirde
(Stephanou et al., 1998). Entsprechend konnte im Modell einer lokalen Inflammation durch
intramuskuldre Injektion von Terpentin gezeigt werden, dass nur bei Wildtypmiusen aber
nicht bei IL-6-Knockout-Mausen eine COX-2-Induktion im Gehirngefdllsystem zu
beobachten war (Turnbull et al., 2003). Bei genauerer Betrachtung scheinen Pyrogen-
aktivierte Endothelzellen vor allem in Venen und Venolen COX-2 zu exprimieren (Konsman
et al., 2004; Matsumura & Kobayashi, 2004). Arterien und Arteriolen waren nicht COX-2
immunreaktiv (Yamagata et al., 2001). Ein endgiiltiger Beweis fiir die Beteiligung von
STATS3 an der Induktion der Prostaglandinsythese steht demzufolge noch aus.

Ein neuer Hinweis auf die funktionelle Bedeutung einer endothelialen STAT3-Aktivierung
im Rahmen inflammatorischer Prozesse ergab sich aus Untersuchungen mit konditionellen
Knockout-Méusen. Prinzipiell sind STAT3-Knockout-Miuse nicht lebensfahig; hier wurde
allerdings gentechnologisch eine aktivierbare Deletion von STAT3 ausschlieBlich fiir das
Endothel generiert (Kano et al., 2003). 60 % solcher STAT3-defizienten Knockout-Méusen
starben nach LPS-Stimulation, wéhrend alle Wildtyp-Méuse {iiberlebten. Die Endothel-
spezifischen STAT3-defizienten Méuse zeigten allgemein eine verstirke Entziindungsreaktion
sowie Schiden in multiplen Organen. Organ-spezifisch konditionierte Knockout-Méause
(Hepatozyten-, Kardiozyten-spezifische) hingegen wiesen keine erhohte Empfindlichkeit fiir
LPS-induzierbare Entziindungsreaktionen auf (Kano et al., 2003). STAT3 scheint demnach
auch der Protektion gegen LPS-induzierte Entziindungsreaktionen zu dienen. Es wird dieser
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Signalkaskade also gemdll dieser Studie eine antiinflammatorische Rolle beigemessen.
Welche Gene dabei eine Rolle spielen, bleibt jedoch nach wie vor offen.

SchlieBlich stellt sich noch die Frage, warum beispielsweise im PVN, einer der am
starksten vaskularisierten Regionen des Gehirns (Gross, 1992), nur wenige nukledre STAT3-
Signale in Endothelien dokumentiert werden konnten (Kapitel IV 2.1, Tabelle 24). Dies
entspricht interessanterweise der Beobachtung von Konsman et al. (2004), dass auch die LPS-
induzierte COX-2 Synthese kein im Gefaflsystem ubiquitires Phanomen darstellt und im PVN
ebenfalls vergleichsweise schwach ausfallt. Die Wirkung von Pyrogenen hdngt also nicht
primdr mit der Dichte der Vaskularisation zusammen, sondern eher mit der differenzierten
Ausstattung an arteriellen oder vendsen Anteilen. In Ubereinstimmung mit diesem Befund,
dass COX-2 vor allem in Venen und Venolen exprimiert wird (Matsumura & Kobayashi,
2004), finden sich im PVN relativ wenige diinne Venolen, aber viele terminale arterielle
GefiBle (Konsman et al., 2004). Auf der anderen Seite konnte nur ein relativ geringer
arterieller Anteil von Kapillaren im OVLT festgestellt werden. Hier scheinen verhéltnisméBig
viele lange venose Kapillaren vom VMPO und dem Nucleus praeopticus medialis in diese
Struktur zu ziehen, so dass hier dieser GefdBtyp mit seiner spezifischen molekularen
Ausstattung mehr ins Gewicht fillt (Konsman et al., 2004). Das erklért auch, warum nach
IL-1B-Gabe die PGE,-Konzentrationen im OVLT hdoher sind als im PVN, welcher insgesamt
eine viel hohere kapilldre Dichte aufweist (Komaki et al., 1992). SchlieSlich unterstiitzen
auch die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Befunde diesen Zusammenhang. Mittels in
situ Hybridisierung konnte speziell im OVLT und im SFO eine besonders hohe Dichte an
COX-2 mRNA nachgewiesen werden (Tabelle 24, Abbildung 65).

1.3.3. Andere Zell-Phinotypen

Entlang der Grenzflichen des Gehirns zu den Ventrikeln oder dem Subarachniodalraum
konnten rein morphologisch und neuroanatomisch nukledre STAT3-Signale in Meningen und
Ependymzellen dargestellt werden. Ein direkter Nachweis des Zell-Phinotyps durch
Doppelmarkierungen wurde fiir diese Zelltypen jedoch nicht durchgefiihrt. Insgesamt
scheinen solche Zonen in besonderem Malle der Wirkung von Pyrogenen oder
proinflammatorischen Zytokinen ausgesetzt zu sein.

Fiir Neurone wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Detektionsmethoden angewendet. Das
Neuronen-spezifische Kernprotein (NeuN) ist nicht in allen Nervenzellen zu finden. Im
Rahmen dieser Arbeit konnten in den sCVOs keine Zellkerne spezifisch mit diesem
Zellmarker angefarbt werden, was allerdings jedoch nicht ausschliefit, dass ein Teil der
STAT3-responsiven Zellen mdglicherweise doch Neurone waren. Deshalb wurde zusitzlich
der enzymatische Nachweis der NADPH-d als relativ Neuronen-spezifischer Marker
angewendet. Auch mit diesem Verfahren war jedoch vornehmlich in anderen
Gehirnstrukturen als den sCVOs ein Nachweis solcher Zellen moglich. Lediglich im
Randbereich des SFO wurden einige Zellen mit diesem Marker als potenzielle Neurone
identifiziert, die nukledre STAT3-Signale aufwiesen (Abbildung 62). Lange Zeit war es
genereller Konsensus, dass in (mit Aldehyden) fixiertem Gewebe nur neuronale NOS (nNOS)
durch die NADPH-d nachgewiesen wird (Krukoff, 1999). Es wurde allerdings schlieBlich
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auch der Nachweis NADPH-d positiver Astrozyten beschrieben (Licinio et al., 1999).
Zusitzlich sind morphologisch gesehen Ahnlichkeiten zwischen Neuronen und Astrozyten
vorhanden. Deshalb muss der Nachweis von STAT3-responsiven NADPH-d-positiven
Neuronen mit Vorsicht interpretiert werden.

In der AP scheinen in der vorliegenden Arbeit die meisten Zellen mit einer nukleéren
STAT3-Translokation phénotypisch identifiziert worden zu sein (Abbildung 53). Im SFO und
dem OVLT handelte es sich allerdings lediglich bei 40 % der STAT3-aktivierten Zellen um
Endothelzellen und Astrozyten. Eine Subpopulation dieser Zellen (ca. 60 %) konnte also
phénotypisch nicht dargestellt werden. Wahrscheinlich handelt es sich dabei zum Teil um
Mikroglia und Neurone. In anderen Studien wurde bereits eine Beteiligung dieser beiden
Zelltypen an der JAK/STAT-Signalkaskade beschrieben (Justicia et al., 2000; Hiibschle et al.,
2001b; Lambert et al., 2001; Suzuki et al., 2001; Gautron et al., 2002; Hosoi et al., 2002).
Funktionell konnte eine genomische Aktivierung von Neuronen {iber neuronale
Konnektivitdten zu der erwarteten Sollwert-Verschiebung im Bereich des Hypothalamus
beitragen.

Im Gehirn kommen mehrere Typen an Makrophagen vor. Man teilt sie in flinf
verschiedene Subpopulationen ein. Neben meningealen Makrophagen, supraependymalen
Zellen, Epiplexuszellen und Perizyten gehdren hierzu auch Mikroglia (Thomas, 1999). Sie
besitzen alle die Fahigkeit, wie zirkulierende oder gewebestindige Makrophagen,
proinflammatorische Zytokine zu bilden und stellen somit eine wichtige Quelle fiir im Gehirn
gebildete endogene Pyrogene dar. Solche Zellen befinden sich, abgesehen von der Mikroglia,
in den bereits erwdhnten Grenzzonen des ZNS zum Blut oder zum Liquor, werden also relativ
leicht von Mediatoren aus der Zirkulation oder der Zerebrospinalfliissigkeit erreicht.
AuBerdem sind diese Makrophagen im Gehirn in die lokale unspezifische Immunabwehr
involviert. Insgesamt liegt die Vermutung nahe, dass solche Makrophagen zu einem gewissen
Teil im Rahmen der humoralen Hypothese an der Fieberentstehung beteiligt sind.

