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Einleitung

I. Einleitung

1. Altern und das Immunsystem

Der Alterungsprozess geht mit einer Reihe von Veranderungen auf Organ- und zellulérer
Ebene einher, welche oftmals zu einer Abnahme von physiologischen Funktionen fiihren.

Altersbedingte  Verdnderungen des Immunsystems werden unter dem Begriff
,<Immunoseneszenz* zusammengefasst und betreffen sowohl das angeborene als auch das
adaptive Immunsystem (Pfister & Savino 2008). So sind verschiedene Komponenten des
angeborenen Immunsystems (dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten, natlrliche
Killerzellen) im Alter durch eine verringerte Proliferation, Antigenprasentation, Phagozytose
und Chemotaxis charakterisiert. Des Weiteren flihrt das Altern physiologischerweise zu einer
Involution des Thymus als wichtiges Organ des adaptiven Immunsystems, was zu einer
drastisch verringerten Freisetzung naiver T- und B-Zellen fihrt, die sich noch auf neue
Antigene prégen konnen (Ponnappan & Ponnappan 2011; Corona et al. 2012). Als Folge
hiervon sind altere Bevolkerungsgruppen einem hoheren Infektionsrisiko ausgesetzt, welches
mit einer ebenfalls erhdhten Mortalitatsrate einhergeht (Pinner et al. 1996; Ginaldi et al. 2001;
Laupland et al. 2003; Krabbe et al. 2004). Des Weiteren leiden dltere Personen im Rahmen
einer Infektionskrankheit haufig an Begleiterscheinungen wie Delirium, Depression oder
kognitiven Beeintrachtigungen (Jackson et al. 2004). Komplexe Veranderungen der
Komponenten des Immunsystems tragen zu diesen Beeintrachtigungen im Altern bei. Als
eines der Hauptmerkmale des Alterns wird mittlerweile das Vorliegen einer chronischen,
subklinischen Inflammation angesehen. Altere Individuen sind somit auch ohne Kontakt mit
einem entzundungsauslgsenden  Immunstimulus  durch eine erhdhte  Expression
inflammatorischer Marker sowohl in der Peripherie, welche periphere Organe und den
Blutkreislauf umfasst, als auch zentral im Gehirn charakterisiert (Krabbe et al. 2004). Diese
Veranderungen wirken sich auch auf die systemische Entziindungsreaktion aus, bei welcher
durch einen Immunstimulus die angeborene Immunantwort ausgeldst wird, und welche in der
vorliegenden Arbeit genauer untersucht werden soll. Da die erhohte Inflammation im Altern
eine wichtige Komponente darstellt, deren Auswirkungen und mdgliche Implikation in
diverse altersbegleitende Krankheitsbilder, unter anderem Alzheimer (Blasko et al. 2004),
Parkinson, Atherosklerose und Sarkopenie, immer deutlicher wird (Wick et al. 2000; Krabbe
et al. 2004), gewinnt die Erforschung ihrer Ursachen zunehmend an Bedeutung. Die
zugrundeliegenden Ursachen werden nicht mehr nur auf Ebene des Immunsystems erforscht,
sondern es geraten zunehmend auch andere Bereiche in den Fokus, die zu diesen
Veranderungen beitragen konnten. Eine wichtige Komponente, die oftmals mit dem
Alterwerden korreliert, ist eine Zunahme an Fettmasse und Abnahme an Muskelmasse,
welches zur sogenannten altersassoziierten Adipositas flhrt. Das Fettgewebe gilt mittlerweile
nicht mehr nur als Speicherort fir Lipide sondern ihm wird eine bedeutende Rolle als
endokrines Organ und Produktionsort fr inflammatorische Faktoren wie Zytokine zuerkannt.
Inzwischen ist bekannt, dass eine chronische periphere Inflammation ebenfalls ein
Hauptmerkmal der Adipositas ist und das expandierende Fettgewebe einen zentralen Faktor
fiir die Entstehung derselben darstellt (Maury & Brichard 2010). Neben den Zytokinen ist das
Fettgewebe Bildungsort weiterer Adipokine, zu denen beispielweise unter anderem das
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Einleitung

Fettgewebshormon Leptin gehdrt. Neben seiner primér bekannten Rolle im Energiehaushalt
gilt Leptin zunehmend als wichtiger inflammatorischer Mediator in der Entziindungsreaktion
und wird als sogenanntes zytokin-dhnliches Hormon beschrieben (Carlton et al. 2012).
Sowohl bei adipdsen als auch bei alteren Individuen liegen haufig erhohte Plasmawerte dieses
Hormons vor und beide Gruppen zeichnen sich durch eine veranderte Entziindungsreaktion
als Antwort auf einen Immunstimulus aus (Li et al. 1997; Pohl et al. 2009). Somit ergeben
sich deutliche Anhaltspunkte, den Einfluss des Fettgewebes und der erhdhten Leptinwerte auf
die erhohten Zytokinwerte und die verdnderte Entziindungsreaktion im Alter genauer zu
untersuchen.

Als weiterer wichtiger Begleitfaktor des Alterns gilt eine Zunahme an freien
Sauerstoffradikalen und dadurch verursachten oxidativen Schaden auf zellularer Ebene,
insbesondere in den Mitochondrien. Hieraus hat sich die sogenannte ,,mitochondriale Theorie
des Alterns® entwickelt, welche eine Zunahme an mitochondrialen Schidden und Mutationen
und damit einhergehender erhohter Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) als
Ursache flr viele altersbedingte Krankheitsbilder postuliert (Greaves & Turnbull 2009). Da
ROS unter anderem auch proinflammatorische Faktoren aktivieren kdénnen, konnte die
altersbedingte mitochondriale Dysfunktion auch an dem Entstehen der chronischen
altersassoziierten Inflammation beteiligt sein (Chung et al. 2011).
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Einleitung

2. Die systemische Entziindungsreaktion

Die Entziindung oder Inflammation beschreibt generell eine Reaktion des Korpers auf einen
schadigenden Stimulus, welche sich zu Beginn meist lokal im vaskularisierten Gewebe
abspielt. Neben chemischen oder physikalischen Reizen z&hlen auch infektiose Erreger zu den
auslosenden Stimuli. Hierzu gehort unter anderem das Lipopolysaccharid (LPS), ein
Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien (Freudenberg & Galanos 1990), welches in
seiner purifizierten Form héufig in experimentellen Studien eingesetzt wird, um eine
Entzindungsreaktion auszul6sen. LPS wird den sogenannten ,,pathogen associated molecular
patterns” oder PAMPs zugeordnet, bei denen es sich um hochkonservierte Strukturen
pathogener Erreger handelt, die von Zellen des angeborenen Immunsystems, wie
Granulozyten oder Makrophagen, als korperfremd erkannt werden und eine Abwehrreaktion
hervorrufen kénnen (Schnare et al. 2006).

Uberschreitet die lokale Entziindung eine gewisse Stirke, gelangen endogene Mediatoren
oder infektiose Bestandteile in die systemische Zirkulation und werden tber die Blutbahn im
Organismus verteilt. Die nun systemisch gewordene Entzindungsreaktion resultiert in der
sogenannten Akute-Phase Reaktion (APR), welche die Gesamtheit multifaktorieller
Reaktionen des Organismus auf eine Infektion, Verletzung oder Trauma umfasst (Baumann &
Gauldie 1994; Roth et al. 2006).

Einige dieser Reaktionen werden vom zentralen Nervensystem gesteuert und unter dem
Begriff ,,sickness behaviour zusammengefasst.

2.1 ,,Sickness behaviour*

Das ,sickness Dbehaviour” besteht aus einer Reihe zentralnervos kontrollierter
Krankheitssymptome die im Rahmen einer systemischen Entziindungsreaktion ausgeltst
werden und beinhaltet die Entwicklung einer Fieberreaktion, eine reduzierte Futter- und
Wasseraufnahme (Anorexie und Adipsie) gekoppelt mit einer daraus resultierenden
Gewichtsabnahme, eine erniedrigte lokomotorische Aktivitdt (Lethargie), verminderte
Aufmerksamkeit und soziale Interaktion (Dantzer et al. 1998). Diese Mechanismen stellen ein
adaptives Verhalten des Organismus dar welches zur Bek&mpfung der Infektion beitrégt (Hart
1988). So bewirkt z.B. die Entwicklung einer erhohten Korpertemperatur (Fieber) eine
Proliferation von Immunzellen, eine Verschiebung des Temperaturoptimums vieler Bakterien,
sowie eine Erniedrigung der fur das mikrobielle Wachstum wichtigen Eisen- und Zinkgehalte
im Blut (Dantzer 2001) und steht in positiver Korrelation mit einer erniedrigten Morbiditat
und Mortalitat bei Infektionen (Bryant et al. 1971; Weinstein et al. 1978; Mackowiak et al.
1980).

Das wichtigste thermoregulatorische Kontrollzentrum befindet sich in der préoptischen
Region des anterioren Hypothalamus (POAH) (Romanovsky 2007) und kann auf
unterschiedlichen Wegen bei einer Infektion aktiviert werden.
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2.2 Signalwege der systemischen Entziindungsreaktion

2.2.1 Nervale Signalubetragung

Es werden zwei mdgliche Wege diskutiert, auf denen die am Entziindungsort gebildeten
Mediatoren das inflammatorische Signal an das zentrale Nervensystem (ZNS) weiterleiten.
Der frihe Induktionsweg findet sehr rasch nach dem Auftreten einer Entziindung statt, meist
noch bevor groRere Mengen inflammatorischer Mediatoren im Blutkreislauf vorzufinden sind.
Es handelt sich hierbei um den sogenannten nervalen Signalweg, bei dem am Entziindungsort
produzierte Mediatoren Afferenzen des Nervus vagus und Kkutaner sensorischer Nerven
stimulieren und das Signal in Form von Aktionspotentialen ans ZNS weiterleiten (Dantzer et
al. 2000; Ross et al. 2000; Roth & De Souza 2001; Blatteis 2006). Bei dieser Art der
Signalubertragung spielen Kupfferzellen der Leber eine groRe Rolle, welche in einem sehr
frihen Stadium der Immunstimulation ber Komponenten des Komplementsystems aktiviert
werden. Die Kupfferzellen produzieren daraufhin ihrerseits endogene Mediatoren und
aktivieren darlber hepatische Afferenzen des Nervus vagus, welche anschlieBend in die
Medulla oblongata und von dort aus in die thermoregulatorische préoptische Region des
anterioren Hypothalamus projizieren (Blatteis 1997; Li et al. 1999).

2.2.2 Humorale Signaltbertragung

Neben diesem frihen Induktionsweg spielt vor allem der sogenannte humorale Signalweg
eine groRe Rolle bei der Fieberentstehung. Exogene Pyrogene (z.B. LPS) konnen entweder
selbst tiber die Blutbahn das Gehirn erreichen und ihre jeweiligen Rezeptoren (z.B. ,,toll-like
receptor 4) aktivieren, oder sie bewirken zuerst die Produktion endogener Pyrogene (z.B.
Zytokine) durch Immunzellen, welche dann ihrerseits Uber die Blutbahn den Hypothalamus
erreichen (Abbildung 1). Das ZNS ist gegeniber dem peripheren Blutkreislauf von einer
dichten Blut-Hirn-Schranke (BHS) abgegrenzt, welche die hochmolekularen Zytokine nicht
passieren konnen. Fir die Signalweiterleitung Uber den humoralen Weg werden deshalb
folgende Mechanismen beschrieben:

1) Zytokine konnen mit spezifischen Rezeptoren an Endothelzellen der Bluthirnschranke
interagieren, welche dann die Produktion und Freisetzung sekundérer Mediatoren in das
Gehirn bedingen (Matsumura & Kobayashi 2004).

2) Zytokine gelangen Uber aktive, geséattigte Transportmechanismen, die spezifisch fur
individuelle Zytokine sind, in das Gehirngewebe (Banks et al. 1995).

3) Zytokine agieren an Gebieten des Hypothalamus mit einer veranderten Bluthirnschranke,
welche durchlassig fur diese Molekdile ist (Roth et al. 2004). Hierbei handelt es sich um die
circumventrikuldren Organe (CVOs), welche direkt von den Zytokinen erreicht werden
kénnen. Zu den CVOs gehdren das Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), das
Organum subfornicale (SFO), die Eminentia mediana (ME), die Epiphyse, das Organum
subcommissurale (SCO), die Neurohypophyse und die Area postrema (AP) (McKinley et al.
2003). Eine Subgruppe dieser CVOs, die sensorischen CVOs, zeichnet sich zusétzlich durch
Neuronenzellkdrper aus und spielt dementsprechend eine grol3e Rolle bei der Weiterleitung
von Signalen aus der Zirkulation in andere Gehirnareale. Sie umfasst das OVLT, das SFO und
die AP.
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Nach Passage der Bluthirnschranke binden die exo- (wie LPS) oder endogenen Pyrogene (wie
Zytokine) daraufhin an spezifische Rezeptoren von Zellen der Hirngefale oder des
Gehirnparenchyms und aktivieren Transkriptionsfaktoren, welche dann ihrerseits die
Expression sekundarer Mediatoren im ZNS induzieren.

Immunzellen

Exogene Pyrogene
(LPS) — Endogene Pyrogene

Peripherie l l

BHS "= cecceccccccccccnccca-

hypothalamischer
Kerngebiete

v

Transkriptionsfaktoren

Aktivierung
ZNS

NFkB
STAT3
NF-IL6
Enzyme der
Zytokine PGE-Synthese
TNFa mPGES
IL-6 - COx2
N K
Sickness

~ behaviour

Abbildung 1: Schematische Darstellung des humoralen Signalwegs

Exogene Pyrogene (z.B. Lipopolysaccharid) aktivieren Immunzellen in der Peripherie und
induzieren die Produktion von endogenen Pyrogenen (z.B. Zytokine). Uber die
Blutzirkulation erreichen die endogenen Pyrogene die Bluthirnschranke und konnen (ber
verschiedene Mechanismen (siehe Kapitel 2.2.2) hypothalamische Kerngebiete aktivieren. In
den aktivierten Gehirnzellen werden Uber proinflammatorische Transkriptionsfaktoren lokal
weitere Entziindungsmediatoren wie Zytokine oder Enzyme der Prostaglandinsynthese
produziert, welche im ZNS zu der Entstehung entsprechender Krankheitssymptome, dem
,,sickness behaviour®, beitragen. NFkB, ,,nuclear factor kappa B”; STAT3, “signal transducer
and activator of transcription” 3; NF-IL6, “nuclear factor interleukin 6”; TNFa,
Tumornekrosefaktor alpha; mPGES, mikrosomale Prostaglandin E Synthase; COX2,
Zyklooxigenase 2.
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2.3 Inflammatorische Mediatoren

2.3.1 Zytokine

Bei Zytokinen handelt es sich um hoch induzierbare, 16sliche Proteine, Glykoproteine oder
Polypeptide, die tUberwiegend von immunkompetenten Zellen produziert werden und deren
Hauptaufgabe in der Regulation und Koordination der Immunantwort besteht. Neben der
Peripherie konnte auch im ZNS die Expression von Zytokinen und ihrer Rezeptoren durch
gliale oder neuronale Zelltypen nachgewiesen werden (Conti et al. 2004). Zytokine wirken
entweder lokal auf die Zelle selbst (autokrin) bzw. auf benachbarte Zellen (parakrin) oder
werden in den Blutkreislauf abgegeben (endokrin). Sie aktivieren Komponenten des
angeborenen Immunsystems wie Makrophagen, oder induzieren im adaptiven Immunsystem
die Differenzierung und Aktivierung von Lymphozyten.

In der Peripherie erkennen Zellen des angeborenen Immunsystems wie neutrophile
Granulozyten, Makrophagen und Monozyten PAMPs, wie zum Beispiel LPS, tber spezielle
,,pattern-recognition receptors®, in diesem Fall ,toll-like receptor 4“ (Beutler 2002). Dies
fiihrt zur Produktion und Freisetzung von Zytokinen, welche tGber den humoralen Signalweg
Rezeptoren an der Bluthirnschranke oder im Gehirngewebe aktivieren und somit die
Produktion von weiteren Zytokinen im Gehirn bewirken.

TNFa

Tumornekrosefaktor (TNF) a ist einer der Hauptmediatoren der akuten Entziindungsreaktion
und wird von mononukledren Phagozyten, natirlichen Killerzellen, Mastzellen und T-Zellen
gebildet. TNFa steigt als eines der ersten Zytokine in der friilhen Phase der LPS-stimulierten
Entzlindungsreaktion im Serum an und korreliert ebenfalls mit der initialen Phase der
Hypothermie, welche dem Fieberanstieg oftmals vorangeht, so dass diesem Molekil sowohl
pyrogene als auch antipyretische Effekte zugeschrieben werden (Jansky et al. 1995). TNFa
kann an zwei ubiquitér exprimierte Rezeptoren binden, TNF-R Typ | (p55) und TNF-R Typ Il
(p75). Uber Aktivierung des Transkriptionsfaktors ,,nuclear factor (NF)xB induziert es die
Genexpression proinflammatorischer Proteine, unter anderem Interleukin (IL)-1, und ist somit
wahrscheinlich an der Fieberentwicklung beteiligt (Dinarello et al. 1986; Wajant et al. 2003).

IL-1p

Das Zytokin Interleukin 1 existiert in zwei verschiedenen Formen, o und 8, von denen fir die
vorliegende Arbeit vor allem auf letzteres naher eingegangen werden soll. Nach Stimulation
mit LPS und anderen Immunstimuli findet man erhohte Level von IL-1p im Blutplasma und
in der Zerebrospinalflissigkeit. Die Applikation von IL-1B 16st eine Fieberreaktion in
verschiedenen Tierspezies und im Menschen aus (Tewari et al. 1990; Anforth et al. 1998). IL-
1P gilt als ein wichtiges Zytokin fur die Fieberentstehung und kann ebenfalls die Synthese
weiterer wichtiger pro- (TNFa und IL-6) und antiinflammatorischer (IL-1 Rezeptor
Antagonist [IL-1ra] und IL-10) Mediatoren in Makrophagen, Endothelzellen und
Mikrogliazellen induzieren (Marsh & Wewers 1994; Foey et al. 1998; Konsman et al. 2000).

Die Verminderung von IL-1B-induziertem Fieber durch Vorbehandlung mit seinem
Antagonisten IL-1ra bestéatigt die direkte Rolle dieses Zytokins in der Entstehung der
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Fieberantwort (Opp & Krueger 1991). IL-1p wirkt iiber den IL-1 Rezeptor Typ I, welcher zur
Familie der ,,toll-like* Rezeptoren gehort und iiber NFkB zur Induktion der Expression seiner
Zielgene fihrt.

IL-6

Interleukin 6 wird nach Stimulation mit verschiedenen infektidsen und entziindlichen Stimuli
in diversen Zelltypen, unter anderem Monozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, Gliazellen
und Neuronen transkribiert (Frei et al. 1989). IL-6 gilt als wichtiges endogenes Pyrogen,
dessen Anstieg im Blutplasma mit dem Anstieg der Korperkerntemperatur korreliert.
Waéhrend einer Fieberreaktion steigt die Konzentration von IL-6 ebenfalls in der
Zerebrospinalfltssigkeit an (Ueno et al. 1989; Coceani et al. 1993). Obwohl die alleinige
Administration von IL-6 nur zu einer moderaten Erhdhung der Koérpertemperatur fihrt (Harré
et al. 2002), zeigen Studien an IL-6-defizienten Mausen, die nach LPS- oder IL-1p-
Stimulation keine Fieberentwicklung zeigten, dass dieses Zytokin eine wichtige Rolle bei der
Fieberantwort spielt (Chai et al. 1996; Kozak et al. 1998). IL-6 bindet an seinen Rezeptor,
welcher tber gp (Glykoprotein)130 die Phosphorylierung und Aktivierung von Janus Kinasen
und schlussendlich tber den Transkriptionsfaktor STAT3 die Expression von Zielgenen
veranlasst (Kishimoto et al. 1992) zu denen auch wichtige Enzyme der Prostaglandinsynthese
gehoren (Rummel et al. 2006; Rummel et al. 2011).

IL-1ra

Interleukin 1 Rezeptor Antagonist (IL-1ra) wirkt als endogener Antagonist von IL-1a und IL-
1B, indem es ebenfalls an den IL-1 Rezeptor Typ | bindet, ohne jedoch die durch IL-1
auslosbare Signalkaskade zu aktivieren (Hannum et al. 1990). Die IL-1ra Produktion wird
dosisabhéngig durch IL-1a, IL-1p und TNFa induziert und scheint demnach eine bedeutende
Rolle als negativer endogener Regulator fur die Aktivitat dieser Zytokine zu spielen (Marsh &
Wewers 1994). Am Entzindungsort soll die lokale Produktion von endogenem IL-1ra die
Fieberantwort abschwdachen. Lokale LPS-Applikation flhrt zu einer lokalen Erhéhung der
Konzentrationen von IL-1a und IL-1pB, gefolgt von einem spateren Anstieg der IL-1ra Level
(Cartmell et al. 2001). Des Weiteren konnten durch zentrale Applikation von IL-1ra die
fieberinduzierenden Effekte einer zentralen IL-1pB-Injektion blockiert werden (Opp & Krueger
1991).

IL-10

Interleukin 10 ist ein antiinflammatorisch und antipyretisch wirkendes Zytokin welches unter
anderem von T-Zellen, Monozyten und Makrophagen gebildet wird. IL-10 verhindert die
Synthese proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNFa indem es die nukledre
Translokation von NF«kB oder dessen Bindung an die DNA blockiert (Schottelius et al. 1999).
Experimentelle 1L-10 Applikation verhindert die Entwicklung von LPS-induziertem Fieber
und IL-10 defiziente Mduse reagieren auf LPS-Stimulation mit starkerem Fieber und erhthter
Mortalitat (Leon et al. 1998; Leon et al. 1999).
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2.3.2 Transkriptionsfaktoren

Allgemein vermitteln Transkriptionsfaktoren die genomische Zellaktivierung. Nach Bindung
der entsprechenden Liganden (hier exo- oder endogene Pyrogene) an den Rezeptor wird eine
intrazellulare  Signalkaskade ausgelGst, welche die Translokation des aktivierten
Transkriptionsfaktors in den Zellkern zur Folge hat. Nach Bindung des Transkriptionsfaktors
an regulatorische Elemente der DNA wird die Transkription von Zielgenen initiiert (Johnson
& McKnight 1989; Schindler & Darnell 1995).

Im Zusammenhang mit der systemischen Entziindungsreaktion existieren drei wichtige
inflammatorische Transkriptionsfaktoren, welche fur die Bildung von
Entzindungsmediatoren wie Zytokinen und Prostaglandinen in der Peripherie und im ZNS
eine zentrale Rolle spielen und somit die Entstehung zentralnervds kontrollierter
Krankheitssymptome regulieren.

NFxB

,»Nuclear factor” kB besteht aus den Untereinheiten p50 und p65 und wird in der ruhenden
Zelle tiber eine Komplexbildung mit ,,inhibitor of** kB (IxB)-Proteinen an der nukledren
Translokation gehindert (Baeuerle & Baltimore 1996). Erst nachdem ein PAMP wie LPS oder
das Zytokin IL-1p an den entsprechenden Rezeptor (LPS an TLR4 oder IL-1p an IL-1R1)
gebunden hat wird eine intrazellulare Signalkaskade initiiert, die eine Freisetzung von NFxB
und anschlieBende Translokation in den Zellkern zur Folge hat, wo NF«B die Genexpression
der jeweiligen Zielgene beeinflusst (Baeuerle & Henkel 1994). Als wichtiger
Transkriptionsfaktor der Entziindungsreaktion beeinflusst NFxB unter anderem die
Expression diverser Entziindungsmediatoren (TNFa, IL-6, IL-13) (Lawrence et al. 2001,
Kielian 2006).

STAT3

Der ,,signal transducer and activator of transcription 3 ist eines der 7 Mitglieder der STAT-
Familie und wird allgemein vor allem durch Zytokine der IL-6, IL-10 und Interferon (IFN)-
Familie beeinflusst (Kisseleva et al. 2002). Die Signaltransduktion wird (ber
rezeptorassoziierte Tyrosinkinasen der JAK (Janus-Kinase)-Familie vermittelt. Nach erfolgter
Aktivierung von STAT3-Monomeren durch Phosphorylierung schlie3en sich diese zu Homo-
oder Heterodimeren mit anderen Transkriptionsfaktoren zusammen und wandern in den
Zellkern ein (Heinrich et al. 1998).

NF-1L6

»Nuclear factor IL-6 gehort zu der ,,CCAAT/enhancer-binding protein family* (C/EBP) und
ist unter anderem an der Zellproliferation und -differenzierung, der Bildung des
Langzeitgedéchtnisses und der Inflammation beteiligt (Taubenfeld et al. 2001; Ramji & Foka
2002; Nerlov 2007). Als inflammatorischer Transkriptionsfaktor wird NF-IL6 durch LPS und
Zytokine wie IL-6 aktiviert und ist an der Expression von Zielgenen wie z.B. COX2, mPGES,
IL-6 und IL-1p beteiligt (Akira & Kishimoto 1992; Ramji & Foka 2002; Uematsu et al. 2002;
Chun & Surh 2004).
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Neben den bereits beschriebenen Zytokinen und Transkriptionsfaktoren sind fur die
vorliegende Arbeit vor allem Prostaglandine und die erst kirzlich entdeckten microRNAS in
ihrer Rolle als Vermittler der inflammatorischen Signalkaskade relevant.

2.3.3 Prostaglandine

Prostaglandine (PG), unter anderem PGE,, sind wichtige Entziindungsmediatoren und
mafRgeblich an der Entstehung der Fieberreaktion beteiligt. Prostaglandine werden in
mehreren Schritten aus der Arachidonsdure der Zellmembran hergestellt. Als wichtige
Schlisselenzyme fur die Regulation der Prostaglandinbildung und damit einhergehend fiir die
Ausbildung des ,,sickness behaviours® gelten vor allem die Zyklooxygenase 2 (COX2) und
die mikrosomale Prostaglandin E Synthase (MPGES) (Zhang et al. 2003; Park et al. 2006).
PGE; qgilt als entscheidender terminaler Mediator der Fieberantwort. Es wird bereits in der
Peripherie in Kupfferzellen der Leber gebildet und leitet die frihe Phase der Fieberentstehung
ein (Perlik et al. 2005; Li et al. 2006), indem es vagale Afferenzen stimuliert oder das Gehirn
uber den Blutweg erreicht, da es als kleines lipophiles Molekul die Bluthirnschranke passieren
kann. Uber den humoralen Signalweg wird auRerdem seine Bildung zentral im Gehirn
induziert, indem die Expression der Regulationsenzyme COX2 und mPGES durch
Entziindungsmediatoren gesteigert wird (Cao et al. 1995; EImquist et al. 1997; Yamagata et
al. 2001; Gaetano et al. 2010).

