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1 Einleitung

1. Einleitung

Man kennt heute ein Vielzahl gut untersuchter Regelkreise und kontrollierter
Lebensprozesse im Saugetierorganismus. Unabhangig davon, wie komplex
diese Prozesse in den einzelnen Kompartimenten des Koérpers auch ablaufen,
dienen sie meist nur einem Ziel: der Aufrechterhaltung des physiologischen
Gleichgewichts, der sogenannten ,Homd&ostase".

An geradezu allen dieser vitalen homoostatischen Vorgange sind bestimmte
Botenstoffe beteiligt, die im Blut zirkulieren. Diese kann man ganz allgemein in
Hormone und Botenstoffe des Immunsystems unterteilen. Zur grof3en Gruppe
der Hormone zahlt beispielsweise das Angiotensin Il. Es kontrolliert neben
seinem Einfluss auf das Trinkverhalten von S&ugetieren Uber das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System den Wasserhaushalt, und ist des weiteren an
der Blutdruckregulation beteiligt. Insulin und Glucagon wirken als Hauptakteure
im Glukosestoffwechsel. Dem Peptidhormon Leptin wird wegen seiner
lipostatischen Eigenschaft eine grofle Bedeutung im Energiehaushalt
zugesprochen. Neben einer ganzen Reihe weiterer zirkulierender Hormone, die
an Stoffwechsel-, Energie,- Thermo- und Wasserhaushalt beteiligt sind,
existieren auch zirkulierende Botenstoffe des aktivierten Immunsystems. Diese
treten vermehrt im Zusammenhang mit Inflammation und Krankheitsprozessen
im Korper auf, werden jedoch auch teilweise unter physiologischen
Bedingungen exprimiert.

Im Blutkreislauf zirkulierende Stoffe, die in der Lage sind, medizinisch relevante
zentralnervos kontrollierte Krankheitssymptome (z.B. Fieber) auszuldsen,
werden als Pyrogene bezeichnet. Diese kann man prinzipiell in exogene und
endogene Pyrogene unterscheiden. Exogene Pyrogene sind bestimmte
Komponenten von Bakterien, Viren, Pilzen, chemischen Stoffen oder
Fremdproteinen. Eines der bekanntesten bakteriellen Pyrogene ist wohl das
Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer Bakterien. Bei den endogenen
Pyrogenen handelt es sich um Polypeptide oder Proteine, die von
korpereigenen Zellen produziert werden. Auslésende Faktoren hierflr kdnnen
beispielsweise exogene Pyrogene oder auch Antigen-Antikérper-Komplexe

sein. Zu den endogenen Pyrogenen gehéren vor allem die Zytokine (Tumor
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1 Einleitung

Nekrose Faktor-a, Interleukin-1, Interleukin-6), aber auch Chemokine wie der
Lymphozyten-aktivierende = Faktor (LAF) oder das Makrophagen-
Inflammatorische Protein-1 (MIP-1).

Sowohl exogene als auch endogene Pyrogene losen im infizierten
Saugerorganismus eine Reihe charakteristischer Reaktionen aus, die unter
dem Begriff ,Akute Phase Antwort* (APR) zusammengefasst werden. Innerhalb
dieses Vorgangs kommt es neben hamatologischen und metabolischen
Verdanderungen im Korper auch zu einer Anpassung vitaler homdostatischer
Funktionen, die zentralnervos kontrolliert werden. Im weiteren Verlauf folgt die
Bildung so genannter ,Akute-Phase-Proteine” in der Leber, die als Mediatoren
einen regulatorischen Einfluss auf die Immunantwort besitzen. Symptome der
APR sind Adipsie und Anorexie, Gewichtsverlust und Fieber. Des weiteren
kommt es zu einer Aktivierung der Hypothalamo-Hypophysen-Nebennieren-
Achse (HPAA) und Verhaltensédnderungen wie Apathie, Somnolenz und Verlust
der Libido, die zusammenfassend als ,sickness-behavior* bezeichnet werden
(Dantzer, 2001; Marvel et al., 2004).

Wie aber kommt es zu diesen zentralnervos vermittelten Krankheitssymptomen
aufgrund von im Blut zirkulierenden Substanzen? Im Verlauf der letzten Jahre
manifestierte sich die Theorie, dass im Rahmen lokaler und systemischer
Inflammationen von iImmunkompetenten Zellen freigesetzte
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-13 (IL-1f3), Interleukin-6 (IL-6) und
Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) als afferente Botenstoffe des aktivierten
Immunsystems an das ZNS agieren (Roth & De Souza, 2001). Dieser
Signalweg wird auch als ,humorale Fieberhypothese” bezeichnet (Roth et al.,
2004).

In letzter Zeit verdichten sich aber die Hinweise dafur, dass bakterielle, virale
oder andere Pathogene selbst tber Molekile verfiigen, die eine direkte
Beeinflussung des Gehirns bereits vor einer massiven Bildung zirkulierender
Zytokine erreichen kdnnen. Bei diesen in englischer Sprache als ,pathogen-
associated-molecular pattern” (PAMPSs) bezeichneten Molekulstrukturen handelt
es sich beispielsweise um Lipopolysaccharide (LPS) gramnegativer Bakterien,
Peptidoglykane bzw. Muramyl-Dipeptid (MDP) grampositiver Bakterien,
Lipopeptide von Mycoplasmen, aber auch bakterielle DNA oder virale

doppelstrangige RNA. Fir derartige Molekulstrukturen verfligt das angeborene
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1 Einleitung

Immunsystem Uber eine Reihe von Erkennungsmolekilen, die als ,Toll-like-
Rezeptoren“ (TLRs) bezeichnet werden (Aderem & Ulevitch, 2000; Knapp et al.,
2002). Es existieren bereits einige Studien dartber, die belegen, dass solche
TLRs auch im Gehirn exprimiert werden (Aderem & Ulevitch, 2000; Laflamme et
al., 2001; Rivest, 2003), was darauf hindeutet, dass zirkulierende PAMPs
tatsachlich einen direkten Einfluss aufs Gehirn haben kénnten. Dabei stellt sich
jedoch die Frage, ob und wie es diesen Molekulstrukturen Gberhaupt maoglich
ist, die sehr dichte Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden, um jene TLRs zu
aktivieren. Die folgenden Kapitel dieser Arbeit sollen sich ausfiihrlich mit dieser

Fragestellung beschaftigen.

1.1. Signalwege zur inflammatorischen Aktivierung des

Gehirns

Die Frage nach den Signalwegen zur inflammatorischen Aktivierung des
Gehirns soll im folgenden mit Hilfe von experimentellen Fiebermodellen néher
erlautert werden. Dabei kommt es im Rahmen des ,sickness behavior® zu
Fieber, das als Merkmal einer Aktivierung des ZNS infolge eines
inflammatorischen Reizes aus der Korperperipherie gesehen werden kann.
Wie gelangen diese Fieber induzierenden Signale nun von der Peripherie ins
Gehirn?

Allgemein koénnen hierzu zwei Kommunikationswege unterschieden werden
(Roth & De Souza, 2001). Auf der einen Seite wird der humorale Weg
beschrieben, der mittels verschiedener Mediatoren wie Zytokinen oder
Prostaglandinen aus dem Blutkreislauf zu einer zentralnervosen Aktivierung
fuhrt. Auf der anderen Seite gibt es den nervalen Weg, der inflammatorische

Signale Uber nervale Afferenzen transportiert.
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1 Einleitung

1.1.1. Der humorale Weg zur Aktivierung des Gehirns (Humorale

Fieberhypothese)

Die Voraussetzung fir diese Theorie ist, dass Zytokine wie TNF-a, IL-13 und IL-
6 als humorale Mediatoren des Fieber angesehen werden kénnen (Kluger,
1991; Zeisberger & Roth, 1998), die vermehrt als Antwort auf einen
inflammatorischen Reiz im Koérper gebildet werden. Die Zytokin-vermittelte
Wirkung fuhrt unter anderem zu einer Verschiebung des thermoregulatorischen
Sollwerts (,set-points®) in der praoptischen hypothalamischen Region, die als
Kontrollzentrum der Thermoregulation angesehen wird (Scammell et al., 1996).
Wie gelangen nun diese 15-25 kDa grol3en hydrophilen Stoffe durch die relativ
dichte Blut-Hirn-Schranke ins ZNS? Zur Beantwortung dieser Frage bestehen
vier verschiedene Hypothesen:

Die erste Moglichkeit ist, dass im Blut zirkulierende Zytokine tber sogenannte
.Sensorische  zirkumventrikulare  Organe* (sCVOs), die durch eine
unvollstandige Blut-Hirn-Schranke gekennzeichnet sind, ins Gehirn gelangen
(McKinley et al., 2003; Roth et al, 2004) und dort an spezifische
Zytokinrezeptoren binden. Als ,Eintrittspforte” in diese CVOs spielt dabei die
Fenestrierung des GefalRendothels eine grol3e Rolle, auf die spater noch ndher
eingegangen werden soll.

Eine weitere Moglichkeit ist, dass die Zytokine nicht durch die BHS gelangen,
sondern mit spezifischen endothelialen (Matsumura & Kobayashi, 2004) oder
perivaskularen (Schiltz & Sawchenko, 2003) Rezeptoren interagieren und ihre
Wirkung Uber bestimmte ,second messenger (NO oder Prostaglandine)
vermittelt wird.

Als dritter Weg der Passage von Zytokinen ins Gehirn werden aktive
Transportsysteme beschrieben. Diese Zytokintransporter existieren fur TNF-a,
IL-1B ebenso wie fir IL-6 (Banks et al.,, 1995), haben aber aufgrund ihrer
schnellen Sattigung und geringen Transportleistung nur eine untergeordnete
Bedeutung. Als letztes kdnnen Zytokine auch Uber aktivierte T-Zellen die BHS
passieren, allerdings spielt dieser Transportweg quantitativ auch nur eine

vergleichsweise geringe Rolle (Neumann & Wekerle, 1998).
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1 Einleitung

1.1.2. Der nervale Weg zur Aktivierung des Gehirns (Nervale

Fieberhypothese)

Bei vorausgehenden Experimenten zur Fieberentstehung wurde haufig LPS als
potenter Ausloser der Zytokinkaskade systemisch appliziert. Dabei fiel sehr
deutlich auf, dass das daraufhin entstandene Fieber biphasisch ist
(Romanovsky et al., 1998). Bereits vor dem Erscheinen von signifikant erhdhten
Zytokinspiegeln (TNF-a, IL-6) im Blut kommt es nach LPS Stimulation zu einem
ersten Fieberanstieg (Roth & De Souza, 2001). Ein vergleichbarer erster
Fieber-Peak wurde auch nach systemischer Applikation des Fibroblasten-
stimulierenden Lipopeptids-1 (FSL-1) beschrieben (Greis et al., 2007). Aus
diesem Grund begann man, die humorale Fieberhypothese als alleinigen
Ubertragungsweg von inflammatorischen Signalen zum Gehirn in Frage zu
stellen und suchte nach Alternativen.

Im Verlauf der letzten Jahre hat sich noch eine weitere Theorie zur
inflammatorischen Aktivierung des ZNS durchgesetzt. Diese geht davon aus,
dass nervale Afferenzen Uber den Nervus vagus aber auch aus afferenten
sensorischen Hautnerven (Ross et al., 2000) zum Gehirn geleitet werden und
dort die Kaskade des zentralnervos gesteuerten ,sickness behavior” einleiten.
In vielen Studien an vagotomierten Tieren konnte gezeigt werden, dass
Symptome des ,sickness behaviors® induziert durch LPS- oder Zytokingabe
vollstdndig fehlten oder zumindest teilweise unterdrickt werden konnten
(Blatteis & Sehic, 1997; Dantzer, 2001; Roth & De Souza, 2001). Man geht
davon aus, dass die afferenten vagalen Nervenfasern im Nucleus tractus
solitarius (NTS) enden (Dantzer, 2001), von wo aus das inflammatorische
Signal Gber den Botenstoff Noradrenalin zur praoptischen Region weitergeleitet
wird. Infolge dessen kommt es dort zur Ausschittung von Prostaglandin E2
(PGE2) und der Entstehung von Fieber (Sehic et al., 1996b).

Ein weiteres Indiz fir die nervale These ist die Expression von Rezeptoren fir
IL-13 und PGE2 auf vagalen sensorischen Neuronen (Ek et al., 1998). In einer
vorausgegangen Studie wird IL-1 als potentestes Zytokin zur Aktivierung der
HPA-Achse (HPAA) beschrieben und ihm aufRerdem eine grof3e Bedeutung im
Rahmen einer schnellen Immunantwort zugesprochen (Kapcala et al., 1995).

Diese IL-1[B-bedingte Aktivierung der HPAA kann durch Neutralisierung des
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Zytokins Uber einen IL-1-Antikorper vollstandig unterbunden werden (Fleshner
et al., 1995). Dabei geht man davon aus, dass IL-13 unter lokalen
inflammatorischen Bedingungen freigesetzt wird und an Rezeptoren an vagalen
Nervenfasern bindet. Diese Bindung lost Aktionspotentiale aus, die mit den
vagalen Fasern im NTS enden und dort zur Freisetzung von Glutamat fihren
(Mascarucci et al., 1998). Das freigesetzte Glutamat aktiviert katecholaminerge
Neurone im NTS, was zu einer Signalibertragung zum Nucleus
paraventricularis (PVN) und in die praoptische Region (Sawchenko & Swanson,
1982; Ericsson et al., 1994) und letztendlich zu einer Aktivierung der HPAA und
anderen zentralnervds kontrollierten Krankheitssymptomen fihrt. In diesem
Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass die Freisetzung von IL-1f3
im Gehirn als Antwort auf einen peripheren inflammatorischen Stimulus mit LPS
oder IL-1p in vagotomierten Tieren stark unterdriickt wird (Laye et al., 1994;
Hansen et al., 1998).

Eine weitere Theorie wurde von Blatteis (Blatteis, 2006) vorgestellt. Diese
beschreibt die Aufnahme von LPS in die Kupfferzellen der Leber durch
Phagozytose und eine anschlieRende Aktivierung des Komplementsystems.
Dabei kommt es zur Freisetzung des Komplementfaktors C5a, der wiederum
die Kupfferzellen zur Ausschittung von PGE:2 anregt, welches uber eine
Stimulation vagaler Afferenzen zum NTS eine weitere Signallbertragung zur

praoptischen Region und somit die Entstehung von Fieber zur Folge hat.

1.2. Die Zirkumventrikularen Organe (CVOs) und die Blut-
Hirn-Schranke

Die Zirkumventrikulare Organe (CVOs) stellen wichtige Strukturen im Gehirn
aller Wirbeltiere dar (Abbildung 1). Ihren Namen verdanken sie ihrem direkten
Kontakt zum Ventrikelsystem des Gehirns. Sie besitzen eine ausgepragte
Vaskularisation und sind besonders durch eine fehlende Blut-Hirn-Schranke
gekennzeichnet (Hofer, 1958). Prinzipiell kann man eine Unterscheidung in
sensorische und sekretorische CVOs treffen (Price et al.,, 2008) Zu den
sensorischen CVOs (sCVOs) gehoren das Subfornikalorgan (SFO), das
Organum vasculosum lamiae terminalis (OVLT) und die Area postrema (AP).
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Die sekretorischen CVOs umfassen die Eminentia mediana (ME), die
Neurohypophyse (NL), das Subcommisuralorgan (SCO), den Mittellappen der
Adenohypophyse und die Epiphyse (PIN). Einige Autoren zahlen auch die
Plexus choroidei der vier Ventrikel zu den zirkumventrikularen Organen (Cottrell
& Ferguson, 2004). In den folgenden Kapiteln soll ndher auf die sensorischen
CVOs eingegangen werden.

Eine Besonderheit der sensorischen CVOs ist, dass sie im Gegensatz zu den
restlichen CVOs selbst neuronale Zellkérper besitzen. Diese werden direkt den
chemischen Verhdltnissen des zirkulierenden Blutes ausgesetzt und kdnnen
Uber efferente Signale mit anderen Bereichen des ZNS kommunizieren
(McKinley et al., 2003; Fry & Ferguson, 2007). Nicht nur das Fehlen der Blut-
Hirn-Schranke, sondern auch das Vorhandensein von spezifischen Rezeptoren
zur Bindung von Hormonen, Neurotransmittern und Neuropeptiden
kennzeichnen die sensorischen Eigenschaften von OVLT, SFO und AP
(McKinley et al., 2003). Neben spezifischen Zytokinrezeptoren fur TNF-a, IL-13
und IL-6 (Ericsson et al., 1995; Vallieres & Rivest, 1997; Nadeau & Rivest,
1999a) besitzt jedes der drei sensorischen CVOs sogenannte Toll-like-
Rezeptoren (TLRs), die Uber zirkulierende PAMPs aktiviert werden kdnnen
(Aderem & Ulevitch, 2000; Laflamme & Rivest, 2001; Laflamme et al., 2001).
Aufgrund dieser speziellen Eigenschaften agieren die sCVOs als geeignete
Eintrittspforten fur zirkulierende Zytokine oder fur Pathogen-assoziierte

Molekile, gewissermalien als ,Fenster zum Gehirn®.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Lage der Zirkumventrikularen Organe in
einem Sagittalsschnitt durch das Rattengehirn. Die Strukturen mit offener Blut-Hirn-
Schranke sind rot dargestellt. (AP= Area postrema; ME= Eminentia mediana; NL=
Neurohypohyse; OVLT= Organum vasculosum lamina terminalis; PIN= Pinealorgan;

SCO= Subcommisuralorgan; SFO= Subfornikalorgan)

Das SFO sowie das OVLT sind als Bestandteile der Lamina terminalis in der
vorderen Wand des dritten Ventrikels lokalisiert. Beide Strukturen sind in die
Regulation des kardiovaskularen Systems und des Flussigkeitshaushalts im
Organismus involviert. Diese homoostatischen Funktionen werden Gberwiegend
Uber das Renin-Angiotensin-System vermittelt (Haywood et al., 1983;
Mangiapane & Brody, 1987; Song et al., 1992). Des weiteren sind SFO und
OVLT auch am Reproduktionszyklus beteiligt, wobei insbesondere die
Sekretion von Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) geregelt wird (Limonta
et al., 1981, Piva et al., 1982). Wie bereits erwadhnt, kommt beiden sCVOs eine
wichtige Rolle bei der Vermittlung inflammatorischer Signale aus der Peripherie
zum Gehirn zu. Sie gelten als Zielregionen fir exogene und endogene
Pyrogene. Lasionen des ventralen Anteils der Lamina terminalis, welche das
OVLT enthalt (Blatteis et al., 1983), ebenso wie des SFO (Takahashi et al.,
1997) fuhren zu einer Abschwachung des Fiebers nach systemischer Injektion
von LPS.
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1.2.1. Die besondere Rolle der Area postrema im Organismus

Die Area postrema (AP) als das am meisten caudal gelegene sensorische CVO
ist Bestandteil der Wand des vierten Ventrikels und als membranartige Struktur
auf der dorsalen Oberflache der Medulla oblangata lokalisiert. Sie befindet sich
in unmittelbarer Nahe zum Nucleus tractus solitarius (NTS).

Ihre Existenz wurde bereits 1906 als ,Nucleus postremus® (Wilson, 1906)
beschrieben. Spater untersuchte man zunachst einmal ihre Eigenschaft als
»,Chemo-Trigger-Zone*®, als Ausloser des Erbrechens (Borison & Brizzee, 1951;
Carpenter et al., 1983; Miller & Leslie, 1994).

Im Laufe der letzten Jahre entdeckte man jedoch noch eine Vielzahl weiterer
Funktionen der AP. So ist sie als Bestandteil des dorsalen vagalen motorischen
Komplexes an der Regulation des Kreislaufs und des Wasserhaushalts
beteiligt, wobei u.a. Angiotensin Il und Vasopressin eine grofR3e Rolle spielen
(Cox et al., 1990; Bishop & Sanderford, 2000; Xue et al., 2003).

Ein jungeres Feld der Forschung beschaftigt sich aul3erdem mit dem Einfluss
der AP auf die Nahrungsaufnahme und metabolische Prozesse im Organismus.
In diesem Zusammenhang reagiert die AP sensorisch auf zirkulierendes
Amylin, welches gemeinsam mit Insulin postprandial aus dem exokrinen
Pankreas ausgeschittet wird. Im Zuge dieses Geschehens kann das Amylin
seine starken anorektischen Eigenschaften entfalten (Riediger et al., 2001;
Riediger et al.,, 2004). Zudem wird der AP eine Beteiligung an der Steuerung
der Sekretion von Ghrelin aus Zellen der Magenwand zugesprochen, das
wiederum selbst die Sekretion von exokrinen Pankreasenzymen stimuliert (Li et
al., 2006a).
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Abbildung 2: Topographische Lage der AP und ihre Unterteilung in verschiedene Zonen.

Die dorsale Zone und Zentralzone bestehen Uberwiegend aus Neuronen, wahrend die
ventrale Zone vor allem Gliazellen enthélt. (NTS= Nucleus tractus solitarius; NG= Nucleus
gracillis; NDV= Nucleus dorsalis des Nervus vagus; NH= Nucleus hypoglossus; ZK=
Zentralkanal) (Abbildung modifiziert nach Price et al. 2008)
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Die AP der Ratte ist nur einfach angelegt, wahrend sie bei hbheren Saugetieren
wie Kaninchen und Primaten eine bilaterale Struktur aufweist. Anatomisch kann
man sie in drei Zonen unterteilen: die dorsale Mantelzone, die Zentralzone und
ventrale Zone (McKinley et al., 2003). Letztere besteht wiederum aus der
ventralen Verbindungszone und der Lateralzone (Abbildung 2). Wahrend
dorsale Mantelzone und Zentralzone reich an Neuronen und deren Axonen,
umgeben von Ependymzellen sind, besteht die Ventralzone uberwiegend aus
Gliazellen (McKinley et al., 2003; Price et al., 2008). Neuronale Tracing-Studien
der letzten Jahre haben gezeigt, dass die AP den Grol3teil ihrer Efferenzen zum
NTS und parvozellularen Neuronen des Nucleus paraventricularis (PVN)
weiterleitet (Vigier & Portalier, 1979; Leslie & Osborne, 1984), einen kleineren
Anteil jedoch auch zum Nucleus ambiguus, zu dorsalen Kerngebieten des
Nervus vagus und zu dorsalen tegmentalen Kerngebieten (Shapiro & Miselis,
1985). Afferente Signale erhalt die AP vor allem vom NTS und dem PVN (van
der Kooy & Koda, 1983; Shapiro & Miselis, 1985). Zusammen mit dem NTS
Ubernimmt die AP eine bedeutende integrative Rolle in der Verarbeitung
sensorischer Afferenzen des Nervus vagus und Nervus glossopharyngeus.

In  Anknupfung an die vorher geschilderten afferenten und efferenten
Verschaltungen der AP wird auch ihre komplexe Bedeutung in der Vermittlung
inflammatorischer Signale deutlich. Bei naherer Betrachtung laufen in der AP
beide Wege zur Aktivierung zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome
zusammen. Auf der einen Seite kann es auf humoralem Wege durch
zirkulierende Zytokine wie TNF-a, Interleukin-1 oder Interleukin-6 zur
Ubertragung des inflammatorischen Reizes kommen. Diese konnten durch die
fehlende BHS in die AP gelangen und dort an ihre spezifischen Rezeptoren auf
AP-Neuronen binden (Ericsson et al., 1995; Nadeau & Rivest, 1999a). Auf der
anderen Seite ware eine Signalibertragung aus der Peripherie Uber
Hautnerven, vor allem aber Uber afferente Bahnen des Nervus vagus denkbar,
was ebenfalls eine Aktivierung der HPAA (Ericsson et al., 1994) und dem damit

verbundenen ,sickness behavior* zur Folge hatte .
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1.2.2. Die Blut-Hirn-Schranke und die besonderen Gegebenheiten

in den sensorischen zirkumventrikularen Organen

Alle CVOs und damit auch die AP sind durch das Fehlen der Blut-Hirn-
Schranke (BHS) gekennzeichnet. Die BHS dient als physiologische Barriere
zwischen dem zentralen Nervensystem und dem Blutkreislauf des Organismus.
Das Endothel der Kapillaren besitzt keine Fenestrierung, seine einzelnen
Komplexe sind stattdessen durch sehr dichte ,tight junctions® verbunden
(Abbott et al., 2006). Zusatzlich sind die Endothelzellen im Gehirn meist von
Astrozyten umgeben, deren Auslauferenden sich aneinander anlagern und so
ein weiteres ,Filternetz" bilden (Betz, 1986; Abbott et al., 2006), das fast
impermeabel ist (Abbildung 3 rechts). Somit kann die BHS sehr gut ihrer
Aufgabe gerecht werden, das Milieu im Gehirn aufrecht zu erhalten und es vor
im Blut zirkulierenden Krankheitserregern, Toxinen oder Botenstoffen zu
schitzen.

Einige Substanzen kénnen dennoch die BHS lberwinden, dies kann auf vier
verschiedenen Wegen passieren: erstens durch Diffusion, was aber lediglich
Gasen und einigen wenigen hydrophoben Substanzen mdglich ist. Als zweite
Moglichkeit gibt es selektive Transportmechanismen z.B. fir Leptin (Banks &
Kastin, 1996) oder Insulin (Baura et al., 1996). Die dritte Variante ist tiber eine
endotheliale Informations-Translation moéglich, die z.B. fir den Signalweg des
Adiponektins beschrieben ist (Spranger et al., 2006; Paton et al., 2007). Hierbei
bindet das Adiponektin, welches die BHS nicht durchdringen kann, an
spezifische Rezeptoren am Endothel, was auf der Seite des ZNS zur
Aktivierung von Zytokinen fiihrt. Als letzten Ubertragungsweg ist der Eintritt
zirkulierender Molekile durch die sCVOs ins ZNS zu nennen, der fur die

vorliegenden Arbeit von grofl3ter Bedeutung ist.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Blut-Hirn-Schranke. Auf der linke Seite ist
die offene BHS in den sCVOs dargestellt. Charakteristisch ist das fenestrierte Endothel
und die Ausbildung der Virchow-Robin-Raume, in denen die Neurone direkten Kontakt zu
zirkulierenden Botenstoffen haben. Rechts eine intakte BHS mit ,tight“-junctions und

~Adhesion“-junctions, die das Endothel geradezu impermeabel machen. Neurone haben
hier keinen direkten Kontakt zu im Blut zirkulierenden Substanzen (Abbildung modifiziert

nach Price et al. 2008).

Alle drei sCVOs besitzen eine ausgepragte Vaskularisation. Die Endothelzellen
ihrer Kapillaren sind fenestriert, da ihnen die vorher beschriebenen ,tight
junctions” fehlen (Petrov et al., 1994). Des weiteren besitzen die Blutgefal3e in
den sCVOs eine spezielle Architektur. Diese kommt zum einen dadurch
zustande, dass durch das Fehlen der ,tight junctions* grof3ere Zwischenrdume
zwischen den Endothelzellen entstehen, zum anderen, dass der Abstand des
Endothels hin zur Basallamina der ependymalen Seite vergréf3ert ist (Abbildung
3 links). Diese Zwischenraume werden auch als ,Virchow-Robin-Raume*
bezeichnet (Gross, 1991). Eine weitere wichtige Eigenschaft der sCVOs ist die
grol3e Dichte an spezifischen Rezeptoren flir eine ganze Reihe zirkulierender
Botenstoffe. Diese erlauben eine Interaktion mit Hormonen, Zytokinen, aber
auch mit kdrperfremden Stoffen, sogenannten exogenen Pyrogenen.

Man kann also zusammenfassend feststellen, dass die besonderen
strukturellen Verhéltnisse im Kapillarnetz der sCVOs eine Kommunikation

zwischen Korperperipherie und Gehirn beginstigen.
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1.3. Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch

Pathogen-assoziierte Molektle (PAMPS)

Man kann das Immunsystem von S&ugetieren generell in zwei Bereiche
unterteilen, ndmlich in das angeborene oder auch unspezifische Immunsystem
und in das adaptive, spezifische Immunsystem. Beide Systeme werden sowohl
bei infektidsen, als auch autoimmunbedingten Krankheitsprozessen im
Organismus aktiviert und kdnnen untereinander interagieren. Wahrend bei einer
spezifisch-humoralen Immunantwort tGberwiegend B-Lymphozyten zur Bildung
Antigen-spezifischer Antikorper und zur Differenzierung von Gedachtniszellen
stimuliert werden, stellen die Zellen des angeborenen Systems eine weniger
spezifische, aber doch sehr wichtige erste Reaktion des Korpers auf
eindringende Pathogene dar. Zu diesen Zellen des angeborenen Immun-
systems zahlen mononukledre Zellen wie Monozyten und Makrophagen,
ebenso wie neutrophile Granulozyten. Diese erkennen Mikroorganismen
anhand von speziellen strukturellen Bestandteilen, die von einer breiten Masse
von Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten exprimiert werden. Die Strukturen
werden als Pathogen-assoziierte Molekile oder auch als ,Pathogen-associated
molecular patterns” (PAMPs) bezeichnet. Die Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems, die zur Erkennung der PAMPs notwendig sind, nennt man
.pattern recognition receptors” (PRRs) (Prinz et al., 2003; Kielian et al., 2005b;
Schnare et al., 2006). Mikrogliazellen stellen die residenten mononukledren
Phagozyten des ZNS dar. Damit nehmen sie einen wichtigen Platz innerhalb
der unspezifischen Immunabwehr des ZNS ein und kdnnen durch die Frei-
setzung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen eine
nachgeschaltete Zytokin-Kaskade aktivieren. Innerhalb dieser Kaskade kommt
es neben der Ubertragung inflammatorischer Signale in andere Bereiche des
Gehirns auch zu einer vermehrten Expression des ,major histocompatibility
complexes” (MHCs) zur Antigen-Prasentation. Zudem bilden Mikrogliazellen im
Rahmen infektioser Prozesse im Organismus mit Hilfe der induzierbaren

Stickstoff-Monoxid-Synthase (iINOS) beachtliche Konzentrationen an Stickstoff-

24



1 Einleitung

Monoxid (NO), das wiederum eine mikrobizide Wirkung aufweist (Carpentier et
al., 2008).

1.3.1. Die Pathogen-associated-molucular patterns (PAMPS)

Die sogenannten ,Pathogen-associated molecular pattern“ (PAMPS) sind ganz
deutlich vom Begriff des ,Antigens” abzugrenzen. So beschreiben zwar beide
Begriffe Substanzen, die vom lebenden Organismus als korperfremd
angesehen werden, es besteht jedoch ein markanter Unterschied in ihrer
Wirkung auf das Immunsystem. Ein Antigen verflgt in der Regel Uber mehrere
antigene Determinanten, die als Epitope bezeichnet werden (de Gruyter, 2002).
Diese Epitope sind meist sehr spezifisch. Aus diesem Grund kann das
humorale Immunsystem auch spezifische AntikGrper gegen nur dieses Antigen
und damit gegen eine bestimmte Spezies von Mikroorganismen bilden. PAMPs
hingegen werden als invariable Strukturen bezeichnet, die essentiell fur
physiologische Vorgange von Mikroorganismen und deren Uberleben sind. Im
Gegensatz zu Epitopen sind diese Strukturen jedoch nicht spezifisch, sondern
sind bei einer breite Masse von Bakterien, Viren, Pilzen oder Parasiten als
morphologisches Merkmal gleich ausgebildet (Schnare et al., 2006). Zu diesen
Pathogen-assoziierten Molekilen zéhlen Proteine, Carbohydrate,
Nucleinsduren, Lipide oder auch Kombinationen dieser Stoffe, die sowohl im
Zellinneren, als auch auf der Oberflache lokalisiert sein kbnnen. Zellen, die zur
Erkennung von PAMPs befahigt sind, gehéren zum angeborenen
Immunsystem. Die Erkennung erfolgt Uber Toll-like-Rezeptoren (TLRs) (Aderem
& Ulevitch, 2000; Knapp et al., 2002), die zur Gruppe der PRRs gehdéren und
auf die spater noch genauer eingegangen werden soll (siehe: Kapitel 1.3.2.).
Eine direkte Aktivierung von Zellen im Bereich der sensorischen
zirkumventrikularen Organe durch PAMPs scheint aufgrund der Existenz von
TLRs in den spezialisierten Gehirnstrukturen mdglich und kodnnte einen
weiteren, schnellen Weg zur Ubermittlung inflammatorischer Signale in das
ZNS beinhalten (Laflamme & Rivest, 2001).
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1.3.1.1. Lipopolysaccharid (LPS)

Als eines der bekanntesten PAMPs stellt das Lipopolysaccharid (LPS) einen
wichtigen Bestandteil in der auf3eren Zellmembran gram-negativer Bakterien
dar. Das auch als Endotoxin bezeichnete Molekdl ist fir einen Organismus nicht
toxisch, so lange es fest in der Bakterienmembran gebunden ist. Seine toxische
Wirkung entfaltet es erst, wenn es durch ein massives Absterben oder Lyse von
gram-negativen Bakterien freigesetzt wird (Van Lenten et al., 1986; Hellman et
al., 2000). Das relativ thermostabile LPS besteht aus vier verschieden Teilen:
dem Lipid A, dem Polysaccharidanteil mit der inneren und auf3eren Kernregion
und der O-spezifischen Seitenkette. Dabei stellt das Lipid A die Komponente
des LPS dar, die das angeborene Immunsystem aktiviert (Abbildung 4). Es
besteht aus sechs oder mehr Fettsdureresten, die mit zwei phosphorilierten

Glukosaminzuckern verbunden sind.

Kernoligosaccharid

Abbildung 4: Das Lipid A stellt die Komponente des LPS dar, die das angeborene

Immunsystem aktiviert.
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Gelangt LPS in den Kérper lebender Organismen, so kann es dort die Bildung
von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-1f (Kluger, 1991) und
IL-6 (Zeisberger & Roth, 1993) auslosen. Weitere Studien der letzten Jahre
beschreiben zudem, dass IL-13 und |IL-6 die Freisetzung des
Lipopolysaccharid-Bindungs-Proteins (LBP) induzieren kénnen (Grube et al.,
1994; Wan et al., 1995). Dabei handelt es sich um ein Akut-Phase-Protein, das
vor allem aus der Leber, zum Teil aber auch aus Lunge, Nieren und Herz
freigesetzt wird und mit einer hohen Affinitat an das Lipid A des LPS bindet. Der
so entstandene LPS-LBP-Komplex kann in gro3en Mengen vorliegen und seine
stimulatorische Wirkung auf die Induktion von Zytokinen wie TNF-a und IL-1[3,
wird als 1000fach potenter als fir LPS allein beschrieben (Raetz et al., 1991).
Als weitere molekulare Struktur zur Bindung von LPS ist der CD14-Rezeptor
(CD=Cluster of differentiation) zu nennen. Er kann sowohl membrangebunden
auf allen myeloischen Zellen wie B-Zellen, Hepatozyten, Fibroblasten und
Mikrogliazellen (Peterson et al., 1995; Liu et al., 1998; Nanbo et al., 1999), als
auch in l6slicher Form auftreten, wodurch auch Epithel- und Endothelzellen
unter Einfluss von LPS aktiviert werden kénnen (Golenbock et al., 1995).

Da dem CD14 aber eine transmembrane Signaldoméne fehlt, vermutete man
noch einen anderen Rezeptor zur zellularen Aktivierung durch LPS (Wright et
al., 1990). Die Antwort auf diese Frage brachte spater die Entdeckung der Toll-
like-Rezeptoren (TLRs). Zur Detektion von LPS gram-negativer Bakterien ist vor
allem der TLR-4 verantwortlich (Heine et al., 1999; Hirschfeld et al., 2000).
Wenn CD14 und LPS gemeinsam an den TLR-4 binden, entsteht so ein
membrangebundener  Rezeptorkomplex, der eine transmembranére
Signaldomane besitzt. Diese Bindung aktiviert Uber das Adaptorprotein MyD88
die gleiche zellulare Signalkasade, wie auch IL-13 (Laflamme & Rivest, 2001;
Rivest, 2003). Auf den genaueren Ablauf dieser Signaltbertragung soll jedoch
in einem spateren Kapitel eingegangen werden (siehe: Kapitel: 1.3.2).

Im Korper kann LPS auch an das High-Density-Lipoprotein (HDL) gebunden
werden (Tobias et al.,, 1985), was zum einen seine Erkennung am Rezeptor
behindert (Munford & Dietschy, 1985), zum anderen seine stimulierende
Wirkung zur Bildung proinflammatorischer Zytokine aufhebt (Ulevitch et al.,
1981).
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1.3.1.2. Das Phdnomen der Endotoxintoleranz

Endotoxintoleranz ist definiert als reduzierte Immunantwort eines lebenden
Wirtes (in vivo) oder von kultivierten Makrophagen- oder Monozytenkulturen (in
vitro), auf die wiederholte Exposition mit einem Endotoxin wie z.B. LPS (Fan &
Cook, 2004). Dabei werden eine unvollstandige oder vollstandige
Unterdrickung von Fieber, ein Ausbleiben weiterer Symptome des ,sickness
behaviors® und eine verminderte Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen als Merkmale einer Endotoxintoleranz gewertet.

Prinzipiell unterscheidet man zwei Phasen der Endotoxintoleranz (Greisman et
al., 1966). Bei der ersten Phase handelt es sich um eine Toleranz gegenuber
LPS, die sich unmittelbar nach LPS-Injektion einstellt. Sie ist transient, also
vorubergehend und abhéngig vom Lipid-A des LPS. Bei der zweiten Phase
handelt es sich um einen immunologischen Prozess des Organismus, bei der
das zellulare Immunsystem spezifische Antikérper gegen die O-spezifische
Seitenkette des LPS bildet. Da sich die vorliegende Arbeit jedoch
schwerpunktmafl3ig mit Mechanismen des angeborenen Immunsystems
beschaftigt, soll an dieser Stelle nur auf die erste Phase der Endotoxintoleranz
eingegangen werden.

Die wiederholte Applikation von LPS fuhrte in vielen Versuchen zu einer
Unterdrickung des Fiebers (Roth et al., 1994) und zu einer verminderten
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-13 und IL-6
(Nakamori et al., 1995; Roth et al., 1997; Shemi & Kaplanski, 2005). Basierend
auf diesen Ergebnissen versuchte man anschliel3end, diese Endotoxintoleranz
therapeutisch zu nutzen, um beispielsweise den Krankheitsverlauf eines
septischen Schocks abzuschwéchen oder eine Reinfektion mit demselben
Krankheitserreger zu verhindern (Broad et al., 2006). Dazu war es wichtig, die
Mechanismen zur Entstehung einer Endotoxintoleranz zu erforschen, was sich
letztendlich jedoch als multifaktorielles und sehr komplexes Geschehen
darstellte.

Zunachst vermutete man eine ,Down-Regulation” verschiedener Rezeptoren,
die in die LPS-abhangige Signalibertragung involviert sind. Diese Vermutung
konnte jedoch nicht bestatigt werden. So wurde gezeigt, dass die CD14-

Expression bei einer Monozyten-Zelllinie nach Vorinkubation mit LPS nicht
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beeinflusst (Mathison et al., 1993) oder sogar hochreguliert (Ziegler-Heitbrock
et al., 1994a) wurde. Ahnliches publizierte eine andere Arbeitsgruppe fir den
TLR-4, der unter LPS-Einfluss ebenfalls vermehrt exprimiert wird (Medvedev et
al., 2002). Das genaue Gegenteil fanden Nomura et al. heraus, die zeigen
konnten, dass der TLR-4 unter Einfluss von LPS auf Makrophagen herunter
reguliert wird und machen diesen Vorgang verantwortlich fuar die
Endotoxintoleranz in Verbindung mit LPS (Nomura et al., 2000). Eine
verantwortliche Rolle des LPS-Bindungsproteins (LBP) konnte im
Zusammenhang mit Endotoxintoleranz ausgeschlossen werden (Heagy et al.,
2003).

Versuche mit dem Pertussis-Toxin (PTx), welches ein potenter Gi-Protein-
Hemmer ist, zeigten eine Hemmung der LPS-induzierten ,extracellular signal—
regulated kinase" (ERK1/ERK2) und weiterer MAP-Kinasen, die in die Gi-
Protein-gekoppelte Signaltransduktion verwickelt sind (Makhlouf et al., 1998;
Tempel et al., 2001). Dies deutet auf eine Beteiligung der Gi-Proteine in die
Entstehung einer Endotoxintoleranz hin.

Eine wichtige Rolle in der Ausbildung einer Toleranz gegenuber LPS wird flr
IRAK-M (,IL-1-Receptor associated kinase-M*) beschrieben. Hierzu konnte
Kobayashi in einer Studie belegen, dass IRAK-M die Dissoziation von IRAK und
IRAK-4 vom Adaptermolekil MyD88 verhindert und so eine fur die
Signalkaskade unerlassliche Bildung eines IRAK-TRAF-6-Komplexes blockiert
(Kobayashi et al., 2002). IRAK-M wird unter LPS-Einfluss vermehrt exprimiert
und hemmt sozusagen als ,negatives Feedback” die weitere LPS-TLR-4-
MyD88-Signalkaskade.

Auch die sogenannten ,SOCS* (Suppressor of Cytokine Signalling) werden
unter LPS-Exposition schnell freigesetzt und haben einen hemmenden Effekt
auf die LPS-Signaltubertragung. Ihre Wirkung vermitteln die SOCS Uber eine
direkte Bindung an IRAK und verhindern so eine Expression von NFkB (Kinjyo
et al., 2002; Nakagawa et al., 2002).

Der Transkriptionsfaktor NFkB (,nuclear factor kB*) wird durch LPS aktiviert und
fuhrt im Zellkern zur Expression von Genen, die eine Freisetzung von
proinflammatorischen  Zytokinen  bewirken (Fan & Cook, 2004).
Physiologischerweise liegt NFKB als Heterodimer aus einer 50 kDa und einer

65 kDa Untereinheit vor. In LPS-toleranten Tieren zeigt sich jedoch ein
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vermehrtes Vorkommen von NFkB als Homodimer von zwei 50 kDa
Untereinheiten (Ziegler-Heitbrock et al., 1994b), das als inaktive Form keine
Freisetzung von Zytokinen induzieren kann.