2. Grenzen der Aussagekraft der Studie

2.1. Problem der Detektion

Bei kritischer Betrachtung der hier gewonnen Ergebnisse miissen mogliche methodische
Probleme beriicksichtigt werden. Ein wichtiger Punkt hierbei liegt in der Sensitivitit des
angewendeten immunhistologischen Nachweises. Es stellt sich die Frage, ob tatsdchlich alle
nukledren STAT-3-Translokationen vollstindig erfasst wurden. Waren in der mit 10 pg/kg
s.c. LPS-behandelten Tiergruppe wirklich keine nukledren STAT3-Signale vorhanden oder
konnten sie nur nicht nachgewiesen werden? Prinzipiell kann nicht ausgeschlossen werden,
dass methodische Probleme verhinderten, in der genannten Tiergruppe STAT3-Signale zu
detektieren. Der immunhistologische Nachweis erfolgte allerdings unter Verwendung einer
zweifachen Amplifizierung (Kapitel III 5.1.2.3). Dies stellt eine Verbesserung der Methodik
dar, durch die eine sehr hohe Sensitivitdt erreicht werden kann, um auch geringe
Bindungsaktivitdt des primédren Antikorpers nachzuweisen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde schlieflich das Protokoll der Immunhistologie zur
Durchfiihrung von Doppelmarierungen leicht abgedndert. Fiir die DAB-Methode und auch in
anderen immunhistochemischen Studien verwendete man eine Perfusions-Fixations-Methode,
bei der fast keine nukledren STAT3-Signale in Endothelzellen wéhrend LPS-induzierter
systemischer Inflammation beobachtet werden konnten (Gautron et al., 2002; Harré et al.,
2002; Harré et al., 2003; Konsman et al., 2004). Durch den Einsatz der Postfixations-Methode
mit frisch gefrorenen Gehirnschnitten konnte schlieBlich eine dramatische Anderung des
Verteilungsmusters an markierten Signalen festgestellt werden. Uberraschenderweise waren
jetzt nukledre, endotheliale STAT3-Translokationen verteilt {iiber das ganze
Meerschweinchengehirn nachweisbar. Im Perfusions-fixierten Gehirn scheinen STAT3-
Signale in Endothelzellen, welche besonders dem Kontakt mit der Fixierungslosung
ausgesetzt waren, durch eine Uberfixierung verschwunden zu sein. Folglich konnte die
Fixierung durch Perfusion die Epitope in den meisten Gehirnendothelzellen maskieren,
wihrend die Postfixierungs-Methode von frisch gefrorenen Gehirnschnitten in der Lage ist,
sie nachzuweisen.

Eigentlich wire fiir die NADPH-d-Reaktion ein Nachweis vieler nNOS-positiver Neurone
im SFO zu erwarten gewesen. Dies war fiir STAT3-positive und negative Zellen allerdings
lediglich im Randbereich dieser Gehirnstruktur der Fall. Bei der Ratte wurden hingegen in
einer frithen Studie viele solcher Neurone mit dieser Methode im SFO dargestellt (Jurzak,
1994). Dies konnte an Spezies-Unterschieden zwischen der Ratte und dem Meerschweinchen
liegen. Auflerdem wurde beschrieben, dass die NADPH-d-Reaktion sensitiv auf starke und
langer einwirkende Fixierung reagiert (Dawson et al., 1991). Daher konnte selbst die im
Rahmen der hier durchgefiihrten Untersuchungen eingesetzte Postfixierung der
Gefrierschnitte dazu beigetragen haben, dass nNOS-Aktivitdt nur in Randbereichen des SFO
nachweisbar war.

2.1.1. SOCS als Alternative zum Aktivierungsmarker STAT3

Die Analyse der Aktivierung von SOCS3 im Gehirn wihrend systemischer Inflammation
stellt einen alternativen Ansatz dar, IL-6-induzierte Stimulation im ZNS zu untersuchen
(Lebel et al., 2000). Wie in Kapitel II 4.1.2 beschrieben, ist die Expression von SOCS
abhingig von STAT3. Die Produktion von SOCS3 wiederum hemmt die STAT3-
Phosphorylierung und bildet somit einen negativen autoregulatorischen Feedback-
Mechanismus auf seine eigene Genexpression. Eine robuste Induktion des Genes, welches
SOCS3 kodiert, ist bei Ratten und Méusen 3 h nach i.p. Applikation von LPS im
Gehirngefdf3system und in den sCVOs nachweisbar. Diese Reaktion bleibt in IL-6-Knockout-
Mausen aus und scheint somit IL-6-vermittelt zu sein (Lebel et al., 2000). Der zeitliche
Ablauf der nukledren STAT3-Aktivierung in dieser vorliegenden Arbeit auf der Stufe der
Proteine (Maximum: 90 min. nach LPS-Behandlung) und in der von Lebel et al. (2000)
publizierten Studie zur SOCS3-Expression auf der Stufe der mRNA bestétigt, dass es sich bei
SOCS3 um ein dem Transkriptionsfaktor STAT3 nachgeschaltetes Signalmolekiil handelt.
Die Tatsache, dass nukledre STAT3-Aktivierungen nach ihrem Maximum (90 min.), trotz
weiter ansteigender zirkulierender IL-6-Konzentrationen (Roth et al.,, 1993) wieder
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abnehmen, spricht fiir eine SOCS3 vermittelte Unterdriickung der beschriebenen nukleédren
STAT3-Translokation.

2.2. Problem der physiologischen Bedeutung

Es muss eingerdaumt werden, dass die beobachtete Korrelation zwischen LPS-induziertem
zirkulierenden IL-6 und der nukledren STAT3-Translokation auf der einen Seite und Fieber
als physiologischem Endpunktparameter auf der anderen Seite nicht unbedingt einen kausalen
Zusammenhang beschreiben muss. Selbst wenn die IL-6-vermittelte Aktivierung bestimmter
Gene in den sensorischen CVOs und dem Gehirnendothel an der Fieberentstehung beteiligt
sein sollte, so ist es eher unwahrscheinlich, dass die IL-6-induzierte genomische Aktivierung
von Gehirnzellen an der Induktion oder Manifestation der ersten Fieberphase Anteil hat. Aus
genannten Griinden wird vielmehr von mehreren Autoren und durch Ergebnisse dieser
vorliegenden Arbeit eine Rolle fiir IL-6 in der zweiten Fieberphase unterstiitzt. Es ist
allerdings bisher nicht moglich zu entscheiden, ob die durch nukledre STAT3-Translokation
aktivierten Gene im Gehirn tatsdchlich zur Manifestation der Fieberreaktion beitragen.

Im Gegensatz zu den erwarteten pyrogenen Wirkungen im Zusammenhang mit den
inflammatorischen Eigenschaften von IL-6 mehren sich zudem Hinweise auch fiir
antiinflammatorische Eigenschaften dieses Zytokins (Kapitel II 3.4). Demnach konnte 1L-6
auch teilweise den Fieberriickgang und nicht nur die Entstehung beziehungsweise Erhaltung
von Fieber beeinflussen. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die beschriebene potenzielle
Beteiligung von STAT3 an antiinflammatorischen Prozessen, die IL-6-vermittelt sein konnten
(Kano et al., 2003). Eine neuere Publikation konnte zeigen, dass ein Blockade von SOCS3 in
Knockout-Miusen die Wirkung von IL-6 zu einer IL-10 dhnlichen antiinflammatorischen
Wirkung konvertiert (Yasukawa et al., 2003). SOCS scheint in diesem Fall ansonsten
spezifisch nur IL-6 induzierte antiinflammatorische Effekte zu unterdriicken. Hierbei soll
ebenfalls allein die Dauer der ungehinderten Wirkung des Transkriptionsfaktors STAT3
Unterschiede in der moglichen Expression von Genen bewirken und dadurch Einfluss auf die
Entziindungsreaktion erhalten. Demzufolge konnte SOCS je nach angesprochener Zelle
Entziindungsreaktionen entweder hemmen oder fordern. SOCS scheint also eine
regulatorische Rolle bei der Funktion von STAT3 in der gpl30-Rezeptorfamilie von
Zytokinen zu besitzen (Yasukawa et al., 2003). Auf der anderen Seite ist auch eine
Interaktion verschiedener Transkriptionsfaktoren (NF-«kB, STAT3, NF-IL-6) ebenfalls an der
Regulation der Effekte von Zytokinen beteiligt (Kapitel 11 4.1.1).

2.2.1. Pharmakologische Blockade der IL-6 Wirkung

Ein kausaler Zusammenhang zwischen IL-6-induzierter STAT3-Aktivierung im Gehirn
und Fieber konnte durch eine pharmakologische Blockade eben dieser IL-6-vermittelten
Stimulation von Gehirnzellen experimentell nachgewiesen werden. Ein gegen
Meerschweinchen-spezifisches IL-6 gerichtetes Antiserum ist bislang nicht verfiigbar, so dass
ein bereits bei Ratten erfolgreich durchgefiihrtes Experiment zur Neutralisierung von LPS-
induziertem IL-6 (Cartmell et al., 2000) im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden
konnte.
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Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass ein Fusionsprotein aus den Liganden-
Bindungsdoménen der gp130-Untereinheit und dem IL-6R als ein potenter IL-6-Hemmstoff
wirkt, indem IL-6-induzierte STAT3-Phosphorylierungen verhindert werden. Dieses Protein
ist allerdings fiir humanes 1L-6 spezifisch. Die Verwendung derartig neuer Werkzeuge fiir in
vivo Untersuchungen konnten schlieSlich den Schliissel zur Demonstration einer Kausalitét
zwischen STAT3-Aktivierung im Gehirn und einer hierdurch bewirkten Aufrechterhaltung
von LPS-induzierten Fieberreaktionen durch IL-6 darstellen.

3. Nervale Hypothese zur Fieberentstehung

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnten weitere Hinweise flir die Beteiligung
eines liber kutane Hautafferenzen getragenen nervalen Signalweges an der Fieberentstehung
gefunden werden. Grundlage dafiir waren Hinweise aus der Literatur (Kapitel II 6.2), in denen
Moglichkeiten einer nervalen Signaliibertragung vor allem fiir eine schnelle Kommunikation
zwischen dem aktivierten Immunsystem und dem Gehirn angenommen wurde. Dies konnte
vorwiegend fiir die erste Phase der Fieberentstehung eine Rolle spielen. Im Einzelnen sollen
hier vier verschiedene Beobachtungen nédher diskutiert werden.