2.3.4 MicroRNAs

1993 wurde ein neuer bis dato unbekannter Mechanismus zu Genregulation entdeckt, welcher
bis heute Gegenstand intensiver Forschung ist. Bei den MicroRNAs (miRNAs) handelt es sich
um nichtkodierende RNAs von einer Ldnge von circa 21 Nukleotiden, welche in die
posttranskriptionale Genregulation eingebunden sind und unter anderem zur Hemmung der
Proteintranslation fuhren (Lee et al. 1993). Obwohl die microRNAs ein junges
Forschungsgebiet sind bestehen bereits eindeutige Hinweise, dass sie als Schlisselregulatoren
in vielfaltige elementare Prozesse wie Zellproliferation und —differenzierung, Apoptosis,
Signaltransduktion und Organentwicklung, sowie auch in verschiedene Krankheitsbilder wie
muskulédre, kardiovaskuldare und neurodegenerative Krankheiten und Tumorentstehung
impliziert sind (Sonkoly et al. 2008). Mittlerweile wurde auch ein Einwirken dieser
Regulatoren in die Immunantwort, die Entziindungsreaktion und inflammatorische
Krankheitsprozesse nachgewiesen (Sonkoly et al. 2008).

Nach Transkription der betreffenden Sequenz aus der DNA entsteht zunéchst das ,,primary
MIRNA transcript (pri-miRNA), welches bis zu mehrere Kilobasen lang sein kann und
charakteristischerweise in Haarnadelstrukturen faltet (Abbildung 2). Die pri-miRNA wird
durch die Endonuklease Drosha in die lediglich 60 — 80 Basenpaare lange ,,precursor
mMiRNA® (pre-miRNA) prozessiert, welche uber den Nuklear-Export-Faktor Exportin 5 aus
dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert wird. Durch Abspaltung der Haarnadel-Struktur
uber eine zweite Endonuklease Dicer entsteht ein circa 21 Nukleotid langes doppelstrangiges
RNA Molekil, von dem ein Strang verworfen wird. Der andere Strang, welcher jetzt die
mature miRNA darstellt, wird in einen Multi-Enzymkomplex eingebaut, den , miRNA
induced silencing complex* (miRISC). Die Interaktion der im Multi-Enzymkomplex
enthaltenen maturen miRNA mit ihrer Ziel-mRNA erfolgt Uber Basenpaarung und kann tber
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zwei verschiedene Wirkweisen die Proteinkodierung unterbinden. Bei perfekter Basen-
Komplementaritat zwischen miRNA und Ziel-mRNA wird die Ziel-mRNA endonukleolytisch
gespalten, wahrend es bei imperfekter Komplementaritat zur Hemmung der Proteintranslation
kommt (Filipowicz et al. 2008).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der microRNA-Synthese und Funktion

Das aus der DNA transkribierte ,,primary miRNA transcript” (pri-miRNA) wird durch die
Endonuklease Drosha in die lediglich 60 — 80 Basenpaare lange ,,precursor miRNA*“ (pre-
miRNA) prozessiert und tber den Nuklear-Export-Faktor Exportin 5 aus dem Zellkern in das
Zytoplasma exportiert. Durch Abspaltung der Haarnadel-Struktur tber die Endonuklease
Dicer entsteht die circa 21 Nukleotid lange einstrdéngige mature miRNA welche in den
miRNA induced silencing complex (miRISC) eingebaut wird. Die Hemmung der
Proteinentstehung erfolgt (ber Degradation der mRNA oder Repression der
Proteintranslation. Modifiziert nach (Filipowicz et al. 2008)
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Mir-146a

Mir-146a ist eine in die angeborene Immunantwort involvierte microRNA, deren
Transkription durch Stimuli wie LPS, TNFa und IL-1f Uber NFxB induzierbar ist. Mir-146a
wirkt darauthin hemmend an 2 Elementen dieser Signalkaskade, welche sich ,,up-stream® von
NFkB befinden, dem ,,tumor necrosis factor-receptor associated family*“ 6 (TRAF6) und der
sinterleukin-1 receptor-assoiated kinase 1¢ (IRAK1) (Abbildung 3). Uber diese Aktion
verringert mir-146a die NFxB-Aktivierung und wirkt somit als negativer Regulator der
Immunantwort (Taganov et al. 2006). Die Sekretion der Zytokine IL-6 und IL-8 konnte durch
mir-146a in Fibroblastenzelllinien ebenfalls unterdriickt werden (Bhaumik et al. 2009).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Funktionsweise von mir-146a in der TLR-4
Signalkaskade

Bindung von LPS am ,.toll-like receptor 4 fuhrt Gber eine Signalkaskade zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB, welcher neben Entziindungsmediatoren ebenfalls die Expression
von mir-146a bewirkt. Als negativer Regulator der Entziindungsreaktion wirkt mir-146a
regulierend auf die NFkB-Aktivitat, indem es die vorgeschalteten Elemente ,,interleukin-1
receptor-associated kinase 1 (IRAK-1) und ,,tumor necrosis factor-receptor associated family
6 (TRAF6) hemmt. Modifiziert nach (Junker 2011)
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3. Veranderungen der systemischen Entziindungsreaktion im Alter

Wie bereits zuvor erwahnt fuhrt das Altern zu Veranderungen im angeborenen und adaptiven
Immunsystem, welche sich auch auf den Verlauf systemischer Entziindungsreaktionen
auswirken.

Die Auswirkungen des Alterns auf das ,sickness behaviour wurden in mehreren
tierexperimentellen Studien vor allem an Mausen und Ratten untersucht, indem durch
systemische Verabreichung eines Immunstimulus, meist E.coli, LPS oder IL-1B, eine
Entzindungsreaktion ausgelost wurde. Die alten Versuchstiere reagierten daraufhin
Uberwiegend mit einer verstarkten Auspragung der Anorexie, des Gewichtsverlustes, der
Lethargie und der verringerten sozialen Interaktion (Godbout et al. 2005; Godbout et al. 2008;
Abraham & Johnson 2009). Die Fieberantwort jedoch war in den meisten Studien bei den
alteren Tieren niedriger als bei den jungeren oder gar nicht vorhanden (Norman et al. 1988;
Miller et al. 1991; Foster et al. 1992; Scarpace et al. 1992; Fraifeld et al. 1995; Wachulec et
al. 1997). Klinische Studien und Aufzeichnungen belegen ebenfalls, dass &ltere Personen im
Anschluss an eine Infektion oft gar kein oder nur ein geringgradiges Fieber entwickeln
(Gleckman & Hibert 1982; Finkelstein et al. 1983; Berman & Fox 1985), was darlber hinaus
mit einer erhdhten Mortalitat im Vergleich zu Individuen mit einer normalen Fieberantwort
korreliert (Norman et al. 1985; Grahn et al. 1987; Saito et al. 2003).

Weitere Studien auf diesem Gebiet konnten feststellen, dass nach E. coli-Infektion die
Fieberantwort der alten Ratten nur in den ersten Stunden beeintréchtigt war, sich aber in den
darauffolgenden Tagen fortsetzte und im Vergleich zu jungeren Tieren verldngert war
(Barrientos et al. 2009). Die Ursache, welche zu dieser beeintrachtigten Fieberreaktion im
Altern fihrt, konnte noch nicht vollstandig geklart werden.

Hypothesen hierzu (Florez-Duquet et al. 2001) erwahnen die Mdglichkeit:

a) einer fehlerhaften Weiterleitung des Pyrogensignals aus der Peripherie zum Hypothalamus
b) einer unvolistandigen Signaltransduktion im ZNS an die thermoregulatorische
Kontrollzone oder die Thermoeffektoren

c) eine beeintrachtigte Kapazitat der Thermoeffektoren die Temperatur an den neuen Sollwert
anzupassen.

Eine zentrale Applikation von IL-1B oder PGE, bewirkte eine &hnliche Fieberantwort in
beiden Altersgruppen und deutet darauf hin, dass ein Grund fur die erniedrigte Fieberantwort
nicht in der zentralen Signaltransduktion sondern eher in einer fehlerhaften Weiterleitung des
peripheren Signals zum ZNS liegen konnte (Plata-Salaman et al. 1998; Satinoff et al. 1999).
Hinweise darauf liefert auch die Feststellung, dass die Passage des Zytokins IL-1p3 durch die
Blut-Hirn-Schranke im Altern beeintrachtigt ist (McLay et al. 2000).

Weitere Studien lieferten Hinweise darauf, dass die Auflentemperatur bei alten Ratten eine
grolere Rolle zur Regulation ihrer Fieberantwort spielt. Bei hheren Umgebungstemperaturen
vermochten die alten Ratten ein &hnlich hohes Fieber wie die junge Vergleichsgruppe zu
entwickeln. Gab man ihnen eine WahImdglichkeit, suchten sie nach LPS-Stimulation auch
Ofter als junge Ratten Platze mit einer htheren Umgebungstemperatur auf (Florez-Duquet et
al. 2001; Buchanan et al. 2003; Peloso et al. 2003). Uber Messung des O,-Verbrauchs als
Malistab flr Warmeproduktion wurde herausgefunden, dass alte Ratten bei einer kihleren
AuRentemperatur entscheidend weniger Wérme produzieren kénnen als junge Ratten und erst
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bei einer hoheren AulRentemperatur gleich viel Warme produzieren (Buchanan et al. 2003).
Somit scheint eine beeintréchtigte Kapazitat der Thermoeffektoren in der verminderten
Féahigkeit zur Fieberentwicklung im Alter ebenfalls eine Rolle zu spielen.

Abgesehen von der Auspragung der Krankheitssymptomatik wurden auch im Bereich der
zirkulierenden Zytokine altersabhéngige Verédnderungen nachgewiesen. Je nach eingesetztem
Stimulus, Dosis und ausgewéhltem Messzeitpunkt nach Stimulation von Labornagern wurden
erhdhte Werte und/oder eine langerfristige Hochregulation im Blutplasma von IL-6 (Tateda et
al. 1996, Saito et al. 2003; Godbout et al. 2005; Godbout et al. 2008; Huang et al. 2008), IL-
1B (Kalehua et al. 2000; Saito et al. 2003), TNFa (Tateda et al. 1996; Kalehua et al. 2000) und
IL-10 (Tateda et al. 1996; Saito et al. 2003; Henry et al. 2009) gemessen. Auch bei &lteren
menschlichen Probanden haben mehrere Studien erhéhte Gehalte an proinflammatorischen
Zytokinen wie IL-6 (Wei et al. 1992; Ershler 1993; Hager et al. 1994), TNFa (Paolisso et al.
1998; Bruunsgaard et al. 1999) und IL-1B (Alvarez-Rodriguez et al. 2012), aber auch
antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-1ra (Catania et al. 1997) und IL-10 (Alvarez-
Rodriguez et al. 2012) in der Blutbahn festgestellt. Diese erhohten Blutplasmaspiegel an
Entzindungsmediatoren fanden sich bei é&lteren, ansonsten gesunden Individuen (ohne
bekannte vorhergehende Entzlindungsgeschehen). Obwohl auch einige Studien keine
altersbedingten Abweichungen in den zirkulierenden Zytokinen vorgefunden haben (Peterson
et al. 1994; Beharka et al. 2001), wird mittlerweile das Vorliegen einer chronischen,
subklinischen Inflammation in der Peripherie, gekennzeichnet durch einen erhdhten
Blutspiegel inflammatorischer Mediatoren, als ein Hauptmerkmal des Alterns angesehen. Sie
gilt als einer der Griinde fur die verdnderte Entzlindungsreaktion und wird ebenfalls als
beitragender Faktor fir das Entstehen von verschiedenen altersassoziierten chronischen
Krankheiten wie Atherosklerose, Sarkopenie und Osteoporose diskutiert (Wick et al. 2000;
Krabbe et al. 2004).

Neben der Peripherie ist auch das ZNS immunbedingten Veranderungen unterworfen und
nach Immunstimulus wurde in tierexperimentellen Versuchen eine erhéhte Expression von
IL-6 (Godbout et al. 2005; Huang et al. 2008), IL-1p (Godbout et al. 2005; Huang et al. 2008;
Abraham & Johnson 2009; Barrientos et al. 2009; Henry et al. 2009; Tarr et al. 2011), TNFa
(Kalehua et al. 2000; Huang et al. 2008) und IL-10 (Henry et al. 2009) im Gehirn
vorgefunden, wéhrend die PGE,-Expression im Hypothalamus durch das Altern unbeeinflusst
blieb (Fraifeld et al. 1995). Zum Teil konnte auch basal eine erhohte Zytokinexpression
detektiert werden (Ye & Johnson 1999; Maher et al. 2004; Abraham & Johnson 2009).
Anhand dieser Befunde kam man zu dem Schluss, dass sich auch das alternde ZNS im
Zustand einer chronischen Neuroinflammation befindet, welche durch eine konstante, basal
erhohte Produktion zentraler Zytokine einerseits und einer erhéhten Reaktivitat auf einen
Immunstimulus andererseits gekennzeichnet ist (Dilger & Johnson 2008). Es gibt mittlerweile
mehrere Hinweise, dass die Ursache dieser Neuroinflammation unter anderem von einer
veranderten Zellpopulation des alternden Gehirns herrihrt.

Zum einen sind hiervon die Astrozyten betroffen, welche sich im Alter durch einen
reaktiveren, hypertrophen Phénotyp auszeichnen und vermehrt ,,glial fibrillary acidic protein‘
(GFAP) exprimieren (Cotrina & Nedergaard 2002; Finch 2003; Lynch et al. 2010). Diese
»astrogliosis® konnte die Immunantwort beeinflussen, da Astrozyten einerseits direkt mit
Neuronen und Mikroglia kommunizieren und andererseits wesentlich am Erhalt einer intakten
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Blut-Hirn-Schranke beteiligt sind (Abbott et al. 2006), deren Dichtigkeit im Alter
herabgesetzt ist (Popescu et al. 2009; Blau et al. 2012).

Neben den Astrozyten werden vor allem modifizierte Mikrogliazellen als Hauptursache der
Neuroinflammation diskutiert. Mikroglia werden als die Immunzellen des ZNS bezeichnet
und zeigen im Rahmen einer Immunantwort makrophagenédhnliche Aktivitaten einschlieRlich
Phagozytosis, Antigenprasentation, Komplementaktivierung und Zytokinproduktion
(Godbout & Johnson 2009). Normalerweise befinden sich die Mikroglia im ZNS in einem
Ruhestadium, in welchem sie eine verzweigte Morphologie einnehmen und ihre Umgebung
auf etwaige Pathogene Uberprufen (Nimmerjahn et al. 2005). Als Reaktion auf einen
Immunstimulus wandeln sie sich in einen kompakten Phanotyp um, das sogenannte
Aktivitatsstadium, und antworten mit einer proinflammatorischen Zytokinproduktion von
unter anderem IL-1B, IL-6 und TNFa (Hanisch & Kettenmann 2007). Dieser aktivierte
Zustand ist normalerweise voriibergehend und mit dem Ende der Immunantwort beendet. Im
Alter nimmt ein GroRteil der Mikrogliapopulation einen dritten Zustand ein, das sogenannte
,primed* Stadium. Sie charakterisieren sich durch eine erhdhte Expression inflammatorischer
Marker wie zum Beispiel ,,major histocompatibility complex II* (MHC II) (Sheffield &
Berman 1998; Morgan et al. 1999; Godbout et al. 2005; Frank et al. 2006), die Integrine
CD11b und CD11c (Stichel & Luebbert 2007), den Scavenger-Rezeptor CD68 (Godbout et al.
2005; Wong et al. 2005) und ,.toll-like* Rezeptoren (TLRs) (Letiembre et al. 2007). Dieses
,priming® fiihrt dazu, dass die Mikroglia auf einen Immunstimulus schneller und mit einer
erhdhten Zytokinproduktion antworten, was zu einer verstarkten Krankheitssymptomatik fuhrt
(Norden & Godbout 2013). Es wird heutzutage postuliert, dass diese altersassoziierten
Verénderungen in der Peripherie und im ZNS zu der veranderten Auspragung der
Entzlindungsreaktion im Alter beitragen.

Neben diesen bereits langer bekannten Immunmediatoren riicken heutzutage auch immer
starker die microRNAs als mdgliche Ursachen altersbedingter Verdnderungen in den
Blickpunkt. In  Hinsicht auf die Immunantwort erscheint nach rezenten
Forschungsergebnissen eine deregulierte Expression der mir-146a im Alter eine mogliche
Ursache zu sein. In seneszenten Fibroblasten (Bhaumik et al. 2009), sowie in peritonealen
Makrophagen, der Milz und im Serum alter Mduse wurde eine basal hohere Expression von
mir-146a im Vergleich zu jungen Tieren festgestellt (Jiang et al. 2012). Bei LPS-stimulierten
Mausen fiel des Weiteren auf, dass die Expression dieser microRNA in den jungen Tieren
durch den Immunstimulus hochreguliert wurde, diese Regulation bei den alten Tieren jedoch
nicht mehr feststellbar war. Die basale Hochregulation der mir-146a konnte durch die im
Alter vorherrschenden erhohten Zytokinlevel bedingt sein, wahrend die verringerte
Regulation durch Immunstimuli Ansatzpunkte fir eine Beteiligung von mir-146a an der
altersassoziierten Immunderegulation liefert, die auch vor allem fir das Gehirn noch weiter
erforscht werden sollte.
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4. Leptin

Bei Leptin handelt es sich um ein die Nahrungsaufnahme und den Energieumsatz
regulierendes Hormon, welches durch das ob (,,obese*) Gen codiert wird. (Halaas et al. 1995).
Diesem Faktor wird eine zentrale Rolle im Energiehaushalt zuerkannt, da eine Mutation im ob
Gen (ob/ob) fur den Faktor selbst oder im db Gen (db/db) fir den Leptin-Rezeptor bei
Méusen zur Auspragung eines adipdsen Phanotyps fuhrt (Coleman 1978; Friedman & Halaas
1998). Verabreicht man ob/ob Mausen Leptin, bewirkt dies wiederum eine Reduktion des
Korpergewichtes, der Futteraufnahme und eine Steigerung des Energieverbrauchs (Campfield
et al. 1995; Halaas et al. 1995; Pelleymounter et al. 1995). Produziert wird Leptin vor allem
durch das Fettgewebe (Zhang et al. 1994), wobei die zirkulierenden Level direkt mit der
Masse an Fettgewebe korrelieren (Maffei et al. 1995) und nach dem Fasten stark abfallen
(Ahima et al. 1996). Rezeptoren fiir Leptin finden sich in grolRer Menge im Hypothalamus
(Fei et al. 1997) aber auch in der Peripherie in geringerer Anzahl in Leber, Niere, Lunge,
weillem Fettgewebe, Magen, B-Zellen des Pankreas, Skelettmuskulatur und Immunzellen
(Margetic et al. 2002; Bjorbaek & Kahn 2004). Es existieren sechs verschiedene Isoformen
des Leptin-Rezeptors (Ob-Ra bis Ob-Re). Die appetitregulierenden Effekte werden durch die
lange Form des Rezeptors, OB-Rb, im Hypothalamus vermittelt (Vaisse et al. 1996). Die
kiirzeste Form (Ob-Re) zirkuliert als loslicher Rezeptor im Blut und fungiert als
Transportprotein fur Leptin (Houseknecht et al. 1996; Lammert et al. 2001). Bei den (brigen
Formen (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Rf) handelt es sich um membrangebundene Rezeptoren,
welche unter anderem zustandig sind fur die Aufnahme von Leptin aus dem Blut ins Gewebe
(Uotani et al. 1999).

Im Hypothalamus wirkt Leptin vor allem am Nucleus arcuatus (ARC), der neben dem
ventromedialen (VMH), dorsomedialen (DMH) und lateralen (LH) hypothalamischen
Nukleus eine wichtige Region fiir die Regulation von Futteraufnahme und Energieumsatz
darstellt (Bray & York 1979). Da Leptin als 16-kDa groRes Protein die Blut-Hirn-Schranke
normalerweise nicht passieren kann gibt es andere Mdglichkeiten, wie Leptin den
Hypothalamus erreicht. Zum einen kann Leptin die BHS (ber ein geséttigtes Transportsystem
passieren (Banks et al. 1996; Banks 2001). Dieses Transportsystem ist wahrscheinlich durch
die Rezeptorform Ob-Ra vermittelt, welche beispielsweise auch im Plexus Choroideus stark
exprimiert wird (Golden et al. 1997). Es besteht dabei fur Leptin auch die Méglichkeit im
Transport Uber die Zerebrospinalflussigkeit mit anschlieBender Diffusion in die Ventrikel-
umgebenden Hirnareale zu gelangen (Schwartz et al. 1996). Im Bereich der CVOs kann
Leptin direkt ins Gehirngewebe diffundieren. Hiervon sind vor allem die Kerngebiete des
ventrobasalen Hypothalamus, wie z. B. der Nucleus arcuatus betroffen (Rivest 2002).

Nach der Nahrungsaufnahme steigt die zirkulierende Leptinkonzentration an (Frederich et al.
1995; Kolaczynski et al. 1996) und fuhrt nach Bindung an hypothalamische Rezeptoren zu
einer Signalkaskade im ARC, die zur Inhibition orexigener, also hungerférdernder
Nervenbahnen fiihrt (Abbildung 4). In den entsprechenden Neuronen kommt es zu einer
herabgesetzten mMRNA-Expression von Neuropeptid Y (NPY) und ,,agouti-related” Peptid
(AgRP) (Wang et al. 1997; Ebihara et al. 1999; Mizuno & Mobbs 1999; Ziotopoulou et al.
2000), welche appetitanregende Signalwege ankurbeln. Gleichzeitig aktiviert Leptin
POMC/CART-exprimierende Neurone, was zu erhéhten mRNA-Level von alpha
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Melanozyten-stimulierendem Hormon (a-MSH) und ,,cocain and amphetamin regulated
transcript® (CART) iiber die Synthese von Proopiomelanocortin (POMC) (Schwartz et al.
1997; Korner et al. 1999) fuhrt. a-MSH bindet an Melanocortin-Rezeptoren (MCRS) und fuhrt
zu Anorexie und erhéhtem Energieumsatz. Nach Hungerzustdnden fallen die Leptinspiegel
wieder ab (Kolaczynski et al. 1996).

PVN LHA

anorexigen

orexigen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Wirkung von Leptin im Hypothalamus
Leptin wirkt im Nucleus arcuatus (ARC) hemmend auf NPY/AgRP-Neurone, welche
normalerweise orexigene Bahnen in weiteren hypothalamischen Kernen wie den
paraventrikularen Nukleus (PVN) und lateralen hypothalamischen Nukleus (LHA)
stimulieren. Umgekehrt wirkt Leptin stimulierend auf POMC/CART-Neurone, was zu einer
vermehrten Freisetzung von o-MSH fihrt, welches in nachgeschalteten Kerngebieten am
MCR4-Rezeptor anorexigene Bahnen stimuliert. NPY: Neuropeptid Y; AgRP: “agouti-
related” Peptid; POMC: Proopiomelanocortin, CART: “cocain and amphetamin regulated
transcript”; a-MSH: alpha Melanozyten-stimulierendes Hormon; MCR4: Melanocortin-
Rezeptor 4. Modifiziert nach (Rediger et al. 2012).
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Der Leptin-Rezeptor Ob-Rb ist Mitglied der Klasse-1-Zytokin-Rezeptor Familie (Tartaglia et
al. 1995), zu der unter anderem auch der IL-6 Rezeptor gehdrt. Neben dem Phosphoinositol-
3-(P1-3)-Kinase-Signalweg (Niswender et al. 2001) und dem MAPK/ERG-Signalweg
(,,mitogen-activated protein kinase®/ ,,extracellular signal regulated kinase) (Bjorbaek et al.
2001) funktioniert der Hauptsignalweg am Hypothalamus ber die JAK-STAT-Kaskade
(Abbildung 5). Hierbei assoziieren nach Bindung von Leptin zwei Janus-Kinasen an die
intrazellulare Domdne des Rezeptors (Banks et al. 2000), was zur gegenseitigen
Transphosphorylierung der JAKs und zur Phosphorylierung von Tyrosinresten am Rezeptor
fihrt. Die Tyrosinreste, welche Bindungsstellen fur STATs darstellen, aktivieren nun STAT-
Molekdle, hierunter vor allem STAT3. Die STAT-Monomere dissoziieren von der
intrazellularen Rezeptordomane und bilden Dimere, welche in den Zellkern wandern und die
Transkription von Zielgenen aktivieren (Heim 1996; Hegyi et al. 2004). Gehemmt werden
kann dieser Signalweg beispielweise durch den ,,supressor of cytokine signaling 3“ (SOCS3)
(Endo et al. 1997), in dem er Bindungsstellen an den Signalmolekilen (JAKs) oder am
Rezeptor selbst besetzt (Hansen et al. 1999) und somit die Aktivierung der STAT-Molekile
verhindert.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Signaltransduktion von Leptin Uber die
JAK-STAT-Signalkaskade

Der Ligand Leptin bindet am Ob-Rb Rezeptor, woraufhin Janus-Kinasen aktiviert werden,
welche wiederum STAT3-Molekile phosphorylieren. Die aktivierten STAT3-Monomere
dissoziieren und schlieBen sich zu Dimeren zusammen, welche in den Zellkern wandern und
dort die Transkription von Zielgenen initiieren. SOCS3 hemmt diese Kaskade, in dem es die
Bindungsstellen fur STAT3 besetzt. STAT3: ,,signal transducer and activator of transcription
3%, SOCS3: suppressor of cytokine signaling 3*“. Modifiziert nach (Mutze 2005).
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4.1 Die Rolle von Leptin im Immunsystem

Neben seiner zentralen Funktion spielt Leptin in der Peripherie unter anderem eine Rolle in
der Insulin-Sekretion, der Reproduktion, der Glykogen-Synthese und dem Glukose-Transport
im Skelettmuskel sowie auch im Immunsystem (Margetic et al. 2002). In unterschiedlichen
Studien konnte gezeigt werden, dass Leptin in die Immunantwort impliziert ist. Zum einen
bewirken Zustande, die zur Freisetzung von Komponenten des Akute-Phase-Systems fuhren,
beispielsweise Entziindungsgeschehen, ebenfalls die Sekretion von Leptin (Grunfeld et al.
1996; Sarraf et al. 1997; Landman et al. 2003). Zum anderen korrelieren Reduktionen des
Kdorperfetts mit einer beeintrachtigten Immunfunktion (Norgan 1997; Klasing 1998), wahrend
eine Zunahme an Korperfett oder eine experimentelle Leptin-Gabe die vollstdndige
Immunfunktion wieder herstellt (Lord et al. 1998; Howard et al. 1999). Leptin-Rezeptoren
konnten auf einer groRen Anzahl unterschiedlicher Immunzellen nachgewiesen werden, unter
anderem auf Monozyten/Makrophagen, neutrophilen Granulozyten (Neutrophilen),
natlrlichen Killerzellen, dendritischen Zellen, T- und B-Lymphozyten (Martin-Romero et al.
2000; Sanchez-Margalet et al. 2003; Zhao et al. 2003; Bjorbaek & Kahn 2004; Bruno et al.
2005), so dass unter anderem eine direkte Wirkung von Leptin auf diese Zellen postuliert
wird. Die Neutrophilen werden durch Leptin zur Chemotaxis und Freisetzung von
Sauerstoffradikalen angeregt (Caldefie-Chezet et al. 2003), wahrend natirliche Killerzellen in
ihrer Entwicklung und Aktivierung beeinflusst werden (Zhao et al. 2003). Des Weiteren wird
die Aktivierung und Phagozytose von Monozyten und Makrophagen durch Leptin gefordert,
ebenso wie die Bildung von COX2 und die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen
(Zarkesh-Esfahani et al. 2001). In murinen peritonealen Makrophagen sowie humanen
Monozyten wurde die LPS-induzierte in vitro Produktion von TNFa, IL-6 und IL-12 durch
Leptin Gabe erhoht (Loffreda et al. 1998; Santos-Alvarez et al. 1999). In einer murinen
Makrophagen Zelllinie konnte eine Leptin-induzierte Produktion von IL-1ra beobachtet
werden (Faggioni et al. 1999).