Im Verlauf von Endotoxintoleranz kommt es jedoch nicht nur zu einer
verringerten  Freisetzung von proinflammatorischen  Zytokinen.  Anti-
inflammatorische Zytokine wie IL-10 werden unter Anwesenheit von LPS
vermehrt gebildet (Frankenberger et al., 1995) und scheinen nicht unbeteiligt an
einer Toleranzentwicklung zu sein. Auch ST2, einem hemmenden Protein aus
der TLR-Kaskade, wird eine Beteiligung an der Entstehung einer
Endotoxintoleranz zugesprochen (Brint et al., 2004).

Verschiedene Studien der letzten Jahre beschéftigen sich mit der Rolle von
Ca?* im Rahmen von Endotoxintoleranz (siehe auch: Kapitel 1.6). Hierzu
beschreiben Beck et al. (Beck et al., 2008), dass LPS an dem nichtselektiven
Ca’*-Rezeptor ,TRPM4“ den Ca®'-Einstrom hemmt und es so zu in einer
verminderten Responsivitdt von Mikrogliazellen gegeniber weiteren exogenen
Stimuli kommt. Eine weitere Arbeitsgruppe postulierte eine Ca?*-abhéngige
Zytokinfreisetzung aus Mikrogliazellen und bestatigt ebenfalls eine Ca*'-
abhangige Refraktarphase dieser Zellen als Schutzmechanismus vor einer
UberschieRenden Immunreaktion (Hoffmann et al., 2003).

Man muss zusammenfassend feststellen, dass das Phanomen der Endotoxin-
toleranz durch keinen der vorher genannten Mechanismen allein zustande
kommt, sondern wahrscheinlich ein komplexes Zusammenspiel vieler einzelner
Vorgange ist. Zudem empfiehlt es sich zu unterscheiden, ob die jeweiligen
Untersuchungen zur Toleranzentwicklung in vivo, also innerhalb eines
vollstdndigen Organismus, oder in vitro an einzelnen Zellen durchgefihrt

wurden.

Nachfolgend stellt sich die Frage, ob eine Toleranzentwicklung auch zwischen
unterschiedlichen exogenen Pyrogenen mdoglich ist. Dieser auch als
Kreuztoleranz bezeichneten Erscheinung versuchte man ebenfalls in einigen
wenigen Studien auf den Grund zu gehen.

Eine Kreuztoleranz zwischen LPS und MDP (Muramyldipeptid) bezlglich der

Fieberentstehung und einer Freisetzung von TNF-a und IL-6 konnte weder im
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Kaninchen (Soszynski et al., 1991), noch im Meerschweinchen (Roth et al.,
1997) gezeigt werden.

Bei Untersuchungen zur Kreuztoleranz zwischen LPS und MALP-2
(Makrophagen-stimulierendes Lipopeptid-2) fuhrte eine zweimalige Behandlung
von Makrophagen mit MALP-2 zu einer Hyporesponsivitat gegeniuber LPS.
Hierbei zeigten die untersuchten Zellen eine verminderte TNF-a-Freisetzung
(Sato et al., 2000). Zudem kam es bei den MALP-2-vorbehandelten Zellen nach
Stimulation mit LPS, zu einer reduzierten Aktivierung von NFkB und der c-Jun-
Kinase (Sakurai et al., 2002), was fiur eine bestehende Kreuztoleranz zwischen
den beiden PAMPs spricht.

Eine Kreuztoleranz zwischen LPS oder MDP und dem TLR-3 Agonisten PIl:PC
(Polyriboinosin-Polyribocytosinsaure) wurde bisher noch nicht beschrieben.
Eine Studie zeigt aber, dass die Anwesenheit von PI:PC nicht nur den eigenen
TLR-3 an Mikrogliazellen hochreguliert, sondern auch die Expression von TLR-
2 und TLR-4 (Carpentier et al., 2005). Dies konnte ein Indiz fur eine Interaktion
der vorher beschriebenen PAMPs an den Rezeptoren der jeweils anderen
Pyrogene sein. Auch die Tatsache, dass sich LPS und PI:PC den alternativen
TRIF-abhéngigen Signalweg zur inflammatorischen Aktivierung von Zielzellen
teilen, stellt eine Option zur weiteren Erforschung einer maoglichen

Kreuztoleranz zwischen diesen beiden PAMPs dar.

1.3.1.3.  Muramyldipeptid (MDP)

Das Muramyldipeptid (MDP) ist eine Untereinheit des Peptidoglycans (PGN),
das wiederum ein Zellwandbestandteil von Bakterien ist (Abbildung 5).
Wahrend gram-negative Bakterien nur von einer diinnen Schicht PGN umgeben
sind, stellt das PGN eine vielschichtige Umhiullung der Zytoplasmamembran
von gram-positiven Bakterien dar (Morath et al., 2002a; Morath et al., 2002b).
Das PGN besteht aus Polysaccharidketten, in denen alternierend die Bausteine
N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsdure vorkommen, die (1-4)-B-

glykosidisch verbunden sind (Dinarello et al., 1978).
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Abbildung 5: Die alternierend angeordneten Bausteine N-Acetylglucosamin und N-

Acetylmuraminsaure bilden die Struktur des Peptidoglycans (PGN). (Traub et al., 2006)

Muramylpeptide haben einen grof3en immunmodulatorischen Einfluss auf den
Organismus. Sie werden im Rahmen von Wachstumsvorgangen und wéhrend
der Zellteilung von Bakterien, sowie Antibiotikabehandlung und durch Iytische
Enzyme der korpereigenen Abwehr aus der Bakterienhtllle freigesetzt.

Neben seiner stimulierenden Wirkung auf das angeborene Immunsystem
(Phillips et al., 1987) verstarkt MDP als Adjuvans auch die Bildung spezifischer
Antikérper im Organismus. Des weiteren soll MDP somnogen, also
schlaffordernd wirken (Sarkar & Das, 1997). Diese Wirkung scheint im
Zusammenhang damit zu stehen, dass MDP die Bildung von endogenen
Pyrogenen wie TNF-a und IL-1 (Krueger & Majde, 1994; Chen et al., 2004) und
IL-6 (Roth et al., 1997), induzieren kann. Auch andere Autoren beschreiben,
dass MDP in der Lage ist, Symptome des ,sickness behavior wie Fieber (Roth
et al.,, 1997), Gewichtsverlust und Appetitlosigkeit (Plata-Salaman, 1999),
auzulosen.

Im Laufe der letzten Jahre wurde vor allem dem TLR-2 bei der MDP-

vermittelten  Aktivierung von (glialen Zellen eine groRe Bedeutung
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zugesprochen. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl
Astrozyten (Esen et al., 2004), als auch Mikrogliazellen (Esen & Kielian, 2005)
den TLR-2 exprimieren, und dass dieser im Rahmen einer Infektion mit
Staphylococcus aureus die Ausschittung von inflammatorischen Mediatoren
wie TNF-a und NO vermittelt (Kielian et al., 2005b). Unterstitzt wiirde diese
These vor allem dadurch, dass MDP in der Lage ist, die Transkription der
MyD88 mRNA auszulésen, was ein wichtiges Adaptormolekul fur TLRs ist
(Yang et al., 2001). Ebenso wie fur LPS am TLR-4, wird CD14 fir PGN am
TLR-2 eine Funktion als Co-Rezeptor zugesprochen (Remer et al., 2006).
Dabei kommt dem TLR-2-CD14-Rezeptorkomplex bei inflammatorischen
Prozessen innerhalb des ZNS eine wichtige Bedeutung zu. So wurde unter
anderem die TLR-2-abhéngige Aktivierung von Astrozyten (Bsibsi et al., 2007)
unter Anwesenheit von l6slichem CD14 beschrieben.

Neuere Studien beschreiben noch eine weitere Gruppe von intrazellularen
Rezeptoren, die in der Lage sind, MDP zu binden und damit antibakterielle
Prozesse zu aktivieren: die sog. ,nukleotide-binding oligomerization domains*
(NODs). Hierbei spielt fur die Erkennung von MDP die NOD-2 eine
entscheidende Rolle, die mit Hilfe des ,receptor interacting-protein-2“ (RIP-2)
eine Kaskade aktiviert, die letztendlich zu einer Freisetzung von TNF-a und IL-
1B fuhrt (Windheim et al., 2007).

Uber die Wertigkeit der vorher beschrieben Rezeptoren zur Vermittlung
inflammatorischer Signale aufgrund zirkulierender Zellwandkomponenten von
gram-positiven Bakterien, wie z.B. das MDP, ist man sich nicht einig. Einige
Autoren beschreiben jedoch ein komplexes Zusammenspiel all dieser
Rezeptoren als Immunantwort auf zirkulierendes MDP und PGN (Traub et al.,
2006), was in Anbetracht der publizierten Befunde auch sehr plausibel

erscheint.
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1.3.1.4. Fibroblasten-stimulierendes Lipopeptid-1 (FSL-1)

Das Fibroblasten-stimulierende Lipopeptid-1 (FSL-1) ist ein Mycoplasma-
spezifisches diacyliertes Lipopetid, welches synthetisch auf der Basis der N-
terminalen Sequenz von Mycoplasma salivarium hergestellt wird (Okusawa et
al., 2004). Es ist verwandt mit dem Makrophagen-stimulierenden Lipopeptid-2
(MALP-2). Die beiden PAMPs unterscheiden sich lediglich in der
Aminosauresequenz und in der Lange des Peptidanteils. FSL-1 besitzt zwei
durch Esterbindung verbundene Fettsauren, die an den Pam2Cys-Anteil
gebunden sind, und einen freien N-Terminus (Abbildung 6).

Die Erkennung von FSL-1 im Organismus erfolgt Gber ein Heterodimer der
TLRs 2 und 6 (Takeda et al., 2002).

CHS{CHz}M\]y
(8]
)ko/\l\/ |
CH,4{CH,),4 S\)\"/Giy-Asp-PmaLys~H13-Pro-Lys-Ser-Phe

O

Abbildung 6: Die Strukturformel des FSL-1. Das mycoplasmale Lipopeptid besitzt zwei
durch Esterbindung verbundene Fettsduren, die an den Glyceryl-Cys-Anteil gebunden

sind, und einen freien N-Terminus am Ende des Peptidanteils.

Es wurde gezeigt, dass FSL-1 humane gingivale Fibroblasten (HGF) zur
Induktion proinflammatorischer Zytokine und zur Expression des interzellularen
Adhasionsmolekiils-1 (ICAM-1) stimulieren kann (Nakamura et al., 2002).

Nach systemischer Applikation kann FSL-1 in Ratten und Meerschweinchen
Fieber, sowie die Ausschittung von TNF-a und IL-6 (Hubschle et al., 2006;
Greis et al., 2007) und Symptome des ,sickness behavior‘ auslésen (Hubschle
et al., 2006).
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1.3.1.5. Polyriboinosin-Polyribocytosinsaure (P1:PC)

Polyriboinosin-Polyribocytosinsaure (PI:PC) ist eine synthetisch hergestellte
doppelstrangige virale RNA. Diese fallt als ,Nebenprodukt® bei der Replikation
vieler bekannter Viren an (Jacobs & Langland, 1996). Schon sehr frih fand man
heraus, dass PI:PC ein potenter Interferon- (IFN) Stimulator ist (Field et al.,
1967). In den folgenden Jahren beschaftigte man sich intensiv mit der
pyrogenen Wirkung von PI:PC. Die auch als ,exogenes Pyrogen* bezeichnete
Substanz ist in der Lage, Fieber in Kaninchen (Absher & Stinebring, 1969;
Kimura et al., 1994), Ratten (Chuang et al., 1990; Fortier et al., 2004) und
Meerschweinchen (Cooper et al., 1988; Voss et al., 2006) auszuldsen.

Fur die PIl:PC-abhéangige Aktivierung des Organismus wird der TLR-3 als
Mediator beschrieben (Alexopoulou et al.,, 2001). Die dadurch aktivierte
Signalkaskade ist MyD88-unabhangig (Carpentier et al., 2008) und wird spéater
noch ausfuhrlich beschrieben (siehe: Kapitel 1.3.2.4).

Neben der Freisetzung von IFN moduliert PI:PC im Korper auch die
Ausschittung von Zytokinen wie TNF-a, IL-6, IL-1[ ins Blutplasma (Voss et al.,
2006; Cunningham et al., 2007). Eine Bildung von Zytokinen innerhalb des ZNS
auf systemische PI:PC-Gabe wird dominiert von IL-6 (Cunningham et al., 2007).
Doch auch TNF-a, IL-1B und die Cyclooxygenase-2 (COX-2) konnten dort
detektiert werden (Cunningham et al., 2007; Voss et al., 2007). Im
Zusammenhang mit neuronaler Inflammation scheinen Astrozyten eine
Schlusselrolle einzunehmen. Hierzu zeigte (Farina et al., 2005) eine
Freisetzung von TNF-a und verschiedenen Chemokinen aus einer primaren
humanen Astrozytenkultur nach Stimulation mit PI:PC. Auch eine andere
Arbeitsgruppe konnte die Bildung von TNF-a, IFN-B und IP-10 in Astrozyten
durch Applikation von PI:PC induzieren (Park et al., 2006). Hierzu wurde das
PI:PC zum einen direkt ins Gehirn von Mausen injiziert, zum anderen wurde
eine Astrozyten-Zelllinie damit konfrontiert. In weiteren Studien wurde deutlich,
dass PI:PC nicht nur in der Lage ist, eine vermehrte Expession des TLR-3

auszulésen, sondern auch anderer TLRs wie dem TLR-2 und —4 (Carpentier et
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al., 2005). Eine Aktivierung des TLR-2 und —4 durch PI:PC wurde jedoch bisher
nicht beschrieben.

Die vorausgegangen Studien machen den TLR-3-Agonisten PI:PC interessant
in Bezug auf neuroinflammatorische Prozesse, weshalb die Wirkung dieses

PAMPs ebenfalls im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden sollte.

1.3.2. Die Toll-like Rezeptoren (TLRS)

Toll-like Rezeptoren (TLRs) gehoéren zur Familie der ,Pattern recognition
receptors” (PRRs). Als Rezeptoren des angeborenen Immunsystems dienen sie
der frihen Erkennung von im Korper zirkulierenden, pathogenen Bestandteilen
(PAMPs) von Mikroorganismen wie Bakterien, Viren, Pilzen oder Parasiten.
Aktuell sind 13 bekannte TLRs bei Saugetieren beschrieben, davon 11 beim
Menschen (Uematsu & Akira, 2006). Jeder TLR ist dabei in der Lage, ein oder
mehrere bestimmte PAMPs zu erkennen und eine nachgeschaltete
Signalkaskade zu aktivieren (Tabelle 1). Der TLR-1 erkennt triacylierte
Lipopeptide als Zellwandbestandteile von verschiedenen Bakterien (Omueti et
al., 2005). Der TLR-2 ist der Rezeptor, der die meisten PAMPs erkennt. Nach
Bildung eines Heterodimers mit dem TLR-1 erkennt er triacylierte Lipoproteine,
wahrend er als Heterodimer mit dem TLR-6 auf diacylierte Lipopeptide wie z.B.
Bestandteile von Mycoplasmen (Okusawa et al., 2004) und Zymosan von Pilzen
reagiert. Zur Erkennung von PGN, einem Zellwandbestandbestandteil
grampositiver Bakterien, spielt der TLR-2 eine wichtige Rolle. Der TLR-3
erkennt doppelstrangige RNA (dsRNA) von replizierenden Viren (Alexopoulou
et al., 2001; Carpentier et al., 2008). Der wohl am besten erforschte TLR ist
ohne Zweifel der TLR-4, der fur die Erkennung des Lipopolysaccharid (LPS),
ein Endotoxin gramnegativer Bakterien, verantwortlich ist (Takeuchi et al.,
1999). An der LPS-abhéangigen Aktivierung des TLR-4 sind auf3erdem der Co-
Rezeptor CD14 (Peterson et al., 1995; Nanbo et al.,, 1999) und das l6sliche
Molekul MD-2 (Shimazu et al., 1999) beteiligt. Flagellin, ein monomeres Protein,
das durch ,self-assembly“ den Faden von Bakteriengei3eln bei gramnegativen
und grampositiven Bakterien formt, wird vom TLR-5 erkannt (Hawn et al.,

2005). Wie bereits erwahnt, bildet der TLR-6 ein funktionelles Heterodimer mit
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dem TLR-2 und erkennt so diacylierte Lipopopetide (Okusawa et al., 2004). Zur
Bindung dieser Lipopeptidstrukturen wie beispielsweise das MALP-2 oder FSL-
1 kénnte der spezifische Co-Rezeptor CD36 notig sein (Hoebe et al., 2005).

TLR-7 und TLR-8 sind verantwortlich fur die immunmodulatorische Antwort auf
einzelstrangige virale RNA (Diebold et al., 2004), wobei der TLR-7 ebenfalls
einzelstrangige RNA nichtviralen Ursprungs erkennt. Der Ligand des TLR-9 ist
bakterielle und virale DNA, die eine CpG-reiche Doméne besitzt (Takeda et al.,
2003). Fur den TLR-10 ist bis zum heutigen Tage kein Ligand bekannt (Takeda
et al., 2003; Kielian, 2006). Sowohl pathogene Bakterien des Urogenitaltrakts
wie E.coli, als auch Bestandteile des Parasiten Toxoplasma gondii werden vom
TLR-11 erkannt (Zhang et al., 2004; Lauw et al., 2005). Abschliel3end sind noch
TLR-12 und -13 zu nennen, die CpG-reiche Oligodesoxynukleotide des

Zytomegalievirus detektieren kbnnen (Heine & Lien, 2003).

Toll-like Rezeptoren Liganden (PAMPS)

TLR-1 Triacylierte Lipopeptide

TLR-2 Lipoproteine/-peptide (gram+); Zymosan, MDP

TLR-3 Doppelstrangige RNA (viral: z.B. PI:PC, nicht viral)

TLR-4 Lipopolysaccharid (gram-); Taxol (pflanzlich)

TLR-5 Flagellin

TLR-6 Diacylierte Lipopeptide (zusammen mit TLR-2:
MALP, FSL-1)

TLR-7 Einzelstrangige RNA (viral, nicht viral)

TLR-8 Einzelstrangige virale RNA

TLR-9 Doppelstréangige CpG-reiche DNA (viral, nicht viral)

TLR-10 ??7?

TLR-11 Liganden aus Mikroorganismen des Urogenitaltrakts

TLR-12 CpG-reiche Oligodesoxynukleotide (viral)

TLR-13 CpG-reiche Oligodesoxynukleotide (viral)

Tabelle 1: Ubersicht {iber die 13 bekannten TLRs und ihre Liganden
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1.3.2.1. Die Signaltubertragung durch Pathogen-assoziierte Molekile
(PAMPSs) an den Toll-like Rezeptoren (TLRS)

Toll-like Rezeptoren besitzen eine extrazellulare Doméne, die charakteris-
tischerweise aus 18-31 Leucin-reichen ,repeats besteht. Schon bald nach
Entdeckung der TLRs fiel auf, dass ihre zytoplasmatische Signaldomane der
des Interleukin-1 Rezeptors (IL-1R) stark &hnelt (Anderson, 2000; Takeda et al.,
2003). Alle bekannten TLRs mit Ausnahme des TLR-3, bedienen sich genau
wie der IL-1R, der Aktivierung des Adapterproteins MyD88 (myeloid
differentiation factor 88), was letztendlich zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors ,nuclear factor kB“ (NFkB) fuhrt (Abbildung 7). Das
MyD88 besteht aus der C-terminalen TIR-dom&ne und einer N-terminalen
»1odesdomane” (Medzhitov et al., 1998).

Nach der Aktivierung des TLRs durch ein PAMP kommt es durch MyD88 zu
einer Rekrutierung der IRAK4 (IL-1-R associated kinase), die wiederum eine
Phosphorylierung von IRAK1 auslést. Im Anschluss daran verbindet sich IRAK1
mit TRAF6 (TNF-receptor associated factor-6) und bildet so einen Komplex mit
Ubiquitin-konjugierten Enzymen. Darauf folgt die Aktivierung der IkB-Kinase
(IKK), was eine Ablosung des NFkB von seinem zytoplasmatischen Inhibitor IkB
bewirkt. Alternativ kann der IRAK-1-TRAF6-Komplex auch die ,mitogen-
activated protein kinase" (MAPK) aktivieren, was tber den Jun Kinase (JNK) —
Signalweg zu einer Rekrutierung des AP-1 (Aktivatorprotein-1) fahrt. Danach
konnen AP-1 und NFkB in den Zellkern wandern und dort die Transkription von
Genen induzieren, die letztendlich dann eine Bildung bzw. Freisetzung von
Zytokinen wie TNF-a, IL-13 oder IL-6, Chemokinen wie MCP-1 (,monocyte
chemoattractant protein-1*), sowie Komplementfaktoren und inflammatorischen
Enzymen wie COX-2 oder iINOS (Medzhitov et al., 1998; Glezer et al., 2007)

bewirken.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Signalkaskade der Toll-like Rezeptoren TLR-
4 und TLR-2/6. Wéahrend der TLR-4 nach Bindung des LPS ein Homodimer bildet, kommt
es nach Bindung mit MALP-2 oder FSL-1 am TLR-2 zur Ausbildung eines Heterodimers
mit dem TLR-6. Bei beiden kommt es Uber eine Aktivierung des Adapterproteins MyD88
zur Bildung des IRAK-TRAF6-Komplexes, wodurch am Ende der Kaskade der
Transkriptionsfaktor NF kB im Zellkern die Transkription von Genen ausldst, die eine
Zytokinfreisetzung induzieren konnen. Fir den TLR-3 und TLR-4 existiert noch ein
alternativer Signalweg, der an TRIF gebunden ist. Hierbei l6st der IRF-3 (,interferon

response-factor”) die Freisetzung von IFN- B und IP-10 aus. (Kielian, 2006)

Neben dem vorher beschriebenen MyD88-abhangigen Weg, existiert noch ein
MyD88-unabhangiger Signalweg (Abbildung 7). Dieser kommt obligatorisch am
TLR-3 vor und stellt fir den TLR-4 eine alternative, aber langsamere
Madoglichkeit der Signaliibertragung dar (Takeda & Akira, 2004; Yamamoto et al.,
2004).
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1.3.2.2. Die Aktivierung des TLR-2 durch MDP/ PGN

Der TLR-2 tbernimmt wichtige Funktionen in der Erkennung von Bestandteilen
gram-positiver Bakterien. Zu seinen Liganden z&hlen unter anderem das
Pepidoglykan (PGN), welches das MDP beinhaltet, die Lipoteichoid-Saure
(LTA) und das Tripalmitoyl-S-Glyceryl-Cystein (Pam3Cys) (Kielian 2002, Olson
and Miller 2004, Chien 2005).

Eine Aktivierung des TLR-2 durch seine Liganden erfolgt mit Unterstlitzung des
Co-Rezeptors CD14 (Remer et al., 2006; Bsibsi et al., 2007). Dieser
Rezeptorkomplex aktiviert das Adapterprotein MyD88 und es folgt die in Kapitel
1.3.2.1. beschriebene Signalkaskade, bei der es letztendlich zur Aktivierung von
NFkB kommt, was eine Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen zur
Folge hat (Kielian, 2006; Carpentier et al., 2008).

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl Astrozyten
(Esen et al., 2004), als auch Mikrogliazellen (Esen & Kielian, 2005) den TLR-2
exprimieren, und dass dieser im Rahmen einer Infektion mit Staphylococcus
aureus die Ausschittung von inflammatorischen Mediatoren wie TNF-a und NO
vermittelt (Kielian et al., 2005b). Auch andere Arbeitsgruppen beschreiben den
TLR-2 als verantwortlich fir die immunogene Antwort von Mikrogliazellen, in
Form von NO-Ausschuttung auf eine Infektion mit Streptokokken der Gruppe B
(Lehnardt et al., 2006). Uneinigkeit herrscht dartber, ob der TLR-2 nur den
grolReren Komlex PGN oder etwa auch seine Untereinheit MDP erkennen kann.
Wahrend Yang (Yang et al., 2001) die MDP-abhéngige Aktivierung von MyD88
am TLR-2 beschreibt, sind andere Autoren der Meinung, dass der TLR-2 zwar
PGN (Van Amersfoort et al., 2003; Esen et al., 2004; Kielian et al., 2005a) aber
nicht MDP (Takada et al., 2002) erkennt.

Als alternative Rezeptoren zu den TLRs im Zusammenhang mit MDP wurden in
den letzten Jahren die NOD-Rezeptoren (siehe: Kapitel 1.3.1.3) propagiert
(Traub et al., 2006; Windheim et al., 2007).
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1.3.2.3. Die Aktivierung des TLR-2/6-Heterodimers durch FSL-1/ MALP

Zur Erkennung diacylierter Polypeptide mycoplasmatischen Ursprungs ist die
Bildung eines Heterodimers von TLR-2 und-6 notwendig (Takeuchi et al., 2001).
So konnte gezeigt werden, dass TLR-6 KO Mause nicht auf das
mycoplasmatische PAMP MALP-2 reagierten, im Gegensatz zu ihrer
Kontrollgruppe. An der Aktivierung des TLR-2/6-Rezeptorkomplexes ist
ebenfalls ein Co-Rezeptor beteiligt. Es handelt sich dabei um CD36, ein
Oberflachenglykoprotein (Hoebe et al.,, 2005), welches konstitutiv in die
Zellmembran in sog. ,lipid rafts” eingebaut ist. Wenn nun FSL-1 am Rezeptor
vorhanden ist, wird dieses an CD36 gebunden, worauf es zu einer Rekrutierung
des bereits vorgebildeten TLR-2/6-Heterodimers in die ,lipid rafts“ kommt. Auch
diese Signaltransduktion I6st wieder die Aktivierung von MyD88 und der
dazugehdrigen Signalkaskade aus (siehe: Kapitel 1.3.2.1). Parallel zum MyD88-
abhangigen Signalweg kann es auch zu einer Internalisierung des FSL-1-
TLR2/6-Komplexes und dessen Transport zum Golgi-Apparat kommen. Die
genauere Bedeutung dieses Vorgangs ist aber noch unklar.

Im Zusammenhang mit inflammatorischen Bedingungen konnte gezeigt
werden, dass FSL-1 die Freisetzung von MIP-1, IL-6 und IL-8 vermittelt. Die
gleiche Studie beschreibt auch die Freisetzung von TNF-a aus Makrophagen
nach Aktivierung mit FSL-1. In beiden Versuchanordnungen konnte weiterhin
dokumentiert werden, dass die Aktivierung durch FSL-1 abh&angig vom TLR-2/6-
Rezeptorkomplex ist (Nakamura et al., 2002; Okusawa et al., 2004). Zudem Iost
eine  systemische Applikation des TLR-2/6-Agonisten FSL-1 in
Meerschweinchen Fieber und eine Erhéhung der Plasmaspiegel von TNF-a und
IL-6 aus (Greis et al., 2007).

Der TLR-2 ebenso wie der TLR-6 werden beide von glialen Zellen des ZNS
exprimiert (Bsibsi et al., 2002; Olson & Miller, 2004), weshalb im Rahmen dieser

Arbeit ebenfalls FSL-1 als Ligand dieser Rezeptoren untersucht werden sollte.
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1.3.2.4. Die Aktivierung des TLR-3 durch doppelstrangige RNA

Ein Beispiel fur doppelstrangige virale RNA ist das in vielen Experimenten
verwendete Poly I: Poly C (PI:PC), welches synthetisch hergestellt wird und
nach systemischer Applikation Fieber und die vermehrte Expression von TNF-a
und IL-6 im Plasma bewirken kann (Voss et al., 2006)

Wenn nun PI:PC an den TLR-3 bindet, wird eine Signalkaskade eingeleitet, die
nicht der der anderen TLRs entspricht (Carpentier et al., 2008). Hierbei ersetzt
das Adapterprotein TRAM (TRIF-related adaptor molecule) das MyD88-Protein
in der Signalkaskade. Nach dessen Aktivierung kommt es wieder zur
Phosphorylierung des IKK, der mit dem TBK-1 interagiert und so den IRF-3
(interferon response factor-3) aktiviert, der im Zellkern die Bildung von IFN-{3
(Interferon-B) und IP10 (interferon inductible protein 10) auslost (Takeda &
Akira, 2004; Yamamoto et al., 2004). Jungere Studien beschreiben, dass dieser
alternative Signalweg nicht nur IRF-3, sondern auch NFkB aktivieren kann
(Carpentier et al., 2008), was dann wiederum zur Transkription von Zytokinen
wie TNF-a und IL-1f3 fihren wirde.

Eine Expression des TLR-3 im ZNS wurde bisher sowohl auf Astrozyten (Bsibsi
et al., 2002) und Mikrogliazellen (Olson & Miller, 2004), als auch Neuronen
(Prehaud et al., 2005) beschrieben. Funktionell scheinen hierbei jedoch
Astrozyten eine zentrale Bedeutung zu besitzen. So konnte nach Stimulation
mit PI:PC eine vermehrte Expression des TLR-3 auf Astrozyten, und eine
Freisetzung von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen aus den
gleichen Zellen nachgewiesen werden (Bsibsi et al., 2002; Carpentier et al.,
2005; Farina et al., 2005), wahrend eine Aktivierung von Mikrogliazellen durch
P1:PC-Gabe géanzlich ausblieb (Olson & Miller, 2004; Kielian et al., 2005a).

1.3.2.5. Die Aktivierung des TLR-4 durch LPS

Wenngleich schon vielfach erforscht, so ist die Aktivierung des TLR-4 durch

LPS fur die vorliegende Arbeit von zentraler Bedeutung.
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Bereits 1999 fand man heraus, dass der TLR-4 fur Reaktionen des
Immunsystems auf Bestandteile gram-negativer Bakterien verantwortlich ist
(Takeuchi et al., 1999). Belegt wurde diese These anhand von Versuchen an
Mause-Makrophagen, die durch LPS aktiviert werden konnten, wahrend
Mauslinien, die eine Mutation des TLR-4 aufwiesen nicht auf LPS reagierten
(Poltorak et al., 1998; Hoshino et al., 1999; Qureshi et al., 1999).

Fur die Aktivierung einer Zielzelle durch LPS ist der TLR-4 jedoch nicht allein
verantwortlich. Essentiell wichtig fur die Bindung von LPS ist ein losliches
Adaptermolekil, das MD-2, welches an die aktive Komponente des LPS, das
Lipid A bindet (Shimazu et al., 1999; Viriyakosol et al., 2000). Ein weiterer Co-
Rezeptor, der fir die LPS-abhangige Aktivierung des TLR-4 nétig ist, ist das
CD14. Es wird ebenso wie der TLR-4 in den sCVOs konstitutiv exprimiert
(Laflamme & Rivest, 2001) und verstarkt die Antwort auf LPS (Dobrovolskaia &
Vogel, 2002).

Eine Aktivierung des TLR-4 durch LPS kann intrazellular zwei Signalwege
auslosen. Zum einen kommt es zur Induktion des klassischen Signalwegs tber
MyD88, was letztendlich zu einer Ausschittung von proinflammatorischen
Zytokinen fuhrt (Kielian, 2006). Zum anderen kann auch die alternative
Signalkaskade Uber das Adapterprotein TRAM eingeleitet werden, welchem
sich auch der TLR-3 bedient (Takeda & Akira, 2004; Yamamoto et al., 2004).
Letzteres aktiviert die Transkription von IFN-Genen und verlauft wesentlich
langsamer als der MyD88-abhangige Signalweg.

Dass LPS im Saugetierorganismus Fieber auslosen (Blatteis et al., 1983; Roth
et al., 1997) und auch die Bildung von proinflammatorischen Zytokinen (Wan et
al., 1995; Nadeau & Rivest, 1999b; Choi et al., 2002) induzieren kann, wurde
schon vor einigen Jahren wiederholt gezeigt. Im Rahmen einer
inflammatorischen Aktivierung des ZNS war aber die Entdeckung des TLR-4
(Laflamme & Rivest, 2001) in den sCVOs von grofRer Wertigkeit. Sowohl der
TLR-4, als auch CD14 werden konstitutiv in der AP exprimiert (Laflamme &
Rivest, 2001). Zieht man nun in Betracht, dass im Blut zirkulierende PAMPs wie
LPS durch die fehlende BHS in die AP gelangen kdnnen, so erdffnet sich die
Moglichkeit, dass LPS dort eine Aktivierung des TLR-4 und somit eine Kaskade
der Neuroinflammation auslosen konnte. Diese Aktivierung wére sogar noch vor

dem Auftreten erster proinflammatorischer Zytokine im Blut mdglich.
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1.4. Die Bedeutung proinflammatorischer Zytokine bei der

Induktion zentralnervoser Krankheitssymptome

Zytokine, die auch als endogene Pyrogene bezeichnet werden, sind losliche,
hitzelabile Polypeptide oder Glycoproteine, deren Molekulargewicht <30 kDa
betragt. Sie werden im Organismus v.a. von Monozyten, Makrophagen,
Mikrogliazellen, Lymphozyten, Granulozyten und Endothelzellen gebildet und
besitzen sehr unterschiedliche Funktionen. So spielen einige Zytokine eine
groBe Rolle bei Reaktionen des angeborenen Immunsystems. Zu diesen
gehoren beispielsweise TNF-a, IL-1[3, IL-6, IFN und verschiedene Chemokine.
Andere Zytokine agieren zur Unterstutzung des erworbenen Immunsystems,
wie z.B. IL-2, IL-4, IL-5 und IL-13. Wieder andere Zytokine wie IL-3, IL-7 und
CSF sind Uberwiegend an der Hamatopoese beteiligt.

Im Saugetierorganismus weisen Zytokine einige Besonderheiten auf. Im
Gegensatz zu den Hormonen konnen sich die Effekte unterschiedlicher
Zytokine Uberlappen, was als Redundanz bezeichnet wird. Beispielsweise sind
TNF-a und IL-1f in hohen Konzentrationen gemeinsam fir den septischen
Schock verantwortlich. Aul3erdem kdnnen Zytokine auf verschiedene Zielzellen
wirken, was als Pleiotropie bezeichnet wird (Ozaki & Leonard, 2002), und an
diesen zusatzlich noch verschiedene Effekte vermitteln (Ambiguitat) (Ozaki &
Leonard, 2002). Ihre Wirkung ist ebenfalls stark von ihrer Konzentration und

ihrem umgebenden Milieu abhangig.

Unabhangig davon, ob Zytokine nun tber den humoralen (siehe: Kapitel 1.1.1)
oder den nervalen Weg (siehe: Kapitel 1.1.2) zu einer inflammatorischen
Aktivierung des Gehirns fuhren, so konnte ihre Beteiligung an zentralnervos
kontrollierten Krankheitssymptomen bereits vielfach belegt werden. Geht man
davon aus, dass Fieber ein Hauptsymptom zentralnervéser Inflammation ist, so
liefern folgende Befunde entscheidende Hinweise dafiir, dass Zytokine als
Mediatoren eines inflammatorischen Prozesses angesehen werden kénnen:

TNF-a ist das erste Zytokine, das nach Injektion von LPS im Blutplasma auftritt
(Long et al.,, 1990; Roth et al., 1993), direkt gefolgt von Spuren von IL-1(3
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(Jansky et al., 1995) und groRen Mengen IL-6 (LeMay et al., 1990; Roth et al.,
1993). Von diesen drei Zytokinen korreliert jedoch nur der Plasmaspiegel von
IL-6 direkt mit dem Fieberverlauf (LeMay et al., 1990; Roth et al., 1994).

Auch eine Injektion von Zytokinen selbst kann Fieber auslésen, wie fur IL-1
(Anforth et al., 1998; Roth et al., 1998b), TNF-a (Dinarello et al., 1986;
Goldbach et al., 1996) und IL-6 (Blatteis et al., 1990; Harre et al., 2002) gezeigt
werden konnte. Diese pyrogene Wirkung der Zytokine wurde in weiteren
Versuchen bestatigt, bei denen nach Injektion von LPS durch Neutralisierung
oder Antagonisierung der einzelnen proinflammatorischen Zytokine, das Fieber
stark unterdrickt werden konnte. Fir IL-1 wurde dazu ein IL-1-Rezeptor—
Antagonist verwendet (Roth & De Souza, 2001), fir TNF-a eine synthetisch
hergestellte neutralisierende Form des p55 TNF-o-Rezeptors (Roth et al.,
1998a; Roth & De Souza, 2001) und fur IL-6 neutralisierende IL-6-Antikrper
(Cartmell et al., 2000).

Zudem brachten Studien mit Zytokin-defizienten knockout Mausen eine
genauere Aufklarung der Wertigkeit bestimmter Zytokine in Zusammenhang mit
Fieber. Bei IL-1-KO Mausen ist das LPS-abhéngige Fieber zwar reduziert,
jedoch nicht ganzlich unterdriickt (Kozak et al., 1995), wahrend bei IL-6-KO
Mausen das Fieber nach LPS-Applikation komplett ausblieb (Chai et al., 1996;
Kozak et al., 1998). Dies deutet darauf hin, dass eine Freisetzung von IL-6 zur
Ausbildung des LPS-Fiebers essentiell ist, was auf IL-13 nur zum Teil zutrifft.
Die Bedeutung von Zytokinen als inflammatorische Mediatoren wird auch fir
weitere Symptome des ,sickness behavior* beschrieben. Sie sollen ebenfalls flr
eine verringerte Futter- und Wasseraufnahme, verminderte soziale Kontakte,
Verdanderungen des Schlafrythmus und eine Hyperalgesie verantwortlich sein
(Fleshner et al., 1995). Diese These wurde ebenfalls durch Versuche belegt, in
denen man die spezifischen Zytokinrezeptoren im Gehirn blockierte und somit
zentralgesteuerte Krankheitssymptome im Rahmen eines Infektionsgeschehens
abschwachen konnte (Rothwell & Luheshi, 1994; Watkins et al., 1994).

Das vermehrte Auftreten von proinflammatorischen Zytokinen dient zunachst
dem unspezifischen Immunsystem zur Bekampfung korperfremder Substanzen
oder Bestandteilen von Mikroorganismen. Im Rahmen dieser Abwehrreaktion
vermitteln Zytokine jedoch nicht nur inflammatorische Effekte. So stimulieren

TNF-a, IL-1 und IL-6 gleichzeitig die Hypophysen-Hypothalamus-Nebennieren-
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Achse (HPAA) (Galillard, 1994; Chrousos, 1995), was zu einer Freisetzung des
Corticotropen Hormons (CRH) und letztendlich zu einer Sekretion des
Adrenocorticotropen Hormons (ACTH) gefolgt von Kortikosteroiden fuhrt. Dieser
Vorgang kann als ,negatives Feedback auf das aktivierte Immunsystems
gesehen werden (Besedovsky et al., 1986; Turnbull & Rivier, 1996) und dient
als Selbstschutz des Organismus vor einer exzessiven Hyperthermie und
zytotoxischen Effekten der Zytokine selbst. Als potentestes Zytokin zur
Stimulation der HPAA wird das IL-1 beschrieben (Bateman et al., 1989; Rivier &
Rivest, 1993; Tilders et al., 1994).

Die Hypothese, dass zentralnervos kontrollierte Krankheitssymptome durch
Interaktionen zirkulierender Zytokine mit Zellen innerhalb des ZNS,
insbesondere der sCVOs induziert werden, erfordert zwei Vorraussetzungen:
zum einen die Existenz entsprechender Zytokin-Rezeptoren im Bereich der
sCVOs, zum anderen reproduzierbare zellulare Reaktionen nach Stimulation
der sCVOs mit den entsprechenden Zytokinen wie TNF-a, IL-13 und IL-6.
Durch Nachweis der mRNA konnte die Existenz des IL-1-Rezeptors in SFO und
OVLT, sowie der AP (Cunningham et al., 1992; Ericsson et al., 1995) bewiesen
werden. Ebenso wie die p55-Form des TNF-Rezeptors (Nadeau & Rivest,
1999a) wird der IL-6-Rezeptor und seine gpl130 Untereinheit (Schobitz et al.,
1993) in den sCVOs unter basalen Bedingungen exprimiert. Nach intravendser
Applikation von TNF-a wird sein dazugehdriger Rezeptor im Bereich des SFO,
des OVLT und der AP sogar hochreguliert (Nadeau & Rivest, 1999a).
Interaktionen zirkulierender Zytokine mit ihren jeweiligen Rezeptoren im Bereich
der sCVOs konnen unterschiedliche zellulare Reaktionen auslosen. So wurde
zum einen ein direkter Einfluss von Zytokinen auf die elektrische Aktivitat
(Shibata & Blatteis, 1991; Ota et al, 1997), zum anderen auf die
elektrophysiologischen Eigenschaften (Desson & Ferguson, 2003) von
Neuronen innerhalb der sCVOs dokumentiert. Die durch Zytokine induzierbaren
Verdanderungen neuronaler Aktivitatsmuster im OVLT scheinen zu denjenigen
hypothalamischen Kerngebieten weitergeleitet zu werden, die in die Fieber-
entstehung involviert sind (Ota et al., 1997).

Als ein weiteres Signal fur neurologische Aktivierung aufgrund von Stimulation

durch Zytokine kann die vermehrte Expression des Transkriptionsfaktors Fos
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angesehen werden. Dieser Nachweis kann sowohl immunzytochemisch, als
auch molekularbiologisch auf Ebene der mRNA erfolgen. Im Rahmen dieses
Versuchs kam es nach intravendser Applikation von TNF-a (Nadeau & Rivest,
1999a) oder IL-6 (Vallieres & Rivest, 1997) zu einer vermehrten c-Fos
Expression in den sCVOs.

Eine direkte genomische Aktivierung von Zellen im Bereich der sCVOs durch
zirkulierende Zytokine kann utber eine immunzytochemische Detektion Zytokin-
spezifischer Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden. Mittels dieser
Methodik konnte in vivo eine IL-6-induzierte  Aktivierung des
Transkriptionsfaktors STAT3 (Harre et al., 2002) bzw. eine IL-1B-induzierte
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB (Nadjar et al., 2003) gezeigt
werden.

Damit sind einige grundlegende Vorraussetzungen erfullt, die noétig sind, um
proinflammatorische Zytokine und deren Interaktionen an sCVO-intrinsischen
Zellen als Vermittler zentralnervos kontrollierter Krankheitssymptome zu
bewerten. Die AP scheint dabei eine besondere Rolle zu spielen. Sie besitzt
genau wie die beiden anderen sCVOs Rezeptoren fur zirkulierende Zytokine, ist
aber im Gegensatz dazu Teil des dorsovagalen Komplexes, der fur die

Entstehung des ,sickness behaviors” von grof3er Bedeutung ist.