1) Als Antwort auf die Injektion von 10 pg/kg LPS in die subkutane Kammer wurde ein
moderates Fieber induziert. Der hierbei auftretende moderate Anstieg (5-fach) der
zirkulierenden IL-6-Konzentrationen hatte allerdings fast keine nukledren STAT3-
Aktivierungen im Gehirn zu Folge. In einer fritheren Studie konnte gezeigt werden, dass
Fieber, welches durch Injektion von 10 pg/kg LPS in die subkutane Kammer induziert wurde,
durch die Koapplikation eines Lokalandsthetikums in die Kammer gehemmt werden kann
(Ross et al.,, 2000). Diese Beobachtung unterstiitzt diec Hypothese, dass in diesem
experimentellen Modell einer lokalisierten subkutanen Entziindungsreaktion zusdtzlich zu
humoralen Faktoren wie IL-6 auch afferente Nerven an der Entstehung von Fieber beteiligt
sein konnten (Abbildung 73). Im Falle der hohen Dosierung von LPS (100 pg/kg s.c.)
konnten die humoralen Komponenten die neuronalen Komponenten der Signale zur
Fieberentstehung autheben beziehungsweise verdecken. Deshalb wire es moglich, dass die
Behandlung mit dem Lokalanésthetikum in diesem Fall ohne Wirkung blieb, weil ausreichend
groBe Mengen an endogenen Mediatoren (z.B. IL-6) in die systemische Zirkulation
ibergetreten waren (Ross et al., 2000). Diese hohere Konzentration an zirkulierendem IL-6
erwies sich in dieser Arbeit ja auch als ausreichend, um eine signifikante nukledre STAT3-
Aktivierung in einigen Gehirnstrukturen zu induzieren (Tabelle 22, Abbildung 49-54).

3.1. Nachweis und Bedeutung von COX-2 und PGE,

2) Ein weiterer Hinweis auf die Beteiligung neuronaler Signalwege zur Fieberentstehung
ergab sich aus den Ergebnissen der in situ Hybridisierung. Die Rolle von Prostaglandinen als
wichtigste terminale Mediatoren der Manifestation von Fieber wurde dabei anhand der
zentralnervosen Expression von COX-2, dem Schliisselenzym der Prostaglandin-Synthese,
untersucht (Kapitel II 5.1, 5.1.1). Nach Injektion von 10 pg/kg LPS in die subkutane Kammer
(niedrige Dosis) wurde keine COX-2 mRNA-Expression im Gehirn beobachtet. Die COX-2-
Expression im ZNS und damit auch die zentrale Prostaglandin-Synthese scheint demnach
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keine entscheidende Rolle fiir die Fieberinduktion unter diesen speziellen experimentellen
Bedingungen zu spielen. Unter diesen Versuchsbedingungen waren weder LPS noch groBere
Mengen an IL-6 in der Blutzirkulation vorhanden, welche als humorale Botenstoffe zu einer
Induktion von COX-2 in Endothelzellen oder den sCVOs hitten fiihren konnen. Zusitzlich
war es nicht moglich, eine Aktivierung von STAT3 einem potenziellen Transkriptionsfaktor
zur Aktivierung des COX-2 Gens unter diesen Versuchsbedingungen immunhistologisch
nachzuweisen. Es wiirde also im Hinblick auf die humorale Hypothese der Fieberentstehung
ein entscheidender Schritt zur Induktion des terminalen Mediators PGE, fehlen und somit auf
die Beteiligung eines anderen, beispielsweise eines neuronalen, Signalwegs zur
Fieberentstehung hinweisen (Abbildung 73). Im Falle der Injektion der hohen LPS-Dosis
(100 pg/kg) in die subkutane Kammer war hingegen eine COX-2 mRNA-Expression und eine
STAT3-Aktivierung in den genannten Hirnstrukturen nachweisbar. Es konnten unter diesen
Bedingungen wiederum die humoralen Komponenten, wie z.B. IL-6, direkt am
Gehirnendothel und in den sCVOs gewirkt und eventuelle neuronale Komponenten der
Signale zur Fieberentstehung hierdurch maskiert haben. Da es sich bei der in situ
Hybridisierung von COX-2 mRNA mit Hilfe von radioaktiv markierten Sonden um eine sehr
sensitive Methode handelt, wird davon ausgegangen, dass, wie bei NaCl-behandelten
Kontrolltieren, die niedrige s.c. applizierte LPS-Dosis tatsdchlich keine Expression dieses
Gens induzierte und methodische Probleme dabei keine entscheidende Rolle spielten.
Generell ist allerdings der Nachweis von COX-2 im Gehirn nicht mit der zentralen
Prostaglandin-Produktion gleich zu setzten. Weder die Detektion von COX-2 mRNA noch
des Proteins selbst korrelierten in allen Féllen mit den Konzentrationen an PGE, im ZNS oder
der Intensitdt der PGE,-vermittelten Effekte wie Fieber (Imai-Matsumura et al., 2002; Inoue
et al., 2002; Ivanov et al., 2002; Matsumura & Kobayashi, 2004). Insgesamt gibt es zudem
neben Argumenten fiir (Kapitel II 5.1.1) auch solche gegen eine obligatorische Bedeutung
von zentral im Gehirn gebildeten Prostaglandinen bei der Fieberentstehung. So korreliert die
PGE;-Freisetzung in den thermoregulatorischen Strukturen des vorderen Hypothalamus nach
peripherer Endotoxingabe nicht immer mit dem Ausmal} der Fieberreaktion. PGE,-Spiegel in
der zerebrospinalen Fliissigkeit (CSF) sind starken Schwankungen unterworfen, wobei sich
die gemessenen Konzentrationen im fiebernden und nicht-fiebernden Zustand stark
tiberschneiden. In bestimmten Dosierungsbereichen hemmt Salicylat nach peripherer Gabe
von IL-1 den PGE,-Anstieg in der CSF, nicht aber die Fieberreaktion. Proteinsynthese-
Inhibitoren verhindern nach systemischer Gabe von Pyrogenen die Fieberreaktion, nicht aber
die erhohten PGE,-Spiegel in der CSF {zur Ubersicht siche (Coceani et al., 1986; Mitchell et
al., 1986)}. AuBlerdem ist allein anhand des mRNA-Nachweises keine Aussage {iiber
tatsdchlich vorliegende, funktionstiichtige COX-Enzyme moglich. Deshalb kann dieser Teil
der hier vorliegenden Arbeit lediglich als Hinweis fiir eine zusitzliche Beteiligung neuronaler
Signalwege an der Fieberentstehung angesehen werden.

3) Der Einsatz von NSAIDs wirkt durch die Hemmung von COX antipyretisch. Bei
systemischen LPS-induzierten Entziindungsreaktionen blockiert bei Meerschweinchen die
Gabe von 5000 pg/kg Diclofenac, einem nicht selektiver COX-Hemmer, die Fieberreaktion
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vollstidndig, hatte aber keinen Einfluss auf zirkulierende IL-6- und Kortisol-Konzentrationen
(Roth et al., 2002).
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Abbildung 71

Schematisches Modell zum vermuteten Mechanismus der Wirkung von Diclofenac auf nervale
und humorale Mechanismen der Fieberentstehung im Modell einer lokalen subkutanen
Entziindungsreaktion: Die Koapplikation von LPS (10, 100 pg/kg) mit hohen Dosierungen an
Diclofenac (Teilbild A, 5000, 500 png/kg) hemmen die Fieberreaktion vollstindig. Diese Wirkung
ist systemisch und unterdriickt sowohl zentral im Gehirn als auch peripher im lokalen
Entziindungsareal die Prostaglandin-Produktion. Demnach sind beide Signalwege der
Fieberentstehung blockiert. Die niedrigste Dosierung von Diclofenac (5 pg/kg) unterdriickte bei
Koapplikation mit LPS (10 ug/kg, niedrige Dosis) den Anteil des nervalen Signalweges zur
Fieberentstehung (Teilbild B) und reduzierte dadurch lediglich die Fieberreaktion. Diclofenac
wirkt hierbei nur lokal im Bereich der subkutanen Kammer hemmend auf die Prostaglandin-
Produktion.
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Die Frage, ob Prostaglandine bei der Fieberentstehung zentral produziert (Sehic et al.,
1996a; Cao et al., 1997a) oder peripher gebildet werden und {iber das Blut zum Gehirn
gelangen, wird kontrovers diskutiert (Milton, 1998; Romanovsky et al., 1999). Die
systemische Applikation von Diclofenac konnte in der Studie von Roth et al. (2002) sowohl
die zentrale als auch die periphere Prostaglandin-Bildung gehemmt haben (Abbildung 71, A).
SchlieBlich ist Diclofenac in der Lage, die BBB zu passieren und somit auch dort direkt zu
wirken (Dehouck et al., 1992). Im lokalen Entziindungsmodell bei Applikation der hohen
LPS-Dosis in die subkutane Kammer fiihrte eine gleichzeitige Behandlung mit 5000 oder
500 pg/kg Diclofenac im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchungen zur vollstindigen
Unterdriickung der Fieberreaktion, wihrend durch Koapplikation von 50 oder 5 pg/kg
Diclofenac das Fieber lediglich geringgradig abgeschwécht werden konnte. Alle vier
Dosierungen von Diclofenac verringerten die Fieberantwort graduell, wenn sie zusammen mit
LPS (10 pg/kg, niedrige Dosis) in die subkutane Kammer appliziert wurden. Die niedrigste
Dosis von 5 pg/kg hatte jedoch keinen antipyretischen Effekt mehr, wenn sie contralateral zur
implantierten Kammer subkutan injiziert wurde. Durch diese Dosis-Wirkungs-Beziehung
konnte letztendlich eine Diclofenac-Dosierung ermittelt werden, bei der sich offensichtlich
kein systemischer Effekt der Prostaglandin-Hemmung manifestierte. Da die contralaterale
Gabe von 5 png/kg Diclofenac das Fieber nach s.c. Injektion von 10 pg/kg LPS nicht mehr
abschwichte, diirfte Diclofenac nicht bzw. nicht in ausreichenden Mengen in die Zirkulation
gelangt sein, um systemisch eine Synthese von Prostaglandinen zu hemmen. Man konnte
demzufolge erwarten, dass eine Dosis von 5 pg/kg Diclofenac in Koapplikation mit 10 pg/kg
LPS lokal in der subkutanen Kammer zu einer Hemmung der Prostaglandin-Synthese fiihrte
(Abbildung 71, B). Die LPS-induzierte Fieberreaktion wurde hierdurch abgeschwicht. Somit
konnte die lokale Bildung von Prostaglandinen im Gewebe der Entziindungsreaktion anteilig
eine Rolle bei der Fieberentstehung spielen. Ob bei der LPS-induzierten subkutanen
Entziindungsreaktion Prostaglandine in die Zirkulation {ibertreten und als humorale
Botenstoffe zum Gehirn gelangen, um dort Fieber zu induzieren, bleibt offen. Es wurde
zumindest beschrieben, dass die systemische Applikation von an Albumin gebundenem PGE;
bei Kaninchen Fieber induziert (Romanovsky et al., 1999).

4) Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in der subkutanen
Kammer durch die Injektion der hohen und der niedrigen LPS-Dosis Prostaglandine gebildet
werden. Der signifikante Anstieg an PGE, in der Lavage aus der subkutanen Kammer konnte
durch Koapplikation einer niedrigen (5 pg/kg) und einer hohen (500 pg/kg) Diclofenac-
Dosierung unterdriickt werden. Dieses Ergebnis bestétigt, dass der lokale Fieber-
abschwichende Effekt dieses NSAIDs schon in der nicht systemisch wirkenden
Konzentration (5 pg/kg) von einer Hemmung der lokalen Prostaglandin-Bildung begleitet ist.
Prostaglandine scheinen somit, ob lokal oder systemisch, an der Vermittlung der
Fieberreaktion beteiligt zu sein. Auf der anderen Seite ist allerdings zu beachten, dass
Prostaglandine bei einigen Pyrogenen offensichtlich nicht an der Fieberentstehung
mitzuwirken scheinen. Dazu gehoren MIP-1 (Makrophagen inhibitorisches Peptid-1), IL-8,
Substanz P und Endothelin-1 (Roth & De Souza, 2001). Auflerdem ist, wie bereits in Kapitel
II 5.1.1 beschrieben, nicht auszuschliefen, dass neben PGE, auch antiinflammatorische
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Prostanoide (zyklische PGs, Lipoxine) im lokalen Entziindungsgebiet produziert werden. Es
gibt also auch prinzipielle Argumente gegen eine obligatorische Schliisselrolle von
Prostaglandinen in experimentellen Fiebermodellen (Mitchell et al., 1986; De Souza et al.,
2002).

Die Bedeutung afferenter Nerven fiir die Kommunikation zwischen Immunsystem und
Gehirn im Verlauf von Entziindungsreaktionen wurde innerhalb der letzten 10 Jahren intensiv
diskutiert und experimentell untersucht {Kapitel II 6.2, (Watkins et al., 1995b; Blatteis, 1997;
Konsman et al., 2000)}. Weitere Unterstiitzung der Aktivierung zentralnervos kontrollierter
Krankheitssymptome durch einen nervalen Signalweg wird durch neuere Studien erbracht. In
einer Untersuchung rief bei Ratten mehrere Stunden bevor Zytokine oder Endotoxin im Blut
detektierbar waren, die subkutane Injektion von E. coli Fieber, eine Reduzierung der
Bewegungsaktivitdt und einen Anstieg des Kortikosteronspiegels hervor (Campisi et al.,
2003). Proinflammatorische Zytokine wurden allerdings bereits vor dem Auftreten der
Krankheitssymptome in erhohten Konzentrationen lokal im Bereich des subkutanen
Entziindungsareals gemessen. Eine andere Studie nutzte eine orale Gabe des {iber
Lebensmittel pathogen wirkenden Keims Campylobacter jejuni (C. jejuni) zur Erzeugung von
erhohtem angstartigem Verhalten bei Ratten. Es konnte hierbei durch FOS-Immunhistologie
vor dem Auftreten zirkulierender proinflammatorischer Zytokine im Blut eine nervale
Aktivierung des NTS und anderer Hirnstammregionen nachgewiesen werden (Gaykema et al.,
2004). Die Information iiber eine Infektion mit C. jejuni im Darm schien somit iiber nervale
viszerosensorische Ubertragung zu Strukturen im Gehirn vermittelt worden zu sein. Ein
drittes Beispiel der Kommunikation zwischen Immunsystem mit dem Gehirn {iber nervale
Wege liefert eine Studie von Smad et al. (2001). Es handelte sich hierbei um ein
Entziindungsmodell der Hinterpfote von Ratten durch Freund’s Adjuvanz. Die hierdurch
induzierte starke lokale Inflammation hatte 6 Stunden spéter eine Expression von COX-2 im
Riickenmark und im Gehirn sowie einen Anstieg von PGE, in der CFS zur Folge. Durch
pharmakologische Blockade des Nervus ischiadicus, der die Pfote sensibel innerviert,
reduzierten sich 6 h nach Stimulation mit Freund’s Adjuvanz die COX-2-Expression und die
PGE;,-Konzentration im CSF signifikant. Dieser Befund unterstiitzt somit ebenfalls die
Hypothese einer nervalen Beteiligung an der Entwicklung zentralnervos kontrollierter
Krankheitssymptome, die letztendlich durch PGE, vermittelt sind (Samad et al., 2001).

3.2. Nachweis und Bedeutung von peripheren Thermorezeptoren

Es stellt sich nun die Frage, wie sich lokal produzierte Prostaglandine nach LPS-
Applikation in die subkutane Kammer an der Fieberentstehung beteiligen konnten. Wie
bereits im vorangehenden Abschnitt diskutiert, konnte die Aktivierung nervaler Signalwege
hierbei eine Rolle spielen. Neuere Befunde zeigen, dass die Existenz eines solchen
Signalweges nicht rein spekulativer Natur ist. Aus dem Bereich der Haut erfolgt ein
thermoregulatorisch relevanter Signaltransfer vornehmlich iiber kaltsensitive Nervenfasern
zum Gehirn (Braun, 1980). Derartige kaltsensitive Nervenendigungen konnen durch tiefe
Temperaturen und Menthol angeregt werden (Schéfer et al., 1986). Dies hat eine Stimulation
von Kailteabwehrmechanismen zur Folge, was einem Absinken der Korpertemperatur
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entgegenwirkt. In den letzten Jahren konnte das fiir die Kéltewahrnehmung verantwortliche
Molekiil identifiziert werden, es handelt sich um ein Ionenkanalprotein (Reid & Flonta,
2001a). Der Kilte-Thermotransduktionsprozess basiert demzufolge auf einem nicht selektiven
Kationen-Strom mit hoher Durchldssigkeit fiir Kalzium (Okazawa et al., 2002). Dieser
Ionenstrom erfolgt iiber einen der so genannten TRP-Kandle (McKemy et al., 2002).
Interessanterweise konnte zumindest in einer wissenschaftlichen Mitteilung gezeigt werden,
dass kutane Kailtesensoren offensichtlich durch PGE, aktiviert werden konnen, ein
Mechanismus der somit Kélteabwehr induzieren wiirde, wie es im Stadium des Fieberanstiegs
zu beobachten ist (Machida, 2001). Uber einen derartigen Mechanismus konnte der hier
gezeigte Beitrag von PGE; an der Fieberentstehung nach lokaler subkutaner Inflammation
erklart werden. Allerdings wurde durch Blockade der PG-Bildung das Fieber lediglich
abgeschwicht nicht jedoch vollig unterdriickt (Diclofenac 5 pg/kg, Abbildung 66, Abbildung
67). Es konnten somit zum einen multiple Mechanismen zur Aktivierung von afferenten
Nervenfasern gefiihrt haben, die lediglich teilweise durch Diclofenac gehemmt wurden. Zum
anderen wire in einem gewissen Mall eine Beteiligung humoraler Botenstoffe, z.B. der
moderaten zirkulierenden IL-6-Konzentrationen, an der Fieberentstehung denkbar.