Leptin hat ebenfalls Auswirkungen auf das adaptive Immunsystem. So ist die Leptin-
Defizienz in ob/ob und db/db Madausen mit einer Immunsuppression und Thymusatrophie
vergesellschaftet (Howard et al. 1999). Eine fehlerhafte T-Zellvermittelte Immunitéat wurde in
diesen genetisch verdnderten Mausen unter anderem (iber eine Beeintrdchtigung der
verzogerten, also T-Zellvermittelten Hypersensitivitatsreaktion und eine Unterdriickung der
AbstoBung eines Haut-Allografts nachgewiesen (Mandel & Mahmoud 1978; Chandra & Au
1980). In Menschen mit geringem Korpergewicht und folglich niedrigen Leptin-Blutspiegeln
ist ebenfalls die zellvermittelte Immunitat beeintrachtigt (Cason et al. 1986). Leptin fordert
vor allem bei naiven T-Zellen die Proliferation und IL-2 Sekretion sowie die Expression von
Adhasionsmolekiilen (Lord et al. 1998) und wirkt somit stimulierend auf die zellvermittelte
Immunantwort.

4.2 Die Rolle von Leptin in der Entztindungsreaktion

Mehrere tierexperimentelle Studien haben gezeigt, dass die Stimulation mit Faktoren, welche
eine systemische Entziindungsreaktion auslésen wie LPS oder proinflammatorische Zytokine
(IL-1B und TNFa) ebenfalls zu einer Erhohung zirkulierender Leptingehalte im Serum oder
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einer gesteigerten mMRNA-Expression von Leptin im Fettgewebe fihrt (Grunfeld et al. 1996;
Sarraf et al. 1997; Finck et al. 1998). Ein weiterer Hinweis auf die proinflammatorische
Wirkung von Leptin besteht darin, dass eine zentrale oder periphere Verabreichung von
Leptin zu einer Erhdhung der Koérperkerntemperatur fuhrt (Luheshi et al. 1999). Die
Neutralisierung endogener zirkulierender Leptin Level mittels eines Leptin Antiserums
bewirkte, dass nach anschlieBender LPS-Stimulation das Fieber deutlich abgemildert wurde
oder sogar ganz ausblieb (Sachot et al. 2004; Harden et al. 2006).

Zurzeit liegen mehrere Indizien vor, dass die proinflammatorische Wirkweise von Leptin tber
Interaktion mit dem Zytokin IL-1B vermittelt wird. Zum einen fihrt die Verabreichung von
Leptin direkt zu einer Erhéhung der mRNA-Expression von IL-1B im Gehirn. Zum anderen
wurde eine verstarkte Expression von IL-1ra, einem Gegenspieler von IL1B und indirektem
Marker fir eine gesteigerte I1L-1B-Aktivitat, nachgewiesen (Luheshi et al. 1999; Hosoi et al.
2002; Hosoi et al. 2002; Inoue et al. 2006). Die Neutralisierung von Leptin bewirkte
aullerdem eine Abschwdachung der LPS-induzierten Hochregulation von IL-1p und IL-1ra
(Sachot et al. 2004; Inoue et al. 2006). Dariiber hinaus konnte die Leptin-vermittelte
Reduktion der Futteraufnahme und/oder Temperaturerh6hung Uber zentrale Injektion des
Gegenspielers IL-1ra und in M&usen ohne IL-1 Rezeptor ausgeschaltet werden (Luheshi et al.
1999).

Neben IL-1f scheint auch COX2 in der Leptin-vermittelten Entziindungsreaktion eine Rolle
zu spielen. Bei der durch Leptin induzierten Temperaturerh6hung handelt es sich um ein
prostaglandinabhangiges Fieber, da es durch Gabe von COX-Hemmern ausgeschaltet werden
konnte (Luheshi et al. 1999). Zentrale Leptin-Gabe induzierte sowohl mRNA- als auch
Protein-Expression von COX2 im Hypothalamus, welche wiederum durch Injektion von IL-
1ra runterreguliert wurde (Inoue et al. 2006).

Seine Rolle im Energiehaushalt und der Futteraufnahme legen die Vermutung nahe, dass
Leptin an der Vermittlung des durch systemische Entziindung ausgelGsten
Krankheitssymptoms Anorexie beteiligt ist. Mehrere Studien untermauern diesen
Grundgedanken. Grunfeld und Kollegen (1996) konnten zeigen, dass die Starke der LPS-
induzierten Anorexie proportional zu der Leptin mRNA-Expression im Fettgewebe war
(Grunfeld et al. 1996). Neutralisierung von Leptin konnte die LPS-induzierte Anorexie und
Gewichtsabnahme stark abmildern oder sogar génzlich aufheben (Sachot et al. 2004; Harden
et al. 2006). Jedoch unterstltzen nicht alle Studien diese These. In db/db Mé&usen konnte nur
eine partielle Resistenz gegenuber der LPS-induzierten Anorexie festgestellt werden, wahrend
ob/ob M&use demgegeniber sogar sensitiver reagierten (Faggioni et al. 1997).

In mehreren Tiermodellen, sowie auch beim Menschen, wurde mit dem Altern ein Ansteigen
der Leptinkonzentration im Serum festgestellt (Baumgartner et al. 1999; Scarpace & Tumer
2001; Gabriely et al. 2002), wiewohl auch gegenteilige Beobachtungen beim Menschen
gemacht wurden (Isidori et al. 2000). Inwieweit die erhohten Leptinblutspiegel die
Entzundungsreaktion im Altern beeinflussen, wurde bis dato allerdings noch nicht
ausreichend untersucht.
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5. Die Rolle von Adipositas in der Entziindungsreaktion

Das Vorkommen von Adipositas und damit assoziierte Krankheiten wie Diabetes Mellitus
und kardiovaskulére Erkrankungen nehmen weltweit immer starker zu (Flegal et al. 2010;
WHO 2013). Auch in der &lteren Population kommt es weitverbreitet zu einer
Gewichtszunahme, der sogenannten altersassoziierten Adipositas, welche durch eine
Zunahme und Redistribution der Korperfettmasse gekennzeichnet ist (Rossner 2001;
Cartwright et al. 2007).

In den letzten Jahren wurde festgestellt, dass das Vorliegen einer chronischen Entziindung
eines der Hauptmerkmale der Adipositas darstellt. Epidemiologische Studien haben bei
adipdsen Individuen erhthte Plasmawerte an inflammatorischen Markern wie Fibrinogen, C-
reaktives Protein, TNFa und IL-6, aber auch dem antiinflammatorischen Zytokin IL-1ra
festgestellt, deren Werte positiv mit steigendem Korperfettanteil und ,,body mass index‘
korrelieren (Festa et al. 2001; Meier et al. 2002; Bullo et al. 2003; Park et al. 2005). Nachdem
man eine erhohte Expression und Sekretion von TNFa durch das Fettgewebe adipdser Nager
festgestellt hat, wurde die Verbindung zwischen den erhdhten Entziindungsparametern bei
Adipositas und dem Fettgewebe, welches als endokrines Organ und Syntheseort fiir Zytokine
einen bedeutenden Anteil an der gesteigerten Zytokinkonzentration hat, hergestellt
(Hotamisligil et al. 1993).

Generell besteht das weille Fettgewebe aus den Adipozyten und aus der sogenannten
stromalen, vaskuldren Fraktion, welche unter anderem aus Fettgewebsvorlduferzellen,
Endothelzellen und Immunzellen besteht. Adipositas fuhrt zu einer verstarkten
Fetteinlagerung in ausdifferenzierten Adipozyten, welche anschlieRend hypertroph werden
(Spalding et al. 2008). Die Hypertrophie fuhrt zu einer deregulierten Produktion und
Ausschittung von Adipokinen, zu welchen Fettgewebshormone (z.B. Leptin) aber auch vom
Fettgewebe produzierte Mediatoren wie Zytokine gehoren. Adipositas fuhrt zu einer erhdhten
Produktion der proinflammatorischen Faktoren Leptin, TNFa und IL-6 und einer erniedrigten
Sekretion des antiinflammatorisch wirksamen Fettgewebshormons Adiponektin durch
hypertrophe Adipozyten (Hotamisligil et al. 1993; Maffei et al. 1995; Fried et al. 1998; Arita
et al. 1999).

Die stark expandierende Fettmasse und Adipozytenhypertrophie fiihrt zu einer lokalen
Hypoperfusion mit anschlieBender Hypoxie des Fettgewebes (Hosogai et al. 2007), welche
urséchlich mit einer erhéhten Expression inflammatorischer Marker assoziiert ist (Wang et al.
2007; Ye et al. 2007). Die Hypertrophie hat ebenfalls eine vermehrte Nekrose der Adipozyten
zur Folge. Dies flhrt dazu, dass verstarkt Makrophagen aus dem Gewebe angelockt werden,
welche sich in sogenannten ,crown-like structures“ um die nekrotischen Adipozyten
ansiedeln und deren Uberreste phagozytieren (Cinti et al. 2005). Die erhéhte Infiltration des
Fettgewebes mit Makrophagen bei Adipositas tragt nun ihrerseits zu einer erhohten
Produktion proinflammatorischer Zytokine bei (Weisberg et al. 2003; Xu et al. 2003).

Neben der erhdhten Anzahl an Makrophagen fuhrt ein adip6ser Zustand zusatzlich zu einer
Umschaltung von den anséssigen, Uberwiegend antiinflammatorisch oder M2-aktivierten
Makrophagen, welche vor allem antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 und IL-1ra
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produzieren, zu den groRtenteils eingewanderten und proinflammatorisch oder M1-aktivierten
Makrophagen, welche vermehrt IL-6 und TNFa produzieren (Lumeng et al. 2007).

Freie Fettsduren, welche bei Adipositas erhéht sind, konnen ,.toll-like“ Rezeptoren in
Adipozyten oder Makrophagen aktivieren und so die inflammatorische Kaskade aktivieren
(Shi et al. 2006; Nguyen et al. 2007).

Die Gabe einer fettreichen Diat fuhrte zu einer Erhohung der Plasmaspiegel von LPS (ber
eine Zunahme der LPS-produzierenden Mikrobiota des Verdauungstraktes, so dass die
hierdurch entstehende metabolische Endotox&mie als weiterer Faktor diskutiert wird, welcher
zur chronischen Inflammation bei Adipositas beitragt (Cani et al. 2007; Cani et al. 2008).
Klinische Studien haben gezeigt, dass adipdse Patienten anfélliger fur postoperative
Infektionen sind (Falagas & Kompoti 2006) und eine beeintrachtigte Wundheilungskapazitat
haben (Scheinfeld 2004; Wilson & Clark 2004). In Tiermodellen wurde eine erhohte
Anfélligkeit fur experimentell induzierte Infektionen bei genetisch verénderten adipdsen
Ratten sowie diatinduziert adipdsen Mausen festgestellt (Plotkin et al. 1996; Smith et al.
2007). Experimentelle LPS-Stimulation von didtinduziert adipdsen Ratten zeigte eine
verstarkte Fieberantwort und hohere Zytokinwerte im Serum sowie im Hypothalamus
verglichen mit normalgewichtigen Ratten. Mit LPS stimuliertes Fettgewebe adipdser Ratten
zeigte in der gleichen Studie eine verstarkte IL-6 Ausschittung (Pohl et al. 2009).

Studien zu altersassoziierter Adipositas konnten eine hdhere mRNA-Expression der
inflammatorischen Marker COX2, IL-1, IL-6 und TNFa im Fettgewebe alter Mause, sowie
eine gesteigerte Sekretion von I1L-6, TNFoa und PGE2 durch Adipozyten alter Mduse
nachweisen (Wu et al. 2007). Trotz dieser vielversprechenden Ansatze wurde der Einfluss
einer erhdhten Fettgewebsmasse auf die deregulierte Entziindungsreaktion im Altern bis jetzt
nicht hinreichend untersucht.
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6. Oxidativer Stress und Altern

Eine der Hauptverdnderungen auf zellularer Ebene im Alter ist eine starkere Akkumulation
freier Sauerstoffradikale und dadurch bedingte oxidative Schaden an Lipiden, Proteinen und
Nukleinsduren (Balaban et al. 2005). Daraus einhergehend hat sich die sogenannte
,,mitochondriale Theorie des Alterns® entwickelt. Da Mitochondrien im Rahmen der
Atmungskette und ATP-Produktion den Hauptentstehungsort von reaktiven Sauerstoffspezies
(,,reactive oxygen species” ROS) in der Zelle darstellen, sind sie demzufolge auch das
Hauptangriffsziel flr oxidative Schaden, welche zu geschadigten Lipiden, Proteinen und
Nukleinsdauren und daraus resultierender mitochondrialer Dysfunktion fuhren. Des Weiteren
fihren die Sauerstoffradikale zu Mutationen der mitochondrialen DNA (mtDNA), so dass
eine erhohte Mutationsrate in mehreren Geweben, unter anderem Skelettmuskulatur,
Herzmuskulatur, Gehirn, Leber und Retina, im Alter vorgefunden wurde (Greaves & Turnbull
2009).

Wegen seines hohen Gehaltes an ungeséattigten Fettsauren, hohem Energie- und
Sauerstoffverbrauch und relativ geringem Gehalt an Antioxidationsenzymen gilt das Gehirn
als besonders anféllig fir oxidative Schaden (Nunomura et al. 2006). Klinische Studien haben
eine  zentrale Bedeutung von oxidativem Stress und gestortem  zelluldren
Energiemetabolismus in der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen wie
Alzheimer, Parkinson und Huntington nachgewiesen (Gardian & Vecsei 2004; Mattson 2004;
Przedborski & Ischiropoulos 2005). Mitochondriale Schédden und Mutationen fiihren zu einer
erhdhten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und leiten somit einen Circulus vitiosus ein
(Lopez-Armada et al. 2013). Die ROS konnen redox-sensitive Transkriptionsfaktoren, zu
denen der bedeutende proinflammatorische Transkriptionsfaktor NFkB gehort, aktivieren und
die Genexpression inflammatorischer Mediatoren wie IL-1p, IL-6, TNFa und COX2 erhdhen
(Chung et al. 2011). Somit konnte auch die altersbedingte Abnahme der mitochondrialen
Funktion und damit einhergehenden Zunahme von ROS und oxidativen Schaden eine weitere
Ursache fur die Entstehung der altersbedingten chronischen Inflammation darstellen.

6.1 PGC-la

Der ,,peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-y coactivator-1 a” (PGC-1a) ist ein
Transkriptions-Coaktivator der mit mehreren Transkriptionsfaktoren interagieren kann,
welche in eine Vielzahl von biologischen Vorgéngen impliziert sind, z.B. adaptive
Thermogenese, Glukosestoffwechsel, Fettsdurestoffwechsel und mitochondriale Biogenese
(Puigserver 2003). Als Coaktivator bindet PGC-1a nicht selbst an die DNA, sondern erhoht
durch seine Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor die Wahrscheinlichkeit, dass ein
bestimmtes Gen transkribiert wird. PGC-1a gilt als Schltsselregulator der mitochondrialen
Biogenese, indem es mit dem Transkriptionsfaktor ,,nuclear respiratory factor 1*“ (NRF1)
interagiert und dessen transkriptionale Aktivitat erhoht. NRF1 bindet daraufhin an die
Promoterregion von einer groBen Anzahl mitochondrialer Gene, die zum groRen Teil in die
mitochondriale Atmungskette involviert sind. Des Weiteren induziert NRF1 auch die
Expression des ,,mitochondrial transcription factor A“ (TFAM), welcher daraufhin vom
Zellkern in die Mitochondrien einwandert und die Replikation und Transkription
mitochondrialer DNA aktiviert (Abbildung 6). Wird PGC-1a in Muskelzellen Gber retrovirale
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Vektoren eingeschleust, fuhrt dies zu einer Steigerung der Genexpression von NRF1 und
TFAM (Wu et al. 1999). Gerade in Skelett- oder Herzmuskulatur wurde in mehreren Studien
nachgewiesen, dass PGC-1a nachweislich die mitochondriale Biogenese und Atmung steigert
(Wu et al. 1999; Lehman et al. 2000; Handschin & Spiegelman 2006; Wenz et al. 2008). In
tierexperimentellen Studien konnte eine vermehrte PGC-1la-Aktivierung die Auswirkungen
von mitochondrialen Myopathien Uber Steigerung der mitochondrialen Biogenese und ATP-
Level abmildern (Wenz et al. 2008; Wenz et al. 2009) und auch dem altersbedingten Verlust
an Muskelmasse, der Sarkopenie, entgegenwirken. Der mit Sarkopenie einhergehende
Anstieg inflammatorischer Zytokine im Skelettmuskel wurde ebenfalls abgesenkt (Wenz et al.
2009).

Studien mit knock-out Tieren deuten darauf hin, dass PGC-1a die lokale oder systemische
Inflammation beeinflusst und an der Expressionsregulation inflammatorischer Marker wie
TNFa oder IL-6 beteiligt ist (Arnold et al. 2011; Wenz 2011). Altere transgene PGC-1a Tiere
zeigten eine Reduktion der beim Altern blicherweise erhohten Level an zirkulierenden
inflammatorischen Markern (Wenz et al. 2009). Der genaue Mechanismus tber den PGC-1a
auf die Entziindungsreaktion wirkt ist noch nicht entschlisselt. Es wurde jedoch gezeigt, dass
PGC-1a durch Zytokine (IL-1a, IL-1p und TNFa) und LPS (ber direkte Phosphorylierung
durch p38 MAPK aktiviert werden kann (Puigserver et al. 2001). Die Expression von PGC-1a
wird hauptsachlich durch PPARs und andere gewebespezifische Faktoren, im Skelettmuskel
z.B. ,,cAMP responsive element (CREB), reguliert. Die Aktivierung der PPARs wiederum
erfolgt Uber externe Stimuli oder pharmakologische Agonisten und kann somit auch die
mitochondriale Biogenese induzieren (Wenz et al. 2008).

Mitochondrium

Nukleus
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der PGC-1a Funktion in der mitochondrialen
Biogenese

Im Zellkern induziert der Coaktivator PGC-la die vermehrte Bindung des
Transkriptionsfaktors NRF1 an die DNA und darauffolgende Expression mitochondrialer
Zielgene, darunter der mitochondriale Transkriptionsfaktor A (TFAM). TFAM verlasst den
Zellkern und wandert in das Mitochondrium ein, wo es die Replikation und Transkription
mitochondrialer DNA aktiviert. PGC-1la, ,peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR)-y coactivator-1 a‘; NRF1, “nuclear respiratory factor 1”. Modifiziert nach (Vina et
al. 2009)

6.2 Der PPAR-y Agonist Rosiglitazon

Rosiglitazon gehort zur Klasse der Thiazolidinedione (TZDs), bei welchen es sich um orale
Antidiabetika handelt, welche bei Patienten mit Typ Il Diabetes mellitus eingesetzt werden.
Sie steigern die Insulinsensitivitét, erhdhen hierdurch die Glukoseverfligbarkeit und senken
Blutglukose und zirkulierendes Insulin (Smith et al. 2000). TZDs fordern die Aufnahme freier
Fettsduren in Adipozyten und die Lipogenese. Sie reduzieren die durch TNFa vermittelte
Lipolyse, welche ebenfalls zur Insulinresistenz beitragt und erhdhen die Glukoseaufnahme
aus dem Blut tber eine erhdhte Produktion des Glukosetransporters GLUT4 (Wolffenbuttel et
al. 2001). Die Effekte von Rosiglitazon werden groBtenteils Uber agonistische Bindung und
somit Aktivierung des ,,peroxisome proliferator activated receptor (PPAR)-y” vermittelt.
,Peroxisome proliferator-activated receptors® (PPARs) spielen eine grofe Rolle in der
transkriptionellen Regulierung von Genen die in den Glukose- und Lipidmetabolismus
involviert sind. Mittlerweile sind drei verschiedene PPAR Subtypen identifiziert worden,
PPAR-a, PPR-6 und der fur diese Arbeit bedeutende PPAR-y. PPAR-y ist in der Regulation
des Energieumsatzes, des Glukose- und Lipidmetabolismus beteiligt. Er formt mit dem
,»retinoid X receptor-o“ (RXRa) einen Heterodimer-Komplex, welcher an die ,,peroxisome
proliferator response elements” (PPREs) innerhalb des Promotors der PPAR-y Zielgene
bindet und deren Expression induziert. Bindung des Coaktivators PGC-la an den
Heterodimer-Komplex reguliert die Aktivitat dieses Transkriptionsfaktors (Zieleniak et al.
2008). PPAR-y wird iiberwiegend aber nicht ausschlieBlich im Fettgewebe exprimiert und
fordert die Adipozytendifferenzierung und die Apoptose reifer Adipozyten (Schoonjans et al.
1996). Dies erhéht den Anteil kleiner Adipozyten im weillen Fettgewebe, welche
insulinsensitiver sind als groRere Adipozyten (Okuno et al. 1998).

Neben seiner zentralen Rolle im Fettstoffwechsel ricken zunehmend auch die
antiinflammatorischen Eigenschaften von PPAR-y in den Fokus der Forschung (Cunard et al.
2002). AulRer dem Fettgewebe exprimieren auch Zellen des Immunsystems wie Monozyten,
Makrophagen, B- und T-Zellen PPAR-y (Braissant et al. 1996). Im Gehirn ist die Expression
dieses Transkriptionsfaktors vor allem in Mikrogliazellen und Astrozyten lokalisiert
(Bernardo et al. 2003). PPAR-y Agonisten wirken entziindungshemmend und neuroprotektiv,
in dem sie die Aktivierung und damit einhergehende Produktion inflammatorischer Zytokine
wie TNFo, 1IL12, IL-6, IL-1p und [IL-8 wvon peripheren Immunzellen
(Monozyten/Makrophagen) herabsenken (Jiang et al. 1998; Ricote et al. 1998). Im Gehirn
selbst wirken sie modulierend auf die Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten und
vermindern dort die zerebrale Produktion von inflammatorischen Markern, darunter IL-1f,
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IL-6, IL-12, TNFa, iNOS (induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase) und COX2 (Kielian &
Drew 2003; Luna-Medina et al. 2005; Xu & Drew 2007; Bernardo & Minghetti 2008). Somit
verhindern sie die bei Uberproduktion neurotoxische Wirkung der Zytokine und férdern das
Uberleben neuronaler Zellen (Kim et al. 2002). Des Weiteren vermindern sie die
Einwanderung peripherer Immunzellen aus dem zerebralen Gefaisystem in das ZNS-Gewebe
indem sie die Expression von Adhésionsmolekilen herabsenken (Jackson et al. 1999).

Diese entziindungshemmenden Effekte von PPAR-y werden vermittelt, indem die Aktivitit
inflammatorischer Transkriptionsfaktoren, unter anderem STAT und NF«kB, gehemmt wird
(Daynes & Jones 2002). Es wird postuliert, dass PPAR-y iiber einen noch nicht ganz geklarten
Mechanismus der ,,receptor-dependent transrepression die Transkriptionsfaktoren an der
Expression ihrer Zielgene hindert (Kielian & Drew 2003). Die Transrepression findet statt,
indem PPAR-y mit anderen Transkriptionsfaktoren um die Bindung von nur begrenzt zur
Verfligung stehenden Co-aktivatoren konkurriert oder tUber direkte Interaktion, wie es z.B. fur
NF«kB nachgewiesen wurde (Chung et al. 2008). Hierbei bindet PPAR-y an die p65
Untereinheit dieses Transkriptionsfaktors und verhindert die Bindung dieses Komplexes an
die DNA und somit die Transkription der Zielgene (Chung et al. 2000)(Abbildung 7).
Aufgrund dieser antiinflammatorischen Eigenschaften, wurde auch der Agonist Rosiglitazon
in zahlreichen experimentellen Studien eingesetzt, um die positiven Wirkungen dieses
Medikamentes in Krankheitsbildern zu testen, bei denen die Entziindung eine Rolle spielt.
Viele dieser Studien haben die neuroprotektiven Eigenschaften Rosiglitazons in Tiermodellen
der zerebralen Ischdmie untersucht. Durch die Reduktion der Sekretion von neurotoxisch
wirkenden inflammatorischen Zytokinen durch Ischamie-bedingte Microglia-Aktivierung,
konnte in mehreren Studien eine neuroprotektive Wirkung von Rosiglitazon nachgewiesen
werden und das Krankheitsbild verbessert werden (Allahtavakoli et al. 2006; Allahtavakoli et
al. 2009; White & Murphy 2010). Auch bei neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer,
Multiple Sklerose und Parkinson, denen auch eine neuroinflammatorische Komponente zu
Grunde liegt, geriet Rosiglitazon als zukinftige Behandlungsmdglichkeit in den Fokus
(Chung et al. 2008; Carta et al. 2011). Des Weiteren haben erste Studien die Wirkung von
Rosiglitazon auf die erhohten zerebralen Entziindungsparameter bei alten Ratten untersucht
und einen antiinflammatorischen Effekt auf die altersbedingte chronische Neuroinflammation
sowie eine Reduktion der altersassoziierten ,,astrogliosis® festgestellt (Loane et al. 2009;
Cowley et al. 2012).

Der Wirkstoff Rosiglitazon erweist sich fur Untersuchungen zu altersbedingten Erkrankungen
als besonders interessant, da es neben seinen entziindungshemmenden Eigenschaften auch
nachgewiesenermalRen die PGC-la-Expression erhoht und somit die mitochondriale
Biogenese beeinflusst (Muhlhausler et al. 2009). Somit kénnte eine positive Auswirkung von
Rosiglitazon auf die altersbedingte chronische Entziindung unter anderem mit einer Zunahme
der mitochondrialen Biogenese und Verminderung oxidativer Schadden und Inflammation in
Zusammenhang stehen.
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Abbildung 7: Mechanismen der Rosiglitazon-vermittelten Wirkweise von PPAR-y
,Peroxisome  proliferator-activated  receptors* (PPARs) sind liganden-aktivierte
Transkriptionsfaktoren welche die Genexpression tiber zwei Mechanismen regulieren kénnen:
Transaktivierung und Transrepression.

A) Transaktivierung: Nach Bindung des Liganden (Rosiglitazon) bildet PPAR-y mit
,retinoid X receptor-a“ (RXRa) einen Heterodimer-Komplex. Dieser bindet an DNA-
spezifische Sequenzen, die ,PPAR responsive elements® (PPREs) und induziert die
Expression von Zielgenen des Lipid- und Glukosestoffwechsels. Der Co-Aktivator PGC-1a
erhoht die transkriptionale Aktivitat von PPAR-y.

B) Transrepression: Nach Bindung des Liganden (Rosiglitazon) kann PPAR-y die Aktivitat
von Transkriptionsfaktoren hemmen, z.B. bei ,,nuclear factor* (NF)-xB Uber direkte Bindung
an die p65 Untereinheit. Somit wird die Bindung von NFkB an die DNA und die Expression
inflammatorischer Zielgene verhindert. Modifiziert nach (Coll et al. 2009)
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7. Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

Die  Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse  (HPA-Achse) stellt  ein
dreigliedriges neuroendokrines System dar, welches aus dem Hypothalamus, der Hypophyse
und der Nebennierenrinde besteht und eine zentrale Rolle in dem Ablauf einer Stressreaktion
einnimmt.