1.4.1. Der Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF- a)

Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) wird aufgrund seiner Eigenschaften zu den
endogenen Pyrogenen gezahlt. Er ist einer der wichtigsten Mediatoren akuter
Infektionen und ist in sehr hohen Mengen hauptverantwortlich fir den
septischen  Schock (Fiedler et al, 1992). Seine Funktion als
proinflammatorisches Zytokin ist sehr komplex. TNF gehdrt zur Gruppe der
standig wachsenden TNF-Superfamilie, deren Mitglieder mit Ausnahme von
TNF-B3, alle Typ Il membrangebundene Glycoproteine darstellen. TNF existiert
entweder in gebundener oder in loslicher Form. Bei der gebundenen Form
handelt es sich um ein 17 kDa schweres Protein mit einem relativ kurzen
zytoplasmatischen Segment und einer relativ langen extrazellularen Region, die

einen C-Terminus besitzt (Gruss & Dower, 1995).
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Die l6sliche Form entsteht durch proteolytische Spaltung eines 26 kDA
schweren membrangebundenen Vorlaufermolekils (pro-TNF) mit Hilfe eines
TNF-Converting Enzyms (TACE), welches ein Mitglied der Familie der Zink-
Metalloproteasen darstellt (Moss et al., 1997; Rosendahl et al., 1997). Beide
Formen des TNF sind biologisch aktiv, allerdings scheint die geloste Form
potenter zu sein (Decoster et al., 1995).

Wahrend inflammatorischer Prozesse im Saugetierorganismus hat TNF-a eine
Reihe modulatorischer Aufgaben. So ist es das erste Zytokin, das nach
systemischer Applikation von LPS im Blutplasma auftritt (Long et al., 1990; Roth
et al, 1993). Zudem stimuliert es Endothelzellen zur Sekretion von
Chemokinen, Selektinen und Integrinen, die eine wichtige Rolle in der
Leukodiapedese spielen. Des weiteren induziert es die Bildung von Akut-
Phase-Proteinen aus der Leber. TNF-a selbst kann aber auch die Freisetzung
anderer Zytokine, wie z.B. IL-1[3 induzieren (Dinarello et al., 1986; Watkins et
al., 1995), was seine Rolle als ,Leitzytokin® innerhalb der Zytokinkaskade
bestatigt. Nicht zuletzt ist noch seine Toxizitat auf verschiedene Tumorzellen zu
erwahnen, was ihm auch seinen Namen gab.

Zur Bildung von TNF-a sind neben Makrophagen, Monozyten, T-Zellen,
Osteoblasten und Dendritischen Zellen auch Zellen innerhalb des ZNS wie
Neurone, Astrozyten und Mikrogliazellen fahig, worauf in einem spateren
Kapitel noch ndher eingegangen werden soll (siehe: Kapitel 1.5).

1.4.1.1. Der TNF-Rezeptor (TNF-R) und sein Signalweg

Zur Bindung von TNF-a existieren zwei verschiedene Rezeptoren, der TNF-R1
und der TNF-R2, die beide zur TNF-Rezeptor Superfamilie gehdren. Diese sind
charakterisiert durch bis zu sechs Cystein-reiche Doméanen und einen
extrazellularen Bestandteil. Da der TNF-R2 lediglich auf T-Lymphozyten
exprimiert wird, soll an dieser Stelle nur auf den TNF-R1 eingegangen werden.
Dieser wurde, wie bereits beschreiben, unter anderem in den sCVOs

nachgewiesen (Nadeau & Rivest, 1999b).
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Abbildung 8: Die Signaltransduktion am TNF-R1. Bindet TNF an seinen Rezeptor, kommt
es dabei zu einer Abspaltung von SODD (,Silencer of death domain®“). Die DD des TNF-R
bildet dann einen Komplex mit TRADD, TRAF2 und RIP, was zu einer Aktivierung von
NFkB oder MAPK JNK fihrt. Alternativ kann aber auch zu einer Trimer-Bildung des TNF-
R mit TRADD und FADD kommen, was uber einen Komplex mit der Caspase-8

letztendlich zur Apoptose der Zelle fiihrt.

Zu Beginn der Signalkaskade (Abbildung 8) dockt die TRADD (, TNF-Receptor
associated death domain“) Uber ihre C-terminale DD (,death domain“) an
diejenige des TNF-R, und uber ihr N-terminales Ende an TRAF2 (,TNF-R
associated factor 2*) und RIP1 (,Receptor interacting protein 1%). Der nun
entstandene Rezeptorkomplex kann uber einen schnellen Signalweg direkt
NFkB aktivieren (Hsu et al., 1996b). Etwas spéater lI6sen sich TRADD, TRAF2
und RIP1 von membranstandigen TNF-R. Der endosomale TNF-R1 rekrutiert

die FADD (,Fas associated death domain®), die sich anschlie3end selbst an
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eine Caspase-8 bindet (Abbildung 8). So ensteht ein zytoplasmatischer
Komplex, der das Signal zur Apoptose vermittelt (Hsu et al., 1996a). Innerhalb
der Kaskade scheint die Morphologie des TRAF2 mit seiner ,RING-Finger-
Domane* eine entscheidende Rolle zur Aktivierung von NFkB zu spielen (Hsu
et al.,, 1996a; Darnay & Aggarwal, 1999). Die Rekrutierung des RIP1 kann
neben einer Aktivierung von NFkB (Kelliher et al., 1998) auch zu einer
Aktivierung der MAP-Kinase JNK (Liu et al., 1996) fihren, was wiederum AP-1
aktivieren kann. Weitere Studien beschreiben, dass TRAF2 aul3erdem fur eine
Rekrutierung der IKK (I-kB-Kinase) zum TNF-R1 zustandig ist (Hsu et al.,
1996b). RIP1 bewirkt dann durch Aktivierung der IKK eine Dissoziation von
NFkB von seinem zytoplasmatischen Inhibitor IkB. Diese Aktivierung des NFkB
geschieht analog zur Signalkaskade an den TLRs und dem IL-1-Rezeptor
(Verstrepen et al., 2008). Letztendlich kann NFkB im Kern die Transkription von

Genen bewirken, die fur die unspezifische Abwehr wichtig sind.

1.4.2. Das Interleukin 1  (IL-1) und sein Rezeptor

Interleukin-1( (IL-1P) ist ein weiteres Zytokin aus der Gruppe der endogenen
Pyrogene. Seine Bildung kann sowohl durch exogene Pyrogene wie die vorher
genannten PAMPs, als auch durch endogene Pyrogene wie das TNF-a
induziert werden (Kluger, 1991). IL-1p ist eng verwandt mit IL-1a, welches
ahnliche biologische Eigenschaften aufweist. Beide Moleklle werden in vivo
von zahlreichen Zelltypen wie Monozyten, Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen,
aber auch Astrozyten, Gliazellen, Endothelzellen, Epithelzellen und
Fibroblasten produziert (Dinarello et al., 1986; Kluger, 1991).

IL-13 ist ein wichtiger Bestandteil der Zytokinkaskade, die Entzindungs-
reaktionen im Organismus moduliert. Innerhalb solcher Prozesse ist IL-1(3
beispielsweise nach systemischer Applikation von LPS, unmittelbar nach dem
Auftreten von TNF-a im Blutplasma messbar (Jansky et al.,, 1995). Eine
systemische Injektion von IL-13 selbst kann Fieber (Anforth et al., 1998; Roth et
al., 1998b), neuroendokrine Aktivierung und Symptome des ,sickness behavior”

auslosen (Dantzer, 2001).
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IL-1B8 wird als potentestes Zytokin zur Aktivierung der HPAA beschrieben
(Kapcala et al., 1995) Diese IL-1pB-bedingte Aktivierung der HPAA kann durch
Neutralisierung des Zytokins Uber einen IL-1-Antikorper vollstandig unterbunden
werden (Fleshner et al., 1995). Zudem wird IL-1 eine groRe Bedeutung im
Rahmen der nervalen Ubertragung inflammatorischer Signale zum Gehirn

zugesprochen (siehe: Kapitel 1.1.2.).

Die zentralen Aufgaben von IL-1p3 werden durch den IL-1-Rezeptor (IL-1-R)
vermittelt. Dieser aktiviert den gleichen Signalweg wie die Toll-like-Rezeptoren
(siehe: Kapitel 1.3.2.1), wobei es zu einer Aktivierung des Adapterproteins
MyD88 kommt (Anderson, 2000; Takeda & Akira, 2004). Der IL-1-R bildet ein
Heterodimer mit dem IL-1RacP (,IL-1rezeptor acessory protein®), worauf eine
Rekrutierung vom MyD88 folgt (Conti et al., 2004). Dieses moduliert Uber
diverse Zwischenschritte die Bildung eines IRAK-1-TRAF6-Komplexes, der die
IKK aktiviert, die eine Dissoziation von NFKB von seinem zytoplasmatischen
Inhibitor IkB bewirkt (Verstrepen et al., 2008). Der aktivierte NFkB kann
anschlieBend im Zellkern die Transkription von Genen veranlassen, die zu einer
Freisetzung weiterer Zytokine oder Chemokine fihren.

Nicht zuletzt ist noch zu erwdhnen, dass die Wirkung von zirkulierendem IL-13
durch einen endogenen IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1-RA) abgeschwécht
wird, was als eine Art ,negatives Feedback" angesehen werden kann (Dinarello,
1992).

1.4.3. Das Interleukin 6 (IL-6) und sein Rezeptor

Das Interleukin-6 gehért ebenfalls zur Gruppe der proinflammatorischen
Zytokine und ist einer der wichtigsten Mediatoren bei der Enstehung von Fieber
und der Akut-Phase-Reaktion im Rahmen inflammatorischer Prozesse (Blatteis
et al., 1990). Dieses aus 184 AS bestehende Glycoprotein wird aus einer 212
kDa schweren Vorstufe gebildet. In seiner nicht-glykolisierten Form besitzt es
ein Molekulargewicht von 23 kDa, wéhrend seine glykolisierte Form 26 kDa

schwer ist.
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Seine besondere Bedeutung innerhalb eines zentralen Entzindungs-
geschehens im Organismus kommt vor allem dadurch zustande, dass sein
Plasmaspiegel nach LPS-Injektion direkt mit dem damit einhergehenden Fieber
korreliert (Roth et al., 1993; Roth et al.,, 1994). In diesem Zusammenhang
konnte auch gezeigt werden, dass IL-6 essentiell fir die Entwicklung von TNF-
a-abhangigem Fieber ist, da IL-6-KO Mause nach Injektion von TNF-a keinerlei
Fieber entwickelten (Sundgren-Andersson et al., 1998). AuRerdem induziert es
die Freisetzung von Akut-Phase-Proteinen aus der Leber. Eine weitere wichtige
Aufgabe von IL-6 ist die als Wachstums- und Differenzierungsfaktor von Zellen
des hdmatopoetischen Systems und des Immunsystems. IL-6 kann von einer
Vielzahl von Zellen gebildet werden. Hierzu gehéren Monozyten, Makrophagen,
Synoviozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, aber auch Zellen des ZNS wie
Neurone und Gliazellen (Frei et al., 1989; Maimone et al., 1993).

IL-6 gehort zur gpl30- Rezeptor Familie, was bedeutet, dass alle Mitglieder
dieser Familie an Rezeptoren mit der gp130-Untereinheit binden (Kishimoto et
al., 1995; Taga, 1997). Am IL-6-Rezeptor (IL-6-R) findet die Signaltransduktion
prinzipiell GUber zwei Wege statt. Zum einen kommt es zu einer Dimerisierung
zweier gpl30-Einheiten, was am Rezeptor stationierte Janus Kinasen (JAKS)
aktiviert. Danach kommt es zu einer Phosphorylierung und Dimerisierung von
STAT3 (,signal transducer and activator of transcription“)-Proteinen durch die
JAKs. Die aktivierten STAT3-Dimere wandern nun in den Zellkern und
regulieren dort die Expression bestimmter Gene (Takeda & Akira, 2000; May et
al., 2003). Alternativ kann eine Signaltransduktion am IL-6-R auch zu einer
Aktivierung der MAPK-Kaskade fuihren, was einen Transkriptionsfaktor NF-IL-6
aktiviert, der ebenfalls im Zellkern die Transkription von Genen veranlasst
(Kishimoto, 1994).
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1.5. Die Bildung von Zytokinen im Gehirn im Verlauf von

Infektionen und Entztindungsreaktionen

Wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben, spielen Zytokine eine
bedeutende Rolle in der Kommunikation zwischen Korper und Gehirn im
Rahmen inflammatorischer Prozesse. Zytokine kbnnen jedoch nicht nur in der
Korperperipherie gebildet werden, sondern auch im Gehirn selbst.
Proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-13 und IL-6 werden im ZNS
konstitutiv exprimiert (Nakamori et al., 1995; Konsman et al., 1999; Vitkovic et
al., 2000). Im Zusammenhang mit Infektionen und pathologischen Prozessen
kann die Expression dieser Zytokine, insbesondere in den sCVOs um ein
vielfaches gesteigert werden. Ausloser daflir kénnen zirkulierende Zytokine aus
der Korperperipherie (Dantzer, 2001; Churchill et al., 2006), Stress (Minami et
al.,, 1991), Ischamie (Minami et al., 1992), invasive Verletzungen oder
Operationen des Gehirns (Yan et al., 1992) und eine Reihe pharmakologischer
Stimuli (Dantzer, 2001), sein.

Zur Freisetzung von Zytokinen innerhalb des ZNS sind verschiedene Zelltypen
in der Lage. Einige Autoren beschreiben, dass sowohl Neurone, als auch
Gliazellen zZytokine bilden kdbnnen (Kapcala et al., 1995; Conti et al., 2004). Im
speziellen wurde fur Neurone eine Expression von IL-13 (Dinarello, 1992) und
IL-6 (Tsakiri et al., 2008) beschrieben. Die Bildung von IL-1 konnte jedoch
nicht fir Neurone der AP bestéatigt werden (Goehler et al., 2006), ebenso wenig
wie eine Bildung von TNF-a (Wuchert et al., 2008) von AP Neuronen gefunden
wurde. Auch Astrozyten kénnen unter inflammatorischen Bedingungen Zytokine
freisetzen (Esen et al., 2004). Als die wohl wichtigsten Zellen des ZNS im
Zusammenhang mit Zytokinfreisetzung sind zweifellos die Mikrogliazellen zu
nennen. Diese spezialisierten Immunzellen des Gehirns kdnnen nach diversen
Stimuli TNF-a (Nadeau & Rivest, 2000; Vitkovic et al., 2000; Glezer et al., 2007;
Hwang et al., 2008), IL-13 (Van Dam et al., 1995; Dantzer, 2001) und IL-6
(Hwang et al.,, 2008) bilden. Fir Mikrogliazellen der AP konnte auch in

Gehirnschnitten der AP eine Bildung von IL-1(3 nachgewiesen werden (Goehler
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et al., 2006). Die Fahigkeit kultivierter Mikrogliazellen aus der AP zur Bildung
von TNF-a wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Die Funktionen der Zytokine im Gehirn sind ebenso wie peripher sehr vielfaltig.
Ihre Wirkung vermitteln Zytokine Uber spezielle Zytokinrezeptoren, die von
nahezu allen Zellen innerhalb des ZNS exprimiert werden (siehe auch Kapitel:
1.4). Im Zuge dessen wurden in der AP ebenfalls Rezeptoren fur TNF-a
(Nadeau & Rivest, 1999a), IL-1 (Ericsson et al., 1995) und IL-6 (Vallieres &
Rivest, 1997) nachgewiesen.

Neben pyretischen werden Zytokinen im Gehirn auch trophische Eigenschaften
nachgesagt, die besonders fur eine volle Funktionalitat der Neurone wichtig
sein sollen (Kahn et al., 1995; Conti et al.,, 2004). Die Hauptaufgabe der
proinflammatorischen Zytokine im Gehirn ist jedoch die Manifestation
zentralnervos gesteuerter Krankheitssymptome. Unabhéngig davon, ob die
zentrale Freisetzung der Zytokine nun durch zirkulierende PAMPs oder
Zytokine aus der Peripherie (siehe: ,humorale Fieberhypothese* Kapitel 1.1.1)
oder durch nervale Afferenzen (siehe: ,nervale Fieberhypothese* Kapitel 1.1.2)
induziert wird, konnte gezeigt werden, dass diese gefolgt ist von einer
Entwicklung von Fieber und Symptomen des ,sickness behavior®. Als Belege
fur diese Theorie existieren zahlreiche Studien, bei denen in der AP und den
anderen sCVOs eine Expression von TNF-a, IL-13 und IL-6 nach systemischer
LPS-Injektion nachgewiesen werden konnte (Vallieres & Rivest, 1997; Quan et
al., 1999). Noch einen Schritt weiter gehen Breder et. al., die zeigen konnten,
dass es in den sCVOs zu einer Freisetzung von Zytokinen bereits im Verlauf
des ersten Fieber-Peaks nach LPS-Applikation kommt (Breder et al., 1994).
Wahrend der Vermittlung von Fieber kdnnen TNF-a, IL-1[3, und IL-6 eine direkte
Wirkung auf thermosensitive Neurone ausiiben (Conti et al., 2004). In diesem
Zusammenhang zeigten einige Versuche, dass IL-1p (Vasilenko et al., 2000)
ebenso wie TNF-a und IL-6 (Nakashima et al., 1991; Xin & Blatteis, 1992) die
Aktivitat der meisten warm-sensitiven Neurone herabsetzen, wahrend sie
gleichzeitig die Aktivitat der kalt-sensitiven Neurone erhdhen. Es bestehen
jedoch einige Hinweise darauf, dass die pyrogene Wirkung der Zytokine Uber
eine nachgeschaltete Bildung sekundéarer Botenstoffe wie PGE2 oder NO
vermittelt wird (Lin & Lin, 1996; Matsumura & Kobayashi, 2004). Wahrend TNF-

a, IL-13 und IL-6 als potentielle Mediatoren des ,sickness behavior®
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beschrieben werden (Dantzer, 2001), kommt IL-13 in der AP eine besondere
Bedeutung zu. So konnte in zwei unabhangigen Studien dokumentiert werden,
dass IL-1p3 aus Mikrogliazellen der AP freigesetzt wird und dort direkt Neurone
aktiviert (Dantzer, 2001; Goehler et al., 2006). Diese Aktivierung der Neurone
hat wiederum eine Aktivierung der HPAA zur Folge, was zu Depression,
vermehrtem Schlafbedurfnis, Inappetenz und weiteren Symptomen des

,Sickness behaviors" fuhrt.

1.5.1. Die Rolle von Stickstoff-Monoxid (NO) bei der
Manifestierung zentralnervos kontrollierter

Krankheitssymptome

Stickstoff-Monoxid (NO) ist eine gasformige unkonventionelle Substanz, die im
Organismus ein grof3es Spektrum an Aufgaben erfillt. Im ZNS fungiert NO als
Neurotransmitter, in der Korperperipherie ist es u.a. an der Funktion der glatten
Muskulatur, des kardiovaskularen Systems, des Immunsystems und des
Reproduktionstrakts beteiligt (Licinio et al., 1999). NO entsteht durch
Konversion von L-Arginin zu L-Citrullin. Dieser Vorgang wird durch die NO-
Synthase (NOS) katalysiert. Es existieren drei Isoformen der NOS; die
neuronale NOS (nNOS oder NOS1), die induzierbare NOS (iNOS oder NOS2)
und die endotheliale NOS (eNOS oder NOS3) (Nathan & Xie, 1994,
Forstermann et al., 1995). Alle drei Formen sind im Gehirn zu finden, wobei die
NNOS, wie auch ihr Name schon sagt, dort von Neuronen, die INOS
Uberwiegend von glialen Zellen und die eNOS ausschlielich von
Endothelzellen exprimiert wird.

Eine Besonderheit der iNOS ist, dass sie nicht von Geburt an im ZNS zu finden
ist. Erst pathologische Prozesse wie Infektionen, Ischamie oder auch der
physiologische Alterungsprozess induzieren eine Expression der iNOS (Licinio
et al., 1999). Fur eine solche Induktion der INOS kdnnen auch periphere
inflammatorische Stimuli verantwortlich sein. So wurde z.B. gezeigt, dass
bakterielle Pyrogene wie LPS, virale Bestandteile, Interferone und Zytokine wie
IL-1B3, TNF-a und IL-6, zur Bildung der INOS in Makrophagen (Numata et al.,

1998) fuhren kénnen (Abbildung 9). Auch auf zentralnervoser Ebene konnte
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nach Stimulation mit LPS und proinflammatorischen Zytokinen ein Auftreten der
INOS in Mikrogliazellen und Astrozyten dokumentiert werden (Kopnisky et al.,
1997; Carpentier et al., 2008).

Peripherie

Blut- Hirn-
Schranke

Proinflammatorische™

Mikrogliazelle Zytokine

Neuron / \

Zytotoxizitdt Reparatur
ZNS

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Herkunft von NO gebildet durch die iINOS im
Organismus. Wahrend systemischer Inflammation kommt es durch zirkulierendes LPS zu
einer direkten Aktivierung von mononukleéaren Zellen in der Peripherie des Korpers oder
von Mikrogliazellen im ZNS. Sekundéar kann iNOS aber auch durch die LPS-abhangige
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine induziert werden. Potentielle Zellen zur iNOS-
abhangigen NO-Freisetzung im Gehirn sind Neurone, Gliazellen und perivaskulare Zellen
(Abbildung modifiziert nach Licinio et al. 1999).

Die Funktionen von NO, insbesondere im Gehirn, werden noch kontrovers
diskutiert. Zum einen wird dem Neurotransmitter eine starke Zytotoxizitat
nachgesagt, was auch ein gewunschter Effekt in der Bekampfung von
Pathogenen durch Makrophagen ist. Allerdings wird die Zytotoxizitat auch mit

degenerativen Erkrankungen wie Alzheimer und Multipler Sklerose in
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Verbindung gebracht (Koprowski et al., 1993; Vodovotz et al., 1996). Zum
anderen Ubernimmt NO eine wichtige Aufgabe wie Reparation des
Nervensystems (Abbildung 9), da gezeigt werden konnte, dass es ebenfalls an
Re-Myelisierungs-Prozessen des Ruckenmarks beteiligt ist (Merrill & Murphy,
1997). Im Verlauf von zentralnervdés kontrollierten inflammatorischen
Prozessen, agiert NO als neuroendokriner Mediator. Dabei aktiviert NO die
HPAA (Sandi & Guaza, 1995), was letztendlich zu einer Ausschuittung von
Corticosteroiden fihrt und wiederum antiinflammatorisch wirkt. Im Gehirn
vermittelt NO also eine Art ,negatives Feedback” im Rahmen einer Infektion.
Im Gegensatz dazu ist jedoch auch zu erwahnen, dass NO in der
Kdrperperipherie als Vermittler pyrogener Signale zum Gehirn auftritt. Diese
Funktion wurden in Studien bewiesen, in denen die Applikation von NOS-
Inhibitoren das LPS-abhangiges Fieber unterdriicken konnte (Scammell et al.,
1996; Roth et al., 1999).

1.6. Die Rolle von Kalzium (Ca **) als intrazellularer
Botenstoff und als Indikator fir Zellaktivierung im Rahmen

eines inflammatorischen Geschehens

Kalzium (Ca?") hat fiur die unterschiedlichsten Koérperfunktionen eine
herausragende Bedeutung. Eine sehr wichtige Aufgabe von Ca?" ist die als
ubiquitarer intrazellularer Botenstoff. Damit Ca®* als intrazellulares Signal
genutzt werden kann, muss ein deutlicher Konzentrationsgradient zwischen
Extra- und Intrazellularraum, sowie dem Zytosol und intrazellularen
Kompartimenten herrschen (Alberts, 2001).

Extrazellulares Ca®* kann uber verschiedene Wege in die Zelle gelangen. In
Nervenzellen fuhrt eine durch ein  Aktionspotential hervorgerufene
Depolarisation zur Offnung spannungsabhéngiger Ca®*-Kandle sogenannter
,VOCs* (voltage-operated Ca**-channels) in der Zellmembran. Dadurch kommt
es zu einem Ca?*-Influx in die Nervenendigung, wodurch die Sekretion von
Neurotransmittern induziert wird. Rezeptorenabhéngige Kanale, die auch als
,ROCs" (receptor-operated Ca?*-channels) bezeichnet werden, kénnen
entweder direkt oder durch einen Liganden aktiviert werden
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(ligandengesteuerter Ca**-Kanal), oder sekundar nach Bindung eines Liganden
an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR) und die nachfolgende
,Second-messenger‘-Kaskade aktivieren (Nordheim, 2003). Als weiterer Ca**-
Signalweg wird die Freisetzung von Ca®" aus intrazellularen Speichern, den
sogenannten ,SOCs" (store-operated-channels) durch bestimmte Second
messenger beschrieben. Ein Beispiel dafiir ist die Freisetzung von Ca*" aus
dem endoplasmatischen Retikulum (ER) einer Zelle (ber den Second
messenger Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3). Hierbei bindet ein entsprechendes
extrazellulares Signalmolekil an einen GPCR, welcher dann Phospholipase C
aktiviert. Dieses Enzym spaltet Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) zu
IP3 und Diacylglycerol (DAG). Im folgenden bindet IP3 an die Membran des ER
und setzt so nach Rezeptoraktivierung Ca®* aus dem ER frei. Der initiale
zytosolische Ca®*-Anstieg und DAG aktivieren eine Ca?*-abhangige
Proteinkinase C (PKC), welche bestimmte lonenkanale innerhalb der Zielzelle
phosphorylieren kann (Alberts, 2001). IPs-vermittelte Ca**-Rekrutierung aus
dem ER kann auch nach Aktivierung einer Tyrosin-Kinase erfolgen (Nordheim,
2003). Der IP3-abhangige Signalweg wird sowohl fir Neurone (Ouyang et al.,
2005) als auch fur Gliazellen (Moller, 2002; Farber & Kettenmann, 2006)
beschrieben.

Wie aber wirken sich PAMPs wie LPS und Zytokine wie TNF-a auf die
intrazellulare Kalziumkonzentration [Ca®'] aus?

Bereits 1994 beschrieb Bader (Bader et al.,, 1994), dass LPS neben einer
Freisetzung von Zytokinen aus Mikrogliazellen dort auch eine Erh6hung der
[Ca®] induzieren kann. Er vermutete die Existenz eines koffein-sensitiven Ca?*-
Rezeptors. Weitere Studien zur Herkunft des Ca®" zeigten, dass eine LPS-
induzierte Erhdhung der [Ca®'] in einem Ca?*-freien Puffer vollstandig ausbleibt,
was auf die Abhangigkeit eines Ca*-Influxes aus dem Extrazellularraum
hindeutete (Yi et al., 2005). Der gleiche Autor zeigte auch eine Abhangigkeit
von Ca** innerhalb einer LPS-abhéngigen Aktivierung von Mikrogliazellen und
der daraus resultierenden TNF-a und NO-Freisetzung, konnte aber die
komplexen Zusammenhange nicht eindeutig klaren.

Weitere Studien der letzten Jahre beschreiben ebenfalls, dass die Ca**-Signale
der Zelle nach Exposition mit LPS, durch einen Ca?*-Influx zustande kommen
(Herms et al., 1997; Choi et al., 2002; Yi et al., 2005). Im Gegensatz dazu

58



1 Einleitung

postulieren andere Arbeitsgruppen eine LPS-abhangige Aktivierung von
Mikrogliazellen, die Gber den IP3-Weg vermittelt wird (abd-el-Basset & Fedoroff,
1995; Nakamura et al., 1999). Innerhalb dieser kontroversen Ergebnisse wurde
in letzter Zeit noch ein alternativer Ca®'-Signalweg bei Mikrogliazellen
beschrieben. Dabei kommt es nach Stimulation mit LPS zu einer im Vergleich
zu den anderen Ca**-Signalwegen verzodgerten Erhéhung der [Ca?*]. Dafiir wird
der TRPM4, ein nicht selektiver Kationenkanal verantwortlich gemacht, der
durch eine Anderung des Membranpotentials aktiviert wird und sekundar auch
intrazellulare Ca®*-Speicher mobilisiert (Launay et al., 2004; Beck et al., 2008).
Auch proinflammatorische Zytokine kdnnen das Kalzium-System von Zellen des
ZNS beeinflussen. So konnte bereits gezeigt werden, dass Mikrogliazellen
(Goghari et al., 2000), Astrozyten (Meini et al.,, 2000) und Neurone (Viviani et
al., 2003) auf IL-1B mit einem Anstieg ihrer [Ca®"] reagierten. Hierbei wird
ebenfalls eine IPs-abhdngige Ca*'-Mobilisierung vermutet. Vergleichbare
intrazellulare Ca®*-Signale konnten auch in sensorischen Neuronen aus dem
~dorsal root ganglion“ der Ratte unter Einfluss von TNF-a (Pollock et al., 2002)
gemessen werden.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass Ca** eine bedeutende Rolle als
intrazellularer Botenstoff im Zusammenhang mit inflammatorischen Signalen
einnimmt. Es bleibt zweifellos noch ein groRer Klarungsbedarf, was involvierte
Rezeptoren und deren nachgeschaltete Signalwege betrifft, jedoch gilt eine
Beteiligung von [Ca®'] an den komplexen Vorgédngen innerhalb der Zellen des
ZNS, insbesondere der Mikrogliazellen nach Aktivierung durch zirkulierende
PAMPs oder Zytokine als etabliert.
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1.7. Zentrale Ziele und Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, in wie weit sich
zirkulierende inflammatorische Molekile wie PAMPSs, proinflammatorische
Zytokine oder sekundéare Entziindungsmediatoren innerhalb der AP, einem
sensorischen zirkumventrikularen Organ mit unvollstandiger Blut-Hirn-
Schranke, auswirken.

Hierzu wurde eine primare Zellkultur der AP verwendet, um herauszufinden, ob
eine direkte Stimulation mit dem TLR-4-Agonisten LPS, dem TLR-2-Agonisten
MDP, dem TLR-2-und-6-Agonisten FSL-1 oder dem TLR-3-Agonisten PI:PC,
eine messbare Veranderung der [Ca®']i bewirkt. AuBerdem sollte geklart
werden, ob in Verbindung mit Inflammation zirkulierende oder lokal im ZNS
gebildete proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-1p und sekundare
Endzindungsmediatoren wie NO, ebenfalls Zellen der primaren AP Zellkultur
aktivieren konnen. Als Kriterium fur eine Zellaktivierung sollte auch dazu eine
Anderung der [Ca*']i mittels Ca?*-Imaging dokumentiert werden.

Eine phanotypische Bestimmung des jeweiligen Zelltyps der untersuchten
Zellen wurde mit Hilfe der Immunzytochemie durchgefihrt. Dabei wurden
spezielle Antisera gegen zellspezifische Marker-Proteine von Neuronen,
Astrozyten, Mikrogliazellen oder Oligodendrozyten verwendet.

Weiter sollte deshalb im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob Zellen
der AP als spezialisierte Gehirnstruktur ebenfalls die Fahigkeit besitzen,
Zytokine nach LPS-, FSL-1- oder PI:PC-Stimulation zu bilden und freizusetzten.
Hierzu wurden die bioaktiven Konzentrationen von TNF-a und IL-6 im
Uberstand der stimulierten AP Kulturen mit Hilfe spezifischer Bioassays
bestimmt. Im Anschluss daran wurde unter Verwendung der Immunzytochemie
derjenige Zelltyp der AP bestimmt, der in der Lage ist, nach Stimulation mit
LPS, das Zytokin TNF-a zu produzieren. Da TNF-a das erste Zytokin innerhalb
der Kaskade ist, das im Plasma nach LPS-Injektion auftritt, sollte es in den
vorliegenden Versuchen sozusagen als ,Leitzytokin“ dienen.

Da bereits bekannt ist, dass Neurone der AP die neuronale Stickstoff-Monoxid-
Synthase (nNOS) exprimieren (Rodrigo et al., 1997), sollte in Anknlipfung daran
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untersucht werden, ob die induzierbare NOS (iINOS) unter inflammatorischen
Bedingungen ebenfalls von Zellen einer AP Zelkultur gebildet wird. Unter
Verwendung spezifischer iINOS-Antikdrper und zellspezifischer Marker wurde
immunzytologisch analysiert, welcher spezielle Zelltyp der AP in der Lage ist,
die iINOS zu exprimieren.

Basierend auf der Tatsache, dass fur LPS bereits einige in vivo- und in vitro-
Studien existieren, die eine Toleranzentwicklung gegentuber diesem Endotoxin
beschreiben, sollte im Rahmen dieser Arbeit geklart werden, ob sich innerhalb
einer AP Zellkultur ebenfalls eine LPS-induzierte Endotoxin-Toleranz
manifestiert. Untersuchungen dazu wurden sowohl im Ca®*-Imaging als auch in
Versuchen zur Zytokin-Freisetzung an primar kultivierten AP Zellen
durchgefuihrt. Aul3erdem sollte die Frage geklart werden, ob es zur Ausbildung
einer moglichen Kreuztoleranz zwischen LPS, MDP ond FSL-1 kommen kann,
und ob sich diese auf die [Ca*']i der AP Zellkultur auswirkt.

Zusammenfassend sollten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dazu dienen,
das Wissen und das Verstandnis tber die Rolle der AP im Organismus als
Sensor fir zirkulierende inflammatorische Botenstoffe wie PAMPs, Zytokine
oder sekundare Entzindungsmediatoren, und ihre Beteiligung in der
Manifestation von Fieber und Symptomen des ,sickness behavior” zu erweitern.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

» Autoklav Systec 2540 EL (Systec, Wettenberg, Deutschland)
 Binokkular Nikon-SMZ-V (Nikon, Tokio, Japan)
» Eismaschine Icematic F120 (CasteIMAC S.p.A. Castelfranco Veneto,
Italien)
« ELISA- Reader Digiscan (Asys Hitech, Eugendorf, Osterreich)
* Fluoreszenzmikroskop Olympus BX50 (Olympus Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland)
mit digitaler Kamera Visitron Mode 3.1.0. (Visitron Systems,
Puchheim, Deutschland)
» Gefrier-Microtom Modell 1205, (Jung, Heidelberg, Deutschland)
» HeiBluftsterilisator ED 115/E2 (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland)
» Kalzium-lmaging System (Diagnostic Instruments Visitron Systems GmbH,
Puchheim, Deutschland)
bestehend aus:
Mikroskop Olympus IMT-2 (Olympus Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland)
Kamera VisiCam 12 Bit digital CCD-System (Diagnostic
Instruments Visitron Systems GmbH, Puchheim, Deutschland)
MAC-5000 Steuereinheit (Diagnostic Instruments Visitron Systems
GmbH, Puchheim, Deutschland)
Fluoreszenzlampe Olympus BH2-RFL-T3 (Olympus Deutschland
GmbH, Hamburg, Deutschland)
Kondensor IMT-NAC 2 (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland)
Ludl-Filterrad (Ludl Electronic Products Ltd., New York, USA)
Zellkultur-Messkammer (W. G. Kerckhoff-Institut, Bad Nauheim,
Deutschland)
* Laminar Herasafe (Kendro Laboratory Product GmbH, Hanau,
Deutschland)
« Mikroflow ™ Sicherheitswerkbank Klasse 2 Modell 20229 (Nunc,
Wiesbaden, Deutschland)
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* pH-Meter 765 Calimatic (Kleinfeld Labortechnik, Hannover, Deutschland)

» Pipettiergerat Pipetboy (Integra Biosciences GmbH, Fernwald,
Deutschland)

 Pipettierhelfer Easypet (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland )

* Reinstwassersystem Milli-Q Biocel (Millipore, Eschborn, Deutschland )

e Schlauchpumpen Minipuls-3 (Abimed Analysen Technik, Langenfeld,
Deutschland )

« Schattler Typ 3011 (Roth, Karlsruhe, Deutschland )

 Sicherheits-Bunsenbrenner (Fireboy) (Technomara, Fernwald,
Deutschland )

e Thermoblock QBT (VWR, Darmstadt, Deutschland )

 Tischrihr- und Heizgerat Combimag (Roth, Karlsruhe, Deutschland )

 Ultraschallbad Sonorex RK 100 (Bandelin, Berlin, Deutschland )

* Waagen: P1210N und AE 50 PM 2500 (Mettler Toledo, Giel3en,
Deutschland)

« Warmeschrank Nuaire™ US-Autoflow (Nuaire, Plymouth, MN, USA)

» Warmeschrank, Typ 5050 EK (Haereus, Hanau, Deutschland )

* Wasserbad BF 15 (Renner GmbH, Dannstadt, Deutschland)

2.1.2. Ge- und Verbrauchsmaterial

2.1.2.1.  Zellkultur und Kalzium-Imaging

* CELLocate® glass coverslips (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
» Deckglaschen 15 x 15 mm Starke 1 (fur Zellkultur) (Menzel GmbH,
Braunschweig, Deutschland)

« Einmalkaniilen Sterican® 0,9 x 40 mm, 20 G (Braun, Melsungen,
Deutschland)

» Einwegspritzen BD Plastipak (Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

« Faltenfilter 604 1/2 (& 240 mm), (Schleicher und Schuell GmbH, Dassel,
Deutschland)

* Flexiperm®-Mikro-12 Kammersysteme (Haereus, Hanau, Deutschland)

* Hahnbank, 5-fach (pub Medizintechnik GmbH & Co0.KG, Kirchseen,
Deutschland)

» Petrischalen (Plastik), 94/16 mm (Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland)

» Petrischale (Glas), @ 11 cm (MAGV, Rabenau, Deutschland)
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Pipetten (verschiedene Grol3en) (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Operationsbesteck (Aesculap-Werke AG, Tuttlingen, Deutschland)

Reaktionsgefal3e 0,5; 1,5; 2 und 5 ml (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

Rohrchen, steril, 15 und 50 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)

Serologische Pipetten 1, 5, 10 und 25 ml (Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland)

Tygon®-Schlduche (fir Perfusionspumpe), GroRe 0.110 und 0.081

(Abimed Analysen Technik, Langenfeld, Deutschland)

2.1.2.2. Immunzytochemie

» Deckglaschen 24 x 60 mm Starke 1 (Menzel GmbH, Braunschweig)

* Einmalhandschuhe N-Dex® (Best Manufacturing Company, Menlo GA,
USA)

* Einmal- Pasteur- Pipetten (MAGV, Rabenau, Deutschland)

* Inkubationskésten mit Deckel 20 x 30 x 5 cm (Biochem Instrumente
GmbH, Weilburg, Deutschland)

* Multi-Wellplatten, 12-fach (MAGV, Rabenau, Deutschland)

* Objekttragermappen (MAGV, Rabenau, Deutschland)

» Objekttrager 76 x 26 mm (Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland)

» Pipettenspitzen (verschiedene GroRRen) (Greiner Bio- One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland)

e PS- Ro6hrchen, steril, 15 und 50 ml (Greiner Bio- One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland)

2.1.2.3. Bioassays

Gewebekulturflaschen, steril mit Filter: 50, 75, 250 und 550 ml (Greiner
Bio- One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

Gewebekulturplatte, steril, mit Abdeckplatte, 96K (Greiner Bio- One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

PS- Rohrchen, steril, 3,5; 12; 15 und 50 ml (Greiner Bio- One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland)

Serologische Pipetten, steril, 2, 5 und 10 ml (Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland)
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2.1.3. Chemikalien

« Athanol, vergallt (Schmidt, D-Dillenburg)
« Athanol, unvergallt (Merck, D-Darmstadt)
* Antikdrper:
Primare Antikorper:
Goat-anti-Rat-TNF-a/TNFSF1A (R&D Systems, Inc., Wiesbaden,
Deutschland)
Mouse-anti-CNPase (clone 11-5b) (Sigma Aldrich, Miinchen,
Deutschland)
Mouse-anti-glial-fibrillary acidic protein (GFAP) (Chemicon
International, Inc., Temecula, CA, USA)
Mouse-anti-MAP (2a+2b) (Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland)
Mouse-anti-Rat CD68 (ED-1) (AbD Serotec, Oxford, UK)
Rabbit- anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) (DAKO, Hamburg,
Deutschland)
Rabbit-anti-NOS1 (R-20) (Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland)
Rabbit-anti-NOS2 (M-19) (Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland)
Sekundare Antikorper:
Amca-donkey-anti-mouse IgG (Millipore Deutschland GmbH,
Schwalbach, Deutschland)
Alexa®488-donkey-anti-goat IgG (H+L) (MoBiTec GmbH,
Gottingen, Deutschland)
Alexa®488-donkey-anti-rabbit IgG (H+L) (MoBiTec GmbH,
Goéttingen, Deutschland)
Alexa®488-donkey-anti-mouse IgG (H+L(MoBiTec GmbH,
Gottingen, Deutschland)
Cy3™. donkey-anti-rabbit IgG (H+L) (Dianova, Hamburg,
Deutschland)
Cy3™. donkey-anti-mouse IgG (H+L) (Dianova, Hamburg,
Deutschland)
Cy3 ™.Conjugated Streptavidin (Dianova, Hamburg,
Deutschland)
* Biotin-horse-anti-goat IgG (H+L) (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA)

* Avidin-Biotin- Blocking Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
* B 27 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
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Calciumchlorid (CaCl,) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Citifluor® (Cityfluor LTD, London, UK)

DEA (2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid) (Alexis, Grinberg,
Deutschland)

4°6 — Diamidin — 2 phenylindoldihydrochlorid (DAPI) (Mobitec, Géttingen,
Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland)

Dispase | (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland)

Fetales Kalberserum (FKS) (PAA, Pasching, Osterreich)

Fluorescein Avidin D (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)

Fura-2 Acetoxymethylester (Fura -2- AM) (MoBiTec GmbH, Géttingen,
Deutschland)

Gey’s balanced salt solution (GBSS) (Sigma Aldrich, Minchen,
Deutschland)

D-Glukose (Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland)

L-Glutamat (Monosodium-Salz) (Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland)

L-Glutamin (Biochrom, Berlin, Deutschland)

Hank’s bufferd salt solution (HBSS) (Biochrom, Berlin, Deutschland)

HEPES Natriumsalz (N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-(2-
ethansulfonsaure) (Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland)

Kaliumchlorid (KCI) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Magnesiumchlorid (MgCl,) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriumchlorid (NaCl) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)(Merck, Darmstadt, Deutschland)

Neurobasal-A (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Paraformaldehyd (PFA)(Merck, Darmstadt, Deutschland)

Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutschland)

Phosphate buffered saline tablets (PBS)(Sigma Aldrich, Miinchen,
Deutschland)

Poly-L-Lysin (Biochrom, Berlin, Deutschland)

Steriles Wasser fir die Zellkultur (PAA, Pasching, Osterreich)

Triton X-100 (Sigma Aldrich, D-Minchen) Minchen, Deutschland)

66



2 Material und Methoden

2.1.4. Computerprogramme

« Adobe Photoshop®, Version 5.5 (Adobe Systems GmbH,
UnterschleiRheim, Deutschland)
« Graph Pad Prism®, Version 3.02 (Graph Pad Software, Inc., San Diego,
CA, USA)
* Metafluor- Imaging- Software fir Mikroskope, Version 4.5
(Diagnostic Instruments Visitron Systems GmbH, Puchheim, Deutschland)
« Metamorph®, Version 5.05 (Diagnostic Instruments Visitron Systems,
Puchheim, Deutschland)
« Windows Microsoft Word®, Version 6.0 (Microsoft Corporation, Miinchen,
Deutschland)
« Windows Microsoft Excel®, Version 6.0 (Microsoft Corporation, Miinchen,
Deutschland)
» StatView® (Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA, USA)
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2.2. Versuchstiere

Alle Versuchstiere stammten aus der institutseigenen Zucht. Fir die
Praparation der primaren Zellkultur wurden 4-6 Tage alte Wistar-Ratten beider
Geschlechter verwendet.