Welche multiplen Mechanismen oder Mediatoren konnten in der Lage sein, den
neuronalen Signalweg zu stimulieren? Nervenfasern konnen durch eine Vielzahl der im
Rahmen von Entziindungsreaktionen gebildeten Mediatoren aktiviert oder zumindest
sensibilisiert werden. In der Lavage, die aus lokalen Kompartimenten gewonnen wurde, wie
z.B. einem Hautareal (Miller et al., 1997a; Ross et al., 2000) oder der Peritonealhdhle
(Lenczowski et al.,, 1998) sind hohere Konzentrationen an Zytokinen und anderen
inflammatorischen Mediatoren nachweisbar als im Blutplasma. Diese Konzentrationen
korrelierten allerdings nicht mit dem Ausmall der Fieberantwort (Zeisberger, 1999). Im
Rahmen der Schmerzforschung wurde fiir IL-1B, IL-6 und TNF-a in der Tat ein direkter
Rezeptor-vermittelter Effekt auf afferente Nervenfasern beschrieben (Sommer & Kress,
2004). Es handelt sich dabei um eine Verschiebung des Schwellenwertes einer
hitzeabhdngigen Aktivierung der Neurone zu niedrigeren Temperaturen hin, ohne dabei den
intrazelluldren Kalziumspiegel zu beeinflussen. Dieser pro-nocizeptive Effekt der Zytokine
konnte zwar auch iiber eine sekundire Produktion von NO, Bradykinin oder Prostaglandinen
vermittelt sein; es wird jedoch eher eine direkte Wirkung der Zytokine auf die Nervenzellen
selbst vermutet, da eine Reaktion bereits innerhalb einer Minute zu beobachten war (Sommer
& Kress, 2004). Dieser Zeitraum wird als zu kurz betrachtet, als dass hierbei
Transkriptionsvorgéinge eine Rolle spielen kdnnten. Es finden sich zwar keine IL-6R auf
diesen afferenten Nervenzellen, eine Signaltransduktion iiber konstitutiv vorhandene gp130-
Untereinheiten durch I6sliche IL-6-Rezeptoren wurde aber beschrieben (Opree & Kress,
2000). Auch fir IL-1B und TNF-a konnten entsprechend die Rezeptoren und deren
Signaltransduktion in diesem Zusammenhang in den afferenten Neuronen nachgewiesen
werden (Sommer & Kress, 2004). Neben diesen direkten Effekten konnten IL-1B, LPS und
IL-6 iiber die Transkriptionsfaktoren NF-kB (LPS, IL-1B) oder STAT3 (IL-6) eine Expression
von COX induzieren (Kapitel II 4.1 5.1). Zusitzlich stellt NF-IL-6 einen Faktor dar, durch
den die Prostaglandin-Synthese induziert werden kann und der nicht nur durch IL-6 sondern
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iiber multiple Signalwege aktivierbar ist (Akira, 1997). NF-IL-6 Knockout-Méduse sind nicht
mehr in der Lage, nach Stimulation mit LPS PGE, zu bilden (Uematsu et al., 2002).
Zusétzlich ist interessant, dass NSAIDs wie Diclofenac nicht nur durch eine Hemmung von
COX sondern auch durch eine Hemmung von NF-kB ihre Wirkung erzielen konnen (Karin et
al., 2004). Da das injizierte Pyrogen LPS iiber NF-xB IL-1B, TNF-a, IL-6 und COX
induzieren kann, wire dessen Wirkung zumindest teilweise auch direkt durch Diclofenac
beeinflussbar. Die Hemmung der COX scheint hierbei dennoch unabhédngig von der
Interaktion von Diclofenac mit der NF-kB-Signaltransduktion zu sein. Es ist also insgesamt
davon auszugehen, dass es sowohl zu kurzfristigen direkten als auch zu lidngerfristigen
indirekten Wirkungen durch die proinflammatorischen Zytokine im Bereich der lokalen
Inflammation auf sensible afferente Hautnerven kommt, die gemeinsam an der Aktivierung
Fieber-erzeugender Signale beteiligt sein konnten. Neben anderen Mediatoren, die bei der
Aktivierung von Nerven im lokalen Entziindungsmodell eine Rolle spielen konnten, wére
auch der pH-Wert, der bei Inflammationen physiologischerweise absinkt, ein mogliches
Signal zur Modulation von Fieberentstehungsmechanismen. Im  Bereich der
Schmerzforschung wird einer Gewebeansduerung groBere Bedeutung beigemessen. So gilt
allein eine Ansduerung des Gewebes bereits als eine Schmerz-induzierende Noxe (Sommer &
Kress, 2004). Analog zu den genannten Kalterezeptoren (TRP-Kandlen) ist der
Schmerzrezeptor TRPV1 als ein Kationenkanal beschrieben worden, der durch Hitze
aktivierbar ist (Kapitel IT 1.1). Interessanterweise ist die Aktivierung von TRPV1 allerdings
auch durch Prostaglandine (Hu et al., 2002) oder durch einen saueren pH mdoglich (Tominaga
et al., 1998). Dieser Kanal stellt damit einen molekularen Integrator verschiedener chemischer
und physikalischer Stimuli dar. Die Wirkung von Protonen beruht dabei auf einer raumlichen
Umstrukturierung des TRPV1 durch Wechselwirkungen mit geladenen Gruppen dieses
Kanals, die eine erhdhte Offnungswahrscheinlichkeit zur Folge haben (Tominaga et al.,
1998). Allgemein kommt es zu einer Absenkung der Schwellentemperatur, so dass bei
physiologischen pH-Wert von < 5,9 in entziindeten Geweben bereits bei Raumtemperatur der
TRPV1 aktiviert wird. Sollten &hnliche Prozesse auch bei den Kélterezeptoren dieser
Kanalfamilie vorliegen, wire bei Entziindungen anteilig eine Beteiligung der erhdhten
Gewebe-Aziditdt an der Fieberentstehung nach dem beschriebenen Mechanismus durchaus
denkbar.

4. Mechanismen des Zusammenspiels humoraler und neuronaler

Signale

Die hier vorgestellten Ergebnisse unterstiitzen insgesamt die Existenz sowohl humoraler
als auch nervaler Signalwege zur Fieberentstehung (Abbildung 72). Diese sind nur schwer zu
charakterisieren und nicht durch einen einzelnen aktivierenden Mediator definierbar.
Vielmehr handelt es sich entsprechend der Mannigfaltigkeit der Entziindungs-induzierenden
Noxen um eine Vielzahl an unterschiedlichen Mediatoren, die in beiden Signalwegen eine
Rolle spielen. IL-6 scheint dabei einen notwenigen, aber nicht existenziellen Faktor der
Fieberentstehung darzustellen. Er spielt im Rahmen des humoralen Signalwegs
wahrscheinlich eher in der zweiten Fieberphase eine Rolle und besitzt zudem auch in
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gewissen Situationen eine antiinflammatorische, Fieber-senkende Wirkung (Roth et al.,
2004). Im lokalen Entziindungsmodell konnte IL-6 direkt Nervenfasern aktivieren oder
sekundér iiber die Bildung von Prostaglandinen an der Beeinflussung von Thermorezeptoren
mitwirken. Prostaglandine scheinen bei beiden Signalwegen in den meisten Fillen eine
entscheidende terminale Rolle bei der Ubermittlung inflammatorischer Signale in das Gehirn
zu spielen. Dies gilt sowohl fiir systemische als auch fiir lokale Entziindungsgeschehen.
Allgemein scheint das lokale Netzwerk an Nervenfasern als schnelles ,,Monitoring-System™
auch bei der Vermittlung von Fieber vor allem in der frithen Phase eine Rolle zu spielen. Die
Kombination der neuronalen Kommunikation mit humoral transportierten Immun-Signalen,
welche in Qualitat, Quantitdt und verschiedenen Zeitintervallen variieren, ermoglicht es dem
Gehirn, das Wesen der Infektion besser zu erkennen und diese Information in eine Form des
Langzeitgedichtnisses umzuwandeln (Zeisberger, 1999).

Local PGE, ' Proinflammatorische

i Subkutane LPS-
roduction . -
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Nervaler <+« COX-2 Humoraler
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STAT3
—
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Abbildung 72

Schematische Ubersicht iiber den vermuteten Mechanismus des Zusammenspiels der nervalen
und humoralen Signalwege zur  Fieberentstehung: Bei fieberhaften lokalen
Entziindungsreaktionen werden parallel und unabhiingig von einander iiber zwei Wege Signale
zu den thermoregulatorischen Zentren des Gehirns geleitet, die zusammen durch Integration zu
der zentralnervos kontrollierten Fieberreaktion fiihren. Auf der einen Seite aktiviert lokal
gebildetes PGE, sensible Hautafferenzen, die die Information iiber die Spinalnerven in das
Riickenmark und von dort weiter zum Gehirn leiten. Auf der anderen Seite treten humorale
Botenstoffe (IL-6) aus dem Entziindungsgebiet in die Zirkulation iiber und aktivieren genomisch
Zellen (STAT3) in den sCVOs und dem Gehirnendothel. Es kommt iiber die Expression von
COX-2 zur Bildung von PGE,, welches schlieBlich als terminaler Fiebermediator eine
Sollwertverstellung der Korpertemperatur induziert.

Es gibt demzufolge mehrere Wege, iiber die das aktivierte Immunsystem bestimmte
Gehirnstrukturen stimulieren kann (Takahashi et al., 1997). Diese multiplen Signalwege
konnten unabhingig voneinander oder in koordinierter Weise miteinander agieren (Goldbach
et al., 1997; Marvel et al., 2004). Aullerdem scheint das angeborene Immunsystem in grolem
Male tliber Toll-Like-Rezeptoren in der Lage zu sein, sowohl im Gehirn als auch in der
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Peripherie direkt auf Pathogen-assoziierte Molekiilstrukturen zu reagieren und dadurch die
Wirtsantwort schnell und variabel zu steuern.