Durch primar sensorische Organe erfasste Stressoren l6sen im Organismus neben psychischen
Reaktionen auch vegetative Symptome aus wie z.B. Erhéhung der Herzfrequenz und des
Blutdrucks, welche vom limbischen System und dem préfrontalen Cortex erfasst und an den
Hypothalamus weitergeleitet werden (Selye 1950). Im Hinblick auf die HPA-Achse nimmt
hierbei der Nucleus paraventricularis (PVN) eine zentrale Stellung ein, da er Afferenzen
unter anderem aus dem limbischen System und anderen hypothalamischen Kerngebieten
erhédlt und Efferenzen an den Hypophysenvorderlappen (HVL, Adenohypophyse) und den
Hypophysenhinterlappen (HHL, Neurohypophyse) weitergibt (Nickel et al. 1992). Der PVN
besteht aus zwei verschiedenen Zelltypen. Die grofieren magnozelluldren Neurone bilden die
Hormone Oxytocin (reguliert die Kontraktion des Uterus und der Milchdrise) und
Vasopressin (reguliert den Wasserhaushalt), welche Uber ihre Axone an den HHL
weitergeleitet und dort in Vesikeln gespeichert und bei Bedarf an den Blutkreislauf abgegeben
werden (Brownstein et al. 1980). Die kleineren parvozelluldaren Neurone bilden das
,corticotropin-releasing hormone* (CRH), welches {iber neuronale Projektionen in die
Median eminence (ME) gelangt und Uber Abgabe an das Portalblutgefalisystem den HVL
erreicht (Whitnall et al. 1985).

Die ndchste Station der Stress-Achse bildet die Hypophyse, welche sich in einen
Vorderlappen (HVL), Zwischenlappen (HZL) und Hinterlappen (HHL) gliedert. Der HHL
enthalt Pituizyten, BlutgefalRe und Nervenfasern und bleibt mit dem Hypothalamus ber den
Hypophysenstiel (Infundibulum) verbunden (Whitnall et al. 1985). Der HVL stellt den
sogenannten Drusenteil der Hypophyse dar und ist der Bildungsort von essentiellen
Hormonen wie Somatotropin, follikelstimulierendes Hormon, luteinisierendes Hormon,
Thyreotropin und Prolaktin. In Bezug auf die HPA-Achse stellt die Produktion von
Adrenocorticotropem Hormon (ACTH) durch den HVL die wichtigste Funktion dar. Das uber
das Portalblut ankommende CRH bindet an Rezeptoren auf den corticotropen Zellen des
Vorderlappens und stimuliert die Sekretion von ACTH (Nickel et al. 1992).

Die letzte Schaltstelle der HPA-Achse stellt die Nebenniere dar, welche sich in Rinde und
Mark aufteilt. Nachdem ACTH in den peripheren Blutkreislauf abgegeben wurde, kann es in
der Nebennierenrinde die Freisetzung von Glucocorticoiden, vor allem Corticosteron bzw.
Cortisol, veranlassen (Selye 1950). Uber einen negativen Feedback-Mechanismus vor allem
auf Ebene des Hypothalamus hemmen die Glucocorticoide ihrerseits die HPA-Achse
(Dallman et al. 1994).

7.1 Die Aktivierung der HPA-Achse durch Zytokine

Neben psychischen Stressoren ist mittlerweile allgemein bekannt, dass auch das
Immunsystem einen Einfluss auf die HPA-Achse hat und die wéhrend eines
Entzindungsgeschehens  freigesetzten = Zytokine  ebenfalls die  Sekretion  von
antiinflammatorischen Glucocortikoiden veranlassen kénnen. Die Zytokine kénnen die HPA-
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Achse auf verschiedenen Ebenen aktivieren. Am Entzindungsort freigesetzte Zytokine
konnen Zellen des PVN direkt stimulieren, indem sie die Bluthirnschranke Uber die in Kapitel
2.2.2. bereits beschriebenen Mechanismen tberwinden oder dort lokal gebildet werden, und
anschlieRend die Sekretion von CRH induzieren (Turnbull & Rivier 1999).

Eine Reihe von Zytokinen, unter anderem IL-1, IL-1ra, TNFa, IL-6 und IL-2, kbnnen aber
auch direkt auf Ebene der Hypophyse wirken und das Hypophysenwachstum sowie die
Hormonfreisetzung beeinflussen, indem sie z.B. in den corticotropen Zellen die ACTH-
Produktion stimulieren (Arzt et al. 1999; Arzt 2001; Haedo et al. 2009).

Daneben existiert auch eine lokale Synthese von Zytokinen in der Hypophyse, welche unter
anderem durch LPS-Rezeptoren auf den follikulostellaten (FS-) Zellen geregelt ist (Gloddek
et al. 2001) und durch Immunstimuli verstarkt werden kann (Spangelo et al. 1994). Unter
diesen lokal synthetisierten Zytokinen nimmt IL-6 eine mafRgebliche Rolle ein, dessen
Rezeptoren auf verschiedenen hypophyséaren Zelltypen, unter anderem auch auf corticotropen
Zellen gefunden wurden (Ohmichi et al. 1992). Die intrahypophysare Produktion und
Freisetzung von IL-6 kann durch TNFa, IL-1 und LPS induziert werden (Nash et al. 1992;
Spangelo et al. 1994), wobei hauptséchlich die FS-Zellen fir die I1L-6 Produktion
verantwortlich sind. Bei den FS-Zellen, welche circa 5 — 10 % der Zellen des HVL
ausmachen, handelt es sich um agranulare, sternférmige, nicht-endokrine Zellen. 1L-6 fordert
auf corticotropen Zellen die Freisetzung von ACTH und moduliert somit die Antwort der
Hypophyse im Rahmen eines Entziindungsgeschehens (Renner et al. 1998). Neben
Rezeptoren fur IL-6 wurden auch Bindungsstellen fiir TNFa im Hypophysenvorderlappen von
Maus und Ratte entdeckt. Systemisch verabreichtes TNFa fiihrt zu einem Anstieg von ACTH
im Plasma, wéhrend es in Zellkulturen die Freisetzung von ACTH eher hemmt (Bernardini et
al. 1990; Gaillard et al. 1990; Wolvers et al. 1993). Eine hypophysére Synthese von TNFa
konnte bis jetzt jedoch noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Auch IL-1 Rezeptoren
kommen in der Hypophyse vor (Parnet et al. 1993). IL-1 beeinflusst das Wachstum
hypophysarer Zellen und stimuliert die Freisetzung mehrerer Hormone des HVL, unter
anderem auch ACTH (Bernton et al. 1987).

Zytokine konnen auch auf Ebene der Nebennierenrinde wirken und den Anstieg
zirkulierender Glucocorticoide durch eine Entzindung oder einen Infekt verstirken. TNFa,
IL-1p und IL-6 werden ebenfalls lokal durch residierende Makrophagen gebildet. Es wurde
gezeigt, dass IL-1p und IL-6 sowohl in vivo als auch in vitro die Corticosteron/Cortisol
Ausschiittung steigern und LPS die adrenale Expression dieser beiden Zytokine erhéht
(Ehrhart-Bornstein et al. 1998).

7.2 Einfluss des Alterns auf die HPA-Achse

Es gibt mehrere Hinweise auf eine veranderte Regulation der HPA-Achse im Altern. Generell
geht man von einer verstarkten Aktivierung der HPA-Achse einhergehend mit einem
gestorten negativen Feedbackmechanismus im Altern aus (Magri et al. 1997). Im
Ruhezustand zeigt die HPA-Achse einen zirkadianen und ultradianen Rhythmus mit pulsatiler
Glucocorticoidausschittung, welche fiir die normale Funktion des Organismus von zentraler
Bedeutung ist (Krieger et al. 1971). Beim Altern kann es zu einem Verlust dieser zirkadianen
Rhythmik kommen, sowie zu erhohten basalen Blutspiegeln von Glucocorticoiden, welche
mit neurologischen Beeintrachtigungen assoziiert sein kdnnen (Ferrari et al. 2000; Ferrari et
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al. 2001). Diese Erkenntnisse sind jedoch noch nicht gefestigt, da auch abweichende
Ergebnisse mit eher niedrigeren Glukokortikoid-Werten im Altern gefunden wurden (Lupien
et al. 1996; Lightman et al. 2000; Lupien et al. 2005; Ferrari & Magri 2008). Neben
Abweichungen in den basalen Blutspiegeln kommt es nach einem Stressor zu einer
Hypersekretion von Glucocorticoiden (Sapolsky et al. 1987), welche auf Grund der
Beeintrachtigung des negativen Feedbackmechanismus schwieriger zu beenden ist (Sapolsky
et al. 1986). Des Weiteren fanden sich beim Altern erhdhte Plasma-ACTH Level (Zietz et al.
2001; Cano et al. 2008).

Mehrere Studien konnten eine erniedrigte Dichte an CRH-Rezeptoren in der Hypophyse
feststellen (Hauger et al. 1994; Ceccatelli et al. 1996). Uber die CRH-Sekretion an sich gibt es
unterschiedliche Beobachtungen, die entweder eine niedrigere (Kasckow et al. 1999) oder
hoéhere CRH Produktion im Alter postulieren (Hauger et al. 1994).

Mit Ricksicht auf die chronische Entziindung welche sich im Alter einstellt, stellt sich die
Frage, inwieweit diese erhohte Zytokinkonzentration an der wohl haufig auftretenden
ubermaliigen Aktivierung der HPA-Achse im Altern beteiligt ist. So wurde bereits eine
Korrelation zwischen erhdhten Werten des Zytokins IL-6 und ACTH im Serum von alteren
Frauen festgestellt (Zietz et al. 2001). Obwohl dieser Ansatz auch von anderen Forschern als
maoglicher Zusammenhang erkannt wurde, wurde er jedoch noch nicht hinreichend untersucht
(Giunta 2008).

Psychologischer Stress 16st neben anderen korperlichen Reaktionen auch einen Anstieg der
Korpertemperatur aus (Hasan & White 1979). Uberfiihrt man Ratten in eine unbekannte
Umgebung (ein sog. ,,novel environment®) fiihrt dies zu einem stress-induzierten Anstieg der
Korpertemperatur (Blasig et al. 1978). In einigen Studien konnte zudem nachgewiesen
werden, dass der stress-induzierte Temperaturanstieg mit einem Anstieg der IL-6
Plasmakonzentration gekoppelt ist (LeMay et al. 1990) und sich durch den Einsatz von
Zyklooxygenase-Hemmern verhindern l&sst (Singer et al. 1986; Kluger et al. 1987; Morimoto
et al. 1991). Sowohl die altersbedingten Veranderungen in der Fieberantwort als auch in der
HPA-Achse lassen die Frage aufkommen, inwieweit der psychologische Temperaturanstieg in
Folge eines Stressors im Alter verandert ist.
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8. Ziele und Fragestellungen der Arbeit

Aufgrund der demographischen Entwicklung der Bevélkerung riicken das Alterwerden und
die damit verbundenen Krankheitsbilder immer starker in den Vordergrund und sind
heutzutage Gegenstand intensiver Forschung. Trotz vieler Fortschritte und neuem
Erkenntnisgewinn sind viele Fragestellungen noch nicht hinreichend geklart und bedurfen
kontinuierlicher ~ Forschung. Die  zunehmende Haltung von  Haustieren als
,Familienmitglieder fiihrt dazu, dass auch in der Veterindrmedizin der geriatrische Patient in
der Tierarztpraxis eine zunehmend bedeutendere Rolle einnimmt und die medizinische
Versorgung altersbedingter Erkrankungen auch in der Tiermedizin an Relevanz gewinnt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die im Alter auftretenden Verdnderungen in der
Entzundungsreaktion vor allem auf molekularbiologischer Ebene genauer aufgeschlisselt
werden, sowie weitere mogliche Faktoren, die diesen Verénderungen zu Grunde liegen
kénnen, analysiert werden.

1) Charakterisierung altersassoziierter Veranderungen wahrend systemischer
Entziindungsreaktionen

In der ersten Studie sollten altersbedingte Veranderungen der systemischen
Entzindungsreaktion nach einem experimentellen Immunstimulus mit LPS von jungen
und alten Ratten auf mehreren Ebenen genauer und weiterfiihrend untersucht werden.
Dazu sollten mdoglichst umfassend physiologische und biochemische Parameter
ermittelt werden, um neue Erkenntnisse zu gewinnen.

Mittels moderner stressfreier telemetrischer Messmethoden wurde die Auspragung des
»sickness behaviours® in den Bereichen Fieberentwicklung, Lethargie, Anorexie,
Adipsie und Gewichtsverlust bei 28°C untersucht um das Vorhandensein, bzw. das
Ausmald altersbedingter Veranderungen auf diverse Symptome der systemischen
Entzindungsreaktion bei einer héheren Umgebungstemperatur zu untersuchen.

Die Konzentration der wichtigsten pro- und antiinflammatorischen zirkulierenden
Zytokine wurde mittels ELISA oder Bioassay aus dem Blutplasma bestimmt um
etwaige altersbedingte Verdnderungen aufzuzeigen, sowohl in der basalen
Konzentration als auch nach LPS-Stimulus. Des Weiteren wurde ein besonderes
Augenmerk auf die Konzentration bzw. Konzentrationsanderung des zytokin-
ahnlichen Hormons Leptin gelegt, um zu untersuchen, ob dieses Hormon im Alter
nicht nur basal sondern auch explizit bei systemischen Entzlindungsreaktionen im
Alter hohere Konzentrationen annimmt und somit eventuell einen starkeren Einfluss
auf bisher beobachtete altersbedingte VVerdnderungen hat.

Auf Ebene der Genexpression erfolgte eine umfangreiche Untersuchung der in die
inflammatorische Signalkaskade implizierten Mediatoren, welche sowohl das Gehirn
als auch die Leber als peripheres Immunorgan einschloss. Diese Analyse umfasste die
wichtigsten pro- und antiinflammatorischen  Zytokine, proinflammatorische
Transkriptionsfaktoren und Enzyme der Prostaglandinsynthese, um ein moglichst
genaues Bild dariber zu gewinnen, welche Mediatoren im Alter eine
Expressionsédnderung erfahren. Zusétzlich wurden als mogliche Regulatoren
microRNAs (mirl46a) und oxdidative Stressmarker analysiert, um einerseits zu
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uberprifen, ob diese Faktoren im Alter bereits basal verdndert sind und andererseits
eine eventuelle Implikation in die altersbedingten Verénderungen bei systemischer
Entzindung aufzuzeigen.

Auf Proteinebene wurden die wichtigsten Gehirnregionen immunhistochemisch auf
Veranderungen der  Aktivitat und Expression proinflammatorischer
Transkriptionsfaktoren im Altern untersucht.

2) Mdoglicher Einfluss von Leptin auf die altersbedingten Veranderungen der
Entziindungsreaktion

In dieser Studie sollte untersucht werden, ob die im Alter oftmals erhohte
Konzentration zirkulierenden Leptins in seiner Eigenschaft als proinflammatorisches
Zytokin in kausalem Zusammenhang mit der verdnderten Fieberreaktion im Altern
steht. Hierzu wurden vor LPS-Stimulation durch Behandlung mit einem Leptin-
Antiserum die endogenen Leptin-Level neutralisiert und eine eventuell
unterschiedliche Auspréagung dieser Neutralisierung bei jungen und alten Ratten auf
die Krankheitssymptomatik sowie die peripheren und zentralen inflammatorischen
Marker analysiert. Somit sollte untersucht werden, ob erhohte Leptin-Level bei alten
Ratten beteiligt sind an der differenzierten Auspréagung der Fieberreaktion und auch
anderer Parameter des ,sickness behaviours®, inwieweit durch Leptin die
zirkulierenden Blut-Level anderer Zytokine im Alter beeinflusst werden und ob Leptin
auch an der veranderten altersbedingten mRNA-Expression inflammatorischer Marker
in Hypothalamus und Leber beteiligt ist.

3) Mdglicher Einfluss des Fettgewebes auf die chronische periphere Entziindung
im Alter

Ausgehend von der bedeutenden Rolle, welche das Fettgewebe als endokrines Organ
im Rahmen der Adipositas in der Entstehung der chronischen peripheren Inflammation
spielt, sollte untersucht werden, ob das Fettgewebe im Altern ebenfalls eine mogliche
Quelle der erhohten zirkulierenden Zytokinkonzentrationen darstellt. Hierzu wurde die
Zytokinfreisetzung durch das Fettgewebe junger und alter Ratten im
Zellkulturmedium sowohl basal als auch nach LPS-Stimulation gemessen. Hierdurch
sollte weitergehend gekléart werden, ob im Alter das Fettgewebe entweder basal
und/oder nach Immunstimulus vermehrt IL-6, TNFo und IL-1ra produziert.

4) Untersuchung der Effekte des PPAR-y Agonisten Rosiglitazon auf die
altersassoziierten Veranderungen der Entziindungsreaktion

Als PPAR-y Agonist besitzt das Antidiabetikum Rosiglitazon entziindungshemmende
und neuroprotektive Eigenschaften, welche vor allem in Studien der zerebralen
Isch&mie oder neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson erforscht wurden. Des
Weiteren erhoht dieser Wirkstoff nachgewiesenermallen die Expression des Co-
Aktivators PGC-1a, welcher die mitochondriale Biogenese anregt. In dieser Studie
sollte durch Behandlung junger und alter Ratten mit Rosiglitazon vor Stimulation mit
LPS zum einen analysiert werden, ob dieses Thiazolidinedion auch in Modellen der
systemischen Entzundungsreaktion und der Fieberentwicklung eine akute
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antiinflammatorische Wirkung zeigt. Daneben sollte durch Vergleich der Effekte
zwischen jungen und alten Ratten untersucht werden, ob Rosigitazon speziell auf die
chronische Neuroinflammation im Altern Einfluss nimmt, indem die neuroprotektiven
Effekte Uber Anregung der mitochondrialen Biogenese und Verminderung des
oxidativen Stresses vermittelt werden. Hierzu wurde neben Messung der Auspréagung
des ,sickness behaviours®, sowie der zentralen und peripheren Mediatoren ein
besonderes Augenmerk auch auf die Expression der in die mitochondriale Biogenese
implizierten oxidativen Stressmarker gelegt.

5) Analyse der Implikation von Zytokinveranderungen in die altersbedingten
Veranderungen in der Aktivierung der HPA-Achse

Es ist bekannt, dass im Altern die HPA-Achse verdndert ist. Da die HPA-Achse
ebenfalls durch Zytokine beeinflusst wird und mittlerweile fest steht, dass im Altern
sowohl peripher als auch zentral ein erhohter inflammatorischer Zustand vorherrscht,
der unter anderem durch das Vorliegen erhohter Zytokin-Level charakterisiert ist, liegt
die Fragestellung nahe, inwieweit ein Zusammenhang zwischen diesen beiden
Konditionen besteht. Inwieweit ist die verstarkte inflammatorische Aktivierung im
Altern beteiligt an der Deregulation der HPA-Achse? Um diesen Zusammenhang
weiter aufzuklaren, wurde aufbauend aus Erkenntnissen aus vorangegangenen
Forschungsarbeiten an jungen Ratten (Fuchs 2013) ein altersbedingter Einfluss auf
drei verschiedenen Ebenen untersucht:

Mittels Immunhistochemie wurden Hypophysen junger und alter Ratten sowohl basal
als auch nach LPS-Stimulation auf eine differenzierte Aktivierung und Expression des
proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-1L6 untersucht.

Es wurden Zellkulturen des HVL alter Ratten angefertigt, welche, zum Teil nach
vorheriger Inkubation mit verschiedenen Zytokin-Antiseren, mit LPS stimuliert
wurden, um anschlieRend die Zytokinproduktion der Zellen im Mediumuberstand zu
analysieren. Hierdurch sollte Gberprift werden, ob der HVL alter Ratten auf LPS-
Stimulation mit einer gegentiber jungen Ratten veranderten Ausschuttung von IL-6
und TNFa reagiert und die Blockung eines bestimmten Zytokins mittels Antiserum
eine von den jungen Ratten unterschiedliche Auswirkung auf die I1L-6 und TNFa-
Freisetzung hat.

Schlussendlich  wurde ein psychologischer Stressor, der sogenannte ,novel
environment* Stressor eingesetzt, um zu untersuchen, ob die altersbedingte
Verénderung der Fieberreaktion, die bekanntermalRen bei Entziindungsreaktionen
stattfindet, sich auch in der stressinduzierten Erhéhung der Koérpertemperatur
widerspiegelt.
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I1. Material und Methoden

Technische Gerate

Bezeichnung Modell Hersteller
Agqua bidest Anlage Milli-Q Biocel Millipore, Eschborn
Autoklav Systec 2540 EL Systec Wettenberg
Binokular Nikon SMZ-V Nikon, Tokio, Japan
Eismaschine Icematic F120 CastelMAC S.pA.,

Castelfranco Veneto, Italien

ELISA reader

Digiscan

Asys Hitech, Eugendorf,
Osterreich

Fluoreszenzmikroskop
mit:

Olympus BX50

Olympus Optical, D-
Hamburg

Digitale schwarz-weifl}
Kamera

Spot Insight, Model 3.1.0

Diagnostic Instruments —
Visitron Systems, D-
Puchheim

Spot Insight Software

Diagnostic Instruments,
Michigan, USA

Diagnostic Instruments —

Metamorph-Software Version 7.7.5 Visitron Systems, D-
Puchheim
Guillotine Werkstatt Kerckhoff Institut,
Bad Nauheim
Heilluftsterilisator ED 115/E2 Binder GmbH, D-Tuttlingen
. Bandelin Electronic GmbH
Homogenisator SONOPULS & Co KG, D-Berlin
Kryostat Typ HM 500 O Microm GmbH, D-Walldorf
Lamina Herasafe Kendro Laboratory Product
GmbH, Hanau
Mikroflow TM
Sicherheitswerkbank Klasse | Modell 20229 Nunc, Wiesbaden
2
- IKA Works Inc.,
Minishaker/Vortex MS1 Wilmington, NC, USA
Perfusionsanlage W.G.Kerkh_off Institut, D-
Bad-Nauheim
Wissenschaftlich-Technische
pH-Meter inoLab® 7110 Werkstéatten GmbH, D-
Weilheim
o . . Integra Biosciences GmbH,
Pipettiergerat Pipetboy D-Fernwald
Pipettierhelfer Easypet Eppendorf AG, D-Hamburg
Power Supply Power Pac 200 BioRad, Miinchen
Schermaschine Typ GH 004 Aesculap, Tuttlingen
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Abimed Analysen Technik,

Schlauchpumpe Minipuls-3 D-Langenfeld

. . Barnstead International,
Schittler Rotomix Type 50800 Dubuque, 1A, USA
Schwanenhalslampe Intralux 500 Volpi AG, Zirich, Schweiz
Sicherheits-Bunsenbrenner Fireboy Technomara, D-Fernwald
Spectrophotometer DU ® 50 LBJeSc):L(man Coulter, Brea, CA,
StepOnePlus™ Applied Biosystems, Foster

Real-Time PCR System

City, CA, USA

Sterilbank

Microflow Biological Safety
Cabinet

Thermo Electrocorporation,
D-Langenselbold

Thermoblock QBT VWR, D-Darmstadt
Tischrihr- und Heizgerét Combimag Roth GmbH, D-Karlsruhe
Tischriihr- und Heizgerét PCT Basic IKA Labortechnik, D-

Staufen

Ultraschall-Wasserbad

Sonorex RK 100

Bandelin, D-Berlin

Waage zum Wiegen der
Tiere

Satorius universal

Sartorius AG, D-Gottingen

Waagen zum Abwiegen von

P1210N; AE 50 und PM

Mettler Toledo, D-GieRen

Trockensubstanzen 2500
Warmematte MarMed GmbH, Cdlbe
Warmematte TR-100 FST + EA4013 Messmer Elektronic,
Dettenhausen

Warmeschrank Typ 5050 EK Haereus, D-Hanau

. Heraeus Sepatech GmbH, D-
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Osterode
Zentrifuge PerfectSpinP PEQLAB Biotechnologie

GmbH, D-Erlangen

Zentrifuge fir 96well Platten

Spectrafuge mini

neo Lab, D-Heidelberg

Software

Bezeichnung

Hersteller

Accudiet 1.20

AccuScan Instruments, Columbus, OH, USA

Adobe Photoshop, Version 6.0

Adobe Systems GmbH, Unterschleif3heim

DIETDAT, Version 1.70

AccuScan Instruments, Columbus, OH, USA

Dietmax

AccuScan Instruments, Columbus, OH, USA

EndNote Programm, Version X5

Thomson ISI ResearchSoft, Carlsbad, CA,
USA

Graph Pad Prism®, Version 5.0

GraphPad Software, Inc., San Diego, CA-
USA

Metamorph, Version 5.05/7.7.5

Diagnostic Instruments — Visitron Systems,
D-Puchheim

Microsoft® Office Excel, Version 6.0

Microsoft Corporation, D-Minchen

Microsoft® Office Word, Version 6.0

Microsoft Corporation, D-Minchen

StepOne Software, Version 2.1

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

SigmasStat, Version 2.0

Jandel Scientific, CA-Corte Madera

Stat View®

Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA
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| Vital View Version 3.1

| Respironics Inc-MiniMitter, Bend, OR, USA |

Gebrauchsmaterial allgemein

Bezeichnung

Modell

Hersteller

Glasflaschen

verschiedene Volumina

Schott AG, Mainz

Magnetruhrstabchen PTFE ummantelt Roth GmbH, Karlsruhe
Messkolben Klasse A, 1-,2-und 5 | Roth GmbH, Karlsruhe
Messzylinder Klasse A, 100- und 250 ml Roth GmbH, Karlsruhe
Pipetten verschiedene Grofen Eppendorf AG, Hamburg

ReaktionsgefaRstander

Roth GmbH, Karlsruhe

Schraubdeckeldosen

unsteril, 40 ml

Roth GmbH, Karlsruhe

Verbrauchsmaterial allgemein

Bezeichnung

Modell

Hersteller

Einmalhandschuhe

aus Latex

UNIGLOVES® GmbH,
Troisdorf

Einmalhandschuhe N-Dex®

aus Nitril

Best Manufacturing
Company, Menlo GA, USA

Labortiicher

Kimtech Science

Kimberley-Clarke Europe
Limited, Reigate, England

Parafilm®

Roth Laborbedarf, Karlsruhe

Pasteur-Pipetten

einweg

MAGYV, Rabenau

Pipettenspitzen

verschiedene GroRen
10-, 100-, 1000 pl

Greiner Bio-OneﬂGmbH,
Kremsminster, Osterreich

Pipettenspitzen mit Filter

verschiedene GroRRe
10-, 100-, 1000 pl

Fa Eppendorf-Natheler-Hinz-
GmbH, Hamburg

PS-R6hrchen

steril: 12-, 15-, 50 ml

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Safe-Lock Tubes

Reaktionsgeféle 3810, 0,5-,
1,5-,2ml

Fa Eppendorf-Natheler-Hinz-
GmbH, Hamburg

. . - Sarstedt AG&Co,
Serologische Pipetten steril: 5-, 10-, 25-, 50 ml Niirmbrecht
. Aesculap-Werke AG,
Skalpellklingen BB522 Tuttlingen
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1. In vitro Modelle
Material

Ge- und Verbrauch

Bezeichnung

Modell

Hersteller

Deckglaschen

15 x 15 mm Starke 1

Menzel GmbH,
Braunschweig

Einwegspritzen 1ml B. Braun, Melsungen
Filterpapier @10 cm Macherey-Nagel, Diiren
Flexiperm® Mikro-12 Kammersysteme Haereus, Hanau
Kim-Wipes Fusselfreie Tucher Kimberley-Clark, Mainz

Multi-Wellplatten 12-fach

Greiner Bio One,
Frickenhausen

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim

Pasteurpipetten

230 mm aus Glas

MAGYV, Rabenau

Petrischale (Glas) @11cm MAGYV, Rabenau
Petrischalen (Plastik) 94/16 mm Sarstedt, Nimbrecht
Praparationsbesteck Aesculap-B.Braun,
Tuttlingen
Rohrchen, steril 15 und 50 ml Sarstedt, NUmbrecht

Sterilfilter

FP 30/0, 2 CA-S

Schleicher und Schuell
GmbH, Dassel

Sterile Einmalpipetten

1;5; 10; 50 mi

Sarstedt, NUmbrecht

Sterile Glaspasteurpipetten

Hirschmann Laborgeréte,
Eberstadt

Sterilfilter

Whatman, Dassel

Teflonschlauche

Innendurchmesser 0,75- und

Kronlab, Sinsheim

1,98 mm

Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
Carbogengas Messer Griesheim GmbH, Neuried
Dispase 1 Roche Deutschland, Grenzach-Wyhlen
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Invitrogen, Darmstadt
Medium)
DMEM F12 Invitrogen, Darmstadt

(EBSS) Earle’s balanced salt solution

Invitrogen, Darmstadt

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich, Minchen

Fetales Kalberserum (FKS)

PAA, Colbe

(HBSS) Hank’s bufferd salt solution

Biochrom, Berlin

HEPES Natriumsalz (N-(2-Hydroxyethyl)-
piperazin- N'-(2-ethansulfonséure)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

HEPES 1 molar

Invitrogen, Darmstadt

L-Glutamin

Biochrom, Berlin

Lipopolysaccharid (E.coli, Serotyp 0111:B4)

Sigma-Aldrich, Minchen

Lipopolysaccharid-Stocklosung (1 mg/ml)

Losen von LPS in PBS und Lagerung bei -20
°C
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Lipopolysaccharid-Gebrauchsldsung Verdlnnung der Stocklésung in PBS und
(100 pg/ml) Lagerung bei -20 °C
Narcoren® Merial, Halbermoos

PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) | PAA, Colbe

. Ansatz aus PBS tablets in Aqua dd..
PBS (instant), pH 7,2- 7,4 (1 Tablette/ 200 ml)

Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin
" Ansatz von PFA (Pulverform) in PBS, unter
- 0 ’
Paraformaldehyd-Losung (PFA) 4 % Rihren bei 60 °C, Filtration mit Faltenfilter
Poly-L-Lysin Biochrom, Berlin
Steriles Aqua bidest. fur die Zellkultur PAA, Pasching, Osterreich
Trypsin Biochrom, Berlin

1.1 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden ménnliche Wistar-Ratten aus der institutseigenen Zucht verwendet,
deren Elterntiere von Charles River WIGA (Sulzfeld) stammten.