Die Aufzucht der Jungtiere in den ersten Tagen bei der Mutter erfolgte in
transparenten Polycarbonat-Kéfigen (Typ IV 38 x59 x 18 cm / Breite x
Tiefe x HOhe) bei 23+1C Raumtemperatur, einer relativen Luftfeuchtigkeit von
50% und einem Beleuchtungsregime von 12:12 Stunden (7:00/19:00 Uhr)
Licht : Dunkel. Als Einstreu wurde Altromin Animal-Bedding verwendet. Wasser
und Futter (Rattenzuchtfutter Altromin) standen den Zuchttieren ad libitum zur
Verfligung.

Alle im Rahmen dieser Dissertation vorgesehenen Tierversuche an Ratten
(Enthahme von Organen hierzu getGteter Tiere) waren lediglich
anmeldepflichtig. Die Anmeldung erfolgte vor dem Beginn der Studie beim

zustandigen Regierungsprasidium Hessen.

2.3. Verwendete Elektrolytlbsungen und Puffer

2.3.1. Losungen zur Zellkulturpréaparation

2.3.1.1. Neurobasal-Medium A

Zur Kultivierung der priméren neuroglialen Zellkultur wurde Neurobasal-A
Medium supplementiert mit B 27 (Endkonzentration 2%), 2100 pg/ml

Penicillin/Streptomycin und 2 mM/I Glutamin verwendet.
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2.3.1.2. Gey's Balanced Salt Solution (GBSS)

Die GBSS wurde mit 5% Glukose versetzt. Dieser Ansatz wurde bis zur
Praparation auf Eis gelagert und mittels einer Kanile, die Uber ein
Schlauchsystem mit einer Carbogen-Flasche verbunden war, oxigeniert. In der
GBSS- Losung wurde das Rautenhirn der Ratte bis zur weiteren

Feinpraparation auf Eis gelagert.

2.3.1.3. Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)

Der HBSS-Puffer wurde vor Praparationsbeginn mit 20mM HEPES versehen.
Dieser Ansatz wurde bis zur Praparation auf Eis gelagert und mittels einer
Kanule, die Uber ein Schlauchsystem mit einer Carbogen-Flasche verbunden
ist, begast.

Nach der Oxygenierung wurde die HBSS zum Ansetzen der Dispase-LOsung
und deren EDTA-haltige Inaktivierungslosung genutzt. AuRerdem diente HBSS
zur Aufbewahrung des frisch préaparierten Area postrema-Gewebes bis zu

seiner Uberfuihrung in die Dispase-Losung.

2.3.1.4. Ansetzen der Dispaseldsung

Ein bei -20 T gelagertes Aliquot der Dispase (Vol. 1 ml) wurde im Heizblock
(37 C) aufgetaut und 2ml HBSS zugefiigt. Die Gebrau chslésung hatte nun eine

Enzymaktivitat von 2 U/ml.

2.3.1.5. Inaktivierungslésung der Dispase

Zur Inaktivierung der kalziumabhangigen Dispase wurde eine 1mM EDTA
HBSS verwendet, die ebenfalls im Heizblock vorher auf 37T angewarmt

wurde.
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2.3.2. Ldsungen fir Kalzium-Imaging Messungen

2.3.2.1. Kalziummesspuffer

Die Zellen der AP wurden wahrend der Imaging-Versuche kontinuierlich mit
Messpuffer superfundiert. Dieser Kalziummesspuffer setzte sich aus folgenden
Bestandteilen zusammen: 5 mM/I HEPES Natriumsalz, 130 mM/I NaCl, 10 mM/I
D-Glukose, 5 mM/I KCI, 1 mM/I MgCl, und 1,25 mM/I CaCl..

2.3.3.4. High-Kalium-Puffer

Die Zellen wurden am Ende eines jeden Imaging-Versuchs mit High-Kalium-
Puffer superfundiert. Dieser diente als Kriterium fir die Beurteilung der Vitalitat
einer neuronalen Zellkultur. Der High-Kalium-Puffer setzte sich aus folgenden
Bestandteilen zusammen: 1,5 mM/I HEPES Natriumsalz, 43 mM/l NacCl,
10 mM/I D-Glukose, 50 mM/I KCI, 1,5 mM/l MgCl, und 1 mM/I CaCl,.

2.3.3. Losungen fir die Immunzytochemie

2.3.3.1. Phosphatpuffer (PB)

Die Basislosung aller Inkubations- und Waschschritte des immunzychemischen
Protokolls stellte ein jeweils frisch angesetzter 0,1 M/l Phosphatpuffer (PB) dar.
Dieser Puffer wurde aus 0,2 M/l Stammlésungen von Dinatriumhydrogen-
Phosphat (NapHPO,) und Natriumdihydrogen-Phosphat (NaH,PO,) in
Reinstwasser hergestellt. Durch Mischen von 720 ml NaH,PO, und 280 ml
NaHPO, erhielt man einen 0,2 M/l PB, welcher durch Zugabe des gleichen
Volumens an Reinstwasser (1l) auf 0,1 M/l verdinnt wurde. Der pH-Wert des
PB wurde unmittelbar nach seiner Herstellung durch Messung kontrolliert und

ggf. auf einen pH von 7,4 korrigiert.
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2.3.3.2. Inkubationspuffer fir immunzytochemische Untersuchungen

Um bei immunzytochemischen Untersuchungen mit Antigen-spezifischen
Antikdrpern/-seren eine erhohte Hintergrundfarbung zu vermeiden, mussten
potenziell unspezifische Antikérperbindungstellen (elektrische Ladungen,
Bindegewebsstrukturen etc.) der neuroglialen Zellkultur abgesattigt werden.
Hierzu wurden dem PBS 10 % fetales Kalberserum (FKS) zugesetzt. Zur
partiellen Permeabilisierung der kultivierten Zellen wurde als Detergens 0,05%
Triton-X-100 hinzugefugt. Die Zellkultur wurde nun fur eine Stunde mit dem
Prainkubationspuffer inkubiert.

2.3.3.3. Inkubationspuffer fir immunzytochemische Untersuchungen

Fir den Einsatz der primaren und sekundaren Antikérper in der
Immunzytochemie der Zellkultur wurde diese zun&chst vorsichtig in einem
Inkubationspuffer gelost. Die Grundlage dafir stellte ebenfalls PBS dar, dem
0,05% Triton-X-100 und 10% FKS zugefuhrt wurden.

2.3.3.4. Avidin-Biotin Blocking Kit

Zur Absattigung potenzieller Avidin — bzw. Biotin - spezifischer Bindungsstellen
in der neuroglialen Kultur wurde jeweils Substanz A (Avidin) und Substanz B
(Biotin) in einer Endkonzentration von 1:20 in einer Endkonzentration in PBS-T

gelost.

2.3.3.5. Paraformaldehydlosung (PFA 4 %)

Zur Fixierung der priméaren Zellkultur wurde eine jeweils frisch angesetzte 4%
PFA-L6sung benutzt, deren fixierende Wirkung v.a. auf der Kreuzvernetzung
reaktiver Gruppen in Polypeptidketten von Proteinen beruht. Eine

entsprechende Menge des pulverformigen Paraformaldehyds wurde dabei unter
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dem Abzug abgewogen und unter Rihren bei 60 T in P B gel6st. AnschlielRend
wurde die Loésung mit Hilfe eines Faltenfilters (@ 240 mm) filtriert und auf 4 C

gekihlt. Das PFA wurde vor jedem Versuch frisch angesetzt.

2.3.4. Ldsungen fir die Zytokin-Bioassays

2.3.4.1. Verwendete LOsungen fir den TNF- a Bioassay und das

Passagieren der WEHI-Zelllinie

Zur Messung der TNF-a Werte im Zellkulturiberstand wurde ein im Institut
etablierter Bioassay verwendet. Fur diesen Assay wurden WEHI-Zellen
verwendet. Der Name der Zelllinie steht fur: Walter and Elizabeth Hall Institute.
Es handelt sich um eine murine Fibrosarkom-Zelllinie 164 Subklon 13. Diese
Zelllinie wird von der ,American Tissue Culture Collection* (ATCC) unter der
Bezeichnung CRL 1751 gefuhrt. Die Zellen stammen aus einem kinstlich
induzierten Fibrosarkom der Balb/c-Mause. Dazu wurde dieser Mauslinie die
Substanz Methylcholandren subkutan injeziert. Aus den entstandenen
Fibrosarkomzellen wurde der o.g. Subklon isoliert, der auf3erst empfindlich

gegeniber TNF reagiert (Espevik & Nissen-Meyer, 1986).
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Reagenzien Zusammensetzung Hersteller

Zellkultur- und Assay- 500 ml RMPI-Medium | Rothwell Park

55 ml FKS Memorial Institute
Medium (fetales Kalberserum) | Medium 1640,

5 ml Penicillin/ Fa. Life Technologies

Streptomycin Paisley, Scotland

5 ml Glutamin

50 pl TNF (100 pg/ml) | Referenz- Code
89/548,

National Institute

_ for Biological Standards
Qualitatskontrollen QK 1:500 pl TNF and Control (NIBSC)
(10 pg/mi) Potters Bar,

GrolRRbritanien

TNF-Standard

QK 2:500 pl TNF
(25 pg/ml)

MTT (3-[4,5-Dimethyl- 0,1g MTT in 20 ml PBS SIgma-A|dr|Ch

Chemicals
Thiazol-2yl] 2,5- St. Louis, MO, USA
Diphenyl-Tetrazolium-
Bromid)-L6sung
Actinomycin D Stammadsung 1 mg/mi
(Zytostatikum)
Isopropanol/ 4 ml 2NHCI Merck,
HCI-L6ésung 196 ml Isopropanol D-Darmstadt

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien fir den TNF- o Bioassay
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2.3.4.2.

Passagieren der B9-Zellinie

Verwendete Losungen fur den IL-6 Bioassay und das

Zur Messung der IL-6 Werte im Zellkulturiberstand wurde ebenfalls ein im
Institut etablierter Bioassay verwendet. Fur diesen Assay wurden B9-Zellen
verwendet. Diese Zelllinie wurde 1986 von Lansdorp et al. (Lansdorp et al.,
1986) entwickelt. Dazu wurde in die Bauchhéhle von Balb/c-Mausen Pristane
(2,6,10,14-Tetrapentylpentacane) injiziert. Die enthommenen Milzzellen der so
behandelten Tiere wurden mit Hybridplastozytomzellen (Sp2/0Ag14) fusioniert.
Daraus entstand dann die Hybridioma- Zellinie B 13.29. Die in unserem
Bioassay verwendete B9-Zelllinie ist ein Subklon dieser Zelllinie. Ihre Sensivitat
gegenuber IL-6 ist so hoch, dass sogar der Nachweis von bioaktivem IL-6 eines

einzelnen menschlichen Monozyten moglich wéare.

Reagenzien

Zusammensetzung

Hersteller

Zellkulturmedium

45 ml RMPI-Medium

4 ml FKS

(fetales Kalberserum)
65 ul Gentamycin

0,5 ml Glutamin

125 pl Mercaptoethanol
500 L.U./ml
Recombinant-human-
IL-6

Rothwell Park
Memorial Institute
Medium 1640,

Fa. Life Technologies
Paisley, Scotland

Assay-Medium

45 ml RMPI-Medium

4 ml FKS

(fetales Kalberserum)
65 ul Gentamycin

0,5 ml Glutamin

125 pl Mercaptoethanol

Rothwell Park
Memorial Institute
Medium 1640,

Fa. Life Technologies
Paisley, Scotland

IL-6-Standard

500 I IL-6 (50 1U/ml)

Referenz- Code
89/548,
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Qualitatskontrollen

QK 1:500 pl IL-6
(10 1U/ml)

QK 2:500 pl IL-6
(25 1U/ml)

National Institute

for Biological Standards
and Control (NIBSC)
Potters Bar,
Grol3britanien

MTT (3-[4,5-Dimethyl-
Thiazol-2yl]
Diphenyl-Tetrazolium-

Bromid)-L6sung

2,5-

0,1g MTT in 20 ml PBS

Sigma-Aldrich
Chemicals
St. Louis, MO, USA

Isopropanol/
HCI-Ldsung

4 ml 2NHCI

196 ml Isopropanol

Merck,
D-Darmstadt

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien fur den IL-6 Bioassay
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2.3.5. Verwendete PAMPs und Zytokine

2.3.5.1. Verwendete PAMPs

Substanz Verwendete Dosis Hersteller
LPS (Lipopolysaccharid), | 100 pg/ml Medium Sigma-Aldrich,
Escherichia coli, (Minchen, Deutschland)

Serotyp O111:4B

MDP (N-acetyl-muramyl- | 100 pg/ml Medium ICN Biomedicals Inc.,
L-alanin-D-isoglutamin) (Aurora, OH, USA)
Gram-positive Bakterien

FSL-1 (Fibroblasten-| 100 pg/ml Medium Emc microcollections
stimulierendes GmbH,

Lipopeptid-1), synthetisch (Tuttlingen, Deutschland)
hergestellt

PI:PC 100 pg/ml Medium Sigma-Aldrich,
(Polyriboinosin- (Minchen, Deutschland)

Polyribocytosinsaure)
synthetisch hergestellt

Tabelle 4: Verwendete PAMPs zur Stimulation der priméaren Zellkultur der AP

* Lipopolysaccharid (LPS)

Das in den Versuchen verwendeten LPS stammte von Escherichia coli Serotyp
0111:4B (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) und besteht aus einem
zweifach phosphorylierten Glucoseaminyl-b-1,6-glucosamin-disaccharid, sechs
ungesattigten Fettsduren und drei Alkyloxyalkylgruppen bestimmter Lange und
Position.

Das pulverformige LPS wurde in sterilem PBS in einer Konzentration von 1

mg/ml geldst und bis zum Versuchsbeginn bei — 40C gelagert. Fur das

76




2 Material und Methoden

Kalzium-Imaging wurde dann diese Stammlésung direkt in die Messkammer
gegeben, so dass nach der Vermischung mit dem Messpuffer eine
Konzentration von 100 pg/ml entstand. Zur Stimulation der primaren
neuroglialen Zellkultur far die Immunzytochemie und die Zytokinmessungen
wurde die aufgetaute Stammlésung soweit mit Zellkulturmedium verdiinnt, dass
man eine Konzentration von 100 pug LPS /ml Zellkulturmedium erhielt. Fur alle
Versuche, bei denen die Zellkultur tber Nacht mit LPS vorinkubiert wurde,
wurde jedoch eine Konzentration von nur 10 pg/ml LPS eingesetzt, um

zytotoxische Effekte zu vermeiden.

e Muramyldipeptid (MDP)

Das pulverférmige MDP (Abbildung 10)wurde in PBS in einer Konzentration von
1 mg/ml geldst und bis zum Versuchsbeginn bei — 40°C gelagert. Fur das
Kalzium-lmaging wurde dann diese Stocklosung direkt in die Messkammer

gegeben, um eine Endkonzentration von 100 pg/ml MDP zu erhalten.

CH,O0H
H
= H, OH
H 4
HO T

H NHCOCH;

CH3CH-C0-NH-({H-CO-NHCH—CPNH;
CH; (CH3),-COOH

Abbildung 10: Strukturformel des MDP (N-Acetylmuramyl-L-alanin-D-Isoglutamin)
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» Fibroblasten-stimulierendes Lipopeptid-1 (FSL-1)

FSL-1 (Abbildung 6) besitzt zwei durch Esterbindungen verbundene Fettsauren
und einen freien N-terminus. Sein hydrophober Charakter entsteht, da die letzte
Aminosaure seines Peptidrests Phenylalanin ist (Okusawa et al., 2004). Bei
dem in unseren Versuchen verwendeten FSL-1 von der Firma emc
microcollections GmbH (Tuttlingen, Deutschland) handelt es sich um ein
Gemisch aus RR und RS Stereoisomeren.

Das pulverformige FSL-1 wurde in PBS in einer Konzentration von 1 mg/ml
geldst und bis zum Versuchsbeginn bei — 40C gelage rt. Fur das Kalzium-
Imaging wurde dann diese Stocklésung direkt in die Messkammer gegeben, so
dass sich nach der Vermischung mit dem Messpuffer eine Konzentration von
100 pg/ml entstellte. Zur Stimulation der primaren neuroglialen Zellkultur fur die
Immunzytochemie und die Zytokinmessungen wurde die aufgetaute
Stocklésung mit Zellkulturmedium so verdinnt, dass man eine Konzentration

von 100 pg FSL-1 /ml Zellkulturmedium erreichte.

* Polyriboinosin-Polyribocytosinséure (P1:PC)

Das in den Versuchen eingesetzte PI:PC stammte von Sigma-Aldrich
(Munchen, Deutschland) und wurde genau wie die vorher beschriebenen
Pyrogene in einer Konzentration von 1 mg/ml in PBS gel6st und bei — 40C
eingefroren. Eingesetzt fur samtliche Versuche wurde es dann in einer

Konzentration von 100 pg/ml.
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2.3.5.2.  Verwendete Zytokine

e Tumor Nekrose Faktor- o (TNF-a)

Bei dem fur unsere Versuche verwendeten TNF-a handelte es sich um ein 17
kDa schweres Ratten-spezifisches rekombinantes Zytokin, das aus E.coli
gewonnen wurde (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland).

Das lyophilisierte TNF-a wurde sofort nach der Lieferung auf Trockeneis in
einer Konzentration von 40 pug/ml in PBS geldst und bei — 55T eingefroren. Fir
die Ratio-Imaging-Versuche wurde die Substanz dann wieder aufgetaut und als
Boluszugabe auf die Zellkultur gegeben, so dass nach der Vermischung mit
dem Messpuffer eine Konzentration von 4 pg/ml TNF-a in der Messkammer
vorlag. Diese Konzentration wurde anhand von zahlreichen Vorversuchen
ausgewahlt, in denen die Reaktivitat primarer AP-Zellkulturen auf verschiedene

Dosierungen an TNF-a getestet wurde.

* Interleukin-1 B (IL-1B)

Bei dem hier verwendeten Ratten-spezifischen IL-13 handelte es sich um ein
17,3 kDa schweres Molekul, welches aus E.coli gewonnen wurde (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland). Vor dem Einsatz als Agonist furs Kalzium-Imaging,
wurde es nach dem gleichen Protokoll wie TNF-a in PBS gel6st und bis zum
Versuch bei — 55T eingefroren. Seine Endkonzentration fur die
Versuchsdurchfihrung von 4 pg/ml wurde ebenfalls durch Vorversuche zur

Dosisfindung ermittelt.
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2.3.5.3. Der NO-Donor DEA (2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid)

NO agiert im Organismus als atypischer Neurotransmitter- oder Modulator. Bei
DEA handelt es sich um einen hochpotenten NO-Donor (Feil et al., 2002).

Das pulverformige DEA stammte von der Firma Alexis (Griinberg, Deutschland)
und wurde im DMSO (Dimethyl-Sulfoxid) als Stockldsung in einer Konzentration
von 10 mM gelést. Da NO eine sehr volatile und lichtempfindliche Substanz ist,
musste es nach dem Auflésen schnell in einem lichtgeschitzten Gefald bei —
23T eingefroren werden. Fir die Messungen der intrazellularen Kalzium-
Konzentration wurde es dann erst unmittelbar vor jedem Versuch aufgetaut und
als Bolus-Applikation in die Messkammer gegeben, so dass dort eine
Konzentration von 1 mM DEA Messpuffer vorlag. Diese Dosierung wurde in
Vorversuchen ermittelt und in vergleichbaren Untersuchungen unserer

Arbeitsgruppe bereits erfolgreich eingesetzt.
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2.4. Methoden

2.4.1. Primére Zellkultur der Area postrema

2.4.1.1. Vorbereitung und Beschichtung der Zellkulturkammern

Um ein optimales Wachstum der neuroglialen Zellkultur zu erreichen, mussten
die Zellkulturkammern entsprechend vorbereitet werden. Als Grundflache dieser
Kammern dienten Objekttrager aus Glas bzw. spezielle CELLocate® glass
coverslips, auf denen ein Koordinatensystem zur genauen Lokalisierung
einzelner Zellen aufgebracht war. Glas eignete sich aufgrund seiner
Oberflachenbeschaffenheit und seiner elektrischen Ladung optimal zur
Anheftung und fur das Wachstum einzelner Zellen. Darlber hinaus eignete sich
Glas wegen seiner optischen Eigenschaften hervorragend fir die Methode des
Kalzium-lmagings (Freshney, 1990). Um die Ratio-Imaging-Studien zur
Messung der [Ca?']i durchfithren zu kénnen, muss die Adhasionsmatrix der
Zellen eine Durchlassigkeit fir monochromatisches Licht entsprechender
Wellenlange bei vernachlassigbarer optischer und chromatischer Abberation
verfugen. Die Deckglaschen bzw. ,glass coverslips“ wurden auf die Unterseite
von wieder verwertbaren Flexiperm®-Mikrokammern gelegt, wo sie sich fest
anhefteten. Uber Nacht wurde der Boden dieser Kammern dann mit Poly-L-
Lysin (0,1 mg/ml) bei 4T beschichtet, was ein Anwachsen der Zellen
begilnstigte. Vor dem ,Aussdhen” der Zellsuspension war es jedoch wichtig,
das Poly-L-Lysin mit sterilem Wasser wieder herunter zu waschen, da der
direkte Kontakt der Zellen mit Poly-L-Lysin zu einer Schadigung der
Zellmembran gefuhrt hatte. Die Kulturkammern wurden nun unter der Sterilbank

getrocknet und bis zur Beflllung im Brutschrank auf 37<C vorgewarmt.
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2.4.1.2. Préaparation der Area postrema

Die Praparation der Area postrema erfolgte unter annahernd sterilen
Bedingungen; es wurden hitze- oder ethanolsterilisierte Instrumente dazu
verwendet. Die 4-6 Tage alten neonatalen Wistar-Ratten wurden mit einer
Schere dekapitiert. Danach wurde die Kopfhaut mit einem Skalpell
ellipsenféormig inzisiert und mit einer chirurgischen Pinzette abprapariert.
Nachdem die Schéadeldecke vorsichtig mit einer kleinen Schere durchtrennt
wurde, konnte diese abgehoben werden. AnschlielBend wurde das komplette
Gehirn unter Schonung des Hirnstammes aus dem Schadel extrahiert. Der
Hirnstamm und das anhaftende Kleinhirn wurden nun mit einem sauberen
Skalpell vom Grof3hirn abgetrennt und bis zur Feinpraparation in 3 cm grof3en
Perischalen, gefullt mit oxygeniertem GBSS-Puffer, auf Eis gelagert.

Unter einem Binokular wurde anschlieRend die Area postrema, die in
Nachbarschaft zum Nucleus tractus solitarius als feine membranahnliche
Struktur der Medulla oblongata aufsitzt, lokalisiert. Mit einer feinen Augenschere
wurde nun die AP sorgfaltig vom umliegenden Gewebe abgetrennt und in eine
Petrischale geflllt mit HBSS-Puffer Uberfihrt und bis zur enzymatischen

Behandlung auf Eis gelagert.
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Abbildung 11: Die Abbildung zeigt die topographische Lage der AP der Ratte im
Querschnitt des Hirnstammes (modifiziert nach ,The Rat Brain*, G. Paxinos & C.
Watson, 5th Edition, 2005).

2.4.1.3. Weiterverarbeitung des Gewebes

Nachdem die Gewebestiicke der Area postrema aller Tiere sauber prapariert
waren, wurden diese aus der HBSS-geflillten Petrischale mit einer 10 ml
serologischen Pipette in ein 15 ml Réhrchen tberfihrt. AnschlieRend folgte eine
Zugabe von ca. 2 ml Dispase (2 U/ml) gel6st in oxygeniertem HBSS-Puffer. Die
enzymatische Inkubation erfolgte nun fur 45 Minuten im Warmeblock bei 37C
unter Zufuhr von Carbogen. Durch diese enzymatische Behandlung wurde das
Gewebe teilweise aufgelést, ohne dass es dabei zu nennenswerten
Schadigungen der Zellmembran kam (Frangakis et al., 1982; Frangakis &
Kimelberg, 1984; Gebke et al., 2000).

Um die Dispase zu inaktivieren, wurde nun das Gewebe zweimal mit EDTA
(ImM), geldst in HBSS-Puffer, gewaschen. Im Anschluss daran folgten drei
weitere  Waschschritte mit Neurobasal-A-Medium. Eine mechanische
Dissoziation wurde dann ebenfalls in 2 ml Neurobasal-A-Medium durchgefihrt.
Hierzu wurden die Gewebefragmente solange durch die Offnung einer 1 ml
Eppendorf-Pipette gesogen, bis das Gewebe nahezu vollstandig dissoziiert war.
Als Anhaltspunkt fir den Grad der Dissoziation wurden das Fehlen sichtbarer
Gewebefragmente sowie eine milchige Tribung der Losung gewahlt. Wahrend
der mechanischen Behandlung musste darauf geachtet werden, dass keine
gewebsschadigenden Luftblasen entstanden.

AbschlieRend wurde die  Zellsuspension auf die vorbereiteten
Zellkulturkammern verteilt (300 pl/Kammer). Die Kammern wurden im
Brutschrank bei 37<C, einer CO 2—Konzentration von 5% und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit gelagert. Erst am darauffolgenden Tag erfolgte ein Wechsel des
Kulturmediums unter der Sterilbank. Bis dahin hefteten sich die vitalen Zellen
erfahrungsgemall am Boden des Kulturgefal3es an. Nichtvitale Zellen und

Zelltrimmer, die im Kulturiiberstand vorhanden waren, wurden bei diesem
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Wechsel des Mediums gleichzeitig abgesogen. Der Austausch des Neurobal-A-
Mediums erfolgte dann im zweitdgigen Wechsel.

Nach einer Wachstums- und Differenzierungszeit von 4-5 Tagen im Brutschrank
standen die Zellen fir funktionelle Untersuchungen zur Verfiigung.

2.4.2. Messung der intrazellularen Kalziumkonzentration mittels

Ratio-Imaging-Technik

2.4.2.1. Grundlagen der Ratio-Imaging-Technik

Die Ratio-lmaging Technik bietet die Madglichkeit, die intrazellulare
Konzentration freier Kalziumionen ([Ca®'];) kontinuierlich zu messen (Baylor &
Hollingworth, 2000). Damit stellt die Methode eine effiziente Mdglichkeit zur
Untersuchung der transmitterinduzierten, intrazellularen Signaltransduktion in
lebenden  Zellen wie Neuronen, Astrozyten, Mikrogliazellen oder
Oligodendrozyten dar (Jurzak et al., 1995a; Gebke et al., 2000).

Um Anderungen der [Ca*"]; messen zu kénnen, macht man sich selektive, Ca*-
chelierende Fluoreszenzfarbstoffe zunutze (Moreton, 1994). Die Entwicklung
der ersten Farbstoffe dieser Gruppe gelang Roger Tsien (Tsien, 1980). Das
Aquorin der Leuchtqualle war der erste, wissenschaftlich in der
Muskelforschung eingesetzte Kalziumindikator zur Messung der intrazellularen
Kalziumkonzentration. Heute steht eine groRe Anzahl selektiver
Fluoreszenzindikatoren  zur  Kalzium-Messung zur  Verfligung, wie
beispielsweise Derivate des Kalziumchelators EGTA (z.B. Quin-2, Indo-1, Fura-
2), des Fluoresceins (z.B. Fluo-3) oder des Rhodamins (z.B. Rhod-2)
(Grynkiewicz et al., 1985).

Die Farbstoffe werden in zwei grol3e Gruppen unterteilt: Die Wellenlangen-
stabilen (wavelength stable) und die Wellenlangen-andernden (wavelength
shifting) Fluoreszenzfarbstoffe. Bei den Wellenlangen-stabilen
Fluoreszenzindikatoren, wie z.B. Quin-2, andert sich durch Kalziumbindung nur
die Emissionsintensitat, das Exzitations- und Emissionsspektrum aber bleiben
konstant. Mitglieder der Gruppe der Wellenlangen-andernden Farbstoffe &ndern
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nach Kalziumbindung entweder ihre Exzitations- oder ihre Emissionsspektren
(Ross, 1989; Tsien, 1989; Moreton, 1994) und erwiesen sich deshalb als
besonders geeignet fur die intrazellulare Kalzium-Konzentrationsmessung. Zu
den Wellenlangen-andernden Fluoreszenzindikatoren gehort auch das in dieser
Arbeit eingesetzte Fura-2 (Abbildung 13), dessen Exzitationsspektrum sich
nach Kalziumbindung &ndert (Tsien, 1986; Roe et al., 1990). Das
Anregungsoptimum des freien, polyanionischen Indikators Fura-2 liegt bei
363 nm, der mit Kalzium gesattigte Farbstoff dagegen wird maximal durch Licht
einer Wellenlange von 340 nm angeregt. Das Emissionsmaximum bleibt mit
etwa 510 nm konstant (kalziumfreies Fura-2 512 nm, kalziumbindendes Fura-2
505 nm) (Abbildung 12) (Tsien, 1986). In der Praxis wird zur Messung der
Fluoreszenzintensitat des kalziumfreien Farbstoffes allerdings nicht die
optimalen Anregungswellenlange von 363 nm benutzt, sondern Licht einer
Wellenlange von 380 nm. Der Grund hierfur ist, dass eine Wellenlange von
363 nm sehr nahe am sogenannten isoemissiven Punkt des Fura-2-
spezifischen Spektralverhaltens liegt, bei dem die Fluoreszenzintensitat des
Fura-2 unabhangig von der Kalziumkonzentration immer gleich ist (Abbildung
12). Bei einer Anregungswellenlange (ARW) von 380 nm ist dagegen die
Differenz der Fluoreszenzintensitat fur kalziumfreies und —gesattigtes Fura-2
am grofiten.

Bei der Ratio-Imaging Technik wird der Quotient (Ratio) aus den gemessenen
Emissionsintensitaten bei den beiden ARWs 340 und 380 nm gemessen.
Dieser Quotient spiegelt das Verhaltnis von gebundenem zu freiem Indikator
wieder (Tsien, 1986).

Gemald des Massenwirkungsgesetzes verhalt sich die Ratio proportional zur
Konzentration des vorhandenen freien bzw. gebundenen Kalziums. Aus der im
Versuch gemessenen Ratio [Emission (340 nm) / Emission (380 nm)] kann mit
Hilfe folgender Gleichung die absolute, intrazellulare Kalziumkonzentration

berechnet werden (Grynkiewicz et al., 1985):
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(R - Rmin) Sf2
[Ca®]=KD x 00000 x OO0
(Rmax - R) Sb2

Formellegende:

KD = Dissoziationskonstante des Fura-2 fur Calcium

R = gemessene Ratio (Emission bei 340 nm ARW / Emission bei 380 nm ARW)
Rmin = Ratio bei kalziumfreiem Fura-2

Rmax = Ratio bei kalziumgesattigtem Fura-2

St, = Emissionswerte des kalziumfreien Fura-2 bei einer ARW von 380 nm

Sp2 = Emissionswerte des kalziumgesattigten Fura-2 bei einer ARW von
380 nm

isoemissiver Punkt
(360 nm)

/2

Fluoreszenzintensitat

017

I ]
250 300 350 400 450
Anregungswellenldnge (nm)

Abbildung 12: Exzitationsspektren von Fura-2

Das Diagramm zeigt die Fluoreszenzintensitat (Emissionswellenlange 510 nm) von Fura-2
in Abhangigkeit von der Anregungswellenlange (nm) in Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen an freien Calciumionen ([Ca 2+]frei (uM)).

Kurve 1: das gesamte Fura-2 ist mit Calcium gesattigt; Emissionsmaximum bei 340 nm

Kurve 2: das gesamte Fura-2 liegt Calcium-frei vor; Emissionsmaximum bei 363 nm

Die Pfeile zeigen die Fluoreszenzintensitaten bei den beiden in der Praxis des Ratio-
Imagings benutzten Anregungswellenlangen von 340 und 380 nm. Hier ist

jeweils die Differenz der Fluoreszenzintensitat fir Ca *_freies und —gesattigtes
Fura-2 am grof3ten.
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In dieser Arbeit wurde aus den gemessenen Ratios allerdings nicht die absolute
Ca®* -Konzentration errechnet, da es ausreicht, die Hohe der Ratioanderung als

Malf fur eine zellulare Aktivierung heranzuziehen.

2.4.2.2. Der Fluoreszenz-Farbstoff Fura-2-Acetoxymethyl(AM)ester

Zur Messung der Anderung intrazellulérer Ca?*-Konzentrationen in Zellen einer
AP-Zellkultur, wurde als Indikatorfarbstoff Fura-2 gewahlt. Dieser Farbstoff
ermoglichte es, etwaige Veranderungen der intrazellularen
Kalziumkonzentration ([Ca®']) nach externer Stimulation mit PAMPs oder
proinflammatorischen Zytokinen zu messen.

Fura-2 ist ein stark negativ geladenes Molekiil, welches nicht in der Lage ist, die
Zellmembran zu permeieren. Um eine Farbstoffbeladung der zu
untersuchenden Zellen ohne Schéadigung der Zellmembran zu ermdéglichen,
wurden Acetoxymethylesterderivate der Fluoreszenzindikatoren entwickelt
(Abbildung 13). Diese hingegen permeieren leicht die Zellmembran, da sie
lipophil sind, kénnen aber keine Ca?*-lonen binden. Innerhalb der Zelle wird der
Fura-2 Acetoxymethylester durch zytoplasmatische Esterasen hydrolysiert. Da
das Fura-2 Molekul nun membranimpermeabel ist, ist der Farbstoff sozusagen
in der Zelle ,gefangen® (Poenie & Tsien, 1986). Zudem kann nur die aktive
(hydrolysierte) Form des Fura-2 zweiwertige Kationen wie freies Ca*" in der

Zelle binden.
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?*”“”EF Inyp:

Abbildung 13: Strukturformel des Fura-2 Acetoxymethylester (Fura-2 AM). Die grau
hinterlegten Bereiche des Molekills werden in der Zelle durch zytoplasmatische
Esterasen abgespalten. Fura-2 wird so membranimpermeabel, und kann auRerdem als

aktive Form lonen binden.

Um die zu untersuchenden Zellen der primaren Zellkultur der Area postrema mit
Fura-2 zu beladen, wurde die Zellkulturkammer mit prapariertem Neurobasal-A-
Medium geflllt, welches 2uM Fura-2 AM enthielt. Das pulverférmige Fura-2
wurde dazu vorher in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost und als 1 mM
Stammlosung bei — 24T gelagert. Wahrend der 45-min dtigen Inkubation der
Zellen im gewohnten Milieu im Brutschrank bei 37T, erfolgte die zellulare
Aufnahme des Indikators. Im Anschluss an die Inkubation wurde nun das
Uberschissige Fura-2 durch dreimaliges Waschen mit Messpuffer entfernt. Um
das CELLocate® glass coverslip mit den adharierten  Zellen in die
Messkammer  einzuspannen, musste  zunadchst  die Flexiperm®-
Kammerwandung vorsichtig mit einer Pinzette entfernt werden. Das runde
CELLocate®-Glaschen wurde dazu auf die mittige Offnung einer Stahlscheibe
gelegt, welche die Basis der Messkammer bildete. Zur Befestigung des
CELLocate®-Glaschens wurde ein Teflonring, der gleichzeitig die Au3enwand
der Messkammer bildete, mit vier Schrauben auf der Scheibe fixiert. Die
Messkammer konnte nun in die dafir vorgesehene Offnung des Objekttisches

des Mikroskops eingesetzt werden (Abbildung 14). Nach der Montage der
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Messkammer wurde diese sofort mit 900 pl Messpuffer befillt [RT]. An die
Messkammer wurden Zu- und Abfluss einer Schlauchpumpe in Form von
gebogenen Kanulen angeschlossen, welche eine permanente Perfusion der zu
untersuchenden Zellen gewéhrleisten sollten. Dabei war die Kanile, Uber die
der Messpuffer in die Kammer geleitet wird, so angebracht, dass sie bis zum
Boden der Kammer reichte, die Kanule fur den Abfluss aber lediglich die
Flissigkeitsoberflache berihrte. Mit Hilfe einer Schlauchpumpe wurde
Messpuffer mit einer Flussrate von 2 ml/min durch die Messkammer geleitet, so
dass eine konstante Fullung der Messkammer und ein kontinuierlicher
Pufferwechsel bei minimaler Turbulenz gewahrleistet waren.

Die Zellen wurden nun fur 10 Minuten mit Messpuffer superfundiert, um den

Uberschissigen Fluoreszenzfarbstoff herunter zu waschen.

Schlauchpumpe

—— - : : :
Applikationsspritzen

| T

If _\\ Messpuf_‘fer- / 5\ Abfall
\ Reservoir | 'n

| \ ' \

Abflufl Messkammer ZufluBl

—— = —_— =T

| - .
Grundplatte Deckglas mit Zellen

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Messkammer und Apparatur zur Perfusion
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Die Kulturen fur die LPS-Toleranzversuche wurden vor dem Versuchstag fir 18
Stunden mit dem jeweiligen PAMP vorstimuliert. Hierzu wurden die Kulturen mit
LPS, MDP oder FSL-1 (jeweils 10 pg/ml), gelost in Kulturmedium, im
Brutschrank bei 37C (5% CO 2, 95% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Anschliel3end

erfolgte die Beladung mit Fura-2 wie oben beschrieben.

2.4.2.3. Der Imaging-Messstand

Da der eingesetzte Fluoreszenzindikator Fura-2 durch Kalziumbindung sein
Exzitationsspektrum &ndert, wurde zur Messung monochromatisches Licht der
Wellenlange 340 nm und 380 nm benétigt. Das Licht in der bendtigten
Wellenlange wurde erzeugt, indem das Licht einer 100 Watt Quecksilberlampe
abwechselnd durch zwei unterschiedliche Filter eines rotierenden Filterrads
strahlte. Mit Hilfe des von einer Steuereinheit regulierten Shutters wurden die
Zellen vor Hitze und dem sog. Photo bleaching geschutzt. Uber die Kamera
konnten die Belichtungszeit sowie die zeitlichen Abstdnde zwischen den
Belichtungen reguliert werden. Das aus dem Filterrad austretende Licht der
entsprechenden  Anregungswellenlangen  wurde in ein inverses
Fluoreszenzmikroskop geleitet. Im Mikroskop wurde das Licht durch einen
dichromatischen Spiegel abgelenkt und durch ein Fluoreszenzobjektiv
(VergroRerungsfaktor 30x) in die Messkammer geleitet, wo es das Fura-2 zur
Fluoreszenz anregte. Das vom Fura-2 emittierte Licht gelangte von der
Messkammer aus wieder durch das Objektiv, durch einen Sperrfilter (515 nm)
und Uber den dichromatischen Spiegel in eine CCD-Restlichtkamera. Die bei
den beiden unterschiedlichen  Anregungswellenlangen  (340/380 nm)
dokumentierten Bilder wurden mit Hilfe der systemeigenen Software
guantifiziert. Bei den daraus resultierenden Werten wurde der Quotient
(Emission bei 340 nm ARW / Emission bei 380 nm ARW) gebildet, welcher im

Folgenden als ARatio angegeben wird.
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2.4.2.4. Versuchsdurchfiihrung

Jede Versuchsreine wurde mit Zellen aus mehreren Praparationen
durchgefuihrt. Damit sollte erreicht werden, dass jeweils Zellen von
unterschiedlich alten Tieren (4-6 Tage) aus verschiedenen Wiirfen untersucht
wurden, um individuelle Unterschiede auszugleichen.

Mit Hilfe des Durchlichtbildes wurde ein Bereich auf dem Raster der
CELLocates® ausgesucht, in dem die Zellen nicht zu dicht lagen und
morphologisch einwandfrei erschienen. Eine erfolgreiche Beladung der Zellen
mit Fura-2 wurde dagegen mit dem Fluoreszenz-Filter (ARW 340 und 380 nm)
kontrolliert. Mit dem selben wurde anschlieBend auch durch manuelles Offnen
des Shutters jede einzelne zu untersuchende Zelle als ,region of interest”
markiert und automatisch nummeriert. Die gemessene ARatio in einem
markierten Bereich konnte so exakt einer einzelnen Zelle zugeordnet werden
und diente dementsprechend als Kriterium flr eine Reaktion dieser Zelle auf
den vorausgegangen Stimulus.

Die zur Stimulation verwendeten Substanzen wurden vorher bei — 45T
aufwahrt und unmittelbar vor den Versuchen auf Eis gelagert. Je nach
Konzentration der einzelnen Stocklésungen wurden diese zum Teil mit
Messpuffer bis zur gewiinschten Endkonzentration verdunnt.