4.1. Abhéngigkeit vom Ausmaf} des Entziindungsreizes

Ausgehend von der Beobachtung, dass der neuronale Signalweg nur bei kleinen
Entziindungsreizen messbare Effekte verursacht, ist es von entscheidender Bedeutung, die
Eintrittspforte und die Infektionsdosis bei der Betrachtung der Fieberentstehungshypothesen
zu beriicksichtigen (Goldbach et al., 1997). Nervale Signalwege konnen demnach
normalerweise lediglich einen moderaten Anteil der Information liefern, die zur
Fieberreaktion fiihrt. Deshalb sind diese Effekte nur dann detektierbar, wenn humorale
Signale so schwach sind, dass sie die neuronalen Komponenten der Fieberinduktion
vollstindig iiberlagern. Das bedeutet nicht, dass bei stirker stimulierenden Noxen, die im
hohen Malle von humoralen Botenstoffen begleitet sind, der nervale Anteil nicht mehr
existiert. Diese Komponente ist dann lediglich im Verhiltnis zu klein, um experimentell
nachweisbar zu bleiben.
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Abbildung 73

Schematische Ubersicht iiber den vermuteten Mechanismus des Zusammenspiels der nervalen
und humoralen Signalwege zur Fieberentstehung bei moderaten Entziindungsreaktionen: Die
Gabe von 10 pg/kg LPS in die subkutane Kammer induziert eine moderate Fieberreaktion.
Diese Reaktion ist kaum (IL-6) oder nicht (LPS, IL-1, TNF) von einem Auftreten humoraler
Botenstoffe in der Zirkulation begleitet. Der humorale Anteil der Signalvermittlung ist
dementsprechend klein (blauer Pfeil). Auflerdem wird weder COX-2 noch STAT3 im Gehirn
induziert. Der nervale Signalweg hat also einen grofleren Anteil an der Vermittlung der
Fieberrektion und kann entweder durch Injektion von Lokalanisthetika (Ropivacain) oder
NSAIDs (Diclofenac) in das lokale Entziindungsareal sichtbar gehemmt werden.
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4.2. Bedeutung bei akuten lokalen Verletzungen

Haufig sind lokale Entziindungsreaktionen nicht von Fieber begleitet. Dies geschieht
lediglich dann, wenn die Stirke der Inflammation ein gewisses MaR {iberschreitet. Deshalb
konnte das Auftreten von Fieber auch davon abhidngen, dass LPS oder endogene Pyrogene in
gewissem Umfang in die Zirkulation gelangen und im Rahmen der APR zu den zentralnervos
kontrollierten Komponenten wie Fieber fithren. Der stark Energie-raubende Prozess der
Fieberentstehung konnte demnach nur gravierenderen Entziindungen vorbehalten bleiben, die
fiir den Organismus in seiner Gesamtheit eine gewisse Bedrohung darstellen. Trotzdem
scheint der Organismus das Nervensystem als Frithwarnmechanismus in die Kontrolle
immunologischer Abwehrreaktionen einzuschalten.
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5. Schlussfolgerung und Zukunftsperspektiven

Die Kommunikation des aktivierten Immunsystems mit dem Gehirn scheint eine
entscheidende Rolle fiir die Uberlebensfihigkeit von Mensch und Tier zu spielen.
Fehlregulationen @ im  Rahmen  chronischer = Krankheiten, tumordser  Prozesse,
Immunschwichekrankheiten, Depressionen und Alterungsprozesse fithren zu massiven, die
Lebensqualitit beeintrachtigenden Prozessen. Schutzmechanismen wie ,,Sickness Behavior*
konnen dabei wahrscheinlich nicht mehr addquat reguliert werden, was unter Umsténden zu
lebensbedrohlichen Reaktionen fiihren kann. Deshalb wird in Zukunft weiterhin die
Notwendigkeit bestehen, den Informationsaustausch dieser beiden vitalen Regelsysteme in
beiden Richtungen genauer zu untersuchen.

Die Anwendung von Transkriptionsfaktoren als neuroanatomische Marker zur
Identifizierung der Zielstrukturen von Zytokinen und anderen Botenstoffen diirfte hierbei
hilfreich sein. Zusitzlich wird es allerdings nétig sein, die potenziellen Zielgene dieser
Transkriptionsfaktoren genauer zu identifizieren und eine direkte Verbindung zu
physiologischen und pathophysiologischen Reaktionen des Gesamtorganismus herzustellen.
Dazu gehort im weiteren Sinne auch die Phinotypisierung der responsiven Zellen, welche das
Verstindnis der Zusammenhénge der einzelnen Signaltransduktionsmechanismen verbessern
hilft. SchlieBlich sollte fiir die weitere Analyse der Bedeutung von IL-6 und STAT3 im
Rahmen der Fieberentstehung eine gezielte Blockade der IL-6-Wirkung genutzt werden, um
einen endgiiltigen Beweis fiir die physiologische Bedeutung des Zytokins in diesem Prozess
zu erbringen.

Der Einsatz von anterograden, polytranssynaptischen, viralen Tracern konnte einen
direkten Beweis fiir die Existenz des postulierten nervalen Signalwegs iiber afferente
Hautnerven liefern. Es konnte hiermit durch immunhistologischen Nachweis viraler Molekiile
der Weg von den Hautafferenzen iiber die Spinalganglien ins Riickenmark, zum Hirnstamm
und schlieBlich zu den thermoregulatorischen Zentren im Hypothalamus nachgewiesen
werden. Das einzige Virus, welches anterograd in diesem Sinne iiber Nervenzellen zur
Darstellung neuronaler Signalwege bekannt ist, ist jedoch fiir Menschen pathogen und steht
zur Zeit noch nicht zur Verfiigung (Rinaman & Schwartz, 2004). Alternativ wére die
Verwendung des Nachweises von FOS als neuronalem Aktivititsmarker denkbar, um eine
Aktivierung des nervalen Signalwegs bei LPS-stimulierten Tieren im Vergleich zu Kontrollen
zu untersuchen.

Die Rolle der Prostaglandine bei der Aktivierung von Hautafferenzen konnte durch
Infusion von PGE; in die subkutane Kammer oder mit Hilfe elektrophysiologischer Methoden
(Einzelfaseraktivitit unter Einfluss von Kilte bzw. PGE,) weiterfiihrend untersucht werden.
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VI.

ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Doktorarbeit war die Untersuchung von Signalwegen zur Fieberentstehung im
Rahmen lokaler oder systemischer Entziindungsreaktionen. Die spezifische Rolle von
Interleukin-6 (IL-6) und Prostaglandinen in diesen beiden Prozessen wurden analysiert. Im
Hinblick auf den humoralen Mechanismus der Fieberentstehung wurde wéhrend systemischer
oder lokaler Entziindungsreaktion eine mdgliche Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte
Aktivierung des pleiotropen Zytokins IL-6 und des IL-6-induzierten Transkriptionsfaktors
STAT3 untersucht. Bei Meerschweinchen verursachten intraarterielle (i.a., 10 pg/kg) oder
intraperitoneale (i.p., 30 pg/kg) LPS-Injektionen eine systemische Entziindungsreaktion, die
von robustem Fieber beleitet war. Eine Fieberreaktion wurde ebenfalls durch LPS-
Applikation in eine subkutan implantierte, kiinstliche Teflonkammer induziert (s.c., 100 oder
10 ng/kg), die ein Experimentalmodell einer lokalen Entziindungsreaktion darstellt. 60 min.
vor LPS- oder Losungsmittel-Injektion waren basale Spiegel an biologisch aktiven IL-6 von
35-80 internationalen Einheiten pro ml. (I.U./ml.) im Blut messbar. 90 min. nach LPS-Gabe
erhohten sich die IL-6-Plasmakonzentrationen in den i.a. oder i.p. behandelten Tiergruppen
etwa 1000-fach, 50-fach in der Gruppe, die mit 100 pg/kg LPS s.c. behandelt wurde und
lediglich 5-fach bei Meerschweinchen, denen die niedrige LPS-Dosis (10p/kg) in die
subkutane Kammer injiziert wurde. Zu diesem Zeitpunkt konnte in verschiedenen
Gehirnstrukturen  eine  distinkte ~ Verteilung  nukledrer  Translokationen  des
Transkriptionsfaktors STAT3 beobachtet werden. Hierzu gehdrten Gehirnstrukturen mit einer
unvollstindigen Blut-Hirn-Schranke (BBB), die als sensorische zirkumventrikulire Organe
(sCVOs) bezeichnet werden: die Area postrema, das Organum vasculosum laminae
terminalis, das Organum subfornicale sowie zuséitzlich auch der hypothalamische Nucleus
supraopticus, welche in den i.a. oder i.p. mit LPS behandelten Gruppen starke nukledre
STAT3-Aktivierung aufwiesen. Im Gegensatz dazu wurde nach s.c. LPS-Applikation eine
moderate Anzahl (hohe LPS-Dosis, 100 pg/kg) bzw. sogar keine (niedrige LPS-Dosis)
nukledren STAT3-Signale in den genannten Hirnstrukturen nachgewiesen. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass STAT3-vermittelte Aktivierung der Transkription von Ziel-Genen in
Gehirnzellen nur dann  stattfindet, wenn bei  systemischen oder lokalen
Entziindungsreaktionen ausreichend hohe zirkulierende IL-6-Konzentrationen auftreten.

Zell-Phinotypen der Zytokin-responsiven Zielzellen im Gehirn, die durch IL-6 genomisch
aktiviert wurden, konnten durch immunhistologische Analyse des Zytokin-induzierten
Transkriptionsfaktors in Kombination mit spezifischen zelluliren Markerproteinen
nachgewiesen werde. Zwei flir die Zytokin-abhidngige Vermittlung von Immuneffektor-
funktionen kritische Gehirnanteile konnten identifiziert werden. Eine Gruppe responsiver
Zellen war entlang der BBB lokalisiert, eine andere Gruppe von Zellen befand sich in den
bereits erwdhnten sCVOs. Die markanteste STAT3-Aktivierung erfolgte in zwei
Zielstrukturen des Meerschweinchengehirns und zwar (1) in Endothelzellen des gesamten
Gehirns und (2) in Astrozyten der sCVOs. Beide Strukturen stellen entscheidende
Gehirnregionen bzw. Zellen der Zytokin-vermittelten Wirkung bei LPS-induzierten
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Entziindungsreaktionen dar. STAT3-kontrollierte transkriptionelle Aktivierung scheint bei
diesem Prozess mitzuwirken. Die funktionelle Konsequenz STAT3-abhidngiger genomischer
Aktivierung von Gehirnzellen nach LPS-Gabe wird bislang nur unvollstdndig verstanden.
Basierend auf neuern Daten aus der Literatur konnte eine Hypothese formuliert werden,
welche STAT3 als einen antiinflammatorischen Mediator speziell im Endothel vorschligt.
Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit demonstrieren deutlich, dass ganz besonders das
Gehirnendothel in dieses neue Konzept integriert werden muss.