Die Tiere wurden bei einer konstanten Raumtemperatur von 23 + 1 °C, einer relativen
Luftfeuchte von 50 % und einem 12/12 Stunden hell/dunkel Rhythmus (Lichtphase von 7:00
bis 19:00) gehalten und aufgezogen. Bis zu einem Erreichen von 110 + 10 g Kdrpergewicht
wurden die Jungtiere zusammen mit dem Multtertier in transparenten Polycarbonat-Kafigen
des Typ IV gehalten. AnschlieBend wurden die Tiere abgesetzt und nach Geschlechtern
getrennt in Gruppen von maximal 5 Tieren in Polycarbonat-Kafige des Typ 1l umgesetzt. Die
Tiere wurden auf Einstreu der Firma Sniff gehalten und hatten Futter und Wasser ad libitum
zur Verfligung.

Die in dieser Arbeit als ,,jung® bezeichnete Tiergruppe hatte bei Versuchsbeginn ein Gewicht
von 200 — 250 g erreicht, dies entsprach einem Alter von 8 Wochen.

Die als ,,alt* angegebene Tiergruppe wurde erst mit 24 + 1 Monat in den Versuch genommen,
das durchschnittliche Gewicht betrug zu diesem Zeitpunkt 603 g.

Vor Beginn der Studie wurden die durchzufiihrenden Tierversuche beim Regierungsprasidium
Hessen per Antrag genehmigt (Projektnummer GI1 18/2 Nr.1/2011) bzw. angezeigt (V54-19,
c20/15c G118/2).

1.2 Primare Zellkultur des Hypophysenvorderlappens

1.2.1 Versuchsaufbau

Um  altersbedingte  Verdnderungen in  der  Zytokinfreisetzung durch  den
Hypophysenvorderlappen  zu untersuchen, wurde eine Primérkultur aus dem
Hypophysenvorderlappen alter Ratten angelegt. Diese wurde mit Antikdrpern gegen
verschiedene Zytokine oder dem Zytokin selbst inkubiert und anschlielend mit LPS (100
pg/ml) stimuliert, um den Einfluss spezifischer Zytokine im LPS-induzierten Zytokin-Milieu
genauer untersuchen zu kdnnen.

Die Uberstande wurden mittels Bioassay auf die Zytokine TNFa und IL-6 untersucht, die
Zellen mit 4 % PFA fixiert und immunzytochemisch analysiert.
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1.2.2 Durchfihrung

Verwendete Lésungen

Bezeichnung Zusammensetzung
43,5 ml DMEM
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 5 ml fetales Kélberserum (FKS)
(DMEM) 1 ml Glutamin
500 ul Penicillin/Streptomycin
Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS) 40 ml CO,-begaste EBSS
Hanks™ Balanced Salt Solution 40 ml CO,-begaste HBSS
(HBSS) 1,6 ml HEPES (20 mM)
. ) 1 ml CO,-begaste HBSS (20 mM HEPES)
Dispase I-Enzymldsung 2 mg Dispase |
Inaktivierunaslasun 10 ml CO,-begaste HBSS (20 mM HEPES)
g g 1 mM EDTA

Tabelle 1: Ubersicht Giber die fur die HVL-Zellkultur verwendeten Lésungen

Vorbereitung

Als Zellkulturkammerwéande wurden in einzelne Mikrokammern geschnittene Flexiperm®-
Mikro-12-Blocke verwendet, welche zuvor fir 30 min in 70 %igem Ethanol sterilisiert
wurden. Mittels Pinzette wurden sterile Deckgléschen auf die glatte Seite der abgetrockneten
Zellkulturkammerwénde gelegt, welche sich nach leichtem Andriicken ansaugten und den
Boden der Zellkulturkammern bildeten. Um eine bessere Anhaftung und anschlielendes
Wachstum der Zellen zu gewdhrleisten, wurden die Deckglasbdden mit 200 pl Poly-L-Lysin
beschichtet und tber Nacht lichtgeschitzt bei 4 °C inkubiert. Das Uberschissige Poly-L-Lysin
wurde am darauffolgenden Tag abgesaugt und die Kammern mit sterilem Aqua bidest.
ausgewaschen. Die bei den nachfolgenden Schritten verwendeten Lésungen sind in Tabelle 1
beschrieben.

Praparation des Hypophysenvorderlappens

Da eine moglichst sterile Arbeitsweise notwendig war, wurden hitzesterilisierte Instrumente
zur Praparation, sowie autoklavierte Reaktionsgeféalie und Pipettenspitzen verwendet. Soweit
maoglich wurden die Arbeiten und Vorbereitungen unter einer Sterilbank durchgefthrt.

Die Ratten wurden nach durch Genickbruch getdtet und mit einer Guillotine dekapitiert,
woraufhin der Kopf ziigig in ein Becherglas geftllt mit eiskaltem PBS getaucht wurde.

Als erstes wurde mit dem Skalpell ein sagittaler Schnitt an der Kopfhaut durchgefihrt. Die
Haut wurde von der Schadeldecke abprépariert und weggeklappt, woraufhin die Muskulatur
der Schédelknochen abprapariert und die Schéadeldecke vorsichtig von kranial nach kaudal
abgetragen wurde. Nach Durchtrennung der Sehnerven wurde das Gehirn vom Siebbein
gel6st und entnommen.
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Die Hypophyse lag daraufhin frei in der Fossa hypophysialis und wurde nach Durchtrennen
der Hirnhdute mit einem kleinen Spatel aus der Schédelkalotte entnommen und in eine
Petrischale mit eiskaltem EBSS (berfiihrt.

Unter einem Binokular wurde der Vorderlappen von den dbrigen Anteilen der Hypophyse
geldst. Hierzu wurde der Vorderlappen mit einer kleinen Pinzette auf der Petrischale fixiert.
Mit einer zweiten Pinzette wurde der Hinter- und Zwischenlappen der Hypophyse ergriffen
und konnte vom Vorderlappen losgelést und bis zum enzymatischen Verdau in eine mit
HBSS gefullte Petrischale tberfiihrt werden.

Dipase-1-Verdau

Das Gewebe wurde fiir 90 Minuten in der Dispase I-Enzymlésung unter CO,-Begasung bei 37
°C inkubiert. Wéhrend der Inkubation wurde das Gewebe alle 30 Minuten kurz aufgeschttelt.
Dieser Schritt diente der enzymatischen Dissoziation der Zellen aus dem Gewebeverband,
indem die Metalloprotease Dispase interzelluldare Matrixbestandteile wie Fibronectin und
Kollagen spaltete (Schmitz 2011).

Enzyminaktivierung

Um den enzymatischen Verdau zu stoppen wurde die Dispase I-Enzymlésung vorsichtig
abgenommen und 5 ml der Inaktivierungslésung auf das Gewebe gegeben. AnschlieRend
erfolgt eine Zentrifugation bei 1000 rpm. Die Inaktivierungslosung wurde gegen frische
ausgetauscht und nach erneuter Zentrifugation gegen DMEM ausgewechselt. Durch leichtes
Klopfen an das Rohrchen wurde das Gewebe gelockert und das Roéhrchen nochmal
zentrifugiert. Nach Abnahme des Mediums wurde das R6hrchen mit 2 ml DMEM aufgefiillt.

Dissoziation der Zellen

Mittels einer sterilen 1 ml Pipettenspitze wurde das Gewebe durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren mechanisch zerkleinert und die Zellen dissoziiert. In einer Neubauer
Zahlkammer wurden 10 Kleinstquadrate ausgezahlt und die Zellsuspension anschlieRend mit
vorgewarmtem DMEM auf circa 300.000 Zellen/ml verdiinnt.

Die verdinnte Zellsuspension wurde anschlieBfend in die im Brutschrank vorgewédrmten
Zellkulturkammern Gberfuhrt (350 pl pro Zellkulturkammer) und im Brutschrank bei 37 °C, 5
% CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Versuchsablauf

24 Stunden nach Anlegen der Zellkultur wurde das alte Medium mit einer Pasteurpipette
abgesaugt, frisches, auf 37 °C erwarmtes, DMEM auf die Zellen gegeben und diese zur
weiteren Kultivierung im Brutschrank gelagert.

3 Tage spater wurde das serumhaltige Medium gegen serumfreies Medium ausgetauscht, um
etwaige durch das Kalberserum vermittelte inflammatorische Eigenwirkungen
auszuschliefen. Nach 24stiindiger Inkubation mit dem serumfreien Medium wurde der
eigentliche Versuch durchgefihrt.

Hierzu wurde der serumfreie Mediumdiiberstand abgenommen und flr spatere Messungen bei -
20 °C gelagert. Anschliefend wurde frisches serumfreies Medium mit dem jeweiligen
Zytokin-Antikorper auf die Zellkulturkammern gegeben (Tabelle 2). Nach 30-mindtiger
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Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen danach mit 100 pg/ml LPS oder der gleichen
Menge an serumfreien Medium stimuliert (Kontrolle) und fur weitere 6 Stunden im
Brutschrank inkubiert.

Nach diesem Zeitraum erfolgte die Abnahme des Mediums, welches fur spétere
Untersuchungen bei -20 °C gelagert wurde.

Nach Abnahme der Zellkulturkammerwande wurden die Deckgldschen mit dem Zellrasen
einzeln in die ,,wells“ einer 12-well Platte gelegt und mit eiskaltem 4 %igem PFA fixiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS konnten die Zellen in dieser Form 14 Tage lang bei 4 °C
gelagert werden.

Verwendete Antikorper

Substanz Konzentration Hersteller
TNFa Antikorper 1 /350 pl National Institute for
Biological Standards and
IL-6 Antikérper 10 pl/350 pl Control (NIBSC)
Gabe von Giamal N.
. Luheshi,
IL-10 Antikdrper 10 pl/350 pl Douglas Institut, McGill
Universitat Montreal,
IL-1ra 10 pl/350 Kanada

Tabelle 2: Ubersicht iber die verwendeten Zytokin-Antikorper
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1.3 Fat Explants
1.3.1 Versuchsaufbau

Zur Klarung der Fragestellung, ob Fettgewebe als Zytokin-freisetzendes Organ eine mogliche
Rolle bei der Entstehung chronischer, peripherer Entzindung im Alter spielt, wurden
Fettgewebskulturen, die sogenannten ,,Fat Explants“ (Pohl et al. 2009), angelegt. Dabei wurde
Fettgewebe aus drei verschiedenen Regionen (epididymal, retroperitoneal und subkutan) von
alten und jungen Ratten entnommen und mit LPS (100 ng/ml) oder PBS fir 24h stimuliert.
Die freigesetzten Zytokine wurden anschlieRend in Uberstanden mittels Bioassay oder ELISA
untersucht (TNFa, IL-6 und IL-1ra).

1.3.2 Durchfihrung

Verwendete Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung

100 ml HBSS

Hanks™ Balanced Salt Solution 1000 pl Penicillin/Streptomycin

(HBSS) 1,5 ml HEPES (1 molar)
45 ml DMEM/F12
Dulbecco’s Modified Eagle Medium F 12 500 pl Penicillin/Streptomycin
(DMEM/F12) 0,75 ml HEPES (1 molar)

5 ml fetales Kalberserum

Tabelle 3: Ubersicht tiber die fur die ,,Fat Explants* verwendeten Losungen

Praparation des Fettgewebes

Um eine mdglichst sterile Vorgehensweise zu erreichen, wurden hitzesterilisierte Instrumente
zur Praparation verwendet und alle Arbeitsschritte ab der Entnahme des Fettgewebes unter
einer Sterilbank durchgefihrt. Die fir die folgenden Schritte verwendeten Losungen sind in
Tabelle 3 beschrieben, der Versuchsablauf ist schematisch in Abbildung 8 dargestellt.

Junge Ratten zeigten deutlich weniger Fettgewebe. Folglich wurden pro Préparation zwei
junge Ratten oder eine alte Ratte bendtigt. Die Ratten wurden durch Genickbruch getétet und
per Guillotine dekapitiert. Nach Verbringen in Rickenlage, wurde das Fell am Bauchbereich
grofl3ziigig mit 70 %igem Ethanol Gibergossen. Die Haut am Bauch wurde mittels chirurgischer
Pinzette hochgehalten und mit einer Schere von der Bauchdecke entfernt. AnschlielRend
wurde die Bauchmuskulatur vorsichtig mit einem Skalpell eréffnet und der Schnitt entlang
der Linea alba bis in die Leistengegend verldngert. Zuséatzlich wurden beidseits
querverlaufende Entlastungsschnitte angelegt, um das bendétigte Fettgewebe zu erreichen und
dabei eine Kontamination durch die Haut / duBere Muskulatur weiterhin zu vermeiden. Das
epididymale Fettgewebe wurde beidseits dorsal des Hodens um den Samenleiter entnommen,
das retroperitoneale Fettgewebe beidseits am kaudalen Nierenpol und das subkutane
Fettgewebe kaudal an der Leistengegend beidseits zwischen Muskulatur und Subkutis. Das
Gewebe wurde in entsprechend markierte sterile 50 ml PS-Réhrchen gegeben, welche 10 — 15
ml kalte HBSS Ldsung enthielten.
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Unter der Sterilbank wurde eine 12-well Platte mit 2 ml HBSS pro ,,well* vorbereitet. Der
Inhalt jedes PS-Rohrchens wurde zuerst in eine sterile Petrischale gekippt. Anschliel3end
wurden circa 60 mg groRe Stlicke des Gewebes herausgeschnitten und in die 12-well Platte
gelegt.

Um Unterschieden in der Zytokinfreisetzung des Fettgewebes durch kleine
Lokalisationsunterschiede vorzubeugen, wurde hierbei nach folgendem Schema verfahren:

In jedes ,,well“ kamen 3 Fettgewebsstiicke die aus der kranialen, mittleren und kaudalen
Region des zuvor entnommen grélieren Fettgewebsstiickes stammten. Hierbei wurden sowohl
linke und rechte Seite als Entnahmestelle als auch, bei den jungen Ratten, beide Tieren
randomisiert gemischt. Es wurde jedoch strikt nach epididymalem, retroperitonealem und
subkutanem Fettgewebe getrennt. Auf diese Weise entstanden pro Fettgewebsart 8 ,,wells*,
die jeweils drei 60 mg Stlicke aus kranialer, mittlerer und kaudaler Region einer
Fettgewebsart enthielten.

Nachdem die Fettgewebsstiicke dreimal mit kalter HBSS-L6sung gewaschen wurden, wurde
zu jedem ,,well”“ 2 ml auf 37 °C erwdrmtes DMEM/F12 zugegeben.

Die 12-well Platten wurden daraufhin fur 24 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und
95 % Luftfeuchte inkubiert.

Versuchsablauf

Am darauffolgenden Tag wurde das Medium ausgetauscht und der eigentliche Versuch
gestartet. Hierzu wurde serumfreies Medium verwendet, welchem LPS (100 ng/ml) oder PBS
in der gleichen Menge zugesetzt wurde. Nach Abnahme des alten Mediums und Zugabe von 2
ml erwiarmten Medium pro ,,well“, wurden die 12-well Platten wiederum in den Brutschrank
gestellt. Nach 24stiindiger Inkubation mit LPS oder PBS wurde der Uberstand abgenommen
und bis zur weiterfiihrenden Analyse bei -20 °C gelagert.

Die verbliebenen Fettgewebsstiicke jedes ,,wells* wurden separat gewogen, so dass spéter die
Zytokinkonzentration pro Gramm eingesetzten Fettgewebes errechnet werden konnte.
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Epididymales Retroperitoneales Subkutanes
Fettgewebe Fettgewebe Fettgewebe

e < <y

IL-6

Wil TNFa
IL-fra?

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs der ,,Fat Explants*

Es wurden moglichst steril Fettgewebsstiicke aus einer epididymalen, retroperitonealen und
subkutanen Region einer Ratte entnommen. Je 3 Stiicke (je circa 60 mg) wurden anschlieRend
pro Region entnommen und in 2 ml Zellkulturmedium Kkultiviert. 24 Stunden nach
Stimulation mit LPS (100 ng/ml) oder PBS wurde der Uberstand abgenommen und mittels
Bioassay oder ELISA die Konzentration der Zytokine IL-6, TNFa und IL-1ra gemessen.
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2. In vivo Modelle
Material

Ge- und Verbrauch

Bezeichnung Modell Hersteller
Einstreu fir Tierkafige SS14-H1505-219 Sniff, Soest
Standard Rattenfutter R-Z VV1324-000 Sniff, Soest

Ehret Labor- und

Polycarbonatkafige Typ 1 Pharmatechnik,
Emmerdingen
Ehret Labor- und

Polycarbonatkafige Typ IV Pharmatechnik,
Emmerdingen

Sterile Einwegkanlen Sterican® Braun Melsungen AG,

Melsungen

Sterile Einwegspritzen 1 ml

BD Plastipak®

Becton Dickinson S.A.,
Madrid

Woasserflasche mit
Trénkenippel

Ehret Labor- und
Pharmatechnik,
Emmerdingen

Zellstoff

ungebleicht 40 x 60 cm

Z\G Zellstoff Vertriebs
GmbH, Troisdorf

Medikamente und OP-Bedarf

Handelsname

Wirkstoff

Hersteller

Antisedan® Atipamezolhydrochlorid Pfizer GmbH, Berlin

Vidisic®-Augengel Carbomer 40000-60000 Dr. Mann P_harma, Bausch &
Lomb, Berlin

Braunol® Povidon-lod Ldsung B. Braun, Melsungen

Cepetor® KH Medetomidin cp-pharma GmbH Burgdorf,

Cutasept® 2-Propanol- Bode, Hamburg

Benzalkoniumchlroid

Isotone NaCl- Losung 0,9 %

Natriumchlorid

B. Braun, Melsungen

Ketamin® 10 %

Ketaminhydrochlorid

Belapharm, Vechta

Metacam® Injektionslésung,
5 mg/kg

Meloxicam

Boehringer Ingelheim
Vetmedica GmbH, Ingelheim

Narcoren®

Pentobarbital-Natrium

Merial, Halbermoos

Operationsbesteck

Aesculap, Tuttlingen

Polyester

Nahtmaterial, nicht
resorbierbar: USP 2/0, EP 3

SMI, St. Vith, Belgien

Sterile Schlinggazetupfer

6x9cm

Weisweiler GmbH &
Co.KG, Minster

Surgicryl

Nahtmaterial, resorbierbar:
USP 3/0, EP 2

SMI, St. Vith, Belgien

Vetranquil® 1%

Acepromazin

Albrecht GmbH,
Aulendorf
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Chemikalien
Bezeichnung Hersteller
Cremophor® EL
(Polyoxyethylenglyceroltriricinoleat 35, Sigma-Aldrich, Minchen
DAC)
Chremophor-Gebrauchslésung (30 %) Cremophor® EL in PBS auf 30 % verdinnt
NIBSC

Gabe von Giamal N. Luheshi,
Douglas Institut, McGill Universitat
Montreal, Kanada

Leptin Antiserum (sheep anti-mouse/rat)

Lipopolysaccharid (E.coli, Serotyp 0111:B4) | Sigma-Aldrich, Minchen

Lipopolysaccharid-Stocklgsung (1 mg/ml) Ldsen von LPS in PBS und Lagerung bei -20

°C
Lipopolysaccharid-Gebrauchsldsung Verdlnnung der Stockldsung in PBS und
(100 pg/ml) Lagerung bei -20 °C
Normal Sheep Serum Sigma-Aldrich, Miinchen
PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) | PAA, Colbe
Rosiglitazon Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach

2.1 Versuchsaufbau

2.1.1 Studie ,,Altern*

Fur alle in vivo Studien wurden Ratten aus zwei verschiedenen Altersgruppen verwendet. Die
,junge* Gruppe bestand aus Ratten mit einem Ausgangsgewicht von 200 — 250 g und einem
Alter von 2 Monaten. Dem gegeniiber setzte sich die ,,alte” Gruppe aus Ratten zusammen, die
24 + 1 Monat alt waren und deren Gewicht im Durchschnitt 603 g betrug.

Zu Beginn des Versuches wurde den Tieren intraperitoneal ein telemetrischer Sender
implantiert. In der nachfolgenden Rekonvaleszenzphase von 8 Tagen wurden die Tiere taglich
zwischen 9:00 und 10:00 Uhr zur Kontrolle der Genesung gewogen und an die Fixation durch
die menschliche Hand gewohnt, um den Stress bei den nachfolgenden intraperitonealen
Injektionen zu minimieren.

Nach 6 Tagen wurden die Tiere in spezielle Messkéafige in die Klimakammer umgestellt und
zwei Tage an die neue Umgebung und den verdnderten Zugang zu Futter und Wasser
gewohnt. Gleichzeitig wurde mit den Aufzeichnungen der abdominalen Kdérpertemperatur,
der motorischen Aktivitat und der Futter- und Wasseraufnahme tber das telemetrische System
begonnen. Am 8. Tag wurde mit der Aufzeichnung der ,,Baseline* begonnen. An diesem Tag
wurden die Tiere zur gewohnten Zeit gewogen und gehandelt, ansonsten aber nicht
manipuliert, um eine ungestorte Aufzeichnung zu gewahrleisten.

Um eine moglichst gute Vergleichbarkeit beziglich der Injektionshdufigkeit und des
injizierten Volumens mit Studie ,Leptin Antiserum™ und Studie ,,Rosiglitazon” zu
gewahrleisten, wurden die Tiere 24 und 2 Stunden vor der eigentlichen Injektion mit
Lipopolysaccharid (LPS) bereits mit steriler, Phosphat-gepufferter Saline (PBS) (1 ml/kg)
injiziert. An Tag 10 (Zeitpunkt 0) wurden die Tiere zwischen 11:00 und 13:00 mit LPS (100
pa/kg) oder als Kontrollgruppe mit PBS (1 ml/kg) injiziert. Alle Injektionen erfolgten
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intraperitoneal. 4 oder 24 Stunden nach der letzten Injektion wurden die Tiere perfundiert und
Blut und Gewebe zur weiteren Untersuchung gewonnen (Abbildung 9).

-2h: Perfusion
Rekon.vales.;zenz Baseline -24h: PBS Blutentnahme
oP Habituation PBS Oh: Organentnahme
l LPS/PBS
| I | 1 |
Tag Tag Tag Tag +4h / 24h
0 8 9 10

Abbildung 9: Zeitverlauf Studie ,,Altern*
Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs nach Implantation des
telemetrischen Senders (OP = Operation an Tag 0).

2.1.2 Studie ,,Leptin Antiserum*

Analog dem Zeitverlauf von Studie ,,Altern” wurden die Tiere nach der Senderimplantation
an Tag O bis Tag 6 taglich gewogen und gehandelt. An Tag 6 erfolgte das Umsetzen in die
Klimakammer, allerdings verblieben die Tiere hierfir erst in ihren gewohnten Kafigen und
lediglich die Temperatur und motorische Aktivitat wurde aufgezeichnet.

,»Novel environment* Versuch

Innerhalb dieser Studie wurden die Tiere einem ,,novel environment* Versuch (Kifigwechsel)
unterzogen. Am Tag zuvor (Tag 7) wurden die Tiere ohne jegliche Manipulation in der
Klimakammer belassen, um eine ungestorte Baseline als Vergleich aufzuzeichnen. Am
folgenden Tag (Tag 8) wurde ebenfalls auf Wiegen und Handling verzichtet. Um 10:00 Uhr
wurden die Tiere in neue Kéfige des gleichen Modells umgesetzt, welche jedoch weder
Einstreu, noch Futter oder Wasser enthielten. Anschliefend wurde die Reaktion der Tiere auf
diesen Stressor mittels des verwendeten telemetrischen Systems Uber 4 Stunden
aufgezeichnet.

Leptin Antiserum Versuch

Sofort nach Beendigung des ,,novel environment* Versuchs wurden die Tiere in die
Messkafige umgesetzt und die Aufzeichnung der Futter- und Wasseraufnahme begonnen.
Nach Aufzeichnung der Baseline an Tag 10 wurden die Tiere an Tag 11 zwischen 11:00 und
13:00 mit Leptin Antiserum (LAS) (1 ml/kg) oder mit ,,Normal Sheep Serum* (NSS) im
gleichen Volumen injiziert. Zeitgleich bekamen alle Tiere eine PBS-Injektion (1 ml/kg),
damit telemetrische Kontrolldaten fir diesen Versuch aufgezeichnet werden konnten. Einen
Tag spéater (Zeitpunkt 0) wurden die Tiere zwischen 11:00 und 13:00 Uhr nochmals mit
Leptin Antiserum/Normal Sheep Serum und gleichzeitig mit LPS (100 pg/kg) injiziert. Alle
Injektionen erfolgten intraperitoneal.
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24 Stunden nach der letzten Injektion wurden die Tiere transkardial perfundiert und Blut und
Gewebe flr weiterfuhrende Untersuchungen entnommen (Abbildung 10).