Die Applikation der Substanzen erfolgte auf zwei unterschiedliche Weisen: In
den meisten Fallen wurde die zu testende Substanz als 100 ul- Bolus mit einer
Pipette direkt in die Messkammer appliziert. Durch dreimaliges Aufziehen und
Zurlckpipettieren wurde eine Durchmischung der Ldsungen mit dem
Messpuffer erzielt. Vor der Applikation wurde die Perfusion der Messkammer
gestoppt, um ein Abflielen der Losung zu verhindern. Vor der eigentlichen
Stimulation erfolgte eine Boluskontrolle, also eine Applikation von 100 pl
Messpuffer als Bolus in die Kammer, um sicher zu stellen, dass eine Reaktion
der Zellen nicht durch Turbulenzen oder andere mechanische Einflisse
aufgrund der Applikation stattfinden konnte. Die zweite Moglichkeit einen
Stimulus in die Messkammer zu geben bestand darin, den substanzhaltigen
Puffer in eine 10 ml Spritze zu pipettieren, die mit einem Schlauchsystem mit

der Messkammer in Verbindung stand. Nach dem Durchmischen der Substanz
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in der Spritze konnte mit einem vorgeschaltetem 3-Wege-Hahn so
umgeschaltet werden, dass nicht mehr Messpuffer, sondern die Substanz aus

der Spritze in die Messkammer geleitet wurde.

2.4.25. Die “Pathogen-associated molecular pattern” (PAMPS) im

Kalzium-lmaging

Substanz Konzentration |Applikations- Stimulationszeit
(tg/ml) Art und -menge

LPS 100 100 pl-Bolus 60 Sekunden

MDP 100 100 pl-Bolus 60 Sekunden

FSL-1 100 100 pl-Bolus 60 Sekunden

Pl:PC 100 100 pl-Bolus 60 Sekunden

Tabelle 5: Verwendete PAMPs zur Stimulation der priméaren Zellkultur der AP im

Kalzium- Imaging

2.4.2.6. Proinflammatorische Zytokine

Substanz Konzentration |Applikations- Stimulationszeit
(tg/ml) Art und -menge

Tumor  Nekrose |4 100 pl-Bolus 60 Sekunden

Faktor- a (TNFa)

Interleukin 13 4 100 pl-Bolus 60 Sekunden

(IL-1B)

Tabelle 6: Verwendete Zytokine zur Stimulation der priméaren Zellkultur der AP im

Kalzium- Imaging
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2.4.2.7. Der NO-Donor DEA

Stickstoff-Monoxid (NO) ist im ZNS sowohl als Neurotransmitter in Neuronen
(Metea & Newman, 2007) als auch in Mikrogliazellen wahrend
inflammatorischer Vorgadnge (Noda et al., 2006) zu finden. In der vorliegenden
Arbeit sollte nun untersucht werden, ob die kultivierten Zellen der Area
postrema durch NO-Zugabe mit einer Erhéhung der [Ca®*]; reagieren. DEA (2-
(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid) stellt einen hochpotenten NO-Donor dar
(Ferrero et al., 1999; Feil et al.,, 2002). Diese Substanz wurde daher fir die
entsprechenden Versuche im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt

Da die NO-Freisetzung von DEA sehr schnell erfolgt, wurde die Stocklésung
(10 mM) erst 1 Minute vor dem Versuch lichtgeschitzt aufgetaut und
unmittelbar als 100 pl-Bolus-Applikation in die Messkammer gegeben, so dass
sich nach der Vermischung mit Messpuffer eine Endkonzentration von 1 mM

einstellte.

2.4.2.8. Kalium

Die Kaliumkonzentration von Neuronen im Zytosol ist deutlich héher als die im
Extrazellularraum. Da die Zellmembran selektiv permeabel fir Kaliumionen ist,
stromen aufgrund des osmotischen Gradienten Kaliumionen aus der Zelle
hinaus. Gré3ere Anionen, fir welche die Zellmembran impermeabel ist, bleiben
im Inneren der Zelle zurtick. Es entsteht ein Membranpotential, welches auf
Zytosolseite negativ polarisiert ist. Dieses elektrochemische Potential verhindert
einen Ausgleich der Kaliumionen-Konzentration.

Eine Erhéhung der extrazellularen Kalium-Konzentration fihrt zu einer
Depolarisierung prasynaptischer Nervenendigungen, in deren Folge es zur
Offnung spannungsabhangiger Kationen-Kanile kommt. Durch diese Kanale
erfolgt dann ein Einstrom von Natrium- und Kalziumionen in die Zelle.

Zum Abschluss jedes Imaging-Versuches wurde als letzter Stimulus Kalium in
einer Konzentration von 50 mM fur 180 Sekunden lber das Schlauchsystem

appliziert. Die Reaktion der Zellen auf Kalium sollte im Rahmen dieser Arbeit
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jedoch nicht auswertet werden. Sie gab lediglich Aufschluss Uber die Vitalitat
der Zellkultur und ermdglichte eine erste Typisierung der untersuchten Zellen,

insbesondere der Neurone.

2.4.2.9. Auswertung

Der Anstieg der [Ca®*);

in den Zellen der Area postrema wurde mit Hilfe eines
bildgebenden, computergestitzen Verfahrens bestimmt. Die Aufzeichnung der
Kalzium-Strome erfolgte in Nicht-Echtzeit auf Einzelzellniveau. Die durch die
CCD-Kamera gemessenen Intensitatswerte der Lichtemission bei 515 nm nach
Anregung einzelner Fura-2 beladener Zellen mit den fur Fura-2 spezifischen
Wellenlangen von 340 und 380 nm wurden wechselweise in den Computer
eingelesen. Wahrend der Stimulation wurden die Fluoreszenz-Intensitaten alle
5 Sekunden gemessen. Eine frequentere Messung war aufgrund der manuellen
Zugabe der Stimuli als Bolus praktisch nicht umsetzbar. Um ein Gbermaliges
Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs zu verhindern, wurde wahrend der
Auswaschphasen nur alle 10 Sekunden gemessen. Der vom Computer
ermittelte Quotient (340 nm/380 nm) wurde in Abh&ngigkeit von der Zeit mit
Hilfe von Windows Microsoft Excel, Version 6.0 in einem Koordinatensystem
aufgetragen. Die gemessenen Werte wurden gespeichert und zur Darstellung in
das Grafikprogramm Graph Pad Prism® exportiert.

Fur jede applizierte Substanz wurde prozentual ermittelt, wie viele der
untersuchten Zellen stimuliert werden konnten. Als positive Stimulation wurden
nur solche Zellen bertcksichtigt, deren ermittelte Ratiodnderung = 0,1 war, um
maogliche physiologische Schwankungen der Baseline auszugleichen. Fir die
reagierenden Zellen der einzelnen Zelltypen wurde der arithmetische Mittelwert
(MW) und der Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.) der Ratiodnderung
berechnet. Die Daten wurden ebenfalls mit Graph Pad Prism® in Form von

Balkendiagrammen dargestellt.
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Die Zelltypisierung der im Kalzium-Imaging gemessenen Zellen erfolgte mit
Hilfe von monoklonalen priméren Antikérpern und Antiseren. Hierbei handelte
es sich um Antikorper gegen MAP2a+b fir Neurone, GFAP (Glial fibrilary
acidic protein) fur Astrozyten, ED1 (CD68) fur Mikrogliazellen und CNPase als
immunzytologischer Marker fir Oligodendrozyten. (Grundlagen der Immun-

zytochemie siehe Kap. 2.4.3.)

Zelltyp Priméarer Konzentration Herkunft
Antikorper
Neurone Mouse-anti- 1:600 Sigma-Aldrich
MAP2a+b (Minchen,
Deutschland)
Astrozyten Rabbit-anti-Glial 1:800 DAKO
Fibrilary Acidic (Hamburg,
Protein (GFAP) Deutschland)
Mikroglia Mouse-anti- 1:2000 AbD Serotec
ED1(CD68) (Oxford, UK)
Oligodendrozyten | Mouse-anti- 1:300 Sigma-Aldrich
CNPase (Minchen,
Deutschland)

Tabelle 7: Ubersicht iiber die eingesetzten primaren Antikbrper zur phéanotypischen

Charakterisierung einzelner Zelltypen

Alle Inkubations- und Waschschritte erfolgten in einer Multiwell-Platte.

Nach Absattigung der unspezifischen Bindungsstellen im Zellkultur-
Inkubationspuffer fir eine Stunde bei RT wurden die Antikérper in ihren
individuellen Verdinnungen (Tabelle 7) in Zellkultur-Inkubationspuffer gelost
und eingesetzt. Nach einer 48-stiindigen Inkubation des primaren Antikorpers
bei 4 T wurden die Ansatze dann 3 mal jeweils 5 Minuten mit PBS-T
gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Zugabe des Sekundarantikorpers fur

weitere 2 Stunden bei RT.
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Sekundarantikorper Verdinnung Herkunft
Alexa®488-donkey-anti- |1:500 MoBiTec GmbH
rabbit IgG (Gottingen, Deutschland)
Alexa®488-donkey-anti- | 1:500 MoBiTec GmbH
mouse IgG (Gottingen, Deutschland)
Amca-donkey-anti-mouse | 1:200 Chemicon International,
IgG Inc.

(Temecula, CA, USA)
Cy3" -donkey-anti-rabbit |1:600 Dianova
fo[€ (Hamburg, Deutschland)
Cy3"-goat-anti-mouse | 1:600 Dianova

fo[€}

(Hamburg, Deutschland)

Tabelle 8: Ubersicht {iber die eingesetzten Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikdrper

Nach der Inkubation mit dem Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikorper

wurden die zellbeladenen CELLocate® Glaschen durch dreimaliges Waschen

fir 5 Minuten mit PBS-T von Uuberschissiger Antikorperlosung befreit.

Anschliel3end wurden diese mit Hilfe einer Pinzette vorsichtig in Aqua bidest.

getaucht, um eine Kiristallisation von Puffersalzen auf der Glasoberflache zu

vermeiden. Zum Schluss wurden auf einen Objekttrager 10 pl Citifluor®

pipettiert und die Glaschen mit ihrer Oberflache nach unten aufgelegt, so dass

die Seite mit den daran festgewachsenen Zellen in Citifluor® eingebettet war.

Mit Hilfe des auf den CELLocate® Glaschen aufgebrachten Rasters konnten

nun die im Kalzium-Imaging markierten ,Regions of interest* einzelnen Zellen

zugeordnet und deren Zelltyp bestimmt werden.
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2.4.3. Immunzytochemie

2.4.3.1. Grundlagen der Immunzytochemie

Die Grundlage der Immunzytochemie ist der zytologische Nachweis der Bildung
eines (sub-) zellular lokalisierbaren Antigen-Antikdrperkomplexes. Unter
Verwendung spezifischer mono- bzw. polyklonaler Antikorper/-seren (meist IgG-
Varianten) konnen antigene Strukturen in Zellen und Geweben lokalisiert
werden (Lane, 1988). Die Determinante des Antigens (AG), an welche der
Antikdrper (Ak) bindet, wird als Epitop, die antigenbindende Doméne des AK als
Paratop bezeichnet (Liddel, 1996).

Der histologische Nachweis von Antigen-Antikorperkomplexen im Gewebe bzw.
in der Zellkultur kann durch unterschiedliche Verfahren erfolgen. Man
unterscheidet direkte und indirekte Markierungsverfahren. Ist der 1. AK z.B.
selbst mit einem visuell detektierbaren Marker verbunden, handelt es sich um
eine direkte Markierung. Wird zur Detektion des primé&ren Antikorpers ein
sekundarer, seinerseits markierter Antikdrper eingesetzt, wird dies als indirekte
Markierung bezeichnet. Als ,Markierungs“-Substanzen auf3er Fluorochromen,
wie in der vorliegenden Arbeit, kbnnen Fluorophore, Enzyme, Radioisotope
oder Metallionen als Marker verwendet werden (Liddel, 1996).

2.4.3.2. Indirekte Immunfluoreszenz

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Fluoreszenzmethode ist die indirekte
Immunfluoreszenz. Hierbei wird ein spezifisches Antigen bzw. Epitop von einem
unmarkierten spezifischen Priméarantikbrper erkannt und gebunden. In einem
zweiten Schritt wird seine F; Region von einem Sekundarantikdrper erkannt,
der an einen fluoreszierenden Farbstoff wie z.B. Fluoreszein oder Rhodamin
gekoppelt ist. Die Lokalisation dieses Komplexes erfolgt dann mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskopes mit geeigneten Filtern. Dazu wird das an den

Sekundarantikorper gekoppelte Fluorophor mit Licht einer geeigneten
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Wellenlange angeregt, worauf durch den Filter langerwellige Strahlung emittiert
wird. Ein Nachteil der Fluoreszenzmarkierung ist, dass Fluorophore bei
Anregung im UV-Bereich relativ schnell ausbleichen; spezielle Einbettmedien
(hier: Citifluor®) verzérgern diesen Vorgang (Janeway C.A., 1997).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde in den meisten Versuchen eine
Dreifachmarkierung, d.h. eine Markierung mit 3 verschiedenen Primar-
antikdrpern, vorgenommen. Vorraussetzung daflir ist, dass alle Primar-
antikorper aus verschiedenen Wirtstieren stammen und die verwendeten
Sekundar-antikérper an unterschiedliche Fluorochrome gekoppelt sind (Harre et
al., 2003; Rummel et al., 2005). Fur den immunzytologischen Nachweis von
TNF-a in aktivierten Mikrogliazellen der AP konnte so z.B. das Signal fur TNF-a
gekoppelt an Cy30 rot, ED1, den Zellmarker fur Mikrogliazellen gekoppelt an
Alexa® Fluor 488 griin und letztlich die Zellkerne mit dem Kernfarbstoff DAPI
blau, dargestellt werden.

Um eine vergleichbare Intensitat der Emission der TNF-a-Markierung zu
erreichen, erfolgte eine Signalamplifikation mittels der Avidin-Biotin-Methode.
Grundlage dieser Methode ist der Einsatz eines biotinylierten
Sekundarantikorpers, der durch Bindung an den Primarantikorper des Ag-Ak-
Komplexes mittels des Biotins zusatzliche potentielle Bindungsstellen fir das
visualisierende Fluorescin-Avidin D bietet und somit das Signal um eine

vielfaches potenziert (Abbildung 15).
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Antigen Primar- 488-gekoppelter Antigen Primér- Biotin- Cy3-
A antiktrper Sekundar- B Antikdrper B gekoppeler  gekoppeltes
(ED-1) Antiktirper (goat-anti- Sekundar-  Streptavidin
A ratTNF-a) Antikorper

Abbildung 15: Prinzip der Doppelmarkierung mittels indirekter Immunfluoreszenz. Die
primaren Antikdrper A (monoclonal mouse-anti-ED1) + B (monoclonal goat-anti-TNF- a)
binden mit ihren F ,, — Fragmenten an die Epitope der Antigene A (ED1/CD68) + B (TNF-  a).
Mit Hilfe eines Fluorochrom (Cy3)-gekoppelten Sekundarantikérpers, welcher gegen das

F. — Fragment des Priméarantikdrpers gerichtet ist, kann dieser Ag-Ak-Komplex sichtbar
gemacht werden. Zur intensiveren Visualisierung des TNF- o wird ein biotinylierter

Sekundarantikdrper verwandt, der durch Streptavidin detektiert werden kann.
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2.4.3.3. Der anti-TNF- a Antikorper

Der anti-rat TNF-a (TNFSF1A)-Antikdrper wurde in Ziegen hergestellt, die mit
rekombinantem TNF-a der Ratte aus E.coli-Stammen immunisiert wurden. Er
bindet an die biologisch aktive Form des TNF-a von Ratten und Mausen und
zeigt laut Hersteller keine Kreuzreaktionen mit TNF-B (Technical Datasheet,
R&D Systems).

2.4.3.4. Der anti-INOS Antikorper

Das als ,atypischer Neurotransmitter” bezeichnete Molekil NO wird von der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) synthetisiert (Bredt et al., 1990; Bult et al.,
1990). Man unterscheidet 3 Formen der NO-Synthase: die neuronale NOS1
(nNOS), die induzierbare NOS2 (iNOS) und die endotheliale NOS3 (eNOS)
(Evans, 1995; Alderton et al., 2001). Die INOS ist ein hochdiffusibles,
kurzlebiges bioaktives Molekul, welches im Organismus von einer Reihe von
Zellen, vor allem aber von Immunzellen, wie z.B. Mikrogliazellen gebildet
werden kann (Dasgupta et al., 2002). Der hier verwendete iINOS Antikérper
wurde im Kaninchen hergestellt und erkennt spezifisch die C-terminale Doméne

der induzierbaren Stickstoff-Monoxid-Synthase.

2.4.3.5. Der anti-nNOS Antikorper

Der hier verwendete anti-nNOS Antikorper ist gegen gereinigte neuronale
Stickstoff Synthase (NNOS/ NOS 1) gerichtet. Er erkennt spezifisch den C-
Terminus von nNOS und kreuzreagiert nicht mit iINOS oder eNOS (Technical

Datasheet, Santa Cruz).
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2.4.3.6. Immunzytochemisches Protokoll

In einer 4-5 tadgigen Wachstumsphase im Brutschrank konnten sich die Zellen
der primaren Zellkultur der Area postrema ausdifferenzieren (Praparation siehe
Kap. 2.4.1.). AnschlieRend wurden diese flir immunzytologische
Untersuchungen rekrutiert. Abhangig davon, welches Signal mit der
Immunfluoreszenzmethode dargestellt werden sollte, wurden die Zellen vorher
mit dem Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer Bakterien, stimuliert. Durch
zahlreiche Vorversuche im Rahmen dieser Arbeit und anderer Arbeiten in
unserem Hause bewéhrte sich fir den immunzytologischen Nachweis von TNF-
a in der Zellkultur eine Inkubationszeit von 180 Minuten und fur den Nachweis
von iINOS eine Inkubationsdauer von 360 Minuten mit LPS. Das LPS wurde
dazu in Zellkulturmedium in einer Konzentration von 100 pg/ml geldst und die
Kulturen wurden im gleichen Milieu, indem auch ihr Wachstum stattfand,
inkubiert (37C, 5% COz2 95% Luftfeuchtigkeit). Eine Vorstimulation mit PAMPs
zum Nachweis der neuronalen NOS war nicht notig, da diese von nitrergen
Neuronen konstitutiv exprimiert wird (Bredt et al., 1990).

Parallel zu allen mit LPS stimulierten Primarkulturen wurden jeweils auch
unstimulierte Kontrollen der gleichen Praparation angefertigt. Diese wurden fur
die gleiche Zeit wie die Proben nach 3-maligen Waschen mit Neurobasal-A-
Medium lediglich mit demselben inkubiert.

Waren die Zellen nun fur die jeweils definierten Zeiten vorstimuliert, wurden die
Zellkulturglaschen vorsichtig mit einer Pinzette von der Kammerwand geldst
und in eine 12-Well-Platte uberfuhrt, wo sie fur 15 Minuten mit eiskaltem
Paraformaldehyd (4%-ig) fixiert wurden. Alle weiteren Inkubations- und
Waschschritte erfolgten in der gleichen Multi-Well-Platte. Im Anschluss an die
Fixierung schloss sich ein 3-maliges Waschen mit PBS fur 5 Minuten und ein
weiterer Waschschritt fur 5 Minuten mit PBS-T an. Nach Absattigung der
unspezifischen Bindungsstellen im Zellkultur-Inkubationspuffer fir eine Stunde
bei RT, wurden die Antikorper in ihren individuellen Verdiinnungen (Tabelle 7)
in Antikdrper-Puffer geldst und eingesetzt.

Nach einer 48-stiindiger Exposition mit dem primaren Antikérper bei 4 C,

wurden die Ansatze dann 3 mal jeweils 5 Minuten mit PBS-T gewaschen.
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Anschlieend erfolgte die Zugabe des Sekundarantikdrpers fur weitere 2
Stunden bei RT. Fur die Amplifizierung des TNF-a-Primérantikorpers wurde
nach der 2-stindigen Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikérper
noch fur weitere 60 Minuten mit dem Cy3[ -konjugierten Streptavidin inkubiert.
Nach dem Inkubieren mit dem Fluorochrom-gekoppelten Sekundéarantikorper
wurden die zellbeladenen CELLocate® Glaschen durch dreimaliges Waschen
fur 5 Minuten mit PBS-T von uberschissiger Antikérperldsung befreit. Fir die
Kernfarbung wurden die Zellen fur weitere 5 Minuten mit DAPI gefarbt und
danach wieder 3 mal fur 5 Minuten mit PBS-T gewaschen. AnschlieRend
wurden diese mit Hilfe einer Pinzette vorsichtig in Aqua bidest. getaucht, um
eine Kristallisation von Puffersalzen auf der Glasoberflache zu vermeiden. Zum
Schluss wurden auf einen Objekttrager 10 pl Citifluor® pipettiert und die
Glaschen mit ihrer Oberflache nach unten aufgelegt, so dass die Seite mit den

daran festgewachsenen Zellen in Citifluor® eingebettet war.

Priméarantikorper (Konzentration) Sekundarantikdrper (Konzentration)
Goat-anti-ratTNF-a (1:200) a) Biotinylated-horse-anti-goat IgG
(1:200)
b) Cy30-Conjugated Streptavidin
(1:1000)
Mouse-anti-ED1(CD68) (1:2000) Alexal1488-anti-mouse (1:500)
DAPI (Gebrauchslésung 300 nM/I)
Rabbit-anti-NOS2 (1 :1000) Cy30 -donkey-anti-rabbit (1:600)
Mouse-anti-ED1(CD68) (1:2000) Alexa]488-anti-mouse (1:500)
DAPI (Gebrauchslésung 300 nM/I)
Rabbit-anti-NOS1 (1 :1000) Cy30 -donkey-anti-rabbit (1:600)
Mouse-anti-MAP2a+b (1:500) Alexa]488-anti-mouse (1:500)
DAPI (Gebrauchslésung 300 nM/I)

Tabelle 9: Ubersicht (ber die Kombinationen der eingesetzten Primar- und

Sekundarantikdrper zur Mehrfachmarkierung der verschiedenen Antigene
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2.4.3.7. Nachweis der Spezifitat der Primarantikorper

Um die Spezifitat der sekundaren Antikdrper nachzuweisen, wurde in jedem
immunzytochemischen Protokoll mindestens eine Zellkultur als methodische
Kontrolle behandelt. Hierzu wurden dem Inkubationspuffer keine primaren
Antikorper zugesetzt. Die Prainkubation und die Inkubation mit den sekundaren

Antikdrpern erfolgten wie oben beschrieben.

2.4.3.8. Auswertung und Dokumentation der Immunzytochemie

Nach Beendigung des immunzytochemischen Protokolls wurden die einzelnen
Zellkultur-Wells der AP mit einem Fluoreszenzmikroskop fotografiert und
bewertet. Mit Hilfe eines FITC-Filters (ARW 450-490 nm) wurden die Alexall
488-markierten Antigen-Antikorper Komplexe detektiert und mit Hilfe eines
Rhodamin-Filters (ARW 510-540 nm) die Cy30] -gekoppelten Komplexe.
Alexall 488 emittiert griines Licht im Wellenlangenbereich von 510-540 nm,
Cy30 rotes Licht im Bereich 630-660 nm. Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI wird
mit einer Wellenlange von 358 nm angeregt und emittiert daraufhin blaues Licht
in einer Wellenlange von 461 nm.

Die Bilder der einzelnen fluoreszierenden Komplexe wurden in den
verschiedenen Wellenlangenbereichen mit einer Schwarz-weil3-Kamera
angefertigt und dann mit Hilfe des Computerprogramms Metamorph mit
verschieden Farben versehen. Die so entstandenen Bilder in verschiedenen
Farben konnten mit dem gleichen Programm dann tbereinander gelegt werden,
so dass in einem Bild gleichzeitig das TNF-a-, INOS- oder nNOS-Signal, die
Kolokalisation mit einem bestimmten Zelltyp (Mikroglia, Neurone) und die
Zellkerne darstellbar waren. Die einzelnen Fluoreszenzpraparate wurden mit
verschieden Objektiven (10, 20, 40 und 100-fache Vergrél3erung) angesehen
und anschlieRend fotografiert. Die Helligkeit sowie der Kontrast der Bilder
wurden mit dem Programm Adobe Photoshop angepasst. Mit derselben

Software wurden die Einzelbilder zu Bildtafeln zusammengestellt.
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Jede Versuchserie wurde mit primaren Zellkulturen von mindestens 3
verschieden Praparationen durchgefuhrt, bei denen jeweils mindestens 5 Wells
hergestellt wurden, so dass fur jede Serie mindestens 15 Wells mit primérer

neuroglialer Zellkultur der Area postrema zur Verfiigung standen.

2.4.4. Messung der Zytokine

2.4.4.1. Stimulation der Zellkultur und Abnahme der Kulturiiberstande

Die Messung von TNF-a und IL-6 in den Uberstanden der Kkultivierten
Zellkulturen der AP wurde zum gleichen Zeitpunkt wie das Kalzium-Imaging und
die Immunzytochemie, namlich 4-5 Tage nach Praparation des Gewebes,
durchgefiihrt. Dazu wurden die einzelnen CELLocate® Glaschen mit den darauf
befindlichen Zellen zundchst mit Neurobasal-A-Zellkulturmedium drei mal
gewaschen, um bereits im Uberstand enthaltene Zytokine zu eliminieren.
Anschliel3end wurden die Zellen mit LPS, welches in einer Konzentration von
100 pg/ml in Zellkulturmedium gelést war, im Brutschrank bei 37<C inkubiert.
Nach einer exakt definierten Zeit (30, 60, 90, 180 oder 360 Minuten) wurden
300 pl des Zellkulturiberstandes vorsichtig mit einer Pipette abgenommen, in
ein 1 ml Eppendorfgefal? tberfuhrt und dann bis zur Messung im Bioassay bei
— 20T eingefroren.

Die CELLocate® Glaschen mit den darauf vorhandenen Zellen wurden sofort
mit  4%igem Paraformaldehyd fur 15 Minuten fixiert. Nach dem
immunzytochemischen Protokoll (Kap.: 2.4.2.8) wurden Astrozyten und
Mikrogliazellen durch zellspezifische Antikérper (GFAP und ED-1) detektiert
und mit Hilfe von fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikorpern (Alexall 488,
Cy30) in den Farben Grin und Rot unter einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar
gemacht.

Zu jeder Versuchreihe wurden immer mindestens 2 Kontrollproben angefertigt,
die nach 3-maliger Waschung mit Zellkulturmedium auch mit demselben fir die

definierten Zeiten inkubiert wurden.
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Die Kulturen fur die Toleranzversuche wurden fir 18 Stunden mit LPS oder
anderen PAMPs vorstimuliert. Hierzu wurden die Kulturen mit LPS, MDP oder
FSL-1 (jeweils 10 pg/ml), gel6st in Kulturmedium, im Brutschrank bei 37T (5%
CO2, 95% Luftfeuchtigkeit) inkubiert.

2.4.4.2. Bioassays

Prinzipiell kann man zwei Methoden zur Quantifizierung von Zytokinen in
biologischen Flussigkeiten unterscheiden. Zum einen gibt es den
immunologischen Nachweis von Zytokin-Proteinen mittels ELISA-Techniken
(Enzyme-linked-Immuno-Sorbent-Assay), zum anderen existieren
zytokinspezifische Zellkultur-abhéngige Bioassays.

Die verfigbaren ELISA-Tests fur Zytokine sind praktisch sehr schnell und
einfach umzusetzen. Bei ihnen werden Spezies-spezifische Antikdrper gegen
zu messende Zytokine eingesetzt. Der Nachteil dabei ist, dass bei dieser
Methode nicht nur biologisch aktive Formen der Zytokine detektiert werden,
sondern auch ihre inaktiven Bestandteile.

Eine andere Mdglichkeit Zytokine quantitativ zu bestimmen, beruht auf der
Tatsache, dass Zytokine in bestimmten Zellen biologische Reaktionen
auslosen. Mittels Zytokin-spezifischer Zellkultur-abhéngiger Bioassays kann
dieses biologisch aktive Material nachgewiesen werden. Diese erméglichen die
Messung eines bestimmten Zytokins bei unterschiedlichen Spezies mit einer
hohen Sensitivitat.

Da sich die Methode der Bioassays fur TNF-a und IL-6 seit Jahren in unserem
Hause bewahrt hat, wurden in der vorliegenden Arbeit die Zellkultur-

abhangigen Bioassays zur Analyse der Zellkulturtiberstande eingesetzt.

2.4.4.3. Passagieren der WEHI-Zelllinie

Das Passagieren der Zellen fand unter einer Sterilbank statt. Die Flussigkeit

aus den Kulturflaschen der letzten Passage wurde dekantiert, in die Flaschen
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jeweils 12 ml PBS gegeben und waagerecht fir etwa 3 Minuten ruhen lassen.
Dieser Waschschritt ist nétig, um die vorhandenen Kalziumionen
auszuwaschen, die sonst zu einer Inaktivierung von Trypsin fihren wirden.
Danach wurde PBS wieder abgegossen und pro Flasche jeweils 3 ml Trypsin
zugegeben. Diese wurden wieder in eine waagerechte Position gebracht und
hin und wieder leicht geschwenkt, bis sich alle Zellen vom Flaschenboden
gelost hatten. Dieser Vorgang war durch eine makroskopisch sichtbare Tribung
des Mediums erkennbar. Die neuen Kulturflaschen wurden mit 20 ml
Kulturmedium befillt, und 1,5 ml der Zellsuspension wurden hinzugegeben. Die
Flaschen wurden verschlossen und spater im Brutschrank wieder gedffnet. Die
spindelféormigen Fibroblasten hefteten sich innerhalb von 3 Tagen zu

mindestens 80% an den Boden der Kulturflasche an.

2.4.4.4. Passagieren der B9-Zelllinie

Unter einer Sterilbank wurden neue Kulturflaschen beschriftet und mit je 9 ml
Kulturmedium beflllt. Danach wurden aus dem Brutschrank (37C, 5% CO 2,
95% Luftfeuchtigkeit) entnommene Kulturflaschen der letzten Passage getffnet
und aus ihnen jeweils 1 ml in eine neue Kulturflache Uberfiihrt. Die Flaschen
wurden unter Einhaltung héchster Sauberkeit verschlossen, in den Brutschrank
gestellt und dort die Verschlusskappen wieder aufgedreht. Die Zellen der B9-

Zelllinie wurden alle 3-4 Tage passagiert.

2.4.45. Der TNF-a Bioassay

Das dem TNF-a-Bioassay zugrunde liegende Prinzip beruht auf dem
zytotoxischen Effekt von TNF-a auf bestimmte Zellen. Die Nachweisgrenze fur
diesen Assay liegt bei 6 pgTNF/ml (Ross et al, 2003). Das im
Zellkulturiberstand enthaltene TNF totet konzentrationsabhangig eine
bestimmte Menge an Zellen, die sich quantitativ nach der Zugabe von MTT

messen lasst. Der Farbstoff Methyldiazoltetrazolium (MTT) wird in den
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Mitochondrien der Uberlebenden Zellen in Formazankristalle umgewandelt, die
sich dunkelblau darstellen (Abbildung 16). Aufgrund der optischen Dichte kann
diese Farbung dann mit Hilfe eines ELISA-Readers quantitativ bestimmt
werden.

Nach der Passage der WEHI-Zellen wurde die Zellsuspension fur 10 Minuten
bei 2300 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und mit Assay-
Medium resuspendiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Die
lebenden Zellen wurden auszugsweise unter dem Mikroskop in einer
Zahlkammer (nach Thoma) ausgezahlt. Die Zellsuspension sollte auf etwa
50000 Zellen/100ul eingestellt werden. Dazu musste sie anhand der ermittelten
Zellzahl verdunnt werden. Der Verdunnungsfaktor wurde anhand folgender

Formel ermittelt:

Verdinnungsfaktor= Zellzahl / Kammerfaktor x ausgezéhlte Zellen

Nach der Verdinnung wurden noch 4 pl/ml Actinomycin D hinzugegeben, was
einerseits ein weiteres Zellwachstum verhindern, und andererseits die
Sensibilitat der Zellen erh6hen sollte.

Zur Durchfihrung des Assays wurden Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen
verwendet. Die Platte wurde nach einem vorgegebenen Schema beschickt. Bei
jedem Assay wurden mindestens zwei Standards und zwei Qualitatskontrollen
erstellt. Dazu wurden in Vertiefung B1 200 pl TNF-a-Standard (1000ug/ml), in
A2 und A3 und B2 und B3 jeweils 200 ul der Qualitatskontrollen | und II
pipettiert. Die restlichen Vertiefungen der Spalten wurden mit 200 pl der
jeweiligen Probe bestlickt. Eine Standard-Verdinnungsreihe wurde erstellt,
indem in der ersten Spalte 100 ul aus B1 abpipettiert und mit Medium aus C1
vermischt wurden. Aus C1 wurde dann wiederum 100 pl Medium in D1
vermischt. Dieses Schema wurde dann durch die gesamte Reihe fortgefuhrt.
Die letzten 100 pl aus K1 wurden verworfen, so dass sich in L1 nur noch
Medium befand. Eine ebensolche Verdinnung fand fur die Qualitatskontrollen
und Proben statt, bei denen jedoch eine Doppelbestimmung durchgefuhrt

wurde (Schema einer Plattenbeschickung siehe Abbildung 18).

107



2 Material und Methoden

Nachdem die entsprechende Verdinnung der Zellsuspension angefertigt war,
wurden in alle Vertiefungen der Platte mit Ausnahme von Al 100 pl davon
suspendiert und der komplette Ansatz fir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.
Nach Ablauf dieser Zeit wurde in jedes der 96 Tubes der Platte, aulRer in Al, 25
ul MTT pipettiert. Dieses zunachst gelbe Reagenz wurde dann in den
Mitochondrien lebender Zellen von einem Enzym, der Sucinyl-Dehydrogenase,
zu dunkelblauen Formazankristallen verstoffwechselt (Abbildung 16).

Es folgte eine weitere Inkubation im Brutschrank fur 4 Stunden. Aus allen Wells
wurden dann 125 pl Flussigkeit abgenommen, dabei musste darauf geachtet
werden, dass keine Zellen vom Boden der Mikrotiterplatte abgesaugt wurden. In
alle Wells wurde anschlieend 100 pl des Isopropanol-HCI-Gemisches
gegeben, das die Zellwande der WEHI-Zellen zerstért und so die
Formazankristalle freisetzt und auflost. Nach einer weiteren lichtgeschitzten
Inkubation flir mindestens 12 Stunden bei RT, konnte die Quantifizierung
stattfinden. Dazu wurden die Mikrotiterplatten in einen ELISA-Reader eingelegt,
mit dessen Hilfe die optische Dichte in den einzelnen Wells bei einer

Wellenlange von 550 nm gemessen wurde.

MTT Tetrazolium
{gelb)

Succinyl-Dehydrogenase ;
(in Mitochondrien CH3
lehender Zellen)

Y - ‘-I/' i ZN : :
M1 lt_ll;;:lr]"ln;amn U \( /

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Umwandlung des MTT-Terazoliumbromids

in MTT-Formazan
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2.4.4.6.

Um die erhobenen Daten des Bioassays auszuwerten, musste zunachst eine
Eichkurve erstellt werden. Hierzu wurden mit Hilfe des Programms Microsoft
Excel 6.0 die Standardwerte der optischen Dichte auf der y-Achse gegen die
TNF-a-Konzentration auf der x-Achse aufgetragen (Abbildung 17). Der lineare
Teil der Kurve stellt das Absterben der Zellen dar, das konzentrationsabhangig
erfolgt. Gleichzeitig ist dieser Zelluntergang auch direkt proportional zur
Abnahme der Menge an verstoffwechselten Formazankristallen. Die optische
Dichte nimmt also ab. Es wurden nur die Verdinnungen ausgewahlt, die im
Bereich der Regressionsgeraden lagen. Anhand der Regressionsformel und

des Verdinnungsfaktors konnte schliel3lich die TNF-a-Konzentration in einer

Probe ermittelt werden.

Eichkurvendiagramm

0,9

Die Auswertung des TNF- a Bioassays

y =-0,1921Ln(x) + 1,5716
R? = 0,9981

0,8
@

0,7
06—

0,5

oD

0,4
0,3 —

0,2
0,1 1

0,0 :
0,001 1
TNF pg/ml

0,01 0.1

10

100

1000 10000

Abbildung 17: Exemplarische Eichkurve aus einem TNF-Bioassay. Die Regression im

linearen Teil der Kurve liegt annahernd bei 1. Die Kurve fallt in diesem Bereich ab, da die

Zellen mit steigender Konzentration an TNF absterben und somit auch die Menge an

Formazankristallen abnimmt, was eine Abnahme der optischen Dichte bewirkt.
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2.4.4.7. Der IL-6 Bioassay

Das Zytokin IL-6 besitzt einen proliferativen Einfluss auf die B9 Hybridoma-
Zelllinie (Aarden et al., 1987). Dieser Einfluss ist dosisabhangig, d.h. je mehr IL-
6 in einer Probe enthalten ist, desto hoher ist auch die resultierende Zellzahl.
Die Nachweisgrenze dieses Bioassays liegt bei 3 1.U.IL-6/ml (Ross et al., 2003).
Die Versuchsdurchfihrung erfolgte wiederum in den schon beschriebenen 96-
Well-Mikrotiterplatten. Diese Platten wurden nach einem vorgegebenen
Schema (Abbildung 18) beschickt. Bei jedem Assay wurden mindestens zwei
Standards und zwei Qualitatskontrollen erstellt. Durch den Einsatz von
Verdinnungsreihen ergab sich auch hier eine Dosis-Wirkungs-Beziehung, die
durch Verwendung internationaler Standardreihen quantifiziert werden konnte
und einen internationalen Vergleich zwischen verschiedenen Laboren erlaubte
(Meager & Das, 1994).

Die B9-Zellen wurden auch zuerst noch einmal passagiert und die Ubrige
Zellsuspension fir 10 Minuten bei 2300 U/min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde nun dekantiert und die Zellen mit Assay-Medium resuspendiert. Dieser
Vorgang wurde noch zwei weitere Male wiederholt, um das im Zellkulturmedium
enthaltene rhiL-6 vollstandig auszuwaschen. Genau wie beim TNF-Assay
wurden die Zellen danach mit einer Zéhlkammer nach Thoma gezahlt und tber
die oben genannte Formel wurde der Verdinnungsfaktor errechnet. Die
Zellsuspension fur den IL-6-Assay sollte nun auf ca. 5000 Zellen/100 pl
eingestellt werden. Im Gegensatz zum TNF-Assay wurde diesem Ansatz kein
Actinomycin D zugesetzt. Die Befillung der Mikrotiterplatte erfolgte dann wie
beim TNF-Assay, die erste Inkubationszeit betrug hierbei allerdings 72 Stunden.
Das weitere Protokoll war identisch mit dem des TNF-Assays.

Nach der letzten Inkubation wurden die Mikrotiterplatten ebenfalls in den
ELISA-Reader gelegt, mit dessen Hilfe die optische Dichte der einzelnen Wells

bei einer Wellenlange von 550 nm bestimmt wurde.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Beschickung einer Mikrotiterplatte fir einen

IL-6-Bioassay. Fur den TNF- a-Assay erfolgte die Beschickung analog, in der ersten Reihe

(B-K) befanden sich jedoch ansteigende Konzentrationen an TNF-

pa/ml.
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2.4.4.8. Die Auswertung des IL-6 Bioassays

Die Auswertung des IL-6-Bioassays erfolgte ebenfalls mit Hilfe einer Eichkurve
und der daraus ermittelten Regressionsgeraden. Hier stellt der lineare Teil der
Kurve jedoch das Wachstum der Zellen dar, die Kurve steigt also an (Abbildung
19). Dieses Wachstum erfolgte konzentrationsabhéngig und direkt proportional
zur Menge an umgesetzten Formazankristallen, die eine Zunahme der
optischen Dichte bedingen. Zur Auswertung wurden nur diejenigen
Verdinnungen zugelassen, die sich im Bereich der Regressionskurve
befanden. Die IL-6 Konzentration wurde anhand der Regressionsgleichung der

Eichkurve und des Verdiunnungsfaktors errechnet.

Eichkurvendiagramm
y =0,1434Ln(x) + 0,2384

R? = 0,9905

0,9
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Abbildung 19: Exemplarische Darstellung einer Eichkurve aus dem IL-6-Assay. Die

Regression im linearen Teil der Kurve liegt anndhernd bei 1.
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2.4.4.9. Statistische Auswertung der Zytokin-Daten

Um die Konzentrationen von TNF-a und IL-6 im Uberstand unter verschiedenen
experimentellen Bedingungen zu vergleichen, wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) genutzt. Im Anschluss an jede Varianzanalyse wurde
als post-hoc-Test der Scheffé-Test auf 5% Niveau durchgefihrt.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit fir einen statistisch signifikanten Unterschied lag
bei P<0.05. Da die Zytokinwerte haufig nicht normalverteilt sind, wurden sie vor
ihrer statistischen Auswertung logarithmiert. Die gemessenen Werte wurden in
Microsoft Excel® dokumentiert und mit Hilfe desselben Programms wurde fir
die TNF-a- und IL-6-Werte zu den unterschiedlichen Zeiten der arithmetische
Mittelwert (MW) und der daraus resultierende Standardfehler (S.E.M.)
errechnet. Die Daten wurden in Form von Balkendiagrammen mit Hilfe der
Software Graph Pad Prism® dargestellt.

Zur Beurteilung der Qualitat der einzelnen Zellkulturen, wurden diese wie im
Kapitel 2.4.4.1. beschrieben, einem immunzytologischen Protokoll unterzogen,
wobei Uber spezifische Zellmarker Astrozyten (GFAP) und Mikrogliazellen
(ED1) detektiert wurden. Diese wurden dann mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops angesehen und beurteilt. Anhand morphologischer
Gesichtspunkte der einzelnen Zellen und der empirisch erhobenen Zelldichte,
wurden nur die Zytokinwerte derjenigen Zellkulturiberstande gewertet, die auch

einwandfreien Zellkulturen zuzuordnen waren.
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3. Ergebnisse

3.1. Zellkultur

Die Zellen der Area postrema wurden nach dem im Kapitel 2.4.1.
beschriebenen Protokoll prapariert und standen nach einer Wachstums- und
Differenzierungszeit von 4-5 Tagen zum Versuch bereit. Auf einem
Zellkulturglaschen konnten gleichzeitig zwischen 1 und 50 Zellen im Kalzium-
Imaging untersucht werden, wobei darauf geachtet wurde, dass sich die
Zellkorper und deren Auslaufer nicht bertihrten und somit keine Ubertragung
von Signalen Uber Zellverbindungen stattfinden konnte. Jede untersuchte
Zellkultur enthielt jeweils alle vier Zelltypen, wobei sich deren zahlenmafiger
prozentualer Anteil an der Gesamtkultur sehr homogen darstellte (Neurone
~25%, Astrozyten ~48%, Mikrogliazellen ~10% und Oligodendrozyten ~17%).
Um jede untersuchte Zelle eindeutig einem Zelltyp zuordnen zu kénnen, wurde
jede einzelne Zellkultur im Anschluss an das Kalzium-Imaging nach einem
immunzytochemischen Protokoll (Kap. 2.4.2.9.) behandelt. Mit spezifischen
primaren Antikorpern, die an Zell-spezifische Proteine der unterschiedlichen
Zelltypen binden, wurden diese typisiert. In einem weiteren Schritt wurden diese
Antigen-Antikérperkomplexe dann mit Hilfe von fluorochrom-gekoppelten
Sekundarantikdrpern im Fluoreszenzlicht sichtbar gemacht (Abbildung 20).