Zur Untersuchung des nervalen Signalwegs zur Fieberentstehung bei lokalen
Entziindungsreaktionen und speziell der Rolle von Prostaglandinen in diesem
Experimentalmodell wurden Fieberreaktionen durch Injektionen einer hohen (100 pg/kg) oder
niedrigen (10 pg/kg) LPS-Dosis in die kiinstliche subkutan implantierte Teflonkammer
induziert. Beide eingesetzten LPS-Dosierungen riefen auBerdem eine im subkutanen
Entziindungsareal lokalisierte markante Bildung von Prostaglandin E, (PGE,) hervor. Die
Gabe von Diclofenac, einem nicht selektiven Zyklooxygenase-Inhibitor (COX) in
unterschiedlichen Dosierungen (5, 50, 500, 5000 pg/kg), verringerte oder unterdriickte LPS-
induziertes Fieber und hemmte die LPS-induzierte lokale PGE,-Bildung. Die niedrigste
Diclofenac-Dosierung (5 pg/kg) schwiéchte das Fieber nach LPS-Applikation von 10 pg/kg
s.c. nur dann ab, wenn Diclofenac direkt in die subkutane Kammer injiziert wurde, nicht aber
bei subkutaner Applikation in den contralateral zur subkutanen Kammer gelegenen Bereich.
Diese Beobachtung wies darauf hin, dass eine lokalisierte PGE;-Bildung im
Entziindungsgebiet einen Teil der Fieberreaktion vermittelte, die durch Injektion von
10 nug/kg LPS in die subkutane Kammer ausgeldst wurde. Eine Erhédrtung dieser Hypothese
ergab sich aus Beobachtungen, dass es nicht moglich war, COX-2 mRNA im Gehirn des
Meerschweinchens nach Injektion von 10 pg/kg LPS in die subkutane Kammer
nachzuweisen. Hingegen induzierte eine subkutane Gabe von 100 pg/kg LPS wie auch
systemische LPS-Applikation (i.a., i.p.) eine deutliche Expression des COX-2-Genes im
Meerschweinchengehirn, was durch in situ Hybridisierung dokumentiert wurde. Folglich
wurde die Fieberreaktion bei subkutaner Injektion von 10 pg/kg LPS zumindest anteilig durch
Aktivierung nervaler Signalvermittlung vom lokalen Entziindungsmodell zum Gehirn
hervorgerufen.

Als Schlussfolgerung hieraus ergibt sich, dass Fieberreaktionen bei moderaten lokalen
Entziindungsreaktionen anteilig sowohl von humoralen als auch nervalen Komponenten der
Kommunikation des aktivierten Immunsystems mit dem Gehirn entstehen. Die nervale
Beteiligung ist dann nicht mehr detektierbar, wenn die humoralen Signale so stark sind, dass
nervale Komponenten zur Fieberinduktion verdeckt werden. Im Bezug auf die humorale
Komponente konnte IL-6 eine zentrale Rolle bei der Regulation der Fieberreaktion spielen,
obwohl die prézise funktionelle Konsequenz IL-6-induzierter genomischer Aktivierung von
Gehirnzellen noch abzukldren bleibt.
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VII.

SUMMARY

Purpose of the present study was to investigate signaling pathways for fever induction
during localized or systemic inflammation. The specific roles of Interleukin-6 (IL-6) and
prostaglandins in both of these processes were analyzed. With regard to the humoral
mechanisms of fever generation, a possible lipopolysaccharide (LPS)-induced activation of
brain cells mediated by the pleiotropic cytokine IL-6 and its transcription factor STAT3
during systemic or localized inflammation was studied. In guinea pigs, intra-arterial (i.a.,
10 ng/kg) or intraperitoneal (i.p., 30 pg/kg) injections of bacterial LPS caused a systemic
inflammatory response which was accompanied by a robust fever. A febrile response was also
induced by administration of LPS into artificial subcutaneously implanted Teflon chambers
(s.c. 100 or 10 pg/kg), which reflects an experimental model that mimics local tissue
inflammation. Baseline plasma levels of bioactive IL-6 determined 60 min. prior to injections
of LPS or vehicle amounted to 35-80 international units per ml (I.U./ml). Within 90 min. after
LPS-injection plasma IL-6 rose about 1000-fold in the groups injected i.a. or i.p., about 50-
fold in the group injected s.c. with 100 pg/kg LPS, and only 5-fold in guinea pigs injected
with the lower dose of LPS s.c. (10 pg/kg). At this time point, a distinct nuclear translocation
pattern of the transcription factor STAT3 became evident in several brain structures. Amongst
those the sensory circumventricular organs (sCVOs) known to lack a tight blood-brain barrier,
such as the area postrema, the vascular organ of the lamina terminalis and the subfornical
organ, as well as the hypothalamic supraoptic nucleus showed intense nuclear STAT3 signals
in the i.a. or i.p. injected groups. In contrast, a moderate (s.c. group, 100 pg/kg) or even no
(s.c. group, 10 pg/kg) nuclear STAT3 translocation occurred in response to s.c. injections of
LPS. These results suggest that STAT3-mediated genomic activation of target gene
transcription in brain cells occurred only in those cases in which sufficiently high
concentrations of circulating IL-6 were formed during systemic (i.a. and i.p. groups) or
localized (s.c. group, 100 ng/kg) inflammation.

Cell phenotypes of cytokine-responsive brain target cells that were genomically activated
by IL-6 were mapped by histological analysis of cytokine-induced transcription factors in
combination with specific cellular marker proteins. Critical sites mediating cytokine-
dependent immuneffector functions could be divided into two groups, one group of
responding cells situated along the tight blood-brain barrier (BBB), and a second group of
cells in the before mentioned sCVOs. A marked STAT3 activation in two target structures of
the guinea pig brain (1) within the entire brain endothelium and (2) within astrocytes of the
sCVOs were shown. Both structures represent critical brain sites or cells mediating cytokine
action during LPS-induced inflammation. STAT3-controlled transcriptional activation seems
to be involved in this process. The functional consequences of STAT3-dependent genomic
actions during LPS-challenge are still poorly understood. However, based on a recently
published study from another laboratory, a new hypothesis is presented, which involves
STATS3 as an anti-inflammatory mediator in the endothelium. The results of this thesis clearly
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demonstrate that specifically the endothelium of the brain has to be incorporated into this
novel concept.

To investigate the potentially involved neuronal signaling pathway for fever induction
during localized inflammation and the role of prostaglandins in this experimental model,
dose-dependent febrile responses were induced by injection of a high (100 pg/kg) or a low
(10 png/kg) dose of bacterial LPS into artificial subcutaneously implanted Teflon chambers.
Both of the applied LPS-doses further induced a pronounced formation of prostaglandin E;
(PGE,) at the site of localized subcutaneous inflammation. Administration of diclofenac, a
non-selective cyclooxygenase (COX) inhibitor, at different doses (5, 50, 500, 5000 pg/kg)
attenuated or abrogated LPS-induced fever and depressed LPS-induced local PGE, formation.
The lowest dose of diclofenac (5 pg/kg) attenuated fever in response to 10 pg/kg LPS only
when administered directly into the subcutaneous chamber, but not when injected into the
contralateral subcutaneous site of the chamber position. This observation indicated that a
localized formation of PGE; at the site of inflammation mediated a portion of the febrile
response which was induced by injection of 10 pg/kg LPS into the subcutaneous chamber.
Further support for this hypothesis derived from the observation that I failed to detect
induction of COX-2 mRNA in the brain of guinea pigs injected subcutaneously with 10 ug/kg
LPS, while subcutaneous injections of 100 pug/kg LPS as well as systemic injections of LPS
(i.p. or i.a. routes) readily caused expression of the COX-2 gene in the guinea pig brain as
demonstrated by in situ hybridization. Therefore, fever in response to subcutaneous injection
of 10 pg/kg LPS may, in part, have been evoked by a neuronal rather than a humoral pathway
from the local site of inflammation to the brain.