Rek | I -24h: Oh: Perfusion
op eH ::i‘tlzai?;inze v’i’:‘oov;ent" Baseline PBS + LPS + Blutentnahme
l 4 " NSS/LAS NSS/LAS Organentnahme

}

Tag Tag Tag Tag Tag +24h
0 8 10 11 12

Abbildung 10: Zeitverlauf Studie ,,Leptin Antiserum*
Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs nach Implantation des
telemetrischen Senders (OP = Operation an Tag 0)

2.1.3 Studie ,,Rosiglitazon“

Von der Senderimplantation an Tag 0 bis zur Aufzeichnung der Baseline an Tag 8 erfolgten
alle Schritte analog dem fiir Studie ,,Altern“ geschilderten Versuchsablaufs.

In Studie ,,Rosiglitazon wurden die Tiere 3 mal innerhalb von 24 Stunden mit dem Wirkstoff
Rosiglitazon (RZG) (3 mg/kg) oder dem Losungsmittel Cremophor 30 % (Cre) (gleiche
Volumina) injiziert, um eine ausreichende Anflutung des Wirkspiegels zu gewéhrleisten,
bevor die Tiere mit LPS (100 pg/kg) oder als Kontrolle mit PBS (1 ml/kg) injiziert wurden.
Die Verabreichung von Rosiglitazon/Cremophor erfolgte 24 Stunden und 2 Stunden vor und
nochmal gleichzeitig mit LPS/PBS-Gabe an Zeitpunkt 0. Alle Injektionen erfolgten
intraperitoneal.

24 Stunden nach der letzten Injektion wurden die Tiere transkardial perfundiert und Blut und
Gewebe zur weitergehenden Verarbeitung gesammelt (Abbildung 11).

-2h:
Perfusion
-24h: RZG/Cre
Re:o;.valegenz Baseline | pzg/cre  Oh: Blutentnahme

oP abituation RZG/Cre+ Organentnahme

l LPS/PBS
*
Tag Tag Tag Tag +24h

0 8 9 10

Abbildung 11: Zeitverlauf Studie ,,Rosiglitazon
Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs nach Implantation des
telemetrischen Senders (OP = Operation an Tag 0).
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2.2 Intraabdominale Implantation des Radiotransmitters

Narkose

Den Tieren wurde circa 18 Stunden vor dem operativen Eingriff zur praventiven Analgesie
eine Injektion des Schmerzmittels Meloxikam (2 mg/kg) subkutan (s.c.) verabreicht sowie
nochmals 20 Minuten vor der Operation. Die Narkose setzte sich aus den Bestandteilen
Ketamin (50 mg/kg), Medetomidin (5 mg/kg) und Acepromazin (0,5 mg/kg) zusammen und
wurde als Mischspritze i.p. verabreicht. Die Narkosetiefe und Schmerzfreiheit des Tieres
wurden anhand des Lidreflexes am Auge und des Flexorreflexes an der Zwischenzehenhaut
uberprift. Waren beide Reflexe nicht mehr auslésbar, war eine ausreichende Narkosetiefe
erreicht. Die Narkose wurde frihestens nach 45 Minuten mit Atipamezol (1 mg/kg i.p.)
teilantagonisiert.

Operation

Circa 20 Minuten nach Narkoseinjektion befand sich das Tier in ausreichender Narkosetiefe
und wurde auf eine Warmematte in Rickenlage verbracht. In die Lidspalten wurde Vidisic®-
Augengel eingegeben, um einem Austrocknen der Kornea vorzubeugen. Das Operationsfeld
wurde in einem Bereich von 4 cm um den Nabel geschoren und anschlieend dreimal mit
Cutasept® desinfiziert. Es erfolgte ein 3 cm groRer Hautschnitt mit dem Skalpell in der
Medianen, daraufhin wurde das Unterhautgewebe stumpf von der Bauchmuskulatur gelost.
AnschlieBend wurde die Bauchhéhle entlang der Linea alba mittels Stichinzision er6ffnet und
dieser Stich mit einer Schere nach Metzenbaum langs erweitert. Nach Einbringen des
desinfizierten Senders in die Bauchhthle wurde die Wunde verschlossen, indem die
Muskelschicht mit resorbierbarem Nahtmaterial fortlaufend und die Haut mit nicht
resorbierbarem Nahtmaterial mit Einzelheften genaht wurde.

Nachsorge

24 Stunden nach der Senderimplantation wurde den Ratten nochmals Meloxikam (2 mg/kg
KM) subkutan verabreicht. Die Operationsnaht wurde taglich kontrolliert und das
Allgemeinbefinden des Tieres anhand der Futter- und Wasseraufnahme sowie des
Korpergewichtes beurteilt.

2.3 Intraperitoneale Injektionen

2.3.1 Lipopolysaccharid (LPS)

Das verwendete LPS wurde aus der LPS-Stockldsung (1 mg/ml) mittels sterilem PBS auf 100
pg/ml verdinnt und in Aliquots von je 1 ml bei -20 °C gelagert.

Kurz vor Versuchsbeginn wurde das LPS bei Raumtemperatur aufgetaut und fur die Injektion
die benétigte Dosis von 100 pg/kg in eine sterile Einwegspritze aufgezogen. Die
intraperitoneale Injektion erfolgte in der Medianen der Regio umbilicalis. Als Kontrolle
wurde die gleiche Menge an sterilem PBS injiziert.
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2.3.2 Leptin Antiserum (LAS)

Das Leptin Antiserum wurde in Aliquots von 1 ml bei -20 °C gelagert.

Kurz vor Versuchsbeginn wurde das Leptin Antiserum bei Raumtemperatur aufgetaut. Die
bendtigte Menge flr die gewiinschte Dosis von 1 ml/kg wurde in eine sterile Einwegspritze
aufgezogen und den Ratten intraperitoneal in der Medianen der Regio umbilicalis injiziert.
Als Kontrollsubstanz diente das ,,Normal Sheep Serum® (NSS), welches den Tieren in der
gleichen Menge intraperitoneal verabreicht wurde.

2.3.3 Rosiglitazon (RZG)

Rosiglitazon wurde in Pulverform vom Hersteller bezogen und am Tag der Injektion in 30
%igem Cremophor gelost. Fur das 30 %ige Cremophor wurde die Originallésung
Cremophor® EL mit sterilem PBS auf 30 % verdlnnt, durch Erwarmen im Blockthermostat
auf 45 °C und durch Schwenken vollstandig gemischt und in Aliquots von 1 ml bei -20 °C
gelagert.

Am Tag der Injektion wurde fur jede Ratte eine Dosis Rosiglitazon von 3 mg/kg abgewogen
und in je 1 ml Cremophor 30 % aufgel6st. Hierzu wurden die gefrorenen Cremophor-Aliquots
im Blockthermostat auf 35 °C erwérmt, die abgewogene Menge Rosiglitazon dazugegeben
und diese dann fir 10 Minuten im Ultraschallbad behandelt, so dass das Rosiglitazon sich
vollstandig im Cremophor aufloste.

AnschlieBend wurde diese Dosis in eine sterile Einwegspritze aufgezogen und den Ratten
intraperitoneal injiziert. Als Kontrolle wurde 30 %iges Cremophor in der gleichen Menge
verabreicht.
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3. Erfassung physiologischer Daten

Material

Bezeichnung

Modell

Hersteller

Alufolie

Roth GmbH, Karlsruhe

Einwegkanilen Sterican®

0,45 x 12 mmund 0,4 x 20
mm

Braun Melsungen AG,
Melsungen

Einwegspritzen

1-,5ml

BD Plastipak, Becton-
Dickinson, Heildelberg

Futterbehalter

institutseigene Herstellung

Heparin-Natrium-250000-
ratiopharm®

Heparin-Natrium 250000
I.E./10 ml

Ratiopharm, Ulm

Klebeband

Silkafix® 25cm x 9,2 m

Lohmann Rauscher
International GmbH &
Co.KG, Rengsdorf

Messkafig mit Deckel

30x24x225cm(LxHXx
B)

W.G. Kerckhoff-Institut, Bad
Nauheim

Narcoren® Pentobarbital-Natrium Merial, Hallbergmos
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt
Objekttréager 76 X 22 mm Menzel GmpH,
Braunschweig
Operationsbesteck Aesculap, Tuttlingen
PhyS|oIog!§che 0,9% NaCl in Aqua bidest.
Kochsalzlosung
Rasierklingen 752/1/SS Campden Instruments

Limited, Loughborough, UK

Telemetrie - Dataport

DP-24 Dataport

Minimitter Company Inc.,

(Korpertemperatur) Sunriver, OR, USA
Telemetrie-Empféangerplatte RA -1000 Minimitter Company Inc.,
(30 x 22,5x 3 cm) Sunriver, OR, USA

Telemetrie - Sender (16 x
11mm)

VM-FH TR-3000

Minimitter Company Inc.,
Sunriver, OR, USA

Tissue Freezing Medium®

Leica Instruments GmbH,
Nussloch

Waagschale fir Tiere

institutseigene Herstellung

Handelstbliche
Wasserflaschen fir
Kleintiere mit speziellem
Trénkenippel

Accusan Instruments,
Columbus, OH, USA

3.1 Telemetrie

3.1.1 Der Sender

Die Telemetrie ermoglicht die stressfreie Aufzeichnung der abdominalen Kérpertemperatur
und motorischen Aktivitat (ber einen langeren Zeitraum, wéhrend die Versuchstiere in einer
gewohnten Umgebung verbleiben.
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In dieser Studie wurden dazu telemetrische Sender des Typs VM-FH TR-3000 verwendet,
deren  Messprinzip auf einem warmeempfindlichen Transistor mit negativem
Temperaturkoeffizienten beruht  (Abbildung 12). Eine  Veranderung  der
Umgebungstemperatur fiilhrte zu einer Frequenzanderung des Senders und anhand zuvor
ermittelter Referenzfrequenzen fir die Temperaturen 37,0 + 0,1 °C und 41,0 + 0,1 °C konnten
Temperaturwerte fur alle anderen Frequenzen mit dem dazugehdrigen Computerprogramm
(VitalView, Version 3.1) ermittelt und im 5 Minuten Takt registriert werden.

Uber ein im Sender enthaltenes Tragheitselement konnte gleichzeitig die motorische Aktivitét
der Versuchstiere telemetrisch aufgezeichnet werden. Abhédngig von der Entfernung und
Ausrichtung des Tragheitselementes zum Empfanger variierte das von ihm emittierte Signal
in seiner Starke. Die somit erfassten Bewegungsanderungen des Tieres wurden als sogenannte
»activity counts ebenfalls in 5 miniitigen Abstdnden erfasst und von der Computersoftware
registriert (Harkin et al. 2002).

Die Messelektronik des Senders wurde von 2 Polyethylenzylindern umschlossen, welche in
eine auf 70 °C erhitzte Paraffin/Elvax®-Mischung (Mini Mitter Company Inc.) getaucht
wurden, um die Elektronik vor Feuchtigkeit zu schiitzen. Gleichzeitig wurde somit eine glatte
Oberflache geschaffen, um Fremdkdrperreaktionen in der Peritonealhdhle zu minimieren. Die
verwendeten Sender wurden tber eine Knopfzelle mit Energie versorgt, welche im Abstand
von 2 — 3 Monaten ausgetauscht werden musste.

Abbildung 12: Telemetrischer Sender

3.1.2 Der telemetrische Versuchsaufbau und durchgefiihrte Messungen

Die telemetrischen Messungen fanden in einer Klimakammer statt, welche auf eine konstante
Hell-Dunkel-Beleuchtung (7:00: Licht an, 19:00: Licht aus), eine relative Luftfeuchte von 50
% und eine Umgebungstemperatur von 28 °C eingestellt worden war. Bei dieser
Raumtemperatur war in friiheren Studien gezeigt worden, dass alte Ratten Fieberreaktionen
entwickeln kénnen (Buchanan et al. 2003).

In der Klimakammer befanden sich die Empféangerplatten fur das telemetrische System,
welche die empfangenen Senderfrequenzen Uber einen Dataport an den angeschlossenen
Computer weiterleiteten (Abbildung 13).
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Auf den Empfangerplatten standen spezielle Messkafige aus transparentem Plexiglas (30 x
22,5 x 24 cm; L x H x B) in welche die Tiere fiir den Versuch einzeln umgesetzt wurden.

Die Kafige enthielten Einstreu und wurden durch transparente Plexiglasdeckel verschlossen,
welche mit Luftléchern versehen waren.

Seitlich erhielten die Tiere Uber einen Plastiktunnel Zugang zu Futter ad libitum, welches flr
die Dauer des Versuches aus gemahlenen Rattenzuchtfutterpellets bestand. Die Tiere erhielten
uber eine Nippeltranke Wasser ad libitum. Die Nippeltranke war tber einem Schlauch mit
einer Wasserflasche verbunden. Sowohl das Futterschalchen als auch die Wasserflasche
befanden sich auf Waagen. Damit war eine genaue Bestimmung der erfolgten Futter- und
Wasseraufnahme moglich. Beide Waagen waren Uber einen Dataport ebenfalls an einen
Computer angeschlossen. Mittels der Software ,,AccuDiet” wurde alle 5 Minuten der von den
Waagen gemessene Wert erfasst und sowohl als Einzelwert als auch als kumulativer Wert
aufgezeichnet.

Das verwendete System erlaubte somit eine stressfreie, kontinuierliche und exakte
Aufzeichnung der Korpertemperatur, motorischen  Aktivitdt sowie Futter- und
Wasseraufnahme der Versuchstiere.

Des Weiteren wurden die Tiere taglich zwischen 9:00 und 10:00 Uhr gewogen und gehandelt,
um zum einen die Gewichtsentwicklung zu dokumentieren und zum anderen die Tiere an den
menschlichen Umgang und die Fixation zu gewdhnen. Dies gewdhrleistete spater eine
maoglichst stressfreie Injektion bei der Versuchsdurchfiihrung.

Abbildung 13: Telemetrischer Versuchsaufbau

Uber den intraabdominal implantierten Sender werden die Temperatur- und
Aktivitdtsmessungen auf die Empfangerplatte bertragen und mittels VitalView Software
aufgezeichnet. Ein spezielles Waagesystem misst die Futter- und Wasseraufnahme und
ubertragt diese Daten an den Computer. (Damm 2012)

3.2 Perfusion und Organentnahme

4 oder 24 Stunden nach der letzten intraperitonealen Injektion wurden die Tiere zur Entnahme
der fur die Studie relevanten Organe mit eiskalter Kochsalzlosung transkardial perfundiert.
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Den Tieren wurde intraperitoneal eine subletale Dosis Pentobarbital (160 mg/kg) verabreicht.
Nach Aussetzen des Flexorreflexes wurden die Tiere in Ruckenlage mit Silkafix® am Gitter
einer Perfusionswanne fixiert. Als erstes wurde die Bauchhohle praeumbilical eréffnet und
nach Verlangerung des Schnittes bis zu den Rippenbdgen durch ein Abtrennen des
Diaphragmas von der Thoraxwand ebenfalls die Brusthéhle eréffnet. Um das Herz besser
darstellen zu kénnen, wurden die Rippen auf beiden Seiten durchtrennt und das Sternum nach
kranial geklappt. Der Herzbeutel wurde entfernt und zwecks Blutgewinnung fiir die
Zytokindiagnostik wurden mit einer heparinisierten Spritze aus dem rechten Ventrikel 4 bis 5
ml Blut entnommen. Als ndchster Schritt wurde der linke Ventrikel an der Spitze mit einer
Schere eréffnet und die Perfusionskaniile durch diese Offnung vorsichtig in die Aorta
vorgeschoben. Die Perfusionskanile war (ber ein Schlauchsystem direkt mit der
Perfusionsanlage verbunden, so dass tUber Regulierung durch einen Dreiwegehahn eiskalte,
physiologische Kochsalzlésung in den Blutkreislauf der Ratte eingebracht und durch rasches
Anschneiden des rechten Atriums auch wieder ausgespult werden konnte. Mittels
angeschlossener FulRpumpe wurde wahrend des Perfusionsvorgangs ein konstanter Druck von
120 mm Hg aufrechterhalten und auf diese Weise 300 — 400 ml Kochsalzlésung durch den
Blutkreislauf gespilt. Eine ausreichende Blasse der Leber, sowie eine farblose aus dem
Herzen austretende Flissigkeit, deuteten auf eine ausreichende Perfusion hin.

Nach der Perfusion wurden zlgig die benétigten Organe entnommen und mittels Trockeneis
schockgefroren.

Gehirn

Der Kopf wurde am zweiten Halswirbel abgesetzt und anschlieBend ab dem Os nasale von
Haut und Muskulatur befreit. Nach Entfernung der Halswirbel wurde der Schadelknochen
vorsichtig von kaudal nach kranial abprapariert und die Meninx entfernt. Nach Durchtrennen
der austretenden Hirnnerven konnte das freigelegte Gehirn vorsichtig aus der Schadelhohle
entfernt werden. Es wurde mit einer Skalpellklinge an der Fissura transversi cerebelli in die
Anteile GroR- und Kleinhirn getrennt und unverziglich auf Trockeneis schockgefroren. Vor
dem Einfrieren wurde der Bereich des Hypothalamus zum Schutz zusétzlich mit Tissue
Freezing Medium® (berschichtet. AbschlieBend wurde das Gehirn mit Parafilm und Alufolie
umwickelt und in luftdicht verschlossenen Kunststoffbeuteln bei -55 °C gelagert.

Hypophyse

Nach Entfernen des Gehirns verblieb die Hypophyse erst in der Schéadelkalotte. Nachdem
zuerst die Hirnhaut durchschnitten wurde, konnte die Hypophyse entnommen werden. Sie
wurde komplett mit Tissue Freezing Medium® auf einer Plastikschale bedeckt, auf
Trockeneis schockgefroren und analog dem Gehirn verpackt und gelagert.

Leber

In der bereits erdffneten Bauchhohle wurde der linke kraniale Leberlappen entfernt, in
Trockeneis schockgefroren und anschlieBend wie das Gehirn verpackt und gelagert.
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3.3 Gewinnung und Aufbereitung der Blutproben

Vor der Blutentnahme wurden 5 ml Spritzen mit einer 21 G Kandle versehen und der Konus
mit Heparin gefullt, um das Einsetzen der Gerinnung zu vermeiden.

Vor Einsetzen der Perfusion wurde mit der Kantle in den rechten Herzventrikel eingestochen
und 4 — 5 ml Blut entnommen. Die gewonnenen Blutproben wurden anschlieBend 10 min bei
6000 rpm zentrifugiert, das Plasma abgenommen und bei -20 °C gelagert.

3.4 Organverarbeitung am Kryostat fir Immunhistochemie und RT-PCR

Die nach Perfusion mit physiologischer Kochsalzldsung gewonnenen Gehirne konnten
sowohl fur PCR als auch fur Immunhistochemie verwendet werden. Zur Herstellung von
Gefrierschnitten wurde der Kryostat auf eine Innentemperatur von -18 bis -22 °C
heruntergekihlt und das Cerebrum mittels Tissue Freezing Medium® auf den Objektblock
aufgefroren und dieser auf eine Objekttemperatur von -9 bis -11 °C eingestellt. VVon rostral
beginnend wurde das GroRhirn in transversale Scheiben geschnitten und mehrere relevante
Regionen im Bereich des Hypothalamus fiir die Immunhistochemie gesammelt. Diese
umfassten von rostral nach kaudal das Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), den
Nucleus praeopticus medianus (MnPo), das Organum subfornicale (SFO), den Nucleus
supraopticus (SON), den Nucleus paraventricularis (PVN), den Nucleus arcuatus (ARC) und
die Eminentia mediana (ME). Von diesen Regionen wurden je nach Ausdehnungsgrad 12 bis
18 Schnitte von 20 pm Durchmesser angefertigt und auf vorgekuhlte Poly-L-Lysin
beschichtete Objekttrager aufgezogen und durch einmaliges, kurzes Antauen festgefroren. Die
Poly-L-Lysin-Beschichtung zeigte Uber ihre positive Ladung eine Wechselwirkung mit der
negativen Ladung des Gewebes und verbesserte somit die Adhdsion der Schnitte am
Objekttréager.

Zwischen den einzelnen erwéhnten hypothalamischen Regionen wurden 80 pum Schnitte fur
die PCR gesammelt. Diese wurden auf einem Objekttrager ubereinandergestapelt,
anschlieRend wurde die hypothalamische Region ausgeschnitten, nochmals in der Medianen
in zwei gleich groRe Halften zerteilt und in zwei separaten, vorgekihlten, sterilen
Eppendorftubes (2 ml) gesammelt. Die Anteile des GroRhirnrinde lateral und dorsal des
Hypothalamus wurden ebenfalls in ein separates Eppendorftube verbracht und als ,,Cortex
flr spatere Untersuchungen aufbewahrt.

Das Cerebellum wurde ebenfalls aufgeblockt und von kaudal beginnend die Area postrema
(AP) in 20 um Scheiben geschnitten und wie bereits beschrieben auf Objekttréger gezogen.
Die Gefrierschnitte sowie das fur die PCR gesammelte Gewebe wurden bis zur
weiterflihrenden Untersuchung bei -55 gelagert.
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4. Erfassung biochemischer Parameter

4.1 Plasmaprobenanalyse
Material

Ge- und Verbrauch

Bezeichnung Modell Hersteller
steril mit Filter: 50; 75; 250 Greiner Bio- One GmbH,
Zellkulturflaschen )
und 550 ml Frickenhausen

Gewebekulturplatten

steril, mit Abdeckplatte, 96 K

Greiner Bio- One GmbH,
Frickenhausen

Heparin-Natrium 250000
Ratiopharn®

Heparin-Natrium

Ratiopharm GmbH, Ulm

Chemikalien und Substanzen

Bezeichnung Hersteller
Actinomycin Sigma-Aldrich, Miinchen
Albumin Sigma-Aldrich
Avidin-HRP BD Pharmingen
Fetales Kalberserum (FKS) PAA, Pasching, Osterreich
Gentamicin Biochrom, Berlin
Glutamin Biochrom, Berlin

Interleukin-6 Qualitatskontrollen und
Standards

NIBSC, Potters Bar, UK

Isopropanol

Sigma-Aldrich, Minchen

Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Minchen

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

Sigma-Aldrich, Minchen

Normal Sheep Serum Sigma-Aldrich
OPD-Tabletten Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin
PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) | PAA, Cdlbe

RMPI Medium

Rothwell Park Memorial Institute; Medium
1640, Fa. Life Technologies, Paisley,
Scotland

Tumornekrosefaktor o Qualitatskontrollen
und Standards

NIBSC, Potters Bar, UK

Tris HCL

Sigma-Aldrich, Minchen

Trypsin

Biochrom, Berlin
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Leptin-ELISA

Bezeichnung Hersteller

Adhesive plate sealer

Assaybuffer

Enzyme Solution

HRP Wash buffer Concentrate

Quiality Controls

Rat/Mouse Leptin Antiserum

Rat/Mouse Leptin Detection Antibody Millipore, Massachusetts

Rat/Mouse Leptin ELISA plate

Rat/Mouse Leptin Matrix solution

Rat Leptin Standards

Stop Solution

Substrate

4.1.1. Grundlagen des Bioassays

Das Prinzip des Bioassays beruht auf der Tatsache, dass Zytokine in bestimmten Zelllinien
spezifische biologische Reaktionen ausldsen konnen. Im Unterschied zum ELISA detektiert
der Bioassay nur die biologisch aktiven Formen verschiedener Zytokine und zeichnet sich
durch eine sehr hohe Sensitivitat aus, so dass bereits geringste Mengen eines Zytokins exakt
bestimmt werden kénnen. Ein weiterer Vorteil ist, dass er bis zu einem gewissen Male auch
speziesubergreifend genutzt werden kann. Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien zur
Detektion von IL-6 und TNFa reagieren mit einer dosisabhdngigen Zellproliferation bzw.
Zellsterben auf das Vorliegen des jeweiligen Zytokins. Diese Effekte korrelieren direkt mit
der Konzentration an aktivem Zytokin, welche Uber eine Farbreaktion photometrisch
bestimmt werden kann (Mosmann 1983).

Hierbei wird die Umsetzung eines gelben MTT-Tetrazoliumsalzes (3-[4,5-Dimethylthiazol-
2yl] 2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid) zu dunkelblauen MTT-Formazankristallen gemessen.
Diese Reaktion findet nur in den Mitochondrien lebender Zellen statt und wird durch die
Succinyl-Dehydrogenase umgesetzt. Die Menge an gebildetem Formazan verhélt sich direkt
proportional zur Anzahl lebender Zellen (Mosmann 1983; Ibelgaufts 1995) und wird nach
Lyse der Zellen und der Formazan-Kristalle mittels eines ELISA-Readers photometrisch
bestimmt. Die fiir diese Arbeit beschriebenen Bioassays wurden im Institut fur Veterindr-
Physiolgie und -Biochemie in Zusammenarbeit mit Jolanta Murgott durchgefunhrt.

4.1.2 IL-6 Bioassay

Fur den IL-6 Bioassay wurde die Hybridoma B9 Zelllinie eingesetzt (Lansdorp et al. 1986),
welche durch bioaktive Formen dieses Zytokins zur Proliferation angeregt wird, so dass
anhand der Anzahl gewachsener Zellen die Menge an IL-6 in der vorliegenden Probe
bestimmt werden kann. Das Detektionslimit lag hierbei bei 3 1.U./ml.
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Bezeichnung Zusammensetzung

45 ml RMPI Medium
4 ml FKS
Assay Medium 0,5 ml Glutamin (200 nm)
125 pl Mercaptoethanol
65 ul Gentamicin (10 ng/ml)

Wachstumsmedium Assay Medium + 500 1.U. IL-6 Standard/ml
MTT-L6sung 0,1gMTT in 20 ml PBS
Isopropanol/HCL-L3sung 4 ml 2N HCL in 196 ml Isopropanol

Tabelle 4: Ubersicht tiber die fir den IL-6 Bioassay verwendeten Lésungen

Alle Arbeitsschritte wurden unter mdoglichst sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank
durchgefiihrt. Die B9-Zellen wurden in einem spezifischen Medium unter Zugabe von 500
I.U. IL-6 Standard (,,Wachstumsmedium®) im Brutschrank kultiviert (37 °C, 5 % CO», 95 %
Luftfeuchte) und mussten alle 3 Tage passagiert werden. Hierbei wurde 1 ml der
Zellsuspension mit 9 ml Medium in eine neue Kulturflasche umgesetzt. Die fir die folgenden
Schritte verwendeten Lésungen sind in Tabelle 4 beschrieben.

Der eigentliche Bioassay wurde auf einer 96-well-Mikrotiterplatte durchgefiihrt (Abbildung
14).

In die erste Reihe wurde ein Standard mit rekombinantem IL-6 einer bestimmten
Konzentration (100 1.U./ml) vorgelegt. Dieser wurde von seiner ursprunglichen Konzentration
kontinuierlich 1:2 mit Assay Medium (ohne IL-6) runterverdinnt, in dem je 100 pl aus den
200 pl des vorherigen ,,wells* mit 100 ul Assay Medium gemischt wurden, wobei das erste
,»well“ dieser Reihe frei blieb (blank) und das letzte ,,well* mit reinem Assay Medium gefiillt
wurde.