114



3 Ergebnisse

Abbildung 20: Immunfluoreszenzbild der verschiedenen Zelltypen in der Zellkultur der
Area postrema: A=Astrozyten (GFAP+Alexa®488), B=Neurone (MAP2a+b+ Cy3 ),

C=Oligodendrozyten (CNPase+ Cy3 ), D=Mikrogliazellen (ED1+Amca), Eichbalken =
25um.
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3.2. Der Einfluss der PAMPs auf die [Ca #]; von Zellen der
Area postrema

Eine funktionelle Charakterisierung von Neuronen und Gliazellen und deren
Reaktion auf bestimmte PAMPs ist mit Hilfe mikrospektrofluorometrischer
Analysen wie z.B. dem Kalzium-Imaging mdoglich (siehe auch: 2.4.2). Um zu
untersuchen, ob verschiedene Zelltypen einer AP Primarkultur auf eine
Stimulation mit diversen pathogenen Bestandteilen von Bakterien oder Viren mit
einer Erhéhung ihrer [Ca®*]; reagieren, wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit verschiedene PAMPs eingesetzt. Die Ergebnisse dazu sollen im

folgenden dokumentiert werden.

3.2.1. LPS

Die Zugabe von LPS erfolgte ausschlieflich als Bolus in die Messkammmer des
Imaging-Systems. Hierbei wurden 100 pl der LPS-Stocklésung in die
Messkammer gegeben, so dass sich in der Kammer eine Konzentration von

100 ug LPS/ml Messpuffer einstellte.

116



3 Ergebnisse

T 50+
S 40
D n=8 n=12 n=5 n=1
N 304
©
>
3 20-
@)
0_

N=183 N=461 N=48 N=181

o
o 0

1 Neurone

= [ Astrozyten

c Em |\Vikrogliazellen

% 0.6- 1 Oligodendrozyten

=)

S 0.4-

Qo T

E 0.2- ——

<

0.0-

Abbildung 21: Stimulation der primaren Zellkultur der AP mit LPS (100 Hg/ml) far 60
Sekunden.

A) prozentualer Anteil der verschieden Zelltypen, die mit einer Ratio-
Erh6hung auf LPS-Applikation reagierten, N=Anzahl der
untersuchten Zellen, n=Anzahl der responsiven Zellen

B) durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der
reagierenden Zellen als arithmetischer Mittelwert und S.E.M.
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"), einer primare Zellkultur

Bei der untersuchten Wirkung von LPS auf die [Ca
der AP wurden insgesamt 183 Neurone, 461 Astrozyten, 48 Mikrogliazellen und
181 Oligodendrozyten getestet. Davon reagierten jeweils 8 Neurone, 12
Astrozyten, 5 Mikrogliazellen und lediglich 1 Oligodendrozyt mit einer Erh6hung
der [Ca®]. Prozentual bedeutet das, dass ca. 4% der Neurone, 2,5% der
Astrozyten, 10% der Mikrogliazellen und weniger als 1% der Oligodendrozyten
mit einer Erhdohung der 340/380 nm Ratio auf LPS antworteten (Abbildung 21A).
Das arithmetische Mittel (zS.E.M.) der ARatio (340/380 nm) lag bei 0,26 + 0,07
fur Neurone, 0,27 + 0,06 fur Astrozyten, 0,26 + 0,03 fur Mikrogliazellen und 0,17
+ 0,04 fur die Oligodendrozyten (Abbildung 21 B).

Abbildung 22 zeigt ein Beispiel fur eine typische Reaktion einer mit Fura-2
beladenen Mikrogliazelle auf die Applikation von LPS. Die Zelle reagierte
innerhalb von wenigen Sekunden mit einem schnellen, steilen Anstieg der
Fluoreszenz Ratio, welche nach dem erreichten Maximum wieder steil abfiel
(Abbildung 22). Eine Applikation einer gleichen Menge Messpuffer zeigte
hingegen keinen Effekt auf die Zelle.
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Abbildung 22: Schematisches Beispiel einer AP-Mikrogliazelle, die nach LPS-Zugabe mit
einer Erhéhung der Fluoreszenz-Ratio (340/380 nm) reagierte. Die ARatio ist proportional

zur Erhéhung der [Ca 2+]i. Eine Zugabe von Messpuffer hingegen zeigte keinen Effekt.
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3.2.2. MDP

In einem weiteren Versuch sollte die Wirkung des TLR-2-Rezeptor-Agonisten
MDP auf Zellen der primaren Zellkultur der AP getestet werden. Die Applikation
erfolgte auch hier wieder als 100 ul-Bolus der MDP-Stocklosung in die
Messkammer, so dass dort eine Konzentration von 100 yg MDP/mI Messpuffer
entstand.

Die Reaktivitat gegentiber MDP wurde an 157 Neuronen, 292 Astrozyten, 51
Mikrogliazellen und 117 Oligodendrozyten getestet. Es reagierten davon
lediglich 3 Neurone (<2% von N) und 3 Astrozyten (1% von N) mit einer
Erhohung ihrer [Ca®*]i. Bei Mikrogliazellen und Oligodendrozyten konnte nach
Stimulation mit MDP keine Erhéhung der ARatio gemessen werden (Abbildung
23 A). Das arithmetische Mittel (zS.E.M.) der erhobenen 340/380nm Ratio lag
bei Neuronen bei 0,12 + 0,03 und bei den Astrozyten bei 0,15 £ 0,01 und ist in
Abbildung 23B dargestellt. Auch in diesem Versuch zeigte keine der AP Zellen

eine Reaktion auf die Bolusapplikation von Messpuffer.

119



3 Ergebnisse

g 50-

§ 40

D n=3 n=3 n=0 n=0
N 304

=

@ 20+

o

g 10-

0_ 1

N=157 N=292 N=51 N=117

o
o 0

1 Neurone

= Astrozyten

c Em \ikrogliazellen

% 0.6- 1 Oligodendrozyten

=)

S 0.4-

i

T 0.2

o) 10

<

0.0-

Abbildung 23: Stimulation der primaren Zellkultur der AP mit MDP (100 pg/ml) far 60
Sekunden.

A) prozentualer Anteil der verschieden Zelltypen, die mit einer Ratio-
Erh6hung auf MDP-Applikation reagierten, N=Anzahl der
untersuchten Zellen, n=Anzahl der responsiven Zellen

B) durchschnittliche Erhdhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der
reagierenden Zellen als arithmetischer Mittelwert und S.E.M.
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3.2.3. FSL-1

Auch der Einfluss des TLR-2/6-Agonisten FSL-1 auf kultivierte Zellen der AP
wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht . Die Applikation erfolgte wie bei den
vorherigen PAMPs in Form einer Boluszugabe. Die Endkonzentration in der
Messkammer betrug 100 pg FSL-1/ml Messpuffer.

Insgesamt wurden 87 Neurone, 208 Astrozyten, 46 Mikrogliazellen und 64
Oligodendrozyten im Rahmen des Ca®'-Imagings mit FSL-1 stimuliert. Von
allen untersuchten Zellen antwortete nur 1 Neuron (1% von N) und 1
Oligodendrozyt (1,5% von N) mit einer Erh6éhung der ARatio auf den
vorausgegangen FSL-1-Stimulus (Abbildung 24 A).

Die ARatio betrug fiir die Ca®*-Antwort des responsiven Neurons 0,13 und fir
die des Oligodendrozyten 0,22 (Abbildung 24 B).

Eine Bolus-Applikation von Messpuffer zu Beginn des Versuchs zeigte auch in

diesem Fall keinen Einfluss auf die [Ca®']i der AP Zellkultur.
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Abbildung 24: Stimulation der priméren Zellkultur der AP mit FSL-1 (100 Hg/ml)
fur 60 Sekunden

A) Prozentualer Anteil der verschiedenen Zelltypen, die mit einer
Ratio-Erhdhung auf eine FSL-1-Applikation reagierten, N=Anzahl
der untersuchten Zellen, n=Anzahl der responsiven Zellen

B) Erhdhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der reagierenden

Zellen, ein S.E.M. konnte aufgrund der geringen Anzahl an
responsiven Zellen nicht gebildet werden.
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3.2.4. PI:PC

In der nachsten Versuchsreihe wurde der direkte Einfluss des TLR-3-Agonisten
PI1:PC auf Zellen der AP Priméarkultur analysiert.

Abbildung 25 A zeigt, dass fast 8% (n=9) der 116 untersuchten Neurone, mehr
als 2,2% (n=7) der 310 Astrozyten, jedoch keine der 108 Mikrogliazellen und
der 67 untersuchten Oligodendrozyten mit einer Anderung der ARatio 340/ 380
nm auf den vorausgegangen PIl:PC-Stimulus reagierten.

Der Mittelwert der Ratioerhéhung lag bei den Neuronen bei 0,18 (S.E.M.= 0,08)
und bei den Astrozyten mit 0,33 (S.E.M.= 0,25) noch deutlich héher (Abbildung
25 B).

Der Kurvenverlauf der ARatio stieg bei Neuronen im Durchschnitt sofort steil an,
fiel aber nur verzogert wieder auf den Basalwert zurtick. Bei allen responsiven
Astrozyten hingegen war ein steiler Anstieg der Kurve zu beobachten, die dann
nach Erreichen des Maximums wieder direkt steil abfiel (Abbildung 26).

Die vor dem Stimulus mit PI:PC durchgefiihrte Boluszugabe von Messpuffer
zeigte keinerlei Wirkung auf die [Ca®']i der primaren AP Zellkultur. Auf die zum
Abschluss des Versuchs durchgefiihrten KCI-Applikation reagierten vor allem
die Neurone mit einer starken Erhéhung der 340/380 nm Ratio (Abbildung 26).
Im allgemeinen konnte man an dieser deutlichen Reaktion auf KCI ablesen,
dass die untersuchten Zellen und dabei insbesondere die Neurone, auch am
Ende der Messung noch eine gute Vitalitat aufwiesen.
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Abbildung 25: Stimulation der primaren Zellkultur der AP mit PI:PC (100 Hg/ml) far 60

Sekunden.

A) prozentualer Anteil der verschieden Zelltypen, die mit einer Ratio-
Erhéhung auf PI:PC-Applikation reagierten, N=Anzahl der
gemessenen Zellen, n=Anzahl der responsiven Zellen

B) durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der

reagierenden Neurone und Astrozyten als arithmetischer Mittelwert
mit S.E.M.
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Abbildung 26: Darstellung der  ARatio eines einzelnen Neurons und Astrozyten der AP
nach Stimulation mit PI:PC (100 ug/ml). Der Kurvenverlauf steigt nach Zugabe des TLR-3-
Agonisten bei beiden Zellen steil an und féllt nach Erreichen des Maximums bei dem
Astrozyten ebenso steil wieder ab, wahrend der Abfall der ARatio beim Neuron verzogert
verlauft. Die Boluskontrolle mit Puffer (P) zu Beginn flihrte nicht zu einer Erhéhung der
[Ca®i, wahrend der KCI-Stimulus am Ende des Versuchs ein deutliches Signal zeigte. Er

diente als Vitalitatskriterium der untersuchten Zellen, insbesondere der Neurone.
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3.3. Der Einfluss der PAMPs auf die Freisetzung von
bioaktiven Zytokinen (TNF- a, IL-6) aus Zellen der primaren

Zellkultur der Area postrema

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob eine priméare Zellkultur
der AP in der Lage ist, bioaktive Zytokine wie TNF-a und IL-6 in messbaren
Konzentrationen in den Zellkulturiiberstand nach Stimulation mit LPS oder
anderen PAMPs freizusetzen.

Auch fur diesen Versuch wurden die AP Priméarkulturen nach einer Wachstums-
und Differenzierungszeit von 4-5 Tagen verwendet. Hierbei wurden nur Kulturen
ausgewahlt, die unter dem Durchlichtmikroskop morphologisch einwandfrei
erschienen. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Kultur eine entsprechende
Zelldichte aufwies und die Zellwdnde der einzelnen Zellen eine glatte
durchgangige Oberflache besal3en. Das Wachstum von Zellauslaufern wie
Axonen oder Dendriten wurde als Kriterium fir die Vitalitdt der Zellkultur
gewertet und ergab zusammen mit der Form der Zellen schon erste Hinweise
auf den jeweiligen Zelltyp, welcher jedoch erst durch die Immunzytochemie
eindeutig bestimmt werden konnte.

Fur die Stimulation der Zellkultur mit dem jeweiligen PAMP wurde eine Zeitreihe
festgelegt, die sich an in vivo Versuchen der eigenen Arbeitsgruppe orientierte.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Uberstande der Zellkultur jeweils 30, 60,
90, 180 oder 360 Minuten nach der Stimulation mit dem zu testenden exogenen

Pyrogen abgenommen und zur Messung im Bioassay vorbereitet.
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3.3.1. Stimulation der AP Zellen mit LPS

Zur Messung der Zytokine nach LPS-Exposition im Uberstand der primaren AP
Zellkultur wurden pro festgelegte Inkubationszeit durchschnittlich 10-12
Kulturen unterschiedlicher Préparationstage verwendet. Zu jeder der
unterschiedlichen  Zeiten wurden jeweils mindestens 6 Kontrollen
unterschiedlicher Praparationen angefertigt. Die Kontrollen wurden lediglich mit

Kulturmedium fur die jeweilige Zeit inkubiert.

3.3.1.1. Messung von TNF- a im Bioassay nach Inkubation mit LPS

Bereits 30 Minuten nach dem Beginn der Stimulation mit LPS stieg die
Konzentration an TNF-a im Uberstand der AP Zellkultur im Vergleich zur
Kontrolle signifikant an (1595 £ 924 versus 54 = 32 pg/ml; p= 0,0004; F= 23,4).
Langere Stimulationszeiten mit LPS fihrten zu einem kontinuierlichen Anstieg
der TNF-Gehalte in den Kulturiiberstanden bis zu einem Wert von 39142 +
8393 pg/ml nach 360 Minuten (siehe: Abbildung 27). Zu allen
Stimulationszeitrdumen lagen hochsignifikante Unterschiede bezuglich der
TNF-Spiegel zwischen LPS-stimulierten Kulturen und den jeweiligen Kontrollen
vor (p< 0,0001 nach 60, 90, 180 und 360 min; F-Werte zwischen 63 und 94).
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Abbildung 27: Im Kulturiberstand gemessene durchschnittliche Konzentrationen an
TNF-a zu verschiedenen Inkubationszeitpunkten. Die Stimulation der Kultur mit LPS (100
Hg/ml) ist jeweils im Vergleich zu der dazugehorigen Kontrolle (Medium) dargestellt. Die
unterschiedlichen Buchstaben tber den Saulen der 30-, 60-, 90-, 180- und 360-min-Werte
zeigen signifikante Unterschiede zwischen LPS-behandelten Kulturen und den jeweiligen

Kontrollen an.

3.3.1.2. Messung von IL-6 im Bioassay nach Inkubation mit LPS

Die Kinetik der Freisetzung von biologisch aktivem IL-6 aus AP Zellen in den
Kulturiberstand erfolgte ahnlich wie fir TNF. Zu allen untersuchten
Stimulationszeitraumen waren die IL-6-Konzentrationen in den Uberstanden
LPS-stimulierter AP Kulturen im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhéht.
LPS-Stimulation bewirkte eine kontinuierliche Erhéhung von IL-6 im
Kulturmedium von 148 £ 52 |.U./ml nach 30 Minuten bis auf Werte von 2761 *
1300 1LU./ml nach 360 Minuten. Die IL-6-Konzentrationen in den
Kontrolliberstdnden waren zu allen untersuchten Zeitpunkten relativ konstant

und lagen im Mittel zwischen 20 und 68 1.U./ml.
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Abbildung 28: Im Kulturiiberstand gemessene IL-6-Werte dargestellt als Mittelwerte *
S.E.M. zu verschiedenen Inkubationszeitpunkten. Die Stimulation der Kultur mit LPS (100
Hg/ml) ist jeweils im Vergleich zur dazugehérigen Kontrolle (Medium) gezeigt. Die Werte
nach 30, 60, 90, 180 und 360 min zeigen signifikante Unterschiede der IL-6-Werte
zwischen der LPS-stimulierten Proben und den jeweiligen Kontrollen, was durch
unterschiedliche Buchstaben lber den Saulen zu den jeweiligen Zeitpunkten angezeigt

wird.

3.3.1.3.  Immunzytochemische Detektion von TNF- a in Mikrogliazellen

Basierend auf der Beobachtung, dass eine zeitabhangige Inkubation mit LPS,
eine Freisetzung von TNF-a und IL-6 aus primaren Zellen der AP stimulierte,
sollte geklart werden, welche Zelltypen der neuroglialen Kultur zur Synthese
dieser Zytokine fahig sind. Mit Hilfe der Immunzytochemie wurde dazu die
Kolokalisation von TNF-a als ,Leitzytokin® mit Signalen spezifischer Zellmarker
dargestellt. Zur genauen Detektion wurde ein polyklonaler Antikdrper gegen
rekombinantes Ratten-TNF-a, jeweils mit primaren Antikorpern gegen zellulare

Antigene eingesetzt. Die dafur verwendeten Primarantikbrper waren: Mouse-
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anti-MAP2a+b  (Neurone), Rabbit-anti-GFAP  (Astrozyten), Mouse-anti-
CD68(ED1) (Mikrogliazellen) und Mouse-anti-CNPase (Oligodendrozyten). Die
Lokalisation der einzelnen Zellkerne erfolgte mit dem Kernfarbstoff DAPI
(Immunzytochemisches Protokoll siehe: Kapitel 2.4.3.6).

Fur die Versuchsreihe wurden insgesamt 15 Wells mit primaren Zellkulturen der
AP von drei verschiedenen Praparationen verwendet. Die Proben wurden flr
180 Minuten mit LPS (100 pg/ml Zellkulturmedium) im Brutschrank stimuliert.
Mindestens 2 Wells pro Versuch wurden als unstimulierte Kontrollen lediglich
mit Zellkulturmedium ebenfalls fir 180 Minuten inkubiert.

Die mit LPS stimulierten AP Zellkulturen zeigten eine deutliche Expression von
TNF-a-positiven Signalen in Mikrogliazellen, jedoch nicht in Astrozyten
(Abbildung 29A), Neuronen oder Oligodendrozyten (hier nicht dargestellt). Bei
der unstimulierten Kultur zeigte sich dieses TNF-a-Signal in Mikrogliazellen
wesentlich schwacher (Abbildung 29B).

Bei der Betrachtung von einzelnen Mikrogliazellen starkerer Vergrof3erung fallt
eine perinukleare Lokalisation von TNF-a auf (Abbildung 29C+E). In der
Literatur wird diese zellulare Struktur als Trans-Golgi-Apparat beschrieben
(Manderson et al., 2007; Lieu et al., 2008). In einigen Mikrogliazellen lagen die
TNF-a-Signale im vesikularen Strukturen im Zytosol ebenso wie peripher im
Bereich der Membran der Zelle vor (Abbildung 29 F+H).
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Abbildung 29: Immunzytochemischer Nachweis einer LPS-induzierten Expression von
TNF-a in AP Mikrogliazellen. Nach einer Exposition mit LPS fir 180 min (A) zeigte sich

ein deutliches Signal fur TNF- a (rot) in Mikrogliazellen (blau, ED-1-positiv), aber nicht in
Astrozyten (grin, GFAP-positiv). Nur eine moderate Expression von TNF- a-Signalen ist
in der unstimulierten Kontrolle (B) sichtbar.

Die Bilder C-H zeigen eine einzelne Mikrogliazelle in starkerer VergroRerung. Die TNF- a-
positiven Signale sind hier rot (C+F), der Zellmarker fur Mikrogliazellen (ED1) griin (D+G)

und der Zellkern mit DAPI violett (C+E) dargestellt. Abbildung E zeigt als

Dreifachmarkierung die Kolokalisation von TNF-  a in einer Mikrogliazelle im perinukleéren
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Bereich. Wahrend sich die TNF- a-Expression in F-G in vesikularen Strukturen im Zytosol
und peripher im Bereich der Zellmembran darstellt. Die Eichbalken entsprechen einer

Lange von 25 pm.

3.3.2. Stimulation der AP Zellen mit FSL-1

In dieser Versuchsreihe wurde die primére Zellkultur der AP mit dem TLR-2/6-
Agonisten FSL-1 stimuliert. Dazu wurde FSL-1 in einer Konzentration von 100
pug/ml Kulturmedium eingesetzt und der Uberstand der Zellkultur nach 60
Minuten (n=6 Proben) und nach 90 Minuten (n=7 Proben) abgenommen. Es
wurden zu jeder Inkubationsdauer jeweils mindestens 6 Kontrollen angefertigt,
die nur mit Medium inkubiert wurden. In den Kulturiiberstanden wurden mit Hilfe
des Bioassays dann die darin enthaltene Konzentrationen an TNF-a und IL-6

gemessen.

3.3.2.1. Messung von TNF- a im Bioassay nach Inkubation mit FSL-1

Durchschnittlich wurden nach einer Stimulation mit FSL-1 nach 60 Minuten 955
+ 136 pg/ml TNF-a gemessenen. Die dazugehotrige Kontrolle enthielt im
Gegensatz dazu nur 75 £ 70 pg/ml TNF-a. Dieser Unterschied war statistisch
signifikant (p=0,0004; F=30,297). Nach einer Inkubationszeit von 90 Minuten
konnten bei der stimulierten Probe im Durchschnitt 785 + 70 pg/ml TNF-a
gemessen werden, was sich im Vergleich zur Kontrolle, bei der Werte von 179
+ 72 pg/ml TNF-a erhoben wurden (Abbildung 30) als ebenfalls signifikant
unterschiedlich erwies (p=0,001; F=15,749).
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Abbildung 30: Das Diagramm zeigt die durchschnittlichen TNF- a Werte im Uberstand der
Zellkultur nach Stimulation mit FSL-1 fiir eine bestimmte Dauer. Unterschiedliche
Buchstaben Uber den Sé&ulen zeigen signifikante Unterschiede zwischen Probe und
Kontrolle zu den jeweiligen Inkubationszeiten an. Uber den S&ulen ist der jeweilige

Standard-Error als T-Balken dargestellt.

3.3.2.2. Messung von IL-6 im Bioassay nach Inkubation mit FSL-1

Es wurden nach Exposition der Zellkultur mit FSL-1 nach 60 Minuten
durchschnittlich 171 + 43 1.U./ml IL-6 gemessen. Fir die Kontrolle lag der Wert
bei 71 + 14 1.U./ml IL-6 (Abbildung 31). Statistisch gesehen ergab dies keinen
signifikanten Unterschied (p=0,051; F= 5,269). Die Durchschnittswerte nach 90
Minuten waren fir die stimulierte Proben 147 + 42 |L.U./ml und fur die
dazugehdrigen Kontrollen 49 + 13 [.U./ml IL-6, was einen signifikanten
Unterschied darstellte (p= 0,017; F= 7,042).
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Abbildung 31: Hier dargestellt sind die durchschnittlichen Werte von IL-6 im Uberstand
der AP Zellkultur nach Stimulation mit FSL-1. Gleiche Buchstaben Gber den S&aulen bei 60
Minuten zeigen, dass der Unterschied von stimulierten Proben zu Kontrollen nicht
signifikant war. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei einer Inkubationszeit von 90 Minuten
ein signifikanter Unterschied, dargestellt durch unterschiedliche Buchstaben. Der

Standard-Error ist als Balken tber der jeweiligen Séule zu sehen.

3.3.3. Stimulation der Zellen der AP mit PI:PC

Im Rahmen dieser Versuchsanordnung wurde die primare Zellkultur der AP mit
dem TLR-3-Agonisten PI:PC stimuliert. Die Uberstande der Kulturen wurden
nach 30, 60, 90 und 120 Minuten entnommen und die biologisch aktiven TNF-
o- und IL-6-Werte jeweils in einem Bioassay gemessen. Zu jedem der
Inkubationszeitpunkte wurden ebenfalls mehrere Kontrollen angefertigt, die

vorher lediglich mit Zellkulturmedium inkubiert wurden.
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3.3.3.1. Messung von TNF- a im Bioassay nach Inkubation mit PI:PC

Bereits nach 30 Minuten Inkubationszeit mit PI:PC stieg die Konzentration an
TNF-a in den Kulturiberstanden auf 362 = 117 pg/ml an, was sich von den
entsprechenden Kontrollwerten (54 * 32 pg/ml) statistisch signifikant
unterschied (p= 0,0039; F= 13,98). Der mittlere Gehalt an TNF-a stieg mit
zunehmender Inkubationszeit mit PI:PC kontinuierlich, aber moderat bis auf
einen Wert von 692 = 206 pg/ml an (Abbildung 32). Auch zu allen weiteren
Inkubationszeiten (60, 90 und 120 Minuten) ergaben sich signifikante
Unterschiede  zwischen PI:PC-stimulierten AP  Kulturen und den
entsprechenden Kontrollen.

10007 wmm PI:PC 3
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—  750- a
=
8
—_ a
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>
— b _Iti
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b b
o, Bm A
30 60 90 120
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Abbildung 32: Das Diagramm zeigt die durchschnittlich gemessene TNF- a-Konzentration

im Uberstand der AP Zellkultur nach Inkubation mit PI:PC im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle. Unterschiedliche Buchstaben (ber den Saulen zeigen zu den jeweiligen
Untersuchungszeitpunkten statistisch signifikante Unterschiede zwischen PI:PC-

stimulierten Proben und den entsprechenden Kontrollen an.
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3.3.3.2.  Messung von IL-6 im Bioassay nach Inkubation mit PI:PC

Auch die Konzentration an biologisch aktivem IL-6 war in den AP
Kulturiberstanden bereits nach 30 Minuten Inkubation mit PI:PC gegeniber der
Kontrolle signifikant erhoht (108 + 13 versus 19 + 4 [.U./ml; p< 0,0001; F= 65,4).
Dieser Wert erhdhte sich innerhalb der nachsten 90 Minuten weiter bis auf 330
[.U./ml (Abbildung 33). Mit Ausnahme der nach 120 Minuten gemessenen
Werte lagen jeweils signifikante Unterschiede zu den entsprechenden
Kontrollen vor. Fur die fehlende Signifikanz nach 120 Minuten (p= 0,075; F=
4,2) war die vergleichsweise hohere Streuung der einzelnen Messwerte

verantwortlich.
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Abbildung 33: Im Bioassay gemessene durchschnittliche IL-6-Konzentrationen nach 30,
60, 90 und 120 Minuten PI:PC-Stimulation der AP Zellkultur. Unterschiedliche
Buchstaben Uber den Saulen der 30-, 60- und 90-Minuten-Werte zeigen signifikante
Unterschiede zwischen PIl:PC-stimulierten Kulturen und den entsprechenden Kontrollen
an. Gleiche Buchstaben uber den Sé&ulen bei 120 min bedeuten, dass hier kein

signifikanter Unterschied vorlag. Der S.E.M. ist Giber den Saulen als T-Balken dargestellt.
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3.4. Toleranzerscheinungen der AP- Zellkultur gegentber
LPS

Im Rahmen dieser Arbeit sollte analysiert werden, ob Toleranzerscheinungen
auch nach direktem Kontakt verschiedener PAMPs mit einer primaren Zellkultur
der Area postrema auftreten. Dazu wurde zum einen untersucht, wie sich eine
mehrmalige Applikation von LPS in kurzen Abstianden auf die [Ca*']; der
neuroglialen Zellkultur auswirkt, zum anderen, welche Wirkung eine langer
andauernde Exposition von LPS auf die Reaktivitat der Zellen hat. Im Anschluss
daran stellte sich die Frage, ob sich auf Ebene der AP Zellkultur eine
Kreuztoleranz zwischen dem TLR-4-Agonisten LPS, dem TLR-2-Agonisten
MDP und dem TLR-2/6-Agonisten FSL-1 ausbildet.

3.4.1. Auswirkungen der wiederholten Stimulation mit LPS auf
die [Ca?]; der AP-Zellkultur

In einzelnen Versuchen wurde der Einfluss einer wiederholten Stimulation mit
LPS (100 pg/ml) in kurzen Abstanden auf die [Ca®*]; von primaren Zellen der
AP getestet. Beispielhaft wurden die Ca**-Signale von zwei Mikrogliazellen aus
diesem Versuchsablauf dargestellt (Abbildung 34).

Nach einer Bolus-Applikation mit Messpuffer zeigten beide Zellen zunachst
keinerlei Reaktion. Auf die erste LPS-Gabe reagierte die Zelle in Abbildung 34
A aber mit einer deutlich Erhéhung ihrer [Ca?']; (ARatio= 0,32). Eine zweite und
dritte Stimulation mit LPS im Abstand von 7 Minuten zeigten keinerlei Erh6hung
der ARatio. Auch die Beispielzelle in Abbildung 34 B reagierte sehr deutlich auf
die erste Boluszugabe von LPS (ARatio= 0,18). Im Gegensatz zur ersten Zellen
kam es hier jedoch auch nach zweiter (ARatio= 0,12) und dritter (ARatio= 0,05)
LPS-Applikation zu einer Erhéhung der [Ca®']i , die sich jedoch progressiv
abschwachte. Beide Zellen zeigten folglich eine Desensibilisierung gegenuber

wiederholter Konfrontation mit dem bakteriellen Endotoxin LPS.
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der Reaktion zweier Mikrogliazellen im Kalzium-
Imaging. Die Kurve zeigt die ARatio (340/380 nm), die proportional zur [Ca '], der Zellen
gewertet werden kann. Abbildung A zeigt, dass nach einmaliger LPS-Stimulation keine
weitere Responsivitat gegentiber LPS bestand. In Abbildung B reagierte die Zelle auch

auf den zweiten und dritten LPS-Stimulus, jedoch deutlich in ihrer Amplitude reduziert.
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3.4.2. Auswirkungen einer Vorinkubation der AP-Zellkultur mit
LPS fiir 18 Stunden auf die [Ca "]

Weitere Untersuchungen der Toleranzerscheinungen von AP-Zellen gegentiber
LPS sollten zeigen, wie sich eine Vorinkubation der AP-Zellkultur mit LPS Uber

>, nach akuter LPS-Stimulation auswirkt.

einen langeren Zeitraum auf die [Ca
Dazu wurden die Kulturen fur 18 Stunden mit LPS in einer Konzentration von 10
pg/ml Zellkulturmedium im Warmeschrank inkubiert. AnschlieBend wurde ihre
Reaktion auf eine LPS-Applikation (100 pg/ml) im Kazium-lmaging getestet.

>, von 150 Neuronen, 310

Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurde die [Ca
Astrozyten, 25 Mikrogliazellen und 84 Oligodendrozyten gemessen.

Die Vorstimulation mit LPS zeigte im Vergleich zur Versuchsreihe ohne
Vorstimulation einen deutlichen Riickgang der Ca?*-Signale als Reaktion auf
einen akuten LPS-Stimulus. So antworteten nur 2 Neurone (durchschnittliche
ARatio= 0,1) und ein Oligodendrozyt (ARatio=0,21), jedoch keine der

Astrozyten und Mikrogliazellen mit einer Erh6hung ihrer ARatio (Abbildung 35).

139



3 Ergebnisse

N
<

n=2 n=0 n=0 n=1

= N W
TP

responsive Zellen [%)]

2

N=150 N=310 N=25 N=84

vy

Neurone
Astrozyten
Mikrogliazellen
Oligodendrozyten

L

A Ratio [340/380 nm]
o
+

0.0—- B

Abbildung 35: Die mit LPS vorinkubierten Zellen, insbesondere die Mikrogliazellen
zeigten so gut wie keine Ca **-Signale als Reaktion auf akute LPS-Stimulation. Dieses

Phanomen deutet auf eine bestehende Endotoxintoleranz hin.

A) prozentualer Anteil der verschieden Zelltypen, die mit einer Ratio-
Erh6hung auf LPS-Applikation reagierten, N=Anzahl der
untersuchten Zellen, n=Anzahl der responsiven Zellen

B) durchschnittliche Erh6hung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der
reagierenden Zellen als arithmetischer Mittelwert
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3.4.3. Auswirkungen einer Vorinkubation mit MDP oder FSL-1 auf
die LPS-induzierte Anderung der [Ca ?*]; der AP-Zellkultur

In den folgenden Versuchen sollte nun analysiert werden, ob eine
Vorstimulation der AP Zellkultur mit anderen PAMPs ebenfalls zu einer
Unterdriickung der Ca**-Antworten nach akuter Stimulation mit LPS fiithrt. Dazu
wurden das Muramyldipeptid (MDP) grampositiver Bakterien und das
Fibroblasten-stimulierende Lipopeptid-1 (FSL-1) von Mycoplasmen verwendet.
Die priméren Zellkulturen wurden hierzu fir 18 Stunden mit MDP oder FSL-1,
die beide in Neurobasal-A-Medium so gelost wurden, dass eine End-
konzentration von 10 ug/ml entstand, inkubiert.

Im Kalzium-Imaging erfolgte die Stimulation der Zellen dann wieder durch eine
Bolus-Applikation von LPS (100 pg/ml).

Bei der mit MDP vorstimulierten Kultur antworteten 3 von 175 der Neurone
(1,7%), 3 von 180 Astrozyten (1,7%), 9 von 58 Mikrogliazellen (15,5%) und nur
einer von 56 Oligodendrozyten (1,8%) auf den LPS-Stimulus. Der arithmetische
Mittelwert (+ S.E.M.) der Ratiodnderung betrug dabei 0,15 £ 0,03 fur Neurone;
0,46 £ 0,21 fur Astrozyten; 0,2 = 0,03 fur Mikrogliazellen und 0,24 fir
Oligodendrozyten (Abbildung 36 A und B).

Nach Prainkubation der AP Zellkultur mit FSL-1 fir 18 Stunden antworteten 4
von 83 Neuronen (4,8%), 2 von 151 Astrozyten (1,3%), 8 von 89 Mikrogliazellen
(9%) und einer von 69 Oligodendrozyten (1,5%) mit einer Erhéhung ihrer
ARatio auf Stimulation mit LPS (Abbildung 37A). Die durchschnittliche
Ratiodnderung betrug in diesem Versuch 0,44 + 0,28 fur Neurone; 0,53 + 0,28
fur Astrozyten; 0,36 + 0,07 fur Mikroglia und 0,1 fir Oligodendrozyten
(Abbildung 37B).

Der Anteil der LPS-responsiven Zellen, insbesondere der Mikrogliazellen,
ahnelte weitestgehend den Daten aus dem Versuch, bei dem keine
Vorinkubation der Zellkultur stattgefunden hatte. Dies deutet darauf hin, dass
MDP und FSL-1 nicht in der Lage sind, die primare AP Kultur gegentber LPS
zu desensibilisieren. Es konnte also keine Kreuztoleranz zwischen LPS, MDP

und FSL-1 im Kalzium-lmaging nachgewiesen werden.

141



3 Ergebnisse

N
¢

N
?

—
?

responsive Zellen [%]
w
?

|

N=175 N=180 N=58 N=56

o

Neurone
Astrozyten
Mikrogliazellen
Oligodendrozyten

L

o
i

L

A Ratio [340/380 nm]
o
*

o
?

Abbildung 36: Nach 18-stiindiger Inkubation der Zellkultur mit MDP (10 Hg/ml). Reaktivitat
von Zellen der AP- Mikrokultur auf eine LPS-Bolusapplikation (100 pg/ml).

A) prozentualer Anteil der verschieden Zelltypen, die mit einer Ratio-
Erh6hung auf LPS-Applikation reagierten, N=Anzahl der
untersuchten Zellen, n=Anzahl der responsiven Zellen

B) durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der
reagierenden Zellen als arithmetischer Mittelwert und S.E.M.
Auffallig sind hier die Astrozyten, die mit einer doppelt so hohen
Ratio-Anderung auf LPS antworteten.
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Abbildung 37: Nach 18-stundiger Vorstimulation der Zellkultur mit FSL-1 (10
Reaktivitat von Zellen der AP- Mikrokultur auf eine LPS-Bolusapplikation (100

Hg/ml).
pg/ml).

A) prozentualer Anteil der verschieden Zelltypen, die mit einer Ratio-

Erh6hung auf LPS-Applikation reagierten, N=Anzahl der
untersuchten Zellen, n=Anzahl der responsiven Zellen

B) durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der

reagierenden Zellen als arithmetischer Mittelwert und S.E.M.
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3.4.4. Auswirkungen einer Vorinkubation mit LPS fur 18 Stunden
auf die Freisetzung Zytokinen aus Zellen der primaren Zellkultur
der AP

Im Rahmen dieses Versuchs sollte untersucht werden, ob eine Praexposition
der AP Zellkultur mit LPS ebenfalls Toleranzerscheinungen in Bezug auf die
Freisetzung von Zytokinen aus den AP Zellen hervorruft. Dazu wurden wie bei
den vorausgegangen Versuchen primére Zellkulturen der AP nach einer
Wachstumszeit von 4-5 Tagen verwendet. Diese wurden dann fir 18 Stunden
mit LPS, welches dem Zellkulturmedium in einer Konzentration von 10 pg/mi
zugegeben wurde, inkubiert. Gleichzeitig wurden dazu auch unstimulierte
Kontrollen angefertigt, bei denen zum gleichen Zeitpunkt lediglich ein Wechsel
des Kulturmediums durchgefiihrt wurde. Nach 18 Stunden wurden dann sowohl
bei den vorstimulierten Proben, als auch bei den Kontrollkulturen, der
Zellkulturiberstand abgenommen und die Kulturen dreimal mit Medium
gewaschen. Daraufhin wurden Proben und Kulturen mit LPS in einer
Konzentration von 100 pg/ml fur eine bestimmte Zeit inkubiert. Nach 30, 60, 90,
180 oder 360 Minuten wurde anschliel3end der Zellkulturtiberstand vorsichtig
abgenommen, und anschlieRend die darin enthaltenen Konzentrationen von

TNF-a und IL-6 mit Hilfe von Bioassays bestimmit.

3.4.4.1. Die Messung von TNF- a im Bioassay nach Vorinkubation mit
LPS

Die Vorinkubation der AP Kulturen mit LPS fiihr 18 Stunden fuhrte zu einer
deutlichen Abschwachung der anschlieBend untersuchten LPS-induzierten
Freisetzung von TNF-a in die Kulturiberstande (Abbildung 38). Dieser Effekt
manifestierte sich besonders nach 60, 180 und 360 Minuten Stimulationszeit.
Speziell nach 360 Minuten wurde die LPS-induzierte Bildung von TNF-a durch
AP Kulturen zu 90% durch die Vorinkubation mit LPS unterdrickt (39142 +
8393 versus 3806 + 1117 pg/ml; p< 0,0001; F= 38,9). Die Ergebnisse dieser

Versuchsreihe zeigen, dass sich durch die 18-stindige Vorinkubation mit LPS
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eine deutliche Toleranz gegenuber Endotoxin auf Ebene der Fahigkeit zur

Induktion von TNF-a manifestiert.

a
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Abbildung 38: Hier dargestellt ist die im Durchschnitt gemessenen TNF- a-Konzentration

im Uberstand der AP Zellkultur nach akuter LPS-Stimulation fiir bestimmte Zeitintervalle.

Dabei zeigt die jeweils rechte der beiden S&ulen AP Zellkulturen, die fur 18 Stunden mit

LPS (10 pg/ml) vorinkubiert worden waren, wahrend die linke Séule AP Zellkulturen
darstellt, die vorher noch keinen Kontakt zu LPS hatten. Gleiche Buchstaben lber den
zusammen gehodrigen Saulen beudeten, dass kein signifikanter Unterschied der TNF- a-
Werte zu diesem Zeitpunkt vorlag. Unterschiedliche Buchstaben stehen fir statistisch
signifikante Unterschiede zu den jeweiligen Zeitpunkten. Der Standard-Error ist als T-

Balken uiber den Saulen sichtbar.
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3.4.4.2. Die Messung von IL-6 im Bioassay nach Vorstimulation mit LPS

Die durch Vorinkubation der AP Zellen mit LPS verursachte Unterdriickung der
LPS-induzierten Freisetzung von IL-6 manifestierte sich im gleichen Maf3e und
nach den gleichen Stimulationszeitrdumen wie bereits fir TNF-a dargestellt
wurde. Nach Stimulationszeiten von 60, 180 und 360 Minuten war die Fahigkeit
zur LPS-induzierten Bildung von IL-6 in den LPS vorinkubierten Kulturen
signifikant eingeschréankt (Abbildung 39), was ebenfalls als klares Zeichen einer

Toleranzentwicklung gegeniber LPS gewertet werden kann.
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Abbildung 39: Im Durchschnitt gemessene IL-6-Konzentrationen im Uberstand der AP
Zellkultur nach akuter LPS-Stimulation fur bestimmte Zeitintervalle. Dabei zeigt die
jeweils rechte der beiden Séulen AP Zellkulturen, die fir 18 Stunden mit LPS (10 Hg/ml)
vorinkubiert wurden, wahrend die linke Saule AP Zellkulturen darstellt, die vorher noch
keinen Kontakt zu LPS hatten. Gleiche Buchstaben lber den zusammen gehdrigen
Saulen bedeuten, dass kein signifikanter Unterschied der IL-6-Werte vorlag.
Unterschiedliche Buchstaben stehen fiir statistisch signifikante Unterschiede zu den

jeweiligen Zeitpunkten. Der Standard-Error ist als T-Balken tiber den Saulen sichtbar.
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*]; von Zellen

3.5. Der Einfluss von Zytokinen auf die [Ca
der AP

In den néchsten Versuchsreihen wurde der direkte Einfluss von Zytokinen auf
die [Ca®*]ivon Zellen der AP Kultur untersucht. Da es sich bei TNF-a und IL-1p
um die ,Leitzytokine" der LPS-induzierten Zytokinkaskade handelt, wurde die

Reaktivitat der AP Zellen gegenuiber diesen beiden Zytokinen getestet.