In conclusion, fever in response to moderate local inflammatory reactions seems to be due
to the participation of a humoral as well as a neuronal component of immune-to-brain
communication. The neuronal participation is not detectable at all, when humoral signals are
so strong that they are overriding the neural component for fever induction. With regard to the
humoral component, IL-6 might play an important role in the regulation of the febrile
response although the precise functional consequences of IL-6-induced genomic activation of
brain cells still has to be clarified.
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ABKURZUNGEN
K e e signifikant (p<0,05) Cy3 e, rotfluoreszierendes
AA e, Arachidonsdure [ L, Carbocyanin
ACTH................ Adrenocorticotropes-Hormon CyPGs.....ccceue.. zyklische Prostaglandine
»Air-pouch®....... subkutane Luftkammer | D Diclofenac
ANOVA ........... Varianzanalyse DAB.......cceueu..... Diaminobenzidin-
AP, Area postrema | e Tetrahydrochloride
AP-1 ..., activator protein-1 DAPI ................. 4',6-Diamidino-2-Phenylindol-
APC.....ccven. Adenomatous Polyposis Coli | .covvevvevvenieennee, Dilacetat, Kernfarbung
........................... Zellmarker fiir DNA .................Desoxyribonukleinsiure
........................... Oligodendrozyten DRG...................Spinalganglien
APP ... Akut-Phase-Protein/AP-Protein | ......cccccovevvrvrnnnnns (dorsal root ganglia)
APR ..o Akute-Phase-Reaktion E.coli..ccovunnnene Escherischia coli
AIC.oiiicieinn, Nucleus arcuatus hypothalami ELISA................ enzyme-linked immunosorbent
ATP .o, Adenosintriphosphat | assay
B Nullwert eNOS ..o, endotheliale NOS
BO.ooiie maximale Bindung EP(1-4)R ........... Prostaglandin E-
BAT...cccovves braunes Fettgewebe | e Rezeptorsubtyp 1-4
BBB ....cccocueene. Blood-Brain-Barrier ER.coovvriiis Endoplasmatisches Retikulum
........................... (Blut-Hirn-Schranke) ETOH ................Ethanol
CAMP ................ zyklisches | 216 JR Endotoxin Unit
........................... Adenosinmonophosphat foreeiieeieeeee.nnn Fornix
CC errereereeereeeneens Corpus callosum Fl i, Fieberindex {° C*h}
CD.ovrrveee Cluster of Differentiation FOS....cooviviene. FOS-Protein,
C-fOS.ciiiiiiiis Gensequenz auf der DNA | i, Transkriptionsfaktor,
........................... fiir FOS rerrerereesnnee e Onkogenprodukt
cGMP ............... zyklisches Guanosin- FOS-IR .............. FOS-Immunreaktivitét
........................... Monophosphat GC......................Guanylat-Zyklase
ChP...ooveee Plexus choroideus GFAP.....cceene. Glial Fibrillary Acidic Protein
CIS 1. cytokine inducible SH2 protein | .....ccceeveeeveennnenn. Zellmarker fiir Astrozyten
CLC..covveieee cardiotropin-like cytokine gpl30..cceienes Glykoprotein 130
CNTF....ccocenee. ciliary neurotrophic factor GTP....oovvine. Guanosintriphosphat
CO . v Kohlenstoffmonoxid HCl ..o Salzséure
COgueeeeeeiiee, Kohlenstoffdioxid HGF ... Hybridoma-Growth-Factor
COX oo Zyklooxygenase HyO,.vve Wasserstoffperoxid
COX-1/2/3 ....... Zyklooxygenase-1/2/3 HPA-Achse........ Hypothalamo-Hypophysen-
cPGES .............. zytosolische | Nebennierenrinden-Achse
........................... Prostaglandin-E-Synthase HRP ................... Horseradish-Peroxidase
cPLA2................ zytosolische Phospholipase A2 | Hz. ........cc.c........ Frequenz in Herz
CPu..oeevveeee, Caudate putamen (striatum) |06 VUSRS intraarteriell
CR..ovrveees Carbonyl-Reduktase 110 intracerebroventrikulér
CSF...veveiens zerebrospinale Fliissigkeit IFN...coeiiiiee, Interferon
CT-1 . cardiotropin-1 IKK ..o Inhibitorischer Faktor kB Kinase
CVOsS ..eeeeeee zirkumventrikuldren Organe | 114 3 S Inhibitorischer Faktor kB
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IL-(X) ceoveeeereenee. Interleukin-(x)

IL-1 Interleukin-1

IL-1B e Interleukin-1 beta

IL-6 e Interleukin-6

IL-1R ..o Interleukin-1 Rezeptor
IL-6R................. Interleukin-6 Rezeptor
I[L-Tra.....c........ IL-1-Rezeptor-Antagonist
INOS....cccovvee induzierbare NO-Synthase
19510 PR intramuskular

150 FERU intraperitoneal

LU i international units

IUPS ..o Commisson for Thermal
........................... Physiology of the International
........................... Union of Physiologigal Sciences
LV, e intravenos

| 122N R Rezeptor-assoziierte Kinase
JAK ., Janus-Kinase

kDa. ....ccoeeuneens Kilo Dalton

KG .o Korpergewicht
KSo kaltsensitive Neurone

L10 i, LPS-Dosis 10 pg/kg

L30 i LPS-Dosis 30 pg/kg

L100 ...cceevvnnene LPS-Dosis 100 pg/kg

LIF ., leukemia inhibiting factor
10 Tractus olfactorius lateralis
LPO ..covverr Area paeoptica lateralis
LPS..oieien. Lipopolysaccharid
LPS-B................ LPS-Bindungsprotein
LV laterale Ventrikel

MALP-2 ............ Makrophagen-aktivierendes
........................... Lipopeptid-2

MAPK ............... mitogen activated protein kinase
MDP........ccue.... Muramyldipeptid
ME.....coovinnn Eminentia mediana

MG ..o Molekulargewicht

110100 TSR Minute

MIP.....coevvvenns Makrophagen-
........................... Inflammatorisches-Protein
MnPO ............... Nucleus praeopticus medianus
MOAT ............... multispezifische Anionen
........................... Transporter

MPA ... Area paeoptica medialis
mPGES.............. mikrosomale
........................... Prostaglandin-E-Synthase
MPO ................. mediale praoptische Region

MPS ..o Monozyten-Makrophagen-
........................... System

mRNA............... messenger Ribonukleinsdure
MTT..ccceiiiee 3-{4,5-Dimethylthiazol-2-yl}-
2,5 e, Diphenyl-Tetrazoliumbromid
MyDS8S............... Adaptermolekiil des IL-1R
NaCl....coooveeenee. Isotone Natriumchloridlosung
NADPH-.......... Nicotinamid-Adenosin-
........................... Dinucleotid-Phosphat-
........................... Diaphorase
NBT...cccoveenen. Nitroblau-Tetrazolium

nd. o nicht detektierbar bzw. unterhalb
........................... der Nachweisgrenze

NeuN ......cccceneee. Neuronen-spezifischer
........................... nukledrer Faktor
NF-IL-6.............. nuclear factor-1L-6
NF-kB..ccooeenenn nuclear factor kB
NGF....cccoeeee. nerve growth factor

NHS ..o Normal Horse Serum

NIK ..o NF-«B induzierende Kinase
A\ SR Neurohypophyse

nNOS ................ neuronale NO-Synthase

NO i Stickstoffmonoxid
NOS...coeee, Stickstoffmonoxid-Synthase
LS. cereeerieeeereeees nicht signifikant (p>0,05)
NSAIDs ............. nicht steroidalen
........................... Entziindungshemmer

NSB ..o nicht spezifische Bindung
NTS. oo Nucleus tractus solitarius

N. vagus............. Nervus vagus

OSM ....cocvvenee oncostatin M

OVLT ....ceee.e Organum vasculosum
........................... laminae terminalis

(o) SRR Chiasma opticum
PAF....coovviens platelet activating factor
PAMPs............... pathogen-associated
........................... molecular patterns

PB ., Phosphat-gepufferte
........................... Kochsalzlgsung
Peoiieieie, Nucleus periventricularis
........................... hypothalami

PFA ..., Paraformaldehyd-Losung
PG .o Prostaglandin

PGE; ...coeeveens Prostaglandin-E,

PGES ................ Prostaglandin-E-Synthase

PGT.....ccceevien PG-Transporter
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PIAS ..o, protein inhibitor of STAT .....cc....... Signaliibersetzer und Aktivator
........................... activated STAT wreeeeenreesseanneeneeder Transkription

PIN ..o, Organum pineale | (engl: signal  transducer and
| 41 T Cortex piriformis | activator of transcription)
PLA,. .o, Phospholipase A, STAT3 .............. STAT-Transkriptionsfaktor 3
pNPP.......ccceee. p-Nitrophenylphosphat sTNFR ............... loslicher TNFR
PNS..ccoein peripheres Nervensystem [ Zeit (min.)

POA.....ccoovn. Area praeoptica hypothalami TA o, totale Aktivitat
........................... (Praoptische Region) TGF-B ................transforming growth factor-3
Poly I : Poly C ... Polyinosinic : polycytidylic acid | TLR.................... Toll-Like-Rezeptor
POMC................ Proopiomelanocortin TNF...ccooviiieies Tumor-Nekrose-Faktor

PVC. . perivaskulére Zellen TNF-0.cccvenneee Tumor-Nekrose-Faktor-alpha
PVN ..o Nucleus paraventricularis TNF-bp ............. Tumor-Nekrose-Faktor-
........................... hypothalami cerreeeeenseeeenenne . Bindungsprotein

DY eoveererreereeeanans Tractus pyramidalis TNFR................. Tumor-Nekrose-Faktor-

5 OTRUT Fissurarhinalis | Rezeptor

RM...coooiviinns Riickenmark [ abdominale Kdrpertemperatur
ROb ..o, Nucleus raphe obscurus TRAF....cccceene. TNF Rezeptor-
RPa.....ccveernnee. Nucleus raphe pallidus | e, assoziierter Faktor

| 3 L Raumtemperatur TRPS ..ccovvereennns transient receptor potentials
S.Cureereermreeieaieens subkutan 100, COTR Thromboxan
S.C.CLuurriis subkutan contralateral VII/3V ... dritter Hirnventrikel
sCDI4............... 16sliche CD14 Rezeptoren VMPO ............... Nucleus praeopticus
SCO...oovvevvene Organum subcommissurale | .coceiveveiiieennn, ventromedialis; ventromediale
SCVOs......cc...... senorischen CVOs | e, praoptische Region

SFO ..oovviieene Subfornikalorgan VW e, von-Willebrand-Faktor
........................... (Organum subfornicale) cerreereeneneennennnnn. Z€1Imarker fiir Endothelzellen
sgp130 ... 16sliche gp130 WS s warmsensitive Neurone
sIL-6R................ l6sliche IL-6R QK .o, Qualitatskontrolle

SIRS ..o Systemisches- ZNS ..o Zentralnervensystem
........................... Inflammatorisches-Reaktions- 12.....ccceeueueun....Nucleus hypoglossus
........................... Syndrom 15-PGDH............15-Hydroxy-PG-Dehydrogenase
SOCS.......cocue. supressor of cytokine signaling | B-NADPH+H.....B-Nicotinamid-

Solv. e, Solvent/Losungsmittel | .o dinucleotidphosphat

SON ...coovieiene Nucleus supraopticus | .o (reduzierte Form)

SPLA; v sekretorische Phospholipase A,
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