Die nachfolgenden 2 Reihen enthielten die Qualitatskontrollen, welche eine bekannte
Konzentration an rekombinantem IL-6 (QK1: 10 I.U./ml und QK2: 30 I.U./ml) aufwiesen und
im Doppelansatz 1:2 mit Assay Medium runterverdiinnt wurden.

In Reihe 4 bis 8 wurden die jeweiligen Proben im Doppelansatz aufgetragen und nach dem
gleichen Prinzip 1:2 mit Assay Medium runterverdinnt.

Bei allen Reihen wurden aus dem Ansatz der letzten Verdinnungsstufe 100 pl verworfen, so
dass in jedem ,,well“ ein Volumen von 100 pl vorlag.
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o B C D E F G H | J K L

1 Blank S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 M
422 1:4 1:8 1:16 @ 1:32  1:64 | 1:128 1:256 1:518

N

QK1 QK1 1:2 1:2 1:4 1:4 1:8 1:8 1:16 1:16 1:32 1:32
3 QK2 QK2 1:2 1:2 1:4 1:4 1:8 1:8 1:16 1:16 1:32 1:32
4 Probe | Probe @ 1:2 1:2 1:4 1:4 1:8 1:8 1:16 | 2:16 | 132 | 1:32
5 Probe @ Probe 1= 1:2 1:4 1:4 1:8 1:8 1:16 1236 1=32 1:32
G Probe | Probe 1:2 1:2 1:4 1:4 1:8 1:8 1:16 1:16 1:32 1:32
7 Probe @ Probe 1:2 1:2 1:4 1:4 1:8 1:8 1:16 1:16 1:32 1:32

8 Probe | Probe | 1:2 152 1:4 1:4 1:8 1:8 1216 | 1:16 || 1:32 | 1:32

Abbildung 14: Pipettierschema einer Mikrotiterplatte fir den IL-6 Bioassay

Reihe 1: Al = Blank, B1 — K1 = Verdunnungsreihe der Standards, L1 = Kontrolle mit
Medium (M)

Reihe 2-3: Verdunnungsreihen der Qualitatskontrollen (QK1 und QK2)

Reihe 4-8: Verdunnungsreihen der Proben

Die B9-Zellsuspension wurde 3 x 10 Minuten bei 2300 rpm zentrifugiert und nach Verwerfen
des Uberstandes das zellhaltige Pellet mit Assay Medium resuspendiert. Von dieser
Suspension wurden 50 pl in einer Z&hlkammer nach Thoma eingesetzt und nach Auszéhlung
von 80 Kleinstquadraten konnte der benétigte Verdiinnungsfaktor ausgerechnet werden, um
die Zellzahl auf 5000 Zellen pro 100 pl einzustellen:

Verdunnungsfaktor = Zellzahl / Kammerfaktor x Anzahl der Zellen

Je 100 pl der verdinnten B9-Zellsuspension wurden pro ,,well“ in die Mikrotiterplatte
pipettiert.

AnschlieRend erfolgte eine 72-stiindige Inkubation im Brutschrank nach deren Ablauf je 25 pl
MTT pro ,well“ hinzugefiigt wurden. Wiéhrend einer weiteren 4-stundigen
Inkubationsperiode erfolgte die Umsetzung des MTT in den lebenden Zellen zu
Formazankristallen. Danach wurden pro ,,well* 125 ul des Uberstandes abgenommen und 100
pl Isopropanol-HCL in die ,,wells* gegeben, was zur Lyse der Zellwidnde und zur Freisetzung
und Auflésung der Formazankristalle fihrte. Nach 12 Stunden Inkubation bei
Raumtemperatur war dieser Prozess beendet und die optische Dichte konnte mittels eines
ELISA-Readers bei einer Wellenlange von 550 nm bestimmt werden.
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Aus den so ermittelten Werten wurde eine Eichkurve erstellt, in dem die OD des IL-6
Standards auf der y-Achse (linear) gegen die OD der eingesetzten Proben auf der x-Achse
(logarithmisch) aufgetragen wurde (Abbildung 15). In dem linearen Bereich dieser Eichkurve
ergab sich eine direkte Proportionalitat zwischen bioaktivem IL-6 und gemessenem
Formazan. Zur Auswertung wurden nur die Proben zugelassen, deren OD sich in diesem
linearen Bereich befand. Lagen die Werte aulRerhalb dieses Bereichs wurden die Proben nach
entsprechend angepasster Verdinnung erneut bestimmt. Anhand der Regressionsgleichung
der Eichkurve und des Verdinnungsfaktors konnte die in den Proben vorliegende IL-6
Konzentration errechnet werden.

y =0,1738Ln(x) + 0,1738
R2=0,9926

o
o

o
>

Auswertbarer /
Bereich

~

Optische Dichte (OD)

0 f f f f }

0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

IL-6 (1U/ml)

Abbildung 15: Exemplarische Eichkurve zur Quantifizierung von IL-6
Im linearen Teil der Kurve ist die Menge an gebildetem Formazan, gemessen Uber die
optische Dichte (OD) direkt proportional zur Menge vorhandenem IL-6 in der Probe.

4.1.3 TNFa Bioassay

Fur den TNFa Bioassay wurde eine murine Fibrosarkomzelllinie des Walter and Eliza Hall
Instituts (WEHI 164, ,,subclone 13°) eingesetzt. Im Gegensatz zum IL-6 Bioassay wird in
diesem Fall der zytotoxische Effekt von TNFa auf diese Zelllinie genutzt, um anhand des
dosisabhéngigen Absterbens der WEHI-Zellen auf den Gehalt an TNFo der eingesetzten
Probe ruckzuschlieBen. Die Nachweisgrenze fir biologisch aktives TNFa lag bei 6 pg/ml
(Ross et al. 2003). Die fir die folgenden Schritte verwendeten Losungen sind in Tabelle 5
beschrieben.
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Bezeichnung Zusammensetzung

500 ml RMPI Medium

55 ml FKS

5 ml Glutamin (200 nm)

5 ml Penicillin-Streptomycin (5000 1.U./ml)

Assay Medium

MTT-L6sung 0,1gMTT in 20 ml PBS

Isopropanol/HCL-L3dsung 4 ml 2N HCL in 196 ml Isopropanol

Fertiglosung: 0,25% in PBS ohne Ca2+ oder

Trypsin (25%0) Mg2+

Tabelle 5: Ubersicht tiber die fur den TNFa Bioassay verwendeten Losungen

Aufgrund des adharenten Wachstums dieser Zelllinie wurden die Zellen zum Passagieren erst
mit PBS gewaschen und anschliefend nach Zugabe von 3 ml 25 %igem Trypsin durch
Schwenken vom Boden der Kulturflasche geldst. Nach Zugabe von 25 ml Medium wurde die
Aktivitat von Trypsin durch die im Medium enthaltenen FK-Serumproteine inaktiviert. Von
der nunmehr verdinnten Zellsuspension wurden 1,5 ml in eine Kulturflasche mit
N&hrmedium uberfuhrt und im Brutschrank bei leicht gedffneter Kulturflasche inkubiert (37
°C, 5 % CO,, 95 % Luftfeuchte). 3 Tage nach der Passage hatten sich circa 90 % der Zellen
am Boden der Kulturflasche angeheftet.

Die Durchflihrung des TNFo Bioassays erfolgte in den wesentlichen Schritten analog zum IL-
6 Bioassay, jedoch betrug die eingesetzte Zellzahl 50.000 Zellen pro 100 pl und der
Zellsuspension wurde 4 pg Actinomycin D pro ml hinzugefugt. Dies diente dem Hemmen des
Zellwachstums und der Sensibilisierung der WEHI-Zellen gegeniber TNFo. Die
Inkubationszeit betrug hier 24 Stunden.

Anhand der gemessenen ODs wurde eine Eichkurve erstellt und die Werte, welche innerhalb
des linearen Bereichs lagen, zur Auswertung herangezogen. Aufgrund der zytotoxischen
Wirkung von TNFo war die Menge an gemessenem Formazan umgekehrt proportional zur
Konzentration an bioaktivem TNFa in der eingesetzten Probe.

4.1.4 Grundlagen des ELISA

Neben den Bioassays werden auch verbreitet die ,,Enzyme Linked Immunosorbent Assays*
(ELISA) zur Bestimmung von Zytokinkonzentrationen eingesetzt. Hierbei handelt es sich um
ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren mit dem Antigene detektiert werden kénnen. Es
gibt unterschiedliche ELISA-Techniken, in der vorliegenden Arbeit wurde der sogenannte
Sandwich-ELISA eingesetzt. Diese Technik benétigt fir ein bestimmtes Antigen zwei
verschiedene Antikdrper, die an unterschiedlichen Epitopen (Bindungsstellen fur Antikorper)
des Antigens ansetzen (Abbildung 16).

Bei dieser Variante wird der Boden z.B. einer Mikrotiterplatte mit dem ,,coating antibody*
oder Beschichtungsantikorper beschichtet. Daraufhin wird das zu detektierende Antigen
hinzugefiigt, welches von dem verankerten ersten Antikorper gebunden wird. Nicht
gebundene Bestandteile werden durch einen Waschschritt entfernt und ein zweiter, markierter
(z.B. durch Biotin) Antikoérper, der sogenannte ,detection antibody”“ oder
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Detektionsantikorper, bindet an eine zweite Stelle des Antigens. Uber einen gegen das Biotin
gerichteten Antikorper wird ein Enzym, oftmals Meerrettichperoxidase (,,horseradish
peroxidase = HRP), an den Antikérper-Antigen-Antikdrper-Komplex angelagert. Durch
Zugabe eines farblosen Substrates, welches von dem Enzym in ein gefarbtes Produkt
uberfuhrt wird, kann die Konzentration an vorhandenem Antigen durch die Starke der
Farbreaktion gemessen werden, welche die Menge an gebundenem Detektionsantikérper und
somit auch die Konzentration an vorhandenem Antigen, wiederspiegelt (Voller et al. 1978;
Porstmann & Kiessig 1992).

() Substrat
@®

@

Avidin-HRP

Farbreaktion
Biotin

Detektionsantikorper,

Beschichtungsantikorper

Abbildung 16: Funktionsweise eines Sandwich-ELISAs

Das gesuchte Antigen bindet an den am Boden verankerten Beschichtungsantikorper. Ein mit
Biotin markierter Detektionsantikorper bindet an einer zweiten Bindungsstelle an das
Antigen. Uber den gegen Biotin gerichteten Antikorper Avidin-HRP (Avidin-Horseradish-
Peroxidase-Konjugat) wird nach Zugabe eines bestimmten Substrats eine Farbreaktion
ausgelost, deren Intensitdt die Konzentration des gesuchten Antigens widerspiegelt.
Abbildung modifiziert nach (Male 2005).
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415 IL-1raund IL-10 ELISA

Die hier beschriebenen ELISAs wurden im Neuroimmunology Laboratory des Douglas
Mental Health University Institute der McGill University in Montreal, Kanada in der
Arbeitsgruppe von Professor Giamal N. Luheshi eigenstdndig aber in begenztem Umfang
auch durch Ke Cui durchgefiihrt. Eine Aufstellung der verwendeten Losungen und Antikorper
finden sich in Tabelle 6 und Tabelle 7.

Verwendete Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

NaCl 0,14 M =8,18 g/l
KCL 2,7mM =0,2 g/l

PBS Coating Buffer KH,PO, 1,5mM =0,2 g/l

(PCB) Na,HPO, 8,1 mM =1,15¢/l
> In 1 Liter Aqua bidest. 16sen
NaCl 0,5M =29,22 g/l
NaH,PO, 2,5 mM =0,3 g/l
Wash Dilution Buffer Na,HPO, 7,5mM =1,07 g/l
(wDB) 1 ml Tween 20
> In 1 Liter Aqua bidest. 16sen
pH-Wert auf 7,2 einstellen
Citric Acid 34,7 mM =7,3 g/l
Substrate Buffer Na;HPO, 66,7 mM =9,47 g/l
(SB) > In 1 Liter Aqua bidest. 16sen

pH-Wert auf 5 einstellen

Tabelle 6: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Verwendete Antikorper

Bezeichnung Verdiinnung Hersteller
IL-1ra coating antibody 1:1000
IL-1ra biotinylated antibody 1:1000 National Institute for
: - Biological Standards and
IL-10 coating antibody 1:500 Control (NIBSC)
IL-10 biotinylated antibody 1:1000

Tabelle 7: Verwendete Antikdrper und deren Verdinnung

Die Arbeitsschritte verteilten sich tber drei aufeinanderfolgende Tage.

Tag 1l

Der jeweilige Beschichtungsantikdrper wurde in der vorgeschriebenen Verdinnung mit PBS
,,Coating Buffer* verdinnt.

In einer 96-well-Mikrotiterplatte wurden 100 ul des verdiinnten Beschichtungsantikorpers pro
,well“ vorgelegt. Zwei ,,wells* (Blanks) wurden hierbei und in den darauffolgenden Schritten
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bis zur Substratzugabe ausgespart. Die Mikrotiterplatte wurde anschlielend mit
Adhasionsfolie abgedichtet und fur 16 — 24h bei 4 °C gelagert.

Tag 2

Die Mikrotiterplatte wurde einem Waschschritt unterzogen, bei welchem in jedes ,,well* 100
pl ,,Wash Dilution Buffer gegeben wurden und anschlieBend die Platte auf Zellstoff
ausgeklopft wurde. Dies wurde, auch in allen nachfolgenden Waschschritten, 4 Mal
wiederholt, wobei sich nach dem vierten Mal eine Zentrifugation der Platte bei 2000 rpm fiir
1 Minute anschloss, um restliche Flussigkeit mdglichst vollstandig zu entfernen.

Es wurden 0,1 g Ovalbumin in 10 ml WDB gel6st und diese 1 %ige Ovalbuminlosung in die
,wells® gegeben (100 ul/,,well”), um die restlichen freiliegenden Antikdrperbindungsstellen
zu blocken. Nach Abdichtung mit Adhasionsfolie wurde die Platte eine Stunde inkubiert und
anschlieBend gewaschen. Das im Folgenden beschriebene Pipettierschema der
Mikrotiterplatte ist in Abbildung 17 dargestellt.

In die ersten beiden Reihen wurden Standardproteine flr IL-1ra respektive IL-10 im
Doppelansatz in unterschiedlichen Verdiunnungen pipettiert, welche in der spateren
Auswertung eine Standardkurve ergaben. Der Stock des Standardproteins besall eine
Konzentration von 100 ng/ml, welcher fir Standard 1 auf 1000 pg/ml mit WDB verdlnnt
wurde (15 pl Standardprotein auf 1485 pl WDB). Nun wurden jeweils 500 pl der derzeitigen
Verdinnung mit 500 pul WDB auf 1:2 verdiinnt, bis Standard 11 mit einer Konzentration von
0,975 pg/ml erreicht wurde. Davon wurden jeweils 100 ul in jedes ,,well* gegeben. Standard
12 besal eine Konzentration von 0 pg/ml und bestand nur aus WDB.

Die Qualitatskontrolle wies eine Konzentration von 100 pg/ml auf, von denen je 100 pl in
zwei verschiedene ,,wells* gegeben wurden.

In die restlichen ,,wells* wurden die zu untersuchenden Proben 1:5 vorverdiinnt (20 pl auf 80
pul WDB) im Doppelansatz gegeben.

AnschlieBend erfolgte die Inkubation bei 4 °C Uber 16 — 24h.
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1 /2|3 4 |5 6 7 8 9 |10 | 11 12

A o1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 512
1:2 1:4 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:518 | 1:1036 | WDB
B - S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 59 510 S11 512
1:2 1:4 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:518 | 1:1036 | WDB
C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 14 12
D 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
E 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
F 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
G 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 QK B
H 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 QK BI

Abbildung 17: Pipettierschema einer Mikrotiterplatte eines ELISAs
Reihe 1 und 2: Verdiinnungsreihen der Standards im Doppelansatz
Reihen 3 — 8: Proben im Doppelansatz sowie Qualitatskontrollen (QK) und Blanks (BL)

Tag 3

Der biotinylierte Detektionsantikorper wurde auf die bendtigte Konzentration in 10 ml WDB,
welcher zusatzlich 100 ul ,,Normal Sheep Serum® enthielt, verdinnt. Nach einem
Waschschritt wurden 100 pl dieser Mischung allen ,,wells" zugegeben und die Platte 1 Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Waschen der Platte wurde ein Avidin-Horseradish-Peroxidase-Konjugat (Avidin/HRP)
auf 1:1000 mit WDB verdiinnt und 100 pl pro ,,well* pipettiert. Das Glykoprotein Avidin
bindet an das Biotin des Detektionsantikorpers, wahrend die HRP, also
Meerrettichperoxidase, in dem néchsten Schritt die enzymatische Reaktion katalysiert. ES
erfolgte eine 30minitige Inkubation, gefolgt von einem weiteren Waschschritt.

Bei der Substratzugabe wurde 1 Tablette OPD in 10 ml auf 37 °C erwéarmten ,,Substrate
Buffer« aufgelost, und 4 pl H,O; zugegeben. Davon wurden pro ,,well” 100 pl zugefiigt, auch
in die Blanks. Die Platte wurde, mit Alufolie ummantelt, lichtgeschitzt fir circa 15 Minuten
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Wéhrend dieser Zeit wurde das farblose Substrat o-
phenylenediamine dihydrochloride (OPD) durch HRP mittels H,O, oxidiert, was zu einem
Farbumschlag nach orange fiihrte. Nach Ablauf der Zeit wurden in jedes ,,well 150 ul 1 M
H:SO,4 zugegeben, um die Farbreaktion zu stoppen.

Bei 490 nm wurde die Reaktion im ELISA-Reader gemessen, wobei der Grad der
umgesetzten Farbreaktion proportional zur Menge des vorliegenden Proteins war.

76



Material und Methoden

Bei der Auswertung wurde beachtet, dass sich die Qualitatskontrolle bei der Messung im
richtigen Konzentrationsbereich befand.

Anhand der gemessenen Standardwerte konnte errechnet werden, ob alle
Standardverdinnungen sich im richtigen Konzentrationsbereich befanden. War dies ab einem
bestimmten Standard nicht mehr gegeben, so wurde die Konzentration dieses Standards (z.B.
Standard 10 = 1,95 pg/ml) als Detektionslimit eingesetzt und alle Proben, deren gemessene
Konzentration niedriger war, mit diesem Detektionslimit bewertet.

4.1.6. Leptin ELISA

Der Leptin ELISA unterschied sich von den vorher beschriebenen ELISAs dadurch, dass es
sich um ein fertiges Kit handelte, welches innerhalb eines Tages durchzufuhren war. Alle
benotigten Reagenzien und Lésungen wurden vom Hersteller im Kit mitgeliefert.

Im ersten Schritt wurden die ,wells“ des Mikrotiterstrips, die bereits mit
Beschichtungsantikorper beschichtet waren, 3 Mal mit je 300 ul des zuvor 1:10 in aqua
bidest. verdunnten ,,Wash Buffer gewaschen und auf Zellstoff ausgeklopft.

AnschlieRend wurden in die ,,wells* fiir die Blanks, Standards und Qualitédtskontrollen je 30
pl ,,Assay Buffer und in die ,,wells* fiir die zu untersuchenden Proben je 40 pl ,,Assay
Buffer« hinzugefigt. Da es sich bei den Proben um Blutplasma handelte, wurde den Blanks,
Standards und Qualitatskontrollen je 10 pl Matrix Solution zugegeben.

Hiernach wurden in die daflir vorgesehenen ,,wells* im Doppelansatz je 10 ul ,,Rat Leptin
Standards® in unterschiedlicher Konzentration, 10 pl Qualitatskontrolle 1 und 2 und 10 pl
,,Assay Buffer“ fur die Blanks gegeben. Von den Plasmaproben wurden ebenfalls im
Doppelansatz je 10 ul pro ,,well* gegeben. In jedes ,,well* wurden 50 pl eines murinen Leptin
Antiserums pipettiert und nach Verschluss mit Adhé&sionsfolie erfolgte eine zweistiindige
Inkubation.

Nach 3maligem Waschen mit ,,Wash Buffer* und Ausklopfen des Mikrotiterstrips wurde der
Detektionsantikorper hinzugefiigt (100 pl/,,well*) und die Platte fiir eine Stunde inkubiert.
Nach 3 Waschschritten erfolgte die Zugabe von je 100 pl der Enzyme Solution.

30 Minuten spater wurde der Mikrotiterstrip 6 Mal mit ,,Wash Buffer ausgewaschen und pro
,well“ je 100 pl der ,,Substrate Solution“ (3,3",5,5"-tetramethylbenzidine) hinzugegeben.
Nach 10-15 Minuten erfolgte ein Farbumschlag nach blau und nach Zugabe der ,,Stop
Solution® (100 ul/,,well) wurde die Intensitdt der Farbreaktion bei 450 und 590 nm im
ELISA Reader gemessen.
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4.2 Immunhistochemie und Immunzytochemie

Material

Ge- und Verbrauch

Bezeichnung Modell Hersteller
Aluminiumfolie Roth GmbH, Karlsruhe
Deckglaschen 24 x 50 mm unq Menzel GmpH,

24 x 60 mm, Stérke 1 Braunschweig
. Schleicher und Schuell
Faltenfilter 604 1/2 (@ 240 mm) GmbH, Dassel
Fettstift Papp-Pen® G. Kisker, Steinfurt
Inkubationskasten mit Biochem Instrumente GmbH,
Deckel 2030 x5 em Weilburg
Multi-Wellplatten 12-fach MAGYV, Rabenau
Objekttréager 76 X 26 mm Menzel Gmk.’H & Co.KG,
Braunschweig
. ) . LAT-Labor- und Analysen-
Objekttragermappen fir 20 OT Technik GmbH, Garbsen
Parafilm® Roth GmbH, Karlsruhe
pH-Indikatorpapier Merck, Darmstadt
Pinsel Rotmarderhaar Renensis, Flensburg
Reaktionsgefale 0,5; 1,5 und 2 ml Eppendorf AG, Hamburg
serologische Pipetten 1;5; 10 und 25 ml Sarstedt, Nimbrecht

Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

4°6-Diamidin-2"Phenylindol Dilaktat (DAPI)

MoBiTec, Gottingen

Autofluorescence Eliminator Reagent®

Merck Millipore, Schwalbach

Citifluor® (Glycerol in PBS-L6sung)

Citifluor LTD, London

Di-Natriumhydrogenphosphat Monohydrat
(Na2HPO4)

Merck, Darmstadt

Ethanol, unvergéllt

Merck, Darmstadt

Immersionsol (Refraktionsindex 1,51)

Olympus Optical, Hamburg

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat
(NaH2PO4)

Merck, Darmstadt

Normal Donkey Serum (NDS)

PAA, Pasching, Osterreich

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt

Phosphate-Buffered Saline Tablets (PBS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Poly-L-Lysin

Biochrom, Berlin

Triton-X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Losungen und Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung/Hersteller

0,2 M Na,PO4-L6sung (Stocklosung A)

27,6 g Na;HPO,4 (137,99 g/mol) in 1 | Aqua
bidest.

0,2 M NaH,PO4-L6sung (Stocklésung B)

35,6 g NaH,PO,4 (177,9 g/mol) in 1 1 Aqua
bidest.

DAPI-Inkubationslésung

DAPI 1:10.000 in PBS

Blockinglésung flr Immunzytochemie

10% FKS in PBS-T

Blockinglosung flr Immunhistochemie

10% NDS in PBS, Zugabe von 0,3 % Triton-
X-100

Paraformaldehyd-Ldsung (PFA) 20 %
(Stockldsung, Lagerung im Kihlschrank)

Ansatz von PFA (Pulverform) in Aqua
bidest., unter Rilhren bei 65 °C, Zugabe von
wenigen Tropfen 1 N NaOH, Filtration mit

Faltenfilter

Paraformaldehyd-L6ésung (PFA) 2 % Ansatz aus PFA-Stocklésung in PBS (1:10)

Ansatz von PFA (Pulverform) in PBS, unter

-1 6 0
Paraformaldehya-Losung (PFA) 4 % Rihren bei 60 °C, Filtration mit Faltenfilter

28 % Stocklosung A + 72 % Stocklésung B

PBSO0,1M,pH7.2-74 in Aqua bidest

Ansatz aus PBS Tabletten in Aqua bidest.

PBS instant, pH 7,2~ 7,4 (1 Tablette/200 ml)

PBS-T PBS unter Zugabe von 0,05 % Triton-X-100

4.2.1 Grundlagen der Methode

Fur die immunhistologische Aufarbeitung der gewonnenen Gehirne, der Hypophysen sowie
der Zellen aus der Hypophysenzellkultur wurde in dieser Arbeit die indirekte
Immunfluoreszenz als Methode angewendet. Dabei werden spezifische Primarantikorper
eingesetzt, deren Paratope mit den Epitopen des zu detektierenden Antigens interagieren bzw.
an diese binden. Um das gesuchte Antigen sichtbar darzustellen wird ein Sekundarantikorper
eingesetzt, der gegen das Fc-Fragment der Wirtsspezies des Primérantikorpers gerichtet ist.
Der Sekundarantikorper ist mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert, welcher durch
Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt werden kann. Durch diese Anregung des
Fluorochroms kommt es zur Emission von langerwelligem Licht, welches mittels eines
Fluoreszenzmikroskops erfasst werden kann (Coons & Kaplan 1950). Die Methode bietet den
Vorteil, dass Doppelmarkierungen durch primére Antikorper verschiedener Wirtsspezies und
deren Detektion mittels entsprechender Sekundérantikorper gekoppelt an Fluorochrome
unterschiedlicher Wellenlangen maglich sind.

Die Zellkerne wurden zusatzlich mittels DAPI-Farbung sichtbar gemacht. Der eingesetzte
Farbstoff DAPI bindet selektiv an die DNA. Diese gebundenen Komplexe konnten dann
durch eine spezifische Anregungswellenlédnge ebenfalls im Fluoreszenzmikroskop dargestellt
werden.
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4.2.2 Antikorper

Zur Detektion nukledrer (NF-IL6, p-STAT3) oder perinukledrer (COX2) oder
zytoplasmatischer (TNFa) Signale und gleichzeitiger Zellphanotypisierung wurden
Antikorper aus verschiedenen Tierarten verwendet die bereits in friheren Studien in den
entsprechenden Zielgeweben (Gehirn, Hypophyse) bei Ratten und Mé&usen getestet worden
waren (Rummel et al. 2008; Wuchert et al. 2008; Damm et al. 2011; Damm et al. 2012).
Endothelzellen wurden Uber ein gegen das Markerprotein von Willebrandt Faktor (VW)
gerichteten Antikorper dargestellt (Konsman et al. 2004; Rummel et al. 2005), Astrozyten
iiber ein gegen das zytoplasmatische Intermedidrfilament ,,glial fibrillary acidic protein®
(GFAP) gerichteten Antikorper (Debus et al. 1983).

Ein gegen ACTH gerichteter Antikorper wurde eingesetzt, um corticotrope Zellen der
Hypophyse zu detektieren (Blahser 1988).

Aktivierte Mikrogliazellen/Makrophagen und perivaskulére Makrophagen wurden uber gegen
die Oberflachenproteine CD68 (Pulford et al. 1990; Bauer et al. 1994) und CD163 (Graeber et
al. 1989) gerichtete Antikorper markiert. Nachfolgend sind die verwendeten Primér- und
Sekundarantikorper aufgelistet.