3.5.1. TNF-a

Die TNF-a-Applikation in diesem Versuch erfolgte ausschliel3lich als Bolus-
Zugabe. Hierbei wurden 100 pl der TNF-a-Stocklosung in die Messkammer des
Ca?*-Imaging-Systems gegeben, so dass sich dort eine Konzentration von 4 ug
TNF-a /ml Messpuffer einstellte. Diese Konzentration wurde in zahlreichen
Vorversuchen zur Dosisabhangigkeit von TNF-a im Kalzium-Imaging im
Rahmen dieser Arbeit ermittelt.

Nach Stimulation mit TNF-a antworteten 7 von 88 Neuronen (8%), 19 von 253
Astrozyten (7,5%), 6 von 207 Mikrogliazellen, aber keiner der 43
Oligodendrozyten auf den TNF-a-Stimulus (Abbildung 40A).

Die Reaktionen hatten eine durchschnittliche RatioAnderung von 0,5 £+ 0,13 fur
Neurone; 0,38 £ 0,05 fur Astrozyten und 0,27 £ 0,09 fur Mikrogliazellen, was in
Abbildung 40B dargestellt ist.
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|
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n= n=19 n=6 n=0

N=88 N=253 N=207 N=43

Neurone
Astrozyten
Mikrogliazellen
Oligodendrozyten

ST

aktion der AP Zellkultur auf TNF-  a (4 pg/ml).

A) prozentualer Anteil der Neurone, Astrozyten, Mikrogliazellen und

Oligodendrozyten, die mit einer Ratio-Erhohung auf TNF-  a-Applikation
reagierten, N=Anzahl der untersuchten Zellen, n=Anzahl der responsiven
Zellen

B) durchschnittliche Erh6hung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der

reagierenden Zellen als arithmetischer Mittelwert und S.E.M.
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Abbildung 41: Die Abbildung zeigt Beispiele fur die 340/380 nm Ratio Signale in den TNF-
a-responsiven Zelltypen der AP. Auf die Boluskontrolle mit Puffer (P) folgte jeweils kein
Signal. Auf den TNF- a-Stimulus reagierten Neurone mit einem unterschiedlichen Verlauf
ihrer ARatio-Kurve, verglichen mit dem der Astrozyten und Mikrogliazellen. Die Ratio-
Erhéhung auf den KCI-Stimulus am Ende war bei Neuronen besonders hoch, bei
Astrozyten im Durchschnitt moderat oder kaum vorhanden. Keine der untersuchten

Mikrogliazellen reagierte auf KCl im Kalzium-Imaging.
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Auf eine vorausgegangene Bolus-Applikation von 100 pyl Messpuffer reagierte
keine der untersuchten Zellen mit einer Veranderung ihrer [Ca*']i. Anderungen
der ARatio aulRerten sich bei den Neuronen als steiler Anstieg gefolgt von
einem leichten Abfall auf ein Plateau, bevor die Kurve wieder zur Basis
zurickkehrte. Bei Astrozyten und Mikrogliazellen war ein schneller steiler
Anstieg und ebenso plotzlicher Abfall zur Baseline, was man als Ca*'-Peak
bezeichnen kann, zu beobachten (Abbildung 41). Neurone zeigten eine
deutliche Responsivitat gegenuber der KCI-Applikation als Kriterium fur die
Vitalitdt der Zellen, wahrend Astrozyten nur moderat und Mikrogliazellen so gut

wie nicht darauf reagierten.

352. IL-1B

Auch IL-13 wurde als 100 pl-Bolus in die Messkammer appliziert, so dass sich
dort eine Endkonzentration von 4 ug IL-1B/ ml Messpuffer einstellte. Diese
Konzentration wurde ebenfalls anhand eigener Vorversuche ermittelt.

Die Stimulation mit IL-1[3 fuhrte bei 14 von 101 Neuronen (14%), 16 von 243
Astrozyten (6,6%), 15 von 200 Mikrogliazellen (7,5%) und 4 von insgesamt 48
Oligodendrozyten (8,3%) zu einer Erhéhung der [Ca®']; (Abbildung 42A).

Der arithmetische Mittelwert (+ S.E.M.) der Ratiodnderung betrug 0,45 + 0,06
fur Neurone; 0,5 £ 0,07 fur Astrozyten; 0,21 £ 0,03 fur Mikrogliazellen und 0,67
+ 0,18 fur Oligodendrozyten (Abbildung 42B).
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Abbildung 42: Das Diagramm zeigt, dass alle 4 Zelltypen auf eine IL-1 B-Applikation mit

Erhéhung ihrer [Ca 2+]i reagierten.

A) prozentualer Anteil der Zellen, die mit einer Anderung ihrer 340/380 nm Ratio
auf den IL-1B-Stimulus reagierten; N=Anzahl der untersuchten Zellen;

n=Anzahl der responsiven Zellen

B) durchschnittiche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der

reagierenden Zellen als arithmetischer Mittelwert und S.E.M.
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Abbildung 43: Hier dargestellt werden typische Reaktionsbeispiele der verschiedenen
Zelltypen der AP nach Stimulation mit IL-1 B (4pg/ml) fir 60 Sekunden im Kalzium-

imaging.

Die Kalzium-Signale aller Zelltypen der AP nach Stimulation mit IL-1 waren
charakterisiert durch einen sofortigen steilen Anstieg der ARatio-Kurve auf
einen Maximalwert (Peak) und einen anschlielBenden raschen Abfall zurtick auf
die Basallinie (Abbildung 43).

Eine zu Beginn des Versuch durchgefuhrte Boluskontrolle mit Messpuffer (P)

blieb bei allen untersuchten Zellen ohne Einfluss auf die 340/380 nm Ratio.
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3.6. Der Einfluss von NO (Stickstoff-Monoxid) auf die [Ca "]

von Zellen der AP

Da es sich bei NO um einen potentiellen sekundaren Mediator von PAMPs oder
Zytokinen handelt, sollte in den folgenden Versuchen untersucht werden, ob
diese Substanz einen Einfluss auf die [Ca®']; einer primaren Zellkultur der Area
postrema hat.

Des weiteren sollte immunzytologisch untersucht werden, ob und welche
Zelltypen innerhalb der AP, eine der zur NO-Bildung notwendigen NO-
Synthasen (NOS) besitzen. In der vorliegenden Arbeit wurden dazu spezifische
Primarantikdrper gegen die neuronale NOS (nNOS) und die induzierbare NOS
(INOS) verwendet. Die endotheliale NOS blieb unberiicksichtigt, da in der

eingesetzten Primérkultur keine Endothelzellen vorlagen.

3.6.1. Immunzytochemischer Nachweis von iNOS und nNOS in
Zellen der AP-Zellkultur

In der ersten Versuchsserie sollte ermittelt werden, ob Mikrogliazellen einer AP
Zellkultur nach LPS-Stimulation fur 360 Minuten die induzierbare NOS (iNOS)
exprimieren, und somit in der Lage sind, NO zu bilden. Hierzu wurde ein iNOS-
spezifischer Antikdrper eingesetzt. Die Mikrogliazellen wurden mit dem
Primarantikorper ED-1 und alle Zellkerne mit DAPI detektiert. Parallel dazu
wurden zwei nichtstimulierte AP  Kulturen nach dem gleichen

immunzytochemischen Protokoll behandelt.

Wie in Abbildung 44 gut zu erkennen ist, zeigten Mikrogliazellen der AP nach
Stimulation mit LPS eine ausgepragte Expression von iNOS-Signalen. In der
Dreifachmarkierung ist deutlich zu sehen, dass diese Signale (A+C) Uber die
gesamte Zelle verteilt im Zytoplasma zu lokalisieren sind (C).

Die Mikrogliazellen einer nichtstimulierten AP Zellkultur zeigten hingegen nur

eine sehr schwache Immunreaktivitat gegentiber iINOS (D+F).
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Zum Nachweis der neuronalen NOS (nNOS) wurde ebenfalls ein spezifischer
NNOS-Antikoérper verwendet. Als neuronaler Marker diente MAP2a+b und die
Zellkerne wurden wieder mit DAPI sichtbar gemacht. Eine Stimulierung mit
exogenen Pyrogenen zum Nachweis der nNOS war nicht notwendig, da sie in
nitrergen Neuronen konstitutiv exprimiert wird (Gath et al., 1999).

In der vorliegenden Versuchsreihe konnten in der AP Zellkultur eine Reihe von
NNOS-positiven Neuronen detektiert werden (Abbildung 44G-l1). Bezogen auf
die Gesamtzahl der Neurone einer Kultur machten diese nitrergen Neurone
jedoch nur einen moderaten Anteil (ca.10% der Neurone) aus. Die nNOS stellt
sich im Immunfluoreszenzbild verteilt Uber den gesamten Zellkbrper des
Neurons dar (Abbildung 44 G). Ein nukleare Kolokalisation ist nur sehr schwach
ausgepragt (Abbildung 44 I).
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Abbildung 44: Immunzytochemischer Nachweis von iNOS in Mikrogliazellen und nNOS in

Neuronen einer primaren Zellkultur der AP.
In der linken Spalte ist jeweils das iINOS-Signal (A+D) und das nNOS-Signal (G)
rot dargestellt. Die mittlere Spalte zeigt die zellspezifischen Marker ED-1 fir
Mikrogliazellen (B+E) und MAP2a+b (H) grin Uberlagert mit DAPI, das die
Zellkerne blau markiert. A-C zeigt eine Mikrogliazelle, die fur 360 Minuten mit LPS
inkubiert wurde, wahrend D-F eine unstimulierte Mikrogliazellen zeigen.
Die rechte Spalte zeigt eine Uberlagerung von allen drei Signalen iNOS (C,F) und
nNOS (I) (rote Signale), ED-1 und MAPZ2a+b (grine Signale) und DAPI (blaue
Signale). Eichbalken =25 um.
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3.6.2. Effekt des NO-Donors DEA auf die [Ca '], von Zellen der AP

Um zu untersuchen, welchen Effekt NO auf die Zellen der AP bezogen auf
Veranderungen von [Ca®]i hat, wurde eine DEA-Stocklésung als Bolus-
Applikation in Messkammer gegeben, so dass dort eine Endkonzentration von 1
mM entstand. Diese Konzentration wurde in Anlehnung an andere Arbeiten aus
unserer Arbeitsgruppe (Nobel, 2004) und publizierte Studien anderer Gruppen
(Feil et al., 2002) festgelegt.

Nach Stimulation mit DEA reagierten 14 der insgesamt 84 Neurone (16,7%), 35
der 154 Astrozyten (22,7%), 21 der 201 Mikrogliazellen (10,3%) und 13 der 58
untersuchten Oligodendrozyten (22,4%) mit einer Erhohung der ARatio
(Abbildung 45A).

Die 340/380 Fluoreszenz Ratio erhdhte sich dabei im arithmetischen Mittel
(zS.E.M.) um 0,36 = 0,1 bei den Neuronen; 0,36 + 0,06 bei den Astrozyten;
0,23 + 0,02 bei den Mikrogliazellen und 0,18 + 0,04 bei den Oligodendrozyten
(Abbildung 45B).

Neurone und Mikrogliazellen antworteten auf den DEA-Stimulus Uberwiegend
mit einer steil ansteigenden und direkt wieder steil abfallenden ARatio-Kurve
(Abbildung 46). Im Gegensatz dazu stieg das Signal der Astrozyten zwar
ebenfalls steil an, fiel dann aber auf ein Plateau ab, welches auch fir eine
gewisse Zeit andauerte, bevor die Imaging-Kurve wieder langsam zur Basallinie
zurickkehrte. Oligodendrozyten reagierten mit einem langsam ansteigenden
und ebenso langsam wieder absteigenden Signal auf eine Stimulation mit DEA
(Abbildung 46).
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Abbildung 45: Stimulation einer AP Zellkultur mit DEA (1mM) im Kalzium-Imaging fir 60
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A) prozentualer Anteil der Zellen, die mit einer Anderung ihrer 340/380 nm Ratio
auf den NO-Donor DEA reagierten; N=Anzahl der untersuchten Zellen;

n=Anzahl der responsiven Zellen

B) durchschnittiche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der

reagierenden Zellen als arithmetischer Mittelwert und S.E.M.
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Abbildung 46: Reaktionsbeispiele fir die Veréanderungen der ARatio einzelner AP

Zelltypen nach Stimulation mit DEA. Wéahrend Neurone und Mikrogliazellen mit einem
steilen Anstieg und ebenso raschem Abfall der Imaging-Kurve reagierten, kam es bei
Astrozyten nach dem initalen Peak zu einer Plateaubildung, und bei Oligodendrozyten zu
einem langsamen Anstieg des Kurvenverlaufs, der ebenso langsam wieder zur

Ausgangslinie zurlickkehrte.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse aus dem vorherigen Kapitel (siehe: Kapitel 3) lassen sich wie
folgt zusammenfassen und sollen anschlieRend in dieser Abfolge diskutiert

werden:

« LPS induziert eine Erhéhung der [Ca®]; in 10-15% der Mikrogliazellen,
4% der Neurone und 2,5% der Astrozyten der AP (siehe: Kapitel 4.1.1).

e MDP und FSL-1 fuhren zu keiner nennenswerten Verdnderung der
[Ca®"];in Zellen der AP (siehe: Kapitel 4.1.2).

« PI:PC induziert eine Erhthung der [Ca®']iin 8% der Neurone und 2% der
Astrozyten der AP (siehe: Kapitel 4.1.3).

e Die PAMPs LPS, FSL-1 und PI:PC induzieren eine Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-6) aus einer primaren
Zellkultur der AP (siehe: Kapitel 4.2.1).

e LPS induziert die Bildung von TNF-a und dessen Speicherung im ,Trans-

Golgi-Komplex* in Mikrogliazellen der AP Zellkultur (siehe: Kapitel 4.2.2).

* Eine 18-stiindige Vorinkubation der AP Zellkultur mit LPS fuhrt zur
Ausbildung einer Toleranz gegenuber akuter Stimulation mit LPS,
wahrend die Entwicklung einer Kreuztoleranz zwischen LPS, MDP und
FSL-1 nicht beobachtet werden konnte (siehe: Kapitel 4.3).

2+]i

* TNF-a induziert eine Erh6hung der [Ca“']; in jeweils 8% der Neurone und

Astrozyten und 3% der Mikrogliazellen der AP (siehe: Kapitel 4.4.1).
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IL-1p induziert eine Erhéhung der [Ca®']iin 14% der Neurone, in fast 7%
der Astrozyten sowie in 8% der Mikrogliazellen und Oligodendrozyten
(siehe: Kapitel 4.4.2).

Der NO-Donor DEA induziert eine Erhthung der [Ca®']i in 17% der
Neurone, 23% der Astrozyten und Oligodendrozyten, sowie 10% der
Mikrogliazellen (siehe: Kapitel 4.5.1) der AP.

LPS induziert in Astrozyten und Mikrogliazellen der AP die INOS und ca.

10% der Neurone der AP exprimieren konstitutiv die nNOS (siehe:
Kapitel 4.5.2).
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4.1. Zellen der AP als potentielle Sensoren fir zirkulierende
PAMP’s

Eine der wohl wichtigsten Entdeckungen der neuroimmunologischen Forschung
der letzten Jahre war die Entdeckung der TLRs. Diese Rezeptorfamilie dient
dem angeborenen Immunsystem zur Erkennung sog. ,Pathogen-assoziierter
Molekule* (PAMPSs), die Bestandteil einer ganzen Reihe von Mikroorganismen
und Pilzen sind (Kopp & Medzhitov, 2003). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden zur spezifischen Stimulierung der TLRs bestimmte PAMPs verwendet.
Im Speziellen handelte es sich dabei um den TLR-4-Agonisten LPS (Chow et
al., 1999), den TLR-2-Agonisten MDP (Takeuchi et al., 1999), den Agonisten
des TLR-2/6-Heterodimers FSL-1 (Okusawa et al., 2004) und den TLR-3-
Agonisten PI:PC (Alexopoulou et al., 2001).

Von zentraler Bedeutung flur diese Arbeit ist die Tatsache, dass TLR-2, TLR-3,
TLR-4 und TLR-6 konstitutiv in den sCVOs und somit auch in der AP exprimiert
und unter inflammatorischen Bedingen sogar hochreguliert werden (Laflamme
& Rivest, 2001; Laflamme et al., 2001; Olson & Miller, 2004). Da die AP nur
eine unvollstandige Blut-Hirn-Schranke besitzt, kann man vermuten, dass im
Blutkreislauf zirkulierende PAMPs direkt in diese spezialisierte Gehirnstruktur

gelangen und dort eine Aktivierung des jeweiligen TLRs auslésen kdnnten.

4.1.1. LPS induziert eine Erhéhung der [Ca  #']; in Zellen der AP

Um zu untersuchen, ob LPS eine direkte Aktivierung von Zellen einer primaren
AP Zellkultur auslosen kann, wurde in dieser Arbeit die Methode des Kalzium-

>, der mit dem Fluoreszenzfarbstoff

Imagings genutzt. Dazu wurde die [Ca
Fura-2 beladenen Zellen kontinuierlich gemessen und mit Hilfe eines
Computerprogramms dokumentiert (Jurzak et al., 1995b; Gebke et al., 1998).
Hierbei wurden LPS-induzierte Ca**-Signale in Zellen der AP Zellkultur als
Marker fir eine direkte Zellaktivierung gewertet. AnschlieRend konnten die im

Ca?*-Imaging gemessenen Zellen unter Verwendung der Immunzytochemie mit
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zellspezifischen Antikérpern detektiert und so letztendlich einem speziellen
Zelltyp zugeordnet werden. Die genaue Lokalisation der einzelnen Zellen war
Uber eine Art Koordinatensystem auf dem Boden des Zellkulturgeféal3es
gewdahrleistet. Tatsachlich konnte mit diesem Versuch gezeigt werden, dass
speziell eine Population von 10-15% der Mikrogliazellen der AP mit einer

Erhohung ihrer [Ca®"]

auf den vorausgegangenen LPS-Stimulus reagierten.
Obwohl die physiologische Relevanz dieses Ergebnisses noch aufzuklaren
bleibt, zeigt der Befund jedoch deutlich, dass zirkulierendes LPS von einer
spezifischen Population von AP Zellen innerhalb weniger Sekunden nach
seinem Auftreten im Organismus erkannt werden kann. Es ist anzunehmen,
dass dieser direkten immunologischen Antwort der AP, die durch eine
unvollstandige BHS gekennzeichnet ist, eine Bedeutung in der Manifestation
von zentralnervds kontrollierten Krankheitssymptomen (siehe: Kapitel 1) als
Reaktion auf zirkulierende PAMPs zukommt. Wenngleich verschiedene Autoren
argumentieren, dass die LPS-induzierte zentralnervds kontrollierte
Immunantwort, die sich in Fieber (Li et al., 2006b) und einer Aktivierung der
HPAA (Givalois et al., 1994) aul3ert, von einer vorausgehenden Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen ins Blut induziert wird, so stellen die im
Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten diese Theorie in Frage. Das klassische
Konzept, dass LPS in der Peripherie eine Bildung und Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine induziert, die dann ihrerseits tber die CVOs das
Gehirn aktivieren und somit Fieber und andere Symptome des ,sickness
behavior* auslosen, ist also zu Uberdenken und noch zu erweitern (Blatteis,
2006). Die Ergebnisse dieser Arbeit sind hingegen ein Beweis dafur, dass LPS
direkt mit Bereichen des Gehirns interagieren kann, die wie die AP, eine offene
BHS besitzen. Diese Tatsache kbnnte man somit als Erweiterung der
humoralen Fieberhypothese (siehe: Kapitel 1.1.1) ansehen (Roth et al., 2004).

An dieser Stelle ist es nicht verwunderlich, dass gerade die Mikrogliazellen
diejenige Zellpopulation der AP darstellen, die prozentual am héaufigsten auf
LPS reagiert. Als die residenten Makrophagen des ZNS stellen sie den
wahrscheinlich wichtigsten Zelltyp im Rahmen einer Immunantwort gegeniber
eindringenden Pathogenen dar (Hanisch & Kettenmann, 2007). Ein weiteres
Indiz dafir ist, dass Mikrogliazellen eine ganze Reihe von TLRs (TLR1-9)
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exprimieren (Bsibsi et al., 2002; Olson & Miller, 2004). Aul3erdem kbénnen sie
als Reaktion auf bestimmte PAMPs proinflammatorische Zytokine und
sekundéare Botenstoffe wie NO freisetzen, worauf aber in einem spéateren
Kapitel noch eingegangen werden soll. Ein Zusammenhang zwischen LPS-
abhangiger Aktivierung des TLR-4 und einer Erhéhung der [Ca®'] in
Mikrogliazellen wurde bereits 1994 von Bader et al. gezeigt. Diese
Arbeitsgruppe postulierte, dass LPS in Mikrogliazellen eine Freisetzung von
Ca’" aus Koffein-abhangigen intrazellularen Speichern induziert (Bader et al.,
1994). Zudem konnte im Rahmen der gleiche Studie gezeigt werden, dass LPS
ebenfalls den IPs-abhangigen Signalweg zur Aktivierung intrazellularer Ca*-
Speicher auslost, der jedoch verglichen mit dem erstgenannten eine quantitativ
eher untergeordnete Bedeutung hat. Erst kurzlich erschienene Studien
beschreiben zudem einen Zusammenhang zwischen LPS-induzierter
Aktivierung von Mikrogliazellen und einer einhergehenden Erhéhung der [Ca?"]..
Hierbei soll LPS in Mikrogliazellen eine Aktivierung des Enzyms CD38
bewirken, was wiederum die zyklische ADP-Ribose stimuliert, die als Ca?*'-
aktivierender Botenstoff agiert. Diese aktiviert dabei Ca®" aus intrazelluldren

Speichern, was letztendlich zu einer Erhéhung der [Ca®];

fuhrt (Franco et al.,
2006; Mayo et al., 2008). Der eben beschriebene Signalweg soll aul3erdem an
der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen aus Mikrogliazellen
beteiligt sein. Zusammenfassend sprechen diese Fakten daflr, dass
insbesondere die Mikrogliazellen der AP als Sensor fur den TLR-4-Agonisten

LPS agieren, und dass dabei Ca®" als intrazellularer Botenstoff beteiligt ist.

4.1.2. MDP und FSL-1 fihren zu keiner nennenswerten

Veranderung der [Ca 2']; in Zellen der AP

Im Anschluss an die vorher beschriebenen Versuche mit dem TLR-4-Agonisten
LPS sollte untersucht werden, ob der TLR-2 Agonist MDP und der TLR-2/6-
Agonist FSL-1 ebenfalls zu einer Aktivierung von kultivierten AP Zellen flhrt.
Auch dazu wurde die [Ca®], der AP Zellen im Ratio-Imaging-Versuch

gemessen und die Zellen anschliel3end in der Immunzytochemie typisiert. Bei
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der Stimulation der AP Zellkultur mit MDP reagierten lediglich einige der
Neurone und Astrozyten, aber keine der untersuchten Mikrogliazellen und
keiner der Oligodendrozyten. Ging man zunadchst davon aus, dass der TLR-2
konstitutiv von Zellen der AP exprimiert wird (Laflamme et al., 2001; Olson &
Miller, 2004), so kam dieses Resultat doch relativ unerwartet. Eine mogliche
Ursache fir diesen Befund kénnte darin begriindet liegen, dass bisher nur sehr
wenige Autoren eine MDP-abhangige Aktivierung des TLR-2 beschreiben
(Yang et al., 2001), wahrend eine ganze Reihe von Arbeitsgruppen eine PGN-
induzierte Aktivierung des TLR-2 belegen konnten (Takada et al., 2002; Kielian
et al., 2005a; Windheim et al., 2007) und eine TLR-2-Aktivierung durch MDP
sogar ganz klar verneinen. Es ware in diesem Zusammenhang durchaus
denkbar, dass MDP als kleine Untereinheit des PGN, das Bestandteil der
Zellmembran grampositiver Bakterien ist, nicht vom TLR-2 spezifisch erkannt
werden kann. Als Rezeptoren, die in der Lage sind, MDP spezifisch zu
erkennen wird in jingeren Studien eine weitere intrazellulare Rezeptorfamilie,
die sog. ,NODs", beschrieben (Traub et al., 2006; Windheim et al., 2007).

Auch die Stimulation der AP Zellkultur mit FSL-1 fihrte zu keiner
nennenswerten Aktivierung der primar kultivierten AP Zellen.

Betrachtet man nun abschlieRend diese Ergebnisse, so muss man feststellen,
dass die Zellen der AP scheinbar nicht als Sensoren fir MDP oder FSL-1
fungieren. Zumindest konnte im Rahmen dieser Arbeit keine direkte Aktivierung

der AP Zellkultur in Verbindung mit einer Erhéhung der [Ca®']

festgestellt
werden. In der Literatur wurde bisher auch lediglich fiir LPS eine Ca*'-
abhangige Aktivierung seines TLR-4 beschrieben, nicht aber fir MDP am TLR-
2 oder fur FSL-1 am TLR-2/6-Heterodimer. Es bleibt also zu vermuten dass,
falls tatséchlich eine Aktivierung der AP-intrinsischen Zellen durch MDP oder
FSL-1 Uber die dazugehorigen TLRs méglich ist, diese Ca®*-unabhangig zu

sein scheint.
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4.1.3. PI:PC induziert eine Erhéhung der [Ca  #]; in Zellen der AP

In der vorliegenden Arbeit sollte ebenfalls untersucht werden, ob das virale
PAMP PI:PC eine direkte Aktivierung der AP Zellkultur induzieren kann. Hierzu

" einzelner AP Zellen

wurde, wie in den vorausgegangen Versuchen, die [Ca
als Kriterium einer zellspezifischen Aktivierung gemessen. Auf eine Applikation
von PI:PC antworteten hierbei 8% der Neurone und 2% der Astrozyten mit
einem deutlichen Ca?*-Signal, wahrend Mikrogliazellen und Oligodendrozyten
keine Veranderung in ihrer [Ca®]; zeigten. Anhand dieses Befundes wird
deutlich, dass im Vergleich zu LPS nicht Mikrogliazellen, sondern in diesem Fall
Neurone der AP in der Vermittlung inflammatorischer Signale als Anwort auf
PI:PC eine Rolle spielen. Die Prasenz des TLR-3 wird sowohl auf Neuronen
(Prehaud et al., 2005), als auch glialen Zellen wie Astrozyten (Bsibsi et al.,
2002; Farina et al., 2005), Mikrogliazellen (Olson & Miller, 2004) und
Oligodendrozyten (Bsibsi et al., 2002) beschrieben. Das bedeutet, dass die
Grundvoraussetzung zur Erkennung des PI:PC fir alle vier Zelltypen gegeben
sein misste, da der TLR-3 spezifisch PI:PC erkennt (Alexopoulou et al., 2001).
Dennoch wird den Astrozyten eine zentrale Bedeutung im Rahmen einer neuro-
immunologischen Antwort auf PI:PC zugesprochen (Farina et al., 2005; Kielian,
2006). Dieser Theorie liegt vor allem die Tatsache zu Grunde, dass Astrozyten
nach Stimulation mit PI:PC in der Lage sind, proinflammatorische Zytokine wie
TNF-a und IL-6 freizusetzen (Farina et al., 2005). Eine weitere Arbeitsgruppe
postulierte aufl3erdem, dass nach systemischer Applikation von PI:PC bei
Meerschweinchen eine vermehrte Expression des Transkriptionsfaktors STAT3
in Astrozyten, nicht aber Neuronen der AP nachzuweisen war (Voss et al.,
2007). STAT3 dient als Marker fir inflammatorische Aktivierung und seine
Bildung wird vor allem durch IL-6 induziert. Vorausgegangen Studien zufolge
war also eine Aktivierung der Astrozyten der AP Zellkultur durch PI:PC zu
erwarten. Vollig neu ist hingegen die Tatsache, dass im Rahmen der Versuche
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass Neurone diejenige Population der AP
Zellen darstellt, die neben den Astrozyten als einzige und prozentual gesehen
sogar am hochsten, auf den TLR-3-Agonisten PI:PC reagiert. Die

physiologische Relevanz dieses Befundes bleibt jedoch zunachst offen.
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4.2. Zirkulierende PAMPs induzieren eine Freisetzung von

Zytokinen (TNF- a, IL-6) aus einer priméaren Zellkultur der AP

4.2.1. Die Messung von TNF- a und IL-6 im Uberstand der AP
Zellkultur nach Stimulation mit LPS, FSL-1 oder PI:PC

Eine wichtige Reaktion des Organismus im Rahmen systemischer
Infektionsprozesse, insbesondere in Verbindung mit LPS ist die Ausschuttung
von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1B und IL-6. Diese sind
nach Injektion von LPS nicht nur im Blutplasma messbar (Jansky et al., 1995),
sondern werden auch in den sCVOs und anderen Gehirnstrukturen bereits
wéahrend der ersten Phase des LPS-induzierten Fiebers exprimiert (Breder et
al., 1994; Laye et al., 1994). Bisher ging man theoretisch davon aus, dass LPS
in der Korperperipherie uber eine Aktivierung des TLR-4 auf Zellen des
angeborenen Immunsystems eine nachgeschaltete Signalkaskade in Gang
setzt und so eine Freisetzung von NFkB bewirkt. Die Aktivierung dieses
Transkriptionsfaktors fihrt wiederum zu einer Freisetzung von proinflam-
matorischen Zytokinen, die als inflammatorische Mediatoren eine Zytokin-
freisetzung im Gehirn induzieren (Dantzer, 2001; Churchill et al., 2006). Daher
war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob es mdglich ist,
messbare Konzentrationen von bioaktivem TNF-a und IL-6 im Uberstand einer
primaren AP Zellkultur nach Exposition mit LPS nachzuweisen. Dazu wurden
die Uberstande der AP Zellkultur 30, 60, 90, 180 und 360 Minuten nach LPS-
Zugabe entnommen und die darin enthaltenen Zytokinkonzentrationen mit Hilfe
spezifischer Bioassays quantitativ bestimmt. Bereits nach 60 Minuten LPS-
Stimulation zeigte sich sowohl fir TNF-a, als auch fur IL-6 ein signifikant
erhohter Zytokingehalt in den stimulierten Proben, welcher bis hin zu 360
Minuten bei beiden Zytokinen weiter stark anstieg. Von der zeitlichen Abfolge
des Auftretens signifikanter Zytokin-Konzentrationen korrelieren die
vorliegenden Befunde ebenfalls mit bereits veréffentlichten in vivo-Studien, bei

denen nach systemischer LPS-Applikation zundchst TNF-a im Plasma stark
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ansteigt und messbare IL-6-Konzentrationen erst nach 60 Minuten auftreten
(Long et al., 1990; Roth et al., 1993; Roth et al., 1994). So war zwar nach 30
Minuten Stimulation schon IL-6 im Uberstand messbar, der gemessene Wert
war jedoch nicht signifikant unterschiedlich zu dem der unstimulierten Kontrolle.
Dass in den Uberstanden der unstimulierten Kontrollen auch geringe
Konzentrationen von TNF-a und IL-6 vorlagen, kann damit begriindet werden,
dass proinflammatorische Zytokine im ZNS in geringen Mengen konstitutiv
exprimiert werden (Nakamori et al., 1995; Konsman et al., 1999; Vitkovic et al.,
2000). Im Unterschied zu den mit LPS-stimulierten Kulturen blieb die Zytokin-
Konzentration im Uberstand der Kontrollen tiber 360 Minuten hinweg jedoch
immer auf einem basalen Niveau. AuRerdem geht man davon aus, dass
Mikrogliazellen einer Zellkultur stets ein geringes Mal3 an Aktivierung und somit
auch die Bildung von Zytokinen aufweisen, was durch eine vorausgegange
Gewebszerstorung zustande kommt, wodurch auch bei optimalen Kultivierungs-
bedingungen kein absolut authentisches physiologisches Milieu erreicht werden
kann (Hanisch, 2002; Farber & Kettenmann, 2005).

In vorausgegangenen Studien der eigenen Arbeitgruppe konnte bereits gezeigt
werden, dass messbare Plasmaspiegel von TNF-a und IL-6 auch durch
Injektion von FSL-1 (Greis et al., 2007) oder PI:PC (Voss et al., 2006) induziert
werden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte im Anschluss daran getestet
werden, ob FSL-1 und PI:PC eine AP Zellkultur zur Freisetzung von Zytokinen
stimulieren koénnen. Hierbei waren nach FSL-1-Stimulation nach 60 und 90
Minuten signifikant erhéhte Konzentrationen von TNF-a und erst nach 90
Minuten eine signifikant erh6hte Konzentration von IL-6 im Zellkulturiberstand
detektierbar. Bei den Stimulationsversuchen mit PI:PC wurden Stimulations-
zeiten von 30, 60, 90 und 120 Minuten gewdahlt. Die gemessenen TNF-a- und
IL-6-Konzentrationen waren zu fast allen Stimulationszeitpunkten im Gegensatz
zu den jeweiligen Kontrollen signifikant erhdht. Hiermit konnte gezeigt werden,
dass neben dem bakteriellen PAMP LPS auch das mycoplasmale FSL-1 und
das virale PI:PC eine Aktivierung von primaren AP Zellen induzieren kénnen,
was eine Freisetzung von Zytokinen zur Folge hat. Vergleicht man die
erreichten Zytokinspiegel von TNF-a und IL-6 im Uberstand zu den jeweiligen

Zeitpunkten miteinander, so scheint jedoch das LPS eine wesentlich potentere
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Wirkung auf die Zytokin-Freisetzung durch AP Zellen zu besitzen im Vergleich

zu FSL-1 und PI:PC, die sich in ihrer Wirkung nicht nennenswert unterscheiden.

Die beschriebenen Ergebnisse beweisen eindeutig, dass eine direkte
Aktivierung von Zellen spezialisierter Gehirnstrukturen durch zirkulierende
PAMPs wie LPS, FSL-1 oder PI:PC mdglich ist, was als ein wichtiger Signalweg
der Kommunikation zwischen Immunsystem und Gehirn betrachtet werden
kann (Quan & Banks, 2007). Die vorliegenden Daten kdnnten eine mogliche
Erklarung dafir sein, dass es bereits vor dem Auftreten messbarer Zytokin-
Level im Blutplasma zur Entwicklung einer ersten LPS-induzierten Fieberphase
kommt. Dabei konnten im Blut zirkulierende PAMPs wie LPS, FSL-1 oder PI:PC
direkt tGber die fehlende BHS in die sCVOs gelangen und dort die Bildung und
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen bewirken. Die so ins ZNS
freigesetzten Zytokine kdnnten anschlie3end Fieber (Dinarello et al., 1986; Roth
et al.,, 1998a; Harre et al., 2002) und Symptome des ,sickness behaviour*

auslosen (Dantzer, 2001; Dantzer et al., 2008).

4.2.2. LPS-induzierte Freisetzung von TNF- a aus Mikrogliazellen
der AP

Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass LPS mit Zellen einer
Primarkultur der AP interagiert und diese zur Expression proinflammatorischer
Zytokine stimuliert, sollte im Anschluss daran geklart werden, welcher spezielle
Zelltyp fur LPS-induzierte Bildung und Freisetzung von Zytokinen verantwortlich
ist. Hierzu wurde unter Verwendung der Immunzytochemie ein spezifischer
Ratten-TNF-a-Antikorper und weitere Antikdrper gegen Zelltyp-spezifische
Markerproteine eingesetzt, um TNF-a als ,Leitzytokin“ in bestimmten Zellen der
AP Kultur zu detektieren.

Die mit LPS stimulierten AP Kulturen zeigten eine deutliche Expression von
TNF-a-positiven Signalen in Mikrogliazellen, nicht jedoch in Neuronen,
Astrozyten oder Oligodendrozyten (siehe: Abbildung 29). Die unstimulierte

Kontrolle zeigte zwar auch eine geringe Expression von TNF-a in

168



4 Diskussion

Mikrogliazellen, diese fiel aber deutlich schwacher aus. Das Auftreten
schwacher TNF-a-Signale in der Kontrolle kann damit begriindet werden, dass
Mikrogliazellen in Kultur per se ein geringes Mal3 an Aktivierung aufweisen
(siehe: Kapitel 4.2.1). Bei der Betrachtung einzelner Mikrogliazellen in starkerer
VergroBerung fallt eine perinukleare Lokalisation von TNF-a auf (siehe:
Abbildung 29 C+E). Die Existenz einer zellularen Struktur, in der TNF-a gebildet
und gespeichert wird, wurde bereits auch von einigen Autoren flir Makrophagen
beschrieben und als , Trans-Golgi-Apparat* bezeichnet (Manderson et al., 2007;
Lieu et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit ist es zum ersten Mal gelungen,
TNF-a innerhalb des ,Trans-Golgi-Apparats® in Mikrogliazellen zu zeigen. In
einigen Mikrogliazellen befinden sich TNF-a-Signale in vesikularen Strukturen
im Zytosol und ebenso im Bereich direkt unter der Zellmembran. Man kénnte
vermuten, dass das Zytokin Uber diese Vesikel in die Peripherie der Zelle
kommt, um an der Membran freigesetzt zu werden. Diese Vesikel werden in der
Literatur auch als ,phagocytic cups” bezeichnet, die als Vehikel zur TNF-a-
Freisetzung beschrieben werden (Murray et al., 2005; Manderson et al., 2007).
Die Beobachtung, dass Mikrogliazellen der AP zu einer LPS-induzierten TNF-a-
Produktion fahig sind, geht einher mit dem Ergebnis des Kalzium-Imagings, bei
dem 10-15% der Mikrogliazellen als grof3te responsive Zellpopulation der AP
auf LPS antworteten. Zudem kénnte an der LPS-induzierten Zytokinfreisetzung
aus Mikrogliazellen méglicherweise Ca?* als intrazellularer Botenstoff beteiligt
sein. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass LPS die zyklische
ADP-Ribose in Mikrogliazellen aktiviert, welche daraufthin Ca?* aus
intrazellularen Speichern mobilisiert, was zu einer Erhéhung der [Ca®']; fihrt.
Gleichzeitig wird dabei die Ausschuttung von Zytokinen wie TNF-a und IL-6 und
ebenfalls von NO induziert (Franco et al., 2006; Mayo et al., 2008).

Die Resultate dieser Dissertationsarbeit liefern also weitere Belege dafur, dass
Mikrogliazellen eine besondere Bedeutung in Verbindung mit inflammatorischen
Prozessen des Gehirns besitzen. Dafiur erfullen diese spezialisierten
Immunzellen einige wichtige Grundvorraussetzungen. So wird zum einen fir
Mikrogliazellen und Astrozyten die starkste Expression von TLRs im Gehirn

beschrieben (Kielian, 2006), zum anderen werden Mikrogliazellen auf3erdem als
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eine der groRten Quellen von Zytokinen im Gehirn bezeichnet (Hanisch, 2002;
Pinteaux et al., 2002; Pinteaux et al.,, 2007), was auch in der vorliegenden

Arbeit bestatigt werden konnte.

4.3. Die Entwicklung einer Toleranz gegentiber Pyrogenen

in einer primaren AP Zellkultur

4.3.1. Die Entwicklung einer ,Endotoxin-Toleranz*

Als Toleranz wird ein voribergehendes Stadium einer verminderten oder gar
vollstdndig unterdrickten Antwort gegentber Pyrogenen bezeichnet. Das
Phanomen der ,Endotoxin-Toleranz* wurde im Verlauf der letzten Jahre in
verschiedenen in vivo- und in vitro-Modellen intensiv erforscht (Zeisberger &
Roth, 1998; Cross, 2002; Fan & Cook, 2004).

Auf molekularer Ebene werden dafir insbesondere Veranderungen in der
Signaltransduktion am TLR-4 in Verbindung mit seinem Liganden LPS
verantwortlich gemacht. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden,
dass wahrend des Stadiums einer Endotoxin-Toleranz die zur
Signalibertragung nétige Tyrosin-Phosphorylierung des Adaptorproteins TIR
am TLR-4 unterdrickt wird (Medvedev et al., 2007). Auch weitere Proteine der
TLR-4-Rezeptor-Kaskade wie IRAK, MyD88, PKC und die MAP-kinase ebenso
wie die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB werden wahrend
Toleranzerscheinungen in einem geringerem Umfang exprimiert oder in ihrer
Aktivierung gehemmt (Fan & Cook, 2004).

4.3.2. Toleranzentwicklung gegeniber LPS

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse zeigen zum ersten Mal die
Entwicklung einer LPS-Toleranz in einer speziellen Gehirnstruktur, wie hier in
der AP. So fuhrte eine Vorinkubation der AP Zellkultur mit LPS fur 18 Stunden
zu einer fast vollstandigen Unterdriickung LPS-induzierter Ca®*-Signale (siehe:
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Abbildung 35). Prinzipiell kommen als Ursache dafir samtliche vorher
beschriebenen Theorien zur Entstehung einer Endotoxin-Toleranz in Frage.
Moglich ware aulerdem auch eine ,Down-Regulation” des TLR-4 wie sie von
Nomura et al. bei Peritonealmakrophagen unter LPS-Einfluss beschrieben wird
(Nomura et al., 2000). Bereits 2003 fanden Hoffman et al. heraus, dass die

initial gemessene LPS-induzierte Erhdhung der [Ca*]i

in Mikrogliazellen aus
dem Cortex nach wiederholter Stimulation mit LPS unterdriickt wurde
(Hoffmann et al., 2003). Dieser Toleranzentwicklung schrieb man eine
protektive Funktion zu, da gezeigt werden konnte, dass mit dieser

Herunterregulierung der [Ca®"]i

gleichzeitig eine Unterdriickung der Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen und NO einhergeht, wenngleich auch die
genauen Mechanismen, die dazu fuhren, nicht geklart werden konnten. Diese
Unterdrickung der Zytokinproduktion als Reaktion einer Vorinkubation der AP
Zellkultur mit LPS konnte auch in den Versuchen zu dieser Arbeit bestatigt
werden. Hierzu wurden die Zellkulturen der AP fur 18 Stunden mit LPS in einer
nicht zytotoxischen Dosierung vorinkubiert und anschlielend mit LPS in einer
hoheren Dosierung fur 30, 60, 90, 180 und 360 Minuten stimuliert. Gleichzeitig
wurden nicht vorstimulierte AP Kulturen tber den gleichen Zeitraum mit LPS
stimuliert. Bereits nach 60 Minuten war die gemessene TNF-a-Konzentration im
Uberstand der vorinkubierten Kultur signifikant geringer als die der
nichtvorstimulierten Kontrolle (siehe: Abbildung 38). Auch die LPS-abhangige
Bildung von IL-6 konnte durch Vorstimulation der AP Kultur mit LPS unterdrickt
werden. Hierbei zeigten sich ebenfalls nach einer Stimulationszeit von 60
Minuten eine signifikant niedrigere IL-6-Konzentration. Dass der Unterschied
von gemessenem IL-6 zwischen vorinkubierter Probe und Kontrolle bei 90
Minuten nicht signifikant war, lag daran, dass die Werte eine zu grof3e Streuung
aufwiesen (siehe: Abbildung 39).

Die vorliegenden Befunde fuhren zu der Schlussfolgerung, dass die bereits
vielfach untersuchte Unterdriickung von LPS-induzierten Fieber als Reaktion
auf wiederholte Applikation von LPS nicht allein durch eine Unterdriickung der
Zytokinfreisetzung in der Peripherie zustande kommt (Roth et al., 1994; Roth et
al., 1997), sondern auch durch direkte LPS-vermittelte Effekte im Gehirn. Eine

spezielle biologische Bedeutung dieses Phdnomens in Gehirnstrukturen mit
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unvollstandiger BHS wie der AP ware denkbar, da diese direkten Kontakt zu
LPS unter pathologischen Bedingungen hat. Eine TLR-abhangige
Toleranzentwicklung gegenuber LPS wird in peripheren Organsystemen, wie
der Leber und dem Darm, die stdndig Bakterien und deren TLR-Liganden
ausgesetzt sind, langst als physiologischer Regulationsmechanismus
angesehen (Broad et al., 2006). Ob eine LPS-Toleranz im Gehirn ebenfalls eine
physiologische und mdglicherweise neuroprotektive Rolle spielt, bedarf jedoch

noch einer weiteren Klarung.

4.3.3. Kreuztoleranz zwischen LPS, MDP und FSL-1

Im Zusammenhang mit Endotoxin-Toleranz gegeniber einem bestimmten
Pathogen kam im Verlauf der Zeit auch immer wieder die Frage nach einer
maoglichen Kreuztoleranz zwischen verschiedenen pathogenen
Molekulstrukturen auf. Eine Kreuztoleranz zwischen LPS und MDP bezuglich
der Fieberentstehung und einer Freisetzung von TNF-a und IL-6 konnte hierzu
weder im Kaninchen (Soszynski et al., 1991) noch im Meerschweinchen (Roth
et al., 1997) gezeigt werden. Spater gelang es Sato et al. an einer
Makrophagenzellinie, die LPS-induzierte  TNF-a-Freisetzung  durch
Praexposition der Zellen mit MALP-2, einem TLR-2/6-Agonisten zu
unterdricken. Die gleiche Arbeitsgruppe beschrieb aufRerdem, dass die
Kreuztoleranz nicht durch eine ,Down-Regulation” des TLR-4-MD-2-Komplexes
ausgeléost wurde und vermutete eine Modulation innerhalb der
nachgeschalteten Signalkaskade am TLR-4 (Sato et al., 2000). Spater konnte
durch in  vivo-Versuche gezeigt werden, dass LPS-Injektion in
Meerschweinchen eine Hyporensponsivitat gegeniber FSL-1 und umgekehrt
hervorufen kann (Greis, 2007). Die Entwicklung dieser Keuztoleranz zwischen
einem TLR-4- und einem TLR-2/6-Agonisten hing jedoch stark vom
Applikationsweg der beiden Pyrogene ab.

Auf diesen Resultaten aufbauend sollte im Rahmen dieser Arbeit analysiert
werden, ob es durch direkte Stimulation der AP Zellkultur mit verschiedenen
PAMPs (LPS, MDP, FSL-1) zur Entwicklung einer Kreuztoleranz kommt. Wie
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bereits im vorherigen Kapitel beschrieben (siehe: Kapitel 4.3.2), fihrte eine
Vorinkubation der AP Zellkultur mit LPS fur 18 Stunden zu einer fast
vollstandigen Unterdriickung LPS-induzierter Ca?*-Signale. Im Gegensatz dazu
konnte keine Desensibilisierung der AP Zellkultur gegenuber LPS durch
Vorinkubation mit MDP oder FSL-1 beobachtet werden. Nach Praexposition mit
MDP oder FSL-1 antwortete anndhernd die gleiche Anzahl an Neuronen,
Astrozyten und Oligodendrozyten mit einer Erhéhung ihrer [Ca®] auf
Stimulation mit LPS wie bei den Imaging-Versuchen mit der nicht
vorstimulierten AP Kultur (siehe: Abbildung 36 und 37). Bei den in diesem
Zusammenhang besonders relevanten Mikrogliazellen handelte es sich dabei
sogar um exakt den gleichen Prozentsatz (9-15%). Diese Ergebnisse sprechen
eindeutig gegen eine mdgliche Kreuztoleranz zwischen LPS, MDP und FSL-1
innerhalb einer primaren AP Zellkultur. Mdoglicherweise spielt die
Herunterregulierung des jeweiligen TLRs in Anwesenheit seines spezifischen
Liganden doch eine entscheidende Rolle bei der Entstehung einer Endotoxin-
Toleranz (Nomura et al., 2000). Eine weitere mogliche Erklarung wére, dass zur
Ausbildung von Toleranzerscheinungen nicht Modifikationen innerhalb des
MyD88-abhangigen Signalwegs verantwortlich sind, sondern Verédnderungen
des TLR-3 und -4-spezifischen TRIF-Signalwegs. Diese Theorie wirde
erklaren, warum es nicht zu einer Kreuztoleranz zwischen LPS, MDP und FSL-
1 kam, die sich bekanntermalRen den MyD88-Signalweg teilen. Beweisend fur
die Beteiligung des TRIF-Signalwegs in Zusammenhang mit Endotoxin-
Toleranz ist, dass bereits gezeigt werden konnte, dass PI:PC eine Toleranz
gegenuber dem Lipid-A des LPS auslésen kann (Biswas et al., 2007). Daher
sollten in weiterfihrenden Untersuchungen noch erganzend Versuche der
Vorstimulation mit PI:PC und LPS durchgefiihrt werden, um das Phanomen der
Kreuztoleranz weiter zu erforschen. Zudem sollten zusatzlich auch Zytokin-
Messungen durchgefuhrt werden, um zu sehen, ob sich eine Kreuztoleranz

2+]i

zwar nicht auf die [Ca”']; der AP Zellen auswirkt, vielleicht aber auf ihre

Kapazitat zur Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen.
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4.4. Zellen der AP als potentielle Sensoren fir zirkulierende
Zytokine

Zytokine spielen nicht nur im peripheren Organismus als Vermittler
inflammatorischer Signale eine entscheidende Rolle, sondern auch im Gehirn
selbst. So werden sie im Verlauf einer systemischen Infektion insbesondere in
den sCVOs gebildet und freigesetzt, wie in den vorherigen Kapiteln bereits
beschrieben wurde. Dabei vermitteln Zytokine eine Ubertragung von
Informationen, indem sie neuronale und gliale Zellen (ber spezifische
Zytokinrezeptoren aktivieren (Ericsson et al., 1995; Ek et al., 1998; Goehler et
al., 2006). Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher, zu untersuchen, ob
bestimmte Zelltypen der AP ebenfalls durch die Zugabe von
proinflammatorischen Zytokinen aktiviert werden konnen. Als MalR flr
Zellaktivierung konnte, wie den vorherigen Versuchen mit PAMPS, eine
Erhdhung der [Ca®'] im Kalzium-Imaging angesehen werden. Zur Stimulation
der Zellkultur wurden als Zytokine TNF-a und IL-1 ausgewahlt, da diese im
Rahmen von Infektion und Inflammation als erste im Blutplasma auftreten (Long
et al., 1990; Roth et al., 1994; Jansky et al., 1995) und somit eine initiale
Bedeutung in der Manifestation zentralnervos kontrollierter
Krankheitssymptome besitzen. Eine TNF-a-abhangige Aktivierung der [Ca®'];
konnte bereits in sensorischen Neuronen aus Spinalganglien oder auch aus
dem Bereich des Hippocampus (Pollock et al.,, 2002; De et al., 2003), in
Astrozyten (Hsiao et al., 2007) und in Mikrogliazellen (McLarnon et al., 2001)
nachgewiesen werden. In weiteren Versuchen der vergangenen Jahre wurde
zudem gezeigt, dass Mikrogliazellen (Goghari et al., 2000), Astrozyten (Meini et
al., 2000) und Neurone (Viviani et al., 2003) auf IL-13 mit einem Anstieg ihrer

[Ca®']; reagieren konnen.
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44.1. TNF-a induziert eine Erhéhung der [Ca  ?*]; in Zellen der AP

Essentiell fur diese Untersuchung ist die Existenz des TNF-Rezeptor-1
innerhalb der AP, die bereits 1999 nachgewiesen wurde (Nadeau & Rivest,
1999a). So konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass rund 8% aller
Neurone und Astrozyten und fast 3% der Mikrogliazellen einer primaren AP

Zellkultur mit einer Erhéhung ihrer [Ca®");

auf den vorausgegangen TNF-a-
Stimulus antworteten (siehe: Abbildung 40). Dieses Ergebnis beweist, dass AP-
intrinsische Zellen nicht nur mit zirkulierenden PAMPs, sondern auch mit
zirkulierenden oder lokal im ZNS gebildeten Zytokinen interagieren kdénnen.
Was aber bedeutet das genau fir die Rolle der AP in der Vermittlung
inflammatorischer Signale?

Die Tatsache, dass Mikrogliazellen der AP durch TNF-a stimuliert werden,
zeigt, dass diese spezialisierten Immunzellen eine duale Rolle besitzen. Auf der
einen Seite gelten sie als Hauptproduzenten von Zytokinen innerhalb des
Gehirns, auf der anderen Seite aber auch als Empfanger von inflammatorischen
Signalen (Hanisch, 2002). lhre Reaktion auf den vorausgegangen TNF-a-
Stimulus kénnte als wichtiger Bestandteil der Zytokinkaskade angesehen
werden, da TNF-a die Bildung anderer Zytokine wie IL-1[3 und IL-6 induzieren
kann (Dinarello et al., 1986; Zhang et al., 1990). Verschiedene Funktionen der
Mikrogliazellen werden jedoch auch kontrovers diskutiert, vor allem in Bezug
auf die TNF-a-Freisetzung und die damit verbundene Neurotoxizitat (Li et al.,
2007). Fakt ist, dass TNF-a in hohen Konzentrationen direkt toxische
Wirkungen auf Neurone und Oligodendrozyten hat (Hanisch, 2002). Im
Gegensatz dazu soll TNF-a in geringeren Konzentrationen hingegen eine
neuroprotektive Wirkung aufweisen (Carlson et al., 1999; Hanisch, 2002). In
diesem Zusammenhang soll jedoch der TNF-R2 eine entscheidende Rolle
spielen (Fontaine et al., 2002), dessen Existenz in den sCVOs bisher noch nicht
bewiesen wurde.

Unabhangig davon scheint es in Verbindung mit der Weiterleitung

inflammatorischer Signale vielmehr so zu sein, dass das von Mikrogliazellen

produzierte TNF-a besonders Neurone und Astrozyten aktiviert. Hierzu
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beschreiben verschiedene Autoren eine TNF-a-induzierte Expression von COX-
2, sowie eine Freisetzung der sekundaren Entziindungsmediatoren PGE2 und
NO aus Astrozyten (Hsiao et al., 2007; Ida et al., 2008). Dieser Vorgang soll

zudem mit einer Erhdhung der [Ca®'];

einhergehen, was die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit ebenfalls bestatigen konnten. Fur die Mobilisierung des
intrazellularen Ca®* wird der IP3-gekoppelte Signalweg beschrieben. Die vorher
beschriebene Stimulierung von Astrozyten durch TNF-a hat zwei wichtige
Auswirkungen auf die Entstehung zentralnervés kontrollierter Krankheits-
symptome. Zum einen wirkt der aus Astrozyten freigesetzte sekundare
Botenstoff PGE2 ebenso wie COX-2 selbst als Hauptmediator der
Fieberentstehung (Sehic et al., 1996a; Blatteis & Sehic, 1997; Milton, 1998),
zum anderen kommt es gleichzeitig zu einer Ca**-abhangigen Freisetzung von
Glutamat, welches wiederum als neuronaler Transmitter agiert (Ida et al., 2008).
Das so in der AP freigesetzte Glutamat konnte dort katecholaminerge Neurone
aktivieren, die weitere inflammatorische Signale zum NTS, dem PVN und in die
praoptische Region (Sawchenko & Swanson, 1982; Ericsson et al., 1994)
projizieren und so letztendlich zu einer Aktivierung der HPAA, Fieber und
anderen Symptomen des ,sickness behaviors* fihren.

Basierend auf den Resultaten dieser Arbeit, konnte erstmals eine TNF-a-
induzierte Aktivierung von Neuronen der AP dokumentiert werden. Daher wére
es denkbar, dass es durch solch eine Aktivierung von Neuronen der AP als
Bestandteil des dorso-vagalen Komplexes zu einer direkten Aktivierung der
HPAA und nachfolgend zu zentralnervds kontrollierter Krankheitssymptomen

kommt.

4.4.2. IL-1B induziert eine Erhéhung der [Ca  ?*]; in Zellen der AP

Die zahlreichen Aufgaben von IL-1[3 im Organismus waren bereits Bestandteil
intensiver Forschungsaktivitaten der letzten Jahre. In Versuchen zur
Fieberentstehung konnte beispielweise gezeigt werden, dass IL-1 nach
systemischer Applikation von LPS unmittelbar nach dem Auftreten von TNF-a
im Blutplasma messbar ist (Jansky et al.,, 1995). Auch eine systemische
Injektion von IL-13 selbst kann Fieber (Anforth et al., 1998; Roth et al., 1998b),
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neuroendokrine Aktivierung und Symptome des ,sickness behavior* auslésen
(Dantzer, 2001).

Aus diesem Grund sollte nun der direkte Einfluss von IL-13 auf eine priméare AP
Zellkultur untersucht werden. Hierbei reagierten 14% der Neurone, fast 7% der
Astrozyten sowie jeweils 8% der Mikrogliazellen und Oligodendrozyten mit einer

Erhéhung ihrer [Ca?);

auf eine Stimulation mit dem Zytokin (siehe: Abbildung
42). Dieses Resultat zeigt, dass Zellen der AP nicht nur mit TNF-a, sondern
sogar in starkerem Umfang auch mit IL-1(3 interagieren kdnnen. Des weiteren
ist ersichtlich, dass IL-1[3 alle vier Zelltypen der AP mit ihren unterschiedlichen
Funktionen aktiviert.

Die Reaktion der Mikrogliazellen auf den Zytokin-Stimulus kénnte
beispielsweise als ein positives ,,Auto-Feedback” gesehen werden, da IL-1[3 von
Mikrogliazellen der AP gebildet wird (Goehler et al., 2006) und IL-1B seine
eigene Produktion stimulieren kann (Dinarello et al., 1987). Gleichzeitig ware
jedoch auch die Induktion der Bildung anderer Zytokine wie z.B. IL-6 mdglich
(Zhang et al., 1990), was letztendlich zur Entstehung von Fieber (Blatteis et al.,
1990) und Symptomen des ,sickness behavior® (Bluthe et al., 2000) fuhren
konnte.

Eine Reaktion der Astrozyten der AP auf IL-1[(3 zeigt, dass auch dieser Zelltyp
mit seinen multiplen Aufgaben eine Rolle im Rahmen pathologischer Ereignisse
innerhalb der AP spielt. Astrozyten haben eine wichtige Ernahrungsfunktion im
ZNS und dienen anderen Zelltypen, wie Neuronen, Mikrogliazellen und
Oligodendrozyten als Energielieferant, indem sie Glycogen speichern (Brown et
al., 2004). Aul3erdem sind sie verantwortlich fur die Aufrechterhaltung des
lonen-und Wassergleichgewichts (Kimelberg, 1995; Verkman et al., 2006) und
sind wichtig fur Wachstums- und Regenerationsprozesse samtlicher neuronaler
und glialer Zellen, was verschiedenen Studien zufolge durch IL-1(3 induziert wird
(Friedman et al., 1996; Mason et al., 2001). lhre Funktion im Rahmen von
Inflammationsvorgangen vermitteln Astrozyten lber eine Freisetzung von IL-6
(Lee et al., 1993) und sekundaren Entzindungsmediatoren wie NO nach
Stimulation mit IL-1 (Tichauer et al., 2007; Ida et al., 2008).
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Der vermutlich wichtigste Befund aus dem vorliegenden Versuch ist, dass
nahezu doppelt so viele Neurone, als alle anderen Zelltypen mit einem Anstieg
ihrer [Ca®']; reagierten, was auf eine besondere Bedeutung der Neurone
innerhalb der AP in Verbindung mit IL-13 hindeutet.

Einige Studien der letzen Jahre befassten sich bereits mit der Wirkung von IL-
13 auf Neurone. In diesem Zusammenhang wurde beispielsweise eine
Erhdhung der [Ca*]; in Neuronen aus Synapsen des Cortex (Campbell &
Lynch, 2000) und aus dem Bereich des Hippocampus (Viviani et al., 2003) nach
Stimulation mit IL-13 beschrieben. Eine &hnliches Ergebnis publizierten Desson
and Fergusson, die in einem weiteren sCVO, dem SFO, unter Einfluss von IL-
1B eine Veranderung des elektrischen Potentials von Neuronen induzieren
konnten (Desson & Ferguson, 2003). Die Wirkung von IL-13 an Neuronen und
glialen Zellen innerhalb der AP wird vom Typl des IL-1-R vermittelt (Ek et al.,
1998). Somit sind sowohl physiologische, als auch anatomische
Vorraussetzungen gegeben, die eine direkte Wirkung von IL-13 an Neuronen
des ZNS als maglich erscheinen lassen. Eine solche direkte Wirkung wird auch
in einer Studie an Gewebsschnitten der AP beschrieben. Hierbei konnte mit
Hilfe verschiedener Nachweismethoden gezeigt werden, dass IL-1 von
Mikrogliazellen der AP freigesetzt wird, und dort direkt sensorische Fasern des
N. vagus oder auch AP-intrinsische Neurone aktiviert (Goehler et al., 2006). Auf
die Art und Weise konnte IL-1[3 seine inflammatorische Wirkung vermitteln, da
es auch als potentestes Zytokin zur Aktivierung der HPAA beschrieben wird
(Kapcala et al., 1995). AbschlieBend kann man feststellen, dass der Einfluss
von IL-1B3 auf alle Zelltypen der AP, jedoch insbesondere auf die Neurone,
deutlich zeigt, dass Zytokine eine wichtige Rolle in der Zell-zu-Zell-
Kommunikation zur Weiterleitung inflammatorischer Signale spielen. Nicht
zuletzt tragen diese Befunde aber auch dazu bei, die Bedeutung der AP als
Sensor fur exogene und endogene Pyrogene und ihre Aufgaben in der
Induzierung, Vermittlung oder Aufrechterhaltung zentralnervés vermittelter

Immunabwehrprozesse, besser zu verstehen.
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4.5. Zellen der AP als potentielle Sensoren fir NO, einem

sekundéaren Botenstoff bei Inflammation

4.5.1. NO induziert eine Erhéhung der [Ca  2*]; in Zellen der AP

NO ist an einer Reihe inflammatorischer Prozesse im Organismus beteiligt. So
ist es in erster Linie verantwortlich fur die bakterizide Wirkung von
Makrophagen. Dabei kann die Freisetzung von NO durch bakterielle Pyrogene
wie LPS, virale Bestandteile, Interferone ebenso durch Zytokine wie IL-1[3, TNF-
a und IL-6 induziert werden (Numata et al., 1998). Auch auf zentralnervdser
Ebene konnte nach Stimulation mit LPS und proinflammatorischen Zytokinen
ein Auftreten der iINOS, die zur Bildung von NO notwendig ist, in Mikrogliazellen
und Astrozyten dokumentiert werden (Kopnisky et al., 1997; Carpentier et al.,
2008). In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, wie sich der
sekundare Entzindungsmediator NO auf Zellen einer primaren Zellkultur der
AP auswirkt. Da bereits dokumentiert wurde, dass NO einen Einfluss auf die
[Ca®]; von Neuronen des PVN (Uribe et al., 1999) sowie von Astrozyten einer
Mischkultur (Schipke et al., 2008) hat, wurde in den hierbei durchgefiihrten
Versuchen ebenfalls die [Ca®']ider AP Zellen als Kriterium einer Zellaktivierung
gemessen. Auf die Stimulation der AP Zellkultur mit dem NO-Donor DEA
antworteten 17% der Neurone, fast 23% der Astrozyten und Oligodendrozyten
und rund 10% der Mikrogliazellen mit einer Erhéhung ihrer [Ca?"]..

Diese direkte Aktivierung von AP Neuronen durch NO lasst mehrere
Vermutungen der damit verbundenen Funktion zu. So gilt NO in der
Kdrperperipherie zwar als inflammatorischer Vermittler, innerhalb des ZNS wird
ihm hingegen eine antiinflammatorische Rolle zugeschrieben. Letzteres scheint
in Bezug auf die anatomischen Verhaltnisse der AP als Bestandteil des
dorsovagalen Komplexes jedoch plausibler. Dabei aktiviert NO die HPAA
(Sandi & Guaza, 1995), was letztendlich zu einer Ausschittung von
Corticosteroiden fihrt und wiederum antiinflammatorisch auf systemische
Infektionsprozesse wirkt.

Erstmals konnte in dieser Arbeit auch gezeigt werden, dass ein hoher
Prozentsatz glialer Zellen wie Astrozyten und Oligodendrozyten der AP direkt
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auf NO reagiert. Eine erst kirzlich veroffentlichte Studie beschreibt, dass NO
eine wichtige Rolle in der Kommunikation zwischen Neuronen und Astrozyten
besitzt. Hierbei wurde gezeigt, dass Astrozyten als Reaktion auf
inflammatatorische Stimuli, ausgelost durch Zytokine, mit einer Glutamat-
Ausschittung antworten. Das freigesetzte Glutamat soll anschliel3end
katecholaminerge Neurone aktivieren. An diesem komplexen Vorgang soll NO
als Mediator beteiligt sein (Ida et al., 2008).

Astrozyten und Mikrogliazellen werden aber auch als die Hauptproduzenten von
NO als Reaktion auf endogene oder exogene Pathogene beschrieben (Choi et
al., 1999; Hsiao et al., 2007; Carpentier et al., 2008). Wie kommt es nun, dass
sie selbst wieder auf NO reagieren? Mdglicherweise konnte diese Reaktion Teil
eines ,negativen Feedbacks” sein, um so die NO-Produktion zu hemmen, als
Schutz vor einer neurotoxischen Dosis von NO (Rogers & Ignarro, 1992;
Rengasamy & Johns, 1993).

Abschliel3end kann man sagen, dass die Zellen der AP nicht nur in der Lage
sind, auf PAMPs oder Zytokine zu reagieren, sondern auch auf sekundére
Botenstoffe der Inflammationskaskade wie NO. Im Gegensatz zu den PAMPs
und den Zytokinen, die in der AP eine Uberwiegend inflammatorische Wirkung
vermitteln, scheint die Interaktion mit NO jedoch antiinflammatorische Effekte zu

besitzen.

4.5.2. Die Expression von nNOS und iNOS in Zellen der AP
Zellkultur

Das zur Bildung von NO nétige Enzym ist die NOS. Wie bereits beschrieben
(siehe: Kapitel 1.5.1), existieren drei Isoformen der NOS; die neuronale NOS
(nNOS), die induzierbare NOS (INOS) und die endotheliale NOS (eNOS)
(Nathan & Xie, 1994; Forstermann et al., 1995). Alle drei Formen sind im Gehirn
zu finden, wobei die eNOS im Rahmen dieser Arbeit keine Rolle spielt, da
Endothelzellen in der Primérkultur der AP nicht vorhanden sind. Die Existenz
der nNOS in Neuronen der AP wurde bereits beschrieben (Rodrigo et al.,

1997). Dieses Ergebnis konnte mit Hilfe der Immunzytochemie in dieser Arbeit
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bestétigt werden. Dabei zeigten ca. 10% der AP Neurone positive nNOS-
Signale (siehe: Abbildung 44 G-I). Eine vorherige Stimulierung der AP Zellkultur
mit einem Pyrogen war zum Nachweis der nNOS nicht notwendig, da diese
konstitutiv exprimiert wird (Krukoff, 1999), wobei eine Hochregulierung der
NNOS unter Einfluss von LPS ebenfalls beschrieben wurde (Uribe et al., 1999).
In Verbindung mit inflammatorischen Prozessen konnte auf3erdem im Rahmen
dieser Arbeit gezeigt werden, dass fast alle Mikrogliazellen (siehe: Abbildung 44
A-C) und auch ein Teil der Astrozyten (nicht dargestellt) der AP Zellkultur nach
360-minttiger Stimulation mit LPS, eine deutliche INOS-Expression zeigen,
wahrend die unstimulierte Kontrolle nur sehr schwache iINOS-Signale enthielt
(siehe: Abbildung 44 D-F).

Es konnte also belegt werden, dass die in Verbindung mit Inflammation wichtige
induzierbare NOS (iNOS) in einer AP Zellkultur von Mikrogliazellen und
Astrozyten gebildet wird. Das bedeutet, dass zwar Neurone durch Expression
der nNOS auch zur Bildung von NO fahig sind, den mengenmaldig grof3eren
Anteil scheinen aber gliale Zellen, insbesondere unter pathologischen
Bedingungen, innerhalb der AP zu besitzen.
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4.6. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die AP als Sensor im Gehirn fur eine
Reihe von Molekllen fungieren kann, die im Rahmen von Infektion und
Entzindungsprozessen in der systemischen Zirkulation auftauchen bzw. direkt
L~vor Ort" innerhalb der AP gebildet werden kdénnen. Weil bei derartigen
Erkrankungen vitale homdoostatische Funktionen signifikant beeinflusst und
verandert werden, die unter Kontrolle bestimmter Kerngebiete des
Hypothalamus stehen, wére es von grol3tem Interesse die exakten
Mechanismen des inflammatorischen Signaltransfers von der AP zum
Hypothalamus aufzuklaren. Da zumindest durch Zytokine und NO unter
anderem auch Neurone direkt aktiviert wurden, kdnnte man untersuchen,
welche efferenten Projektionsgebiete der AP (z.B. Nucleus tractus solitarius,
Nucleus parabrachialis oder Nucleus ambiguus) von den durch TNF-a, IL-1(3

oder NO aktivierten Neuronen angesteuert werden (siehe: Abbildung 47).
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Legende:
v /—\‘ﬂJ @ Haupt-Efferenz
@ Neben-Efferenz
.—\_,%u ®———————— Afferenz
< periphere Efferenz

vagaler Sinus carotis

Abbildung 47: Schematische Darstellung der neuronalen Projektionen der AP. Die Haupt-
und Nebenefferenzen von der AP zum ZNS sind rot, die Afferenzen zur AP hin blau und
Efferenzen zu peripheren Organen sind griin dargestellt. PVN=Nucleus paraventricularis,
DHM=dorsomedialer Hypothalamus, SON=Nucleus supraopticus, DTN=dorsaler Nucleus
tegmentalis, PBN=Nucleus parabrachialis, 4V=vierter Ventrikel, NTS=Nucleus tractus
solitarius, NA=Nucleus ambiguus, DMNV=dorsaler motorischer Nucleus des N.vagus und

AP=Area postrema (modifiziert nach Price et al. 2008).

Umgekehrt ware es von Interesse, festzustellen, ob afferente Projektionen zur
AP aus hypothalamischen Kerngebieten direkten Einfluss auf diejenigen
Neurone nehmen konnen, die direkt oder indirekt durch inflammatorische
Mediatoren stimulierbar sind.

Basierend auf den vorgelegten Befunden bleibt jedoch bereits jetzt
festzustellen, dass die neuroimmune Kontrolle zentralnervés kontrollierter
Krankheitssymptome eine der integrativen Funktionen der AP darstellt, deren
Arbeitsweise es naher zu charakterisieren gilt.
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5. Zusammenfassung

Die Area postrema (AP) gehort zu den sensorischen zirkumventrikularen
Organen, die durch eine unvollstandige Blut-Hirn-Schranke gekennzeichnet
sind und liegt in direkter Nahe zum vierten Ventrikel. Die Expression von Toll-
like Rezeptoren (TLRs) zur Erkennung bestimmter Pathogen-assoziierter
Molekulstrukturen  (PAMPs) und Rezeptoren zur Erkennung von
proinflammatorischen Zytokinen wie z.B. Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) und
Interleukin-1(3 (IL-1B) innerhalb der AP machen dort eine direkte Interaktion von
PAMPs oder Zytokinen mit zellularen Strukturen moglich. Um eine potentielle
PAMP- oder Zytokin-induzierte zellulare Aktivierung naher zu untersuchen,
wurde eine primére Zellkultur der AP der Ratte etabliert. Hierzu wurde das
topographisch exakt praparierte Hirngewebe von 3-4 Tagen alten Ratten
verwendet.

Zum ersten Mal wurde die Fura-2 Ratio-Imaging-Technik genutzt, um PAMP-
induzierte Kalziumsignale in einer AP Zellkultur, stimuliert durch
Lipopolysaccharid (LPS), Muramyldipeptid (MDP), Fibroblasten-stimulierendes
Lipopeptid-1 (FSL-1) oder Polyriboinosin:Polyribocytosinsaure (P1:PC) ndher zu
charakterisieren. Das Resultat dieser Studie ergab eine niedrige Responsivitat
von Neuronen (3%), Astrozyten (2%) und Oligodendrozyten (1%), jedoch
antworteten 10-12% der untersuchten Mikrogliazellen mit einem Anstieg der
[Ca*'];als Reaktion auf eine Stimulation mit LPS, nicht aber mit MDP oder FSL-
1. Die Stimulation mit PI:PC hingegen aktivierte 8% der untersuchten Neurone
und 2% der Astrozyten, hatte aber keinerlei Einfluss auf die [Ca®'] der
Mikrogliazellen. Mit Hilfe spezifischer Bioassays konnte in den Uberstanden von
LPS-stimulierten AP  Zellkulturen eine beachtliche Freisetzung der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-6 nachgewiesen werden, die eine
Zeitabhangigkeit aufwies. Eine erhéhte Expression von immunreaktivem TNF-a
konnte eigens nur im perinuklearen Trans-Golgi-Aparat von AP Mikrogliazellen
detektiert werden. Auch die Stimulation der AP Kulturen mit FSL-1 und PI:PC
hatte eine erhohte Freisetzung von bioaktivem TNF-a und IL-6 in den

Kulturiberstand zur Folge, die aber wesentlich moderater ausfiel, verglichen mit
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der Zytokinfreisetzung nach LPS-Stimulation. Die Vorinkubation der AP
Zellkultur far 18 Stunden mit LPS fihrte zu einer vollstandigen Unterdriickung
von LPS-induzierten Ca®*-Signalen und zu einer starken Abschwéchung der
LPS-induzierten Zytokinsekretion der AP Zellen.

Der Nachweis einer direkten zellularen Antwort auf eine LPS-Stimulation,
insbesondere von AP-intrinsischen Mikrogliazellen, fihrt zu der berechtigten
Annahme, dass die AP als Sensor fur zirkulierende PAMPs, vor allem aber den
TLR-4-Agonisten LPS, agiert. Die Unterdrickung der LPS-abhangigen
Responsivitat der Mikrogliazellen nach Vorinkubation der AP Zellkultur mit LPS,
nicht aber mit MDP oder FSL-1, lasst die Enstehung einer spezifischen
.Endotoxin-Toleranz" innerhalb der AP vermuten.

Die Applikation von TNF-a, IL-1B oder dem Stickstoff-Monoxid (NO)-Donor
Diethylamino-diazenolat-2-oxid (DEA) fuhrte zu einer raschen voribergehenden
Erhéhung der [Ca®"]; bei bestimmten Zellpopulationen der AP Primérkultur. Auf
Stimulation mit TNF reagierten 8% aller untersuchten Neurone und Astrozyten
und nur vereinzelt Mikrogliazellen und Oligodendrozyten mit einem Anstieg der
[Ca*']; Hingegen antworten 15% der untersuchten Neurone auf IL-1, wahrend

nur 5-7% der restlichen Zelltypen Veranderungen ihrer [Ca®");

zeigten. Der
deutlichste Effekt war nach der Applikation von DEA zu beobachten, wobei
mehr als 20% der untersuchten Astrozyten und Oligodendrozyten, 15% der
Neurone und 10% der Mikrogliazellen reagierten.

Diese Studie beweist, dass die AP als Sensor fur zirkulierendes TNF-a, IL-1[3,
oder fur lokal produzierte Zytokine und NO wahrend Infektion und Inflammation,
eine bedeutende Rolle spielt.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit
ganz klar beweisen, dass die AP als sensorisches zirkumventrikulares Organ
die Fahigkeit besitzt, eine direkte und schnelle zellulare Antwort sowohl auf
exogene, als auch endogene Pyrogene zu entwickeln. Die postulierte Rolle der
sensorischen CVOs innerhalb der komplexen Vorgédnge der Kommunikation

zwischen Immunsystem und Gehirn wird damit weiter untermauert.
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6. Summary

The area postrema (AP) represents the sensory circumventricular organ lacking
endothelial blood-brain barrier function in direct vicinity to the 4th cerebral
ventricle. Expression of Toll-like receptors (TLRs) for several “pathogen-
associated molecular patterns” (PAMPs) and of receptors for the pro-
inflammatory cytokines tumor necrosis factor-a (TNF-a) and interleukin-13 (IL-
1B) within the AP enables direct interaction of a given PAMP or cytokine with its
cellular elements. To study specific PAMP- or cytokine-mediated cellular
activation, a primary microculture of the rat AP was established from
topographically excised pup brain tissue.

The Fura-2 ratio imaging technique was first used to characterize PAMP-
induced calcium signaling in AP  microcultures stimulated with
lipopolysaccharide (LPS), muramyldipeptide (MDP), fibroblast-stimulating
lipopeptide-1 (FSL-1) or polyinosinic:polycytidylic acid (PI:PC). With limited
responsiveness of neurons (3 %), astrocytes (2 %) and oligodendrocytes (1 %),
LPS but not MDP and FSL-1 caused fast transient rises in intracellular calcium
concentration [Ca®"]; in 10-12 % of the microglial cells investigated. Stimulation
with PI:PC, on the other hand, activated 8% of all neurons and 2.5% of all
astrocytes investigated, without any effects on [Ca®']; in microglial cells. In the
supernatants of LPS-treated AP microcultures, a marked time-dependent
release of the proinflammatory cytokines TNF-a, and IL-6 was determined by
use of specific bioassays. Enhanced expression of immunoreactive TNF-a
could be detected in the perinuclear Golgi zone of AP microglial cells
exclusively. Stimulation of AP-cultures with FSL-1 or PI:PC also caused an
increased release of bioactive TNF-a and IL-6 into the supernatant, which was,
however, less pronounced when compared to the effects of LPS. Pre-incubation
of AP microcultures with LPS for 18 hours caused complete suppression of
LPS-induced calcium signaling and strong attenuation of LPS-induced cytokine
secretion by AP cells. The demonstration of direct cellular responses
predominantly of AP-intrinsic microglial cells to LPS-stimulation raises the

intriguing possibility that the AP can act as a sensor for circulating PAMPs,
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mainly the TLR4-agonist LPS. The lack of microglial responsiveness to LPS by
pre-exposure of AP microcultures with this PAMP, but not MDP or FSL-1,
suggests AP-intrinsic development of a phenomenon termed “endotoxin
tolerance”.

Administration of TNF-a, or IL-13 or the nitric oxide (NO) donor diethylamino-
diazenolate-2-oxide (DEA), caused fast transient rises in intracellular calcium
concentrations ([Ca?'];) in distinct populations of cells investigated in the rat AP
primary microculture. TNF caused rapid elevations of [Ca®']i in 8% of all
neurons and astrocytes investigated, with limited responses of microglial cells
and no responses of oligodendrocytes. 15% of all neurons investigated
responded to IL-1, while just 5-7% of the other cell types showed rises in [Ca**];.
The most pronounced effects were caused by treatment with DEA with more
than 20% responding astrocytes and oligodendrocytes, 15% neurons and 10%
microglial cells. Evidently, the AP can act as a sensor for circulating TNF and
IL-1, or for locally produced cytokines and NO during infection and
inflammation.

Taken together, the results of this study clearly demonstrate that the AP as one
of the sensory circumventricular organs has the capacity to develop direct and
immediate cellular responses to putative exogenous as well as endogenous
pyrogens. The postulated role for sensory CVOs within the complex array of

immune-to-brain communication pathways is thus reinforced.
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7. AbkUrzungsverzeichnis

ACTH Adrenocorticothropes Hormon

Ag Antigen

Ak Antikorper

AP Area postrema

AP-1 Activator Protein-1

APP Akut Phase Proteine

APR Akut Phase Reaktion

ARW Anregungswellenlange

Asp Asparagin-Saure

BHS Blut-Hirn-Schranke

Ca®' Kalzium

[Ca®i Intrazellulare Kalziumkonzentration
CD Cluster of differentiation

CO2 Kohlenstoff-Dioxid

COX Zyklooxygenase

CRF Corticotropin Releasing Factor
CvO Zirkumventrikulare Organe

DAG Diacylglycerol

DAPI 4’6 Diamidino-2-Phenylindol

DD Death domain (Todesdomane)
DEA (2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsaure

EDTA Ethylen-Diamine-Tetraacedic Acid
ELISA Enzyme linked Immunosorbent Assay
ER Endoplasmatisches Retikulum
ERK Extracellular Signal related Kinase
FADD Fas associated Death Domain
FKS Fetales Kalberserum

FOS FOS-Protein (Transkriptionsfaktor)
FSL-1 Fibroblasten-stimulierendes Lipopeptid-1
FURA-2 AM Fura-2-Acetoxymethylester (Fluoreszenzfarbstoff)
GBSS Gey’s Balanced Salt Solution
GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein

Glu Glutaminsaure

Gly Glycin

Gp130 Glykoprotein 130

GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor
HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

HCI Salzsaure

HDL High density Lipoprotein

HGF Human Gingival Fibroblasts

His Histidin

HPAA Hypophysen-Hypothalamus-Achse
ICAM Intercellular Adhesion Molecule

188



7 Abklrzungsverzeichnis

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IKK I-kB Kinase-Komplex

IL Interleukin

lle Isoleucin

IL-1-R IL-1-Rezeptor

IL-6-R IL-6-Rezeptor

IL-RacP IL-1-R accessory Protein

IP3 Inositol-1,4,5-Triphosphat

IP-10 Interferon inductible Protein-10
IRAK IL-1-Receptor-associated Kinase
IRF Interferon regulatory factor

JAK Janus Kinase

JNK cJun NH: terminal Kinase

KCI Kaliumchlorid

kDa kilo Dalton

KGW Kdrpergewicht

KO Knock-out

LAF Lymphozyten aktivierender Faktor
LBP LPS-Bindungs-Protein

LPS Lipopolysaccharid

LRR Leucin-rich repeats

Lys Lysin

MALP-2 Makrophagen aktivierendes Lipopeptid-2
MAPK Mitogen activated Protein Kinase
MCP Monozytes chemoattractant Protein
MD-2 Myeloid Differentiation Protein-2
MDP Muramyldipeptid

ME Eminentia mediana

MHC Major Histocompartibility Complex
MIP-1 Makrophagen inflammatorisches Protein-1
MRNA messenger RNA

MTT Methyldiazoltetrazolium

MW Mittelwert

MyD88 Myeloid Differentiation Factor 88
NacCl Natriumchlorid (Kochsalz)

NDV Nucleus dorsalis des Nervus vagus
NF-IL-6 Nuclear Factor IL-6

NFkB Nuclear Factor kB

NG Nucleus gracillis

NH Nucleus hypoglossus

NIK NFkB inducing Kinase

NL Neurohypophyse

NO Stickstoff-Monoxid

NOD Nucleotide Oligomerisation-Domain
NOS Stickstoff-Monoxid-Synthase

NTS Nucleus Tractus Solitarius

OVLT Organum vasculosum lamiae terminalis
P Puffer
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PAMP
PBS
PDGF
PFA
PGE2
PGN
Phe
PIN
Pl:PC
PKC
Pro
PRR
PVN
RES
RIP
RNA
ROCs
RT
S.C.
SCO
sCVO
S.E.M.
Ser
SFO
SOCS

SODD
ST2

STAT
TACE

TAK
TGF-B

TIR
TIRAP/MAL

TLR
TNF-a
TNFbp
TNF-R
TRADD
TRAF
TRAIL
TRAM
TRIF
TRPM4
VOCS
ZK
ZNS

Pathogen associated molecular pattern
Phosphate buffered Saline

Platelet activating Factor

Paraformaldehyd

Prostaglandin E2

Peptidoglycan

Phenylalanin

Glandula pinealis (Epihyse)
Polyriboinosin-Polyribocytosinsaure
Protein-Kinase C

Prolin

Pattern recognition receptors

Paraventrikularer Nukleus
Retikuloendotheliales System

Receptor interacting protein

Ribonucleinsaure

Receptor-operated Ca**-chanels
Raumtemperatur

subcutan

Organum Subcommissurale

sensorisches CVO

Standard-Error

Serin

Subfornikalorgan

Suppressor of Cytokine Signalling/ Store-operated
Ca**-chanels

Silencer of Death Domain

Mitglied der TIR-Familie

Signal Transducer and Activatior of Transkription
TNF-a-Converting Enzyme

Transforming Growth Factor-3 activating Kinase
Transforming Growth Factor-[3

Toll/IL-1-R Homologie Domane

TIR Domain containing adaptor protein/ MyD88
adaptor-like

Toll-like Rezeptor

Tumor Nekrose Faktor-a

TNF-Bindungsprotein

TNF-Rezeptor

TNF-Receptor associated Death Domain
TNF-Receptor associated Factor

TNF-related Apoptosis inducing Ligand
TRIF-related adaptor Molecule

TIR-Domain containing adaptor inducing interferon-3
Nichtselektiver Kationenkanal

Voltage-operated Ca?*-chanels

Zentralkanal

Zentrales Nervensystem
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