Primarantikorper

. . Verdunnung/Anteil Katalog-
Antigen Spezies, Typ Triton X Nr./Hersteller
rabbit, polyclonal sc-150 Santa Cruz
NF-IL6 e ’ 1: 5000; 0,3 % Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA
SARTW-IG, Affinity
sheep, polyclonal _ _ Biologicals,
vw IgG 1:3000; 0.3 % Ancaster, Ontario,
Canada
mouse, polyclonal MAB3402;
GFAP I9G ’ 1: 2000; 0,3 % Millipore,
Billerica, MA, USA
mouse, monoclonal ) ) MCA341R; AbD
CD68 (ED1) IgG 1:500; 0.3 % Serotec; Oxford, UK
rabbit, polyclonal ] ] Gabe von Dr.
ACTH (1-24) e 1:2000; 0,3 % Blahser, JLU Giessen
Cat. AF-510-NA
TNFa goat, polyclonal 1IgG | 1:200; 0,03 % R&D Systems, MN,
USA
sc-8059; Santa Cruz
p-STATS (Tyr 705) | ™ polyclonal =1 1.200, 0,1 % oo,
USA
sc-1747; Santa Cruz
Biotechnology,
COX2 goat, polyclonal IgG | 1:2000, 0,3 % Santa Cruz, CA.
USA
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Sekundarantikorper

Fluorochrom/Exzitations-
maximum

Gegen
Spezies

Katalog-

Aus Spezies Nr/Hersteller

Verdinnung

AZA21202,
mouse 1:500 MoBiTec GmbH,
Gottingen

AZA11055,
goat 1:500 MoBiTec GmbH,
Gottingen

Alexa Flour® 488 (495nm) | donkey IgG AZA11015,

sheep 1:500 MoBiTec GmbH,
Gottingen

AZA21206,
rabbit 1:500 MoBiTec GmbH,
Gottingen

cat. 715-165-150, ,
Jackson

mouse 1:600 Immuno Research,
West Grove, PA,

Cy™3 (550nm) donkey IgG UsA

cat. 711-165-152,
Jackson

rabbit 1:500 Immuno Research,
West Grove, PA,
USA

4.2.3 Versuchsprotokoll Immunhistochemie

Die bei -55 °C gelagerten, zuvor angefertigten Gefrierschnitte wurden kurzfristig in den
Kryostat gestellt, um sie behutsam auf -20 °C zu erwadrmen. AnschlieBend wurden sie bei
Raumtemperatur kurz getrocknet und mit Fettstift umrandet. Eine 10-minttige Fixierung mit
2 %igem PFA sorgte dafir, dass die Antigene wéhrend den nachfolgenden Schritten
,,geschitzt* waren.

Um einem unspezifischen Binden der Antikorper vorzubeugen, wurden die Schnitte nach
dreimaligem Waschen in PBS mit Blockingldsung inkubiert, deren Serumanteil die
unspezifischen Bindungsstellen des Gewebes absattigte. Die Blockingldsung enthielt das
Detergens Triton X, welches die Membrandurchléassigkeit erhthen kann. Sowohl die
Blockinglosung als auch alle weiteren Antikorperlosungen wurden mittels Pipette
tropfenweise direkt auf den Gewebeschnitt gegeben, wobei circa 300 ul der Lésung
ausreichten. Durch die Oberflachenspannung und die Begrenzung mittels Fettstiftumrandung
verblieben die Losungen auf dem Objekttrager.

AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem Primérantikérper, welcher zuvor in der
bendtigten Konzentration in der Blockinglosung verdinnt wurde. Hierzu wurde eine
sogenannte feuchte Kammer erstellt, indem ein Schnittkasten mit feuchten Tlichern ausgelegt
wurde. Bei 4 °C wurde der Primérantikérper 20 — 24 Stunden in der feuchten Kammer
inkubiert.
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Am ndchsten Tag wurde die Uberschissige Primérantikorperlésung dreimal mit PBS
abgewaschen (jeweils 5 Minuten) und der Sekundarantikorper, ebenfalls in Blockinglosung
entsprechend verdiinnt, aufgetragen. Alle folgenden Schritte wurden unter moglichst
lichtarmen Bedingungen durchgefthrt.

Nach 2-stindiger Inkubation des Sekundarantikdrpers bei Raumtemperatur erfolgte ein
dreimaliges Waschen mit PBS. AnschlieBend erfolgte die Kernfarbung mittels DAPI
(1:10.000 in PBS verdiinnt) fur 10 Minuten und danach dreimaliges Waschen mit PBS.

Da in der Immunfluoreszenz von den Gehirnschnitten alter Versuchstiere eine starke aber
nicht ungewohnliche Ansammlung eines autofluoreszierenden Stoffes, bei dem es sich um
Lipofuszin auch ,,Alterspigment” genannt handelte, festgestellt wurde, wurden alle Schnitte
zusétzlich 5 Minuten mit dem ,,Autofluorescence Eliminator Reagent®‘ behandelt, welcher
die durch Lipofuszin hervorgerufene Autofluoreszenz herabsenkt (Abbildung 18). Die durch
den Sekundarantikorper hervorgerufene erwiinschte Fluoreszenz wurde hiervon nur minimal
beeintrachtigt. Das Reagenz wurde durch 2-min(tiges Eintauchen der Schnitte in 70 %iges
ETOH herausgespiilt und die Schnitte noch 2-mal in PBS gewaschen.

Als letzter Schritt wurden die Schnitte mit dem Mounting Medium Citifluor Gberschichtet und
mit Deckglaschen abgedeckt.

AnschlieRend wurden die Schnitte in lichtundurchlassigen Mappen in einem abgedunkelten
Raum bei 4 °C gelagert.

mit AER-Behandlung

Abbildung 18: Behandlung mit AER® zur Reduktion der Lipofuszin-Autofluoreszenz
Nukleare NF-IL6 Signale sind durch Uberlagerung mit dem Zellmarker (DAPI, blau) pink
dargestellt, Artefakte durch Lipofuszin-Autofluoreszenz sind extranukledr und leuchten rot.
Nach Behandlung mit ,,Autofluorescence Eliminator Reagent®*“ (B) wurde die storende
Autofluoreszenz (A) deutlich herabgesenkt. Gefllte Pfeile weisen auf NF-1L6 Signale, offene
Pfeile auf Lipofuszin-Artefakte. Groienmarker in A entspricht 100 um und gilt in A und B;
GroRenmarker in a entspricht 10 um und gilt in a und b.
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4.2.4 Versuchsprotokoll Immunzytochemie

Nach Abnahme der Zellkulturkammerwande wurden die Deckgldschen mit dem Zellrasen
einzeln in die wells einer 12-well Platte tGberfuhrt und 15 Minuten mit 4 %igem eiskalten PFA
fixiert. Danach wurden die Zellen dreimal fir jeweils 5 Minuten mit eiskaltem PBS
gewaschen und bei 4 °C gelagert. Das weitere immunzytochemische Verfahren konnte direkt
im Anschluss oder innerhalb der folgenden 14 Tage durchgefiihrt werden. Hier enthielten
sowohl das PBS (hier: PBS-T) als auch die Blockingldsung stets 0,05% Triton-X.

Als erster Schritt wurden die Zellen fur 2 Stunden in der Blockingldsung inkubiert.

Daraufhin folgte die Inkubation mit dem Primarantikorper, welcher zuvor in der benétigten
Konzentration in der Blockingldsung verdunnt wurde. Eine Menge von circa 500 ul pro well
reichte aus, um die Deckgldschen vollstandig zu benetzen. Der Inkubationszeitraum betrug 48
Stunden, wahrenddessen die 12-well Platte in einer mit feuchten Tuchern ausgelegten
Metalldose bei 4 °C gelagert wurde.

Nach dreimaligem Waschen flr jeweils 5 Minuten mit PBS-T erfolgte die Inkubation mit dem
in Blockinglésung verdiinnten Sekundarantikdrper. Diese betrug 2 Stunden und erfolgte bei
Raumtemperatur lichtgeschutzt in der Metalldose.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T flr jeweils 5 Minuten wurden die Zellen fir die
Kernfarbung 10 Minuten mit DAPI-L&sung inkubiert.

Nach weiteren Waschschritten wurden die Deckglaschen kurz mit einer Pinzette in Aqua
bidest. getaucht und anschlieBend mit der bewachsenen Seite nach unten auf einen
Objekttréger gelegt, auf welchen zuvor ein Tropen Citifluor gegeben wurde.

Die Objekttrager wurden in lichtundurchldssigen Mappen in einem abgedunkelten Raum bei 4
°C gelagert.

4.2.5 Fluoreszenzmikroskopie und Auswertung

Im Anschluss an die Immunhistochemie / Immunzytochemie erfolgte die Auswertung der
behandelten Gehirnschnitte bzw. Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop (BX50). Uber
bestimmte eingesetzte Filter wurde der jeweils verwendete Sekundérantikdrper mittels einer
bestimmten Anregungswellenldnge zur Lichtemission einer bestimmten Wellenlénge
veranlasst. Die Cy3™-gekoppelten Antikérper wurden durch eine Wellenlange von 520 — 550
nm angeregt und emittierten optisch rotes Licht im Bereich von 630 — 660 nm. Die
Anregungswellenldnge fur Alexa 488®-konjugierte Antikorper betrug 460 — 490 nm und
hatte eine Emissionswellenldnge von 510 — 540 nm zur Folge, welches optisch grun erschien.
DAPI wurde durch eine Wellenldnge von 330 — 385 zur Emission blaulichen Lichtes von 461
nm angeregt.

Von den wesentlichen Regionen der Gehirnschnitte und von den Zellkulturen wurden mittels
einer digitalen schwarz-weill Kamera Fotos in drei verschiedenen Farbkandlen (rot, grun,
blau) in verschiedenen VergrofRerungen aufgenommen. Diese wurden mit Hilfe des
Programmes Metamorph zu einem dreifarbigen Bild vereint. Auf diese Weise war es moglich,
sowohl die Lokalisation des Transkriptionsfaktors in Bezug auf den Zellkern (intra- oder
perinukledr) zu beurteilen, sowie Aussagen Uber die Phanotypen bestimmter Zellen
(Endothelzelle, Astrozyten) bei einer moglichen Kolokalisation zu treffen.
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4.3 Quantitative real-time PCR

Material

Bezeichnung

Hersteller

MicroAMP TM 96- Well Support Base

MicroAmp(R) Fast 8-Tube Strip 0.1 ml

MicroAmp(R) Fast 96-Well Reaction Plate

0.1 ml

MicroAMP™ 96- Well Tray for VeriFlexTM

Blocks

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

MicroAMP™ optical 96- Well Reaction
Plate

Mikro Kuvette (45 mm x 12,5 mm x 12,5
mm; Schichtdicke 10 mm) aus Quarzglas
Suprasil®

Hellma Analytics, Mihlheim

Optical Adhesive Cover

Optical Flat Cap 8/ strip

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

5 x First Strand Buffer:

250 mM Tris-HCI (pH 8,3 bei RT)
375 mM KClI

15 mM MgCI2

Invitrogen, San Diego, CA, USA

Chloroform

Deoxynucleotide (ANTP) Mix; 10 mM

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

DEPC-Wasser

0,1% DEPC in Aqua bidest., nach
24stiindigem Ruhren autoklaviert

DTT (Dithiothreitol) 0,1 M

Invitrogen, San Diego, CA, USA

Ethanol absolut

Isopropanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

M-MLYV Reverse Transcriptase; 200 U/l

Invitrogen, San Diego, CA, USA

Random Hexamers (Random primers);
50 uM in 10 mM Tris-HCI; pH 8,3

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

RNase ZAP®

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

TagMan® Gene Expression Master Mix

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

TRIzol

Invitrogen, San Diego, CA, USA
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Primer
TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
Assay-1D Gen (Rattus Norvegicus)
4352340E
Rat ACTB Endogenous Control (VIC/MGB B-Aktin (Referenzgen)
Probe, Primer Limited)

Rn01775763 g1 Gapdh (Referenzgen)
Rn00568225 m1 COX2
Rn01473658 g1 IKBa,
Rn00580432_m1 IL-1B
Rn00573488 m1 IL-1ra
Rn01410330_m1 IL-6
Rn99999012 m1 IL-10
Rn00561646_m1 INOS
Rn00572047_m1 mPGES
Rn00824635_s1 NF-1L6
Rn01455958 m1l NRF1
Rn00580241_m1 PGC-1la
Rn00595020_m1 POMC
Rn00585674_s1 SOCS3
Rn00580051_m1 TFAM

4.3.1 Grundlagen der Methode

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um ein enzymabhéngiges
Verfahren, welches die Amplifikation bestimmter Sequenzen eines ein- oder doppelstrangigen
DNA-Molekiils ermdglicht (Mullis & Faloona 1987).

Die PCR setzt sich aus den 3 Schritten Denaturierung, Annealing und Elongation zusammen.
Bei der Denaturierung fuhrt ein Erhitzen auf 94 °C zu einer Trennung der beiden Strange der
Template-DNA. Ein anschlieRendes Absenken der Temperatur auf 55 °C ermdglicht den im
Uberschuss vorhandenen Primern an die nunmehr einzelstrangige Template-DNA zu binden.
Daraufhin wird die Temperatur auf 72 °C eingestellt, was dem Arbeitsoptimum der Tag-
Polymerase (Thermus Aquaticus), einer hitzestabilen DNA-abhéngigen DNA-Polymerase,
entspricht. Die Tag-Polymerase synthetisiert mittels der im Reaktionsansatz vorliegenden
Desoxyribonucleosidtriphophat-Molekiile (dNTPs) ausgehend von dem Primer einen
komplementéren Strang, so dass am Ende des Zyklus eine exakte Replikation der Template-
DNA vorliegt (Abbildung 19). Der Zyklus wird Ublicherweise 30- bis 40-fach wiederholt,
wobei jedes Mal die vorliegende DNA verdoppelt wird (Muhlhardt 2009).
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Abbildung 19: Schematischer Ablauf der Polymerase-Kettenreaktion

Die Denaturierung bei 94 °C fihrt zu einer Trennung der beiden DNA-Strange. Ein Absenken
der Temperatur auf 55 °C erlaubt in der Annealing Phase den Primern an den DNA-
Einzelstrang zu binden. Wahrend der Elongation bei 72 °C komplementiert die Polymerase
den DNA-Strang ausgehend von vorhandenen dNTPs. Modifiziert nach (Mihlhardt 2009).

Rein theoretisch wirde also jeder Zyklus zu einer Verdopplung der vorherigen Menge an
Template-DNA flhren. In Wirklichkeit sind dieser Reaktion jedoch nach einer bestimmten
Menge an Zyklen ihre Grenzen gesetzt. Man kann demzufolge die Reaktionskinetik der PCR
in 3 Phasen unterteilen.

1. Exponentielle Phase: Die Template-DNA wird in jedem Zyklus verdoppelt, da alle
bendtigten Ausgangsstoffe in ausreichender Menge vorliegen.

2. Lineare Phase: Die Reaktion verlangsamt sich, da bestimmte Reagenzien aufgebraucht
werden.

3. Plateauphase: Die Reaktion kommt zum Erliegen, es entstehen keine neuen Produkte.

Ublicherweise erfolgt nach der Amplifikation der DNA die elektrophoretische Auftrennung
der Fragmente in einem Agarose-Gel. Durch Féarbung mit einem interkalierenden,
fluoreszierenden Farbstoff wie z. B. Ethidiumbromid koénnen die DNA-Fragmente
anschlielend im UV-Licht bei 254 nm sichtbar gemacht werden. Ein parallel aufgetragener
GroRenmarker ermdglicht die Bestimmung der GrolRe der amplifizierten DNA-Fragmente.
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Die Menge amplifizierter DNA wird anhand der Bandenstérke im Agarosegel bestimmt. Die
rickwirkende Quantifizierung der Ausgangsmenge eingesetzter RNA oder DNA ist mit
diesem Verfahren allerdings ungenau und fehlerhaft, da die Kinetik der Reaktion hierbei nicht
berucksichtigt wird.

Mit Entwicklung der quantitativen real-time PCR wurde es mdglich, DNA zu amplifizieren
und dabei die Reaktionskinetik in Echtzeit zu verfolgen. Dies erlaubte eine genauere
Bestimmung der Ausgangsmenge an DNA.

Heute wird dabei verbreitet der ,,Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) als
Detektionsmethode eingesetzt. Dabei werden in der PCR-Reaktion mit Fluoreszenzfarbstoffen
(Fluorochrome) markierte Oligonukleotide (Sonden) eingesetzt. Bei der gdngigen TagMan®-
Sonde sitzen an einem Ende ein Reporter- und am anderen Ende ein Quencher-Fluorochrom
(Abbildung 20). Der Reporter wird durch Licht einer bestimmten Wellenlange angeregt und
die aufgenommene Energie wird wiederum als Licht einer anderen, fir ihn spezifischen
Wellenlange emittiert. Diese Emission wird jedoch durch die rdumliche Nahe zu dem
Quencher unterdriickt. Die TagMan®-Sonde lagert sich an die Template-DNA an und wird
wéhrend der PCR-Reaktion von der Tag-Polymerase abgebaut. Hierbei wird der Reporter
vom Quencher getrennt und reagiert daraufhin mit Lichtemission. Diese Emission steigt nun
proportional zur Amplifikation des Templates und wird vom Gerét detektiert.

R Q)
Primer \ Sonde / —'
T

R Reporter

-~
/
/
f
|

) Quencher
&/

\ Q ;'
Primer Sonde /
" T Taq-Polymerase

Abbildung 20: Schematische Darstellung der Funktionsweise der TagMan®-Sonde
Primer und Sonde lagern sich an den DNA Einzelstrang an, wobei die Sonde an einem
Bereich hinter dem Primer mit der DNA hybridisiert. Durch die Nahe zum Quencher wird der
Reporter (Fluorochrom) bei intakter Sonde an der Lichtemission gehindert. Wahrend der
Elongationsphase trifft die Tag-Polymerase auf die Sonde und spaltet den Reporter ab, so dass
dieser Fluoreszenz emittieren kann. Abbildung modifiziert nach (Holzapfel & Wickert 2007).
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4.3.2 RNA-Extraktion

Vor Beginn der Extraktion wurden sdmtliche Oberflachen und verwendeten Gerédte mit RNase
ZAP® und 100 %igem Ethanol gereinigt, um einer Zerstérung der RNA durch RNasen
vorzubeugen.

Fur die RNA-Extraktion wurde die sogenannte ,,Single-Step Methode™ nach Chomczynski
und Sacchi (1987) angewendet (Chomczynski & Sacchi 1987). Falls nicht anders beschrieben
wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt. Als erstes wurden 500 pl TRIzol-Reagenz
zu jeder Probe hinzugeflgt, welche anschlieBend fur 10 — 15 Sekunden am Sonicator
(Stabultraschallgerat) homogenisiert wurde. TRIzol, eine Lésung aus Phenol und Guanidin-
Isothiocyanat, denaturiert und inaktiviert Proteine ebenso wie RNasen, wodurch nach diesem
ersten Schritt die Gefahr der RNA-Zerstorung relativ gering war (Mihlhardt 2009).
AnschlieRend wurden die Proben 10 Minuten bei 12.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation hatte sich ein Pellet gebildet, welches nicht-relevante Bestandteile wie
zellulare Membranfragmente, Polysaccharide und DNA enthielt. Der Uberstand wurde
abpipettiert, in ein neues 1,5 ml EppendorfgefaR 0berfihrt und fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen, um eine mdglichst vollstandige Dissoziation der Nucleo-
Protein-Komplexe zu gewahrleisten. Anschlieend wurden 100 ul Chloroform dazugegeben
und durch kraftiges Schiitteln mit dem Uberstand vermischt, was zu einem Herauslosen von
Proteinen und DNA fihrte. Nach erneuter Zentrifugation (20 min, 12.000 rpm, 4 °C) hatten
sich 3 Phasen gebildet: eine organische Phase, welche Proteine enthielt, eine Interphase mit
DNA und eine wassrige, RNA-haltige Phase, welche abpipettiert wurde. Nach Zugabe von
250 pl lIsopropanol wurde die Probe Uber Nacht bei -20 °C aufbewahrt, was zu einem
Ausféllen der RNA aus der Losung fuhrte. Erneute Zentrifugation (15 min, 15.000 rpm, 4 °C)
brachte die RNA in Pelletform. Nach 2 Waschschritten mit 70 %igem und 100 %igem
Ethanol wurde das Eppendorfgefa? 20 Minuten mit offenem Deckel trocknen gelassen.
Schlussendlich wurde das RNA-Pellet mit DEPC-Wasser (je nach PelletgroRe 50 — 100 pl)
aufgelost.

Diethylpyrocarbonat (DEPC) fuhrt tber Bindung an priméren und sekunddaren Aminen zu
kovalenten Bindungen, wodurch die Aktivitat der RNasen gehemmt wird (Muhlhardt 2009).
Um dieses RNase-freie Wasser zu erzeugen, wurde 1 ml DEPC in 1 Liter Aqua bidest. geldst
und nach 24stiindigem Rihren autoklaviert.

Qualitative und quantitative Bestimmung der RNA

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch. Dabei wurden 6 ul der
RNA mit 114 pl autoklaviertem Aqua bidest. auf 1:20 verdiunnt und anschliel3end in einer
Quarzkuvette bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Der als optische Dichte (,,optical
density = OD) bezeichnete Messwert gab Aufschluss tber die enthaltene Menge an RNA,
wobei ein OD von 1 einer Konzentration von 40 pg/ml entsprach. Anhand dieser
Konzentrationsbestimmung und des bekannten Verdiinnungsfaktors konnte die RNA durch
Hinzufiigen von DEPC-Wasser auf die gewunschte Konzentration von 250 ng/ul fir die
nachfolgende Reverse Transkription PCR verdinnt werden.

Neben der Messung bei 260 nm wurden die eingesetzten Proben ebenfalls bei 280 nm
Wellenldange gemessen, um die Qualitdt der gewonnenen RNA zu Uberpriifen. Da Proteine
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maximal Licht einer Wellenldnge von 280 nm absorbieren, RNA hingegen einer Wellenlange
von 260 nm, kann aus den beiden erhaltenen Messwerten (ber die Bildung der Ratio
OD260/OD2gp die Reinheit der RNA bestimmt werden. Werte zwischen 1,9 und 2,1 sprachen
fiir eine reine RNA, Werte unter 1,6 wiesen auf Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenol
hin.

4.3.3 cDNA-Synthese

Als néchster Schritt wurde die extrahierte mMRNA mittels reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben, damit sie in der quantitativen real-time PCR eingesetzt werden konnte.

Dazu wurde als erstes der in Tabelle 8 beschriebene RT-Mix | erstellt. AnschlieRend wurden
in jedes Reaktionsgefal 7 pl dieses Ansatzes vorgelegt und mit 4 pl Proben-RNA gemischt.

Bezeichnung Zusammensetzung
5 ul DEPC Wasser
RT-Mix | 1 pl Random Hexamer
1 pl dNTPs

Tabelle 8: Zusammensetzung des RT-Mix | pro Reaktionsgefaf

Im real-time Cycler wurden die Proben fir 10 min bei 65 °C erhitzt, um die
Sekundarstrukturen der RNA aufzuspalten. Ein anschlieBendes Abkuhlen auf 4°C ermdglichte
den verwendeten Primern (hier: Random Hexamer) an die RNA zu binden.

Danach wurde der in Tabelle 9 aufgefiihrte RT-Mix Il hergestellt und jeweils 9 pl zu den
bereits vorhandenen 11 ul des ersten Ansatzes hinzugefugt.

Bezeichnung Zusammensetzung

4 ul RT Puffer

2 pl autoklaviertes Aqua bidest.

RT-Mix I 2ul0LMDTT

1 pl M-MLV RT

Tabelle 9: Zusammensetzung des RT-Mix Il pro Reaktionsgefald

Im real-time Cycler wurden die Proben wahrend 60 min bei 37 °C inkubiert, so dass die
Reverse Transkriptase (hier: ,,Moloney murine leukemia virus*“ M-MLV) aus den im Ansatz
vorliegenden dNTP einen zur mRNA komplementdren DNA-Strang synthetisieren konnte.
DTT (Dithiothreitol) diente als Reduktionsmittel ebenfalls der Aufspaltung von
Sekundarstrukturen.

Durch ein flnfminutiges Erhitzen auf 90 °C wurde die Reaktion inaktiviert und anschlie3end
auf 4 °C herunter gekuhlt. Die gewonnene cDNA wurde anschliefend mit autoklaviertem
Wasser im Verhéltnis 1:10 verdlnnt und bis zum Einsatz bei -20 °C gelagert.

Als Negativkontrollen wurden fur den ersten Reaktionsschritt ein Reaktionsgefal mit RT-Mix
| und autoklaviertem Aqua bidest. anstatt RNA gefillt (Blank 1) und fur den zweiten
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Reaktionsschritt 11 pl DEPC Wasser anstelle des erhitzten ersten Ansatzes dem RT-Mix Il
hinzugefiigt (Blank 2).

4.3.4 Durchfiihrung der quantitativen real-time PCR

Fur die quantitative real-time PCR wurden jeweils 9 ul des in Tabelle 10 aufgefiihrten PCR-
Mix pro ,,well”“ in eine 96-well Platte vorgelegt und anschlieBend 1 pl der Proben-cDNA
hinzugefiigt. Dabei erfolgte fir jede Probe eine Doppelbestimmung. Als Negativkontrolle
wurde anstelle der cDNA 1 pl autoklaviertes Aqua bidest. in das ,,well* gegeben (Blank 3).

Bezeichnung Zusammensetzung
3,5 il autoklaviertes Aqua bidest.
PCR-Mix 5 ul Mastermix
0,5 ul Primer

Tabelle 10: Zusammensetzung des PCR-Mix pro Reaktionsgefal

Anschlieend wurde die PCR im real-time Cycler mit nachfolgenden Zyklen durchgefihrt.

35— 44 Zyklen
Step Aklivierung der Denaturierung Annealing/Elongation
Polymerase
Temperatur °C 50 °C 95 °C 60 °C
Zeit 2 min 15s 30s
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4.4 Quantitative real-time PCR ftr MicroRNAs

Material
Bezeichnung Hersteller
Nukleasefreies Wasser Invitrogen, San Diego, CA, USA
'II;eit?Man® MicroRNA Reverse Transcription Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Lﬁgﬂaﬂ@ Universal PCR Master Mix I1, No Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Primer
TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
Assay-1D Gen (Rattus Norvegicus)
001973 U6snRNA (Referenzgen)
462788 _mat Mirl46a

4.4.1 Grundlagen der Methode

Aufgrund der geringen GrofRe von microRNAs (circa 20 — 22 Nukleotide) und ihrem oftmals
geringfugigen Anteil an der Gesamt-RNA-Menge einer Probe, sind die tblicherweise in der
real-time PCR verwendeten Standardmethoden haufig nicht sensitiv genug fir eine
Amplifikation von microRNAs. Dieses Problem wurde geldst durch den Einsatz von
sogenannten ,,stem-loop RT-Primern® bereits in der Phase der Reversen Transkription (Chen
et al. 2005)(Abbildung 21).

Die RT-Primer zeichnen sich durch eine stabile Schlaufenstruktur aus, die sich spezifisch an
das 3'-Ende einer bestimmten maturen microRNA anlagert. Von diesem RT-Primer
ausgehend wird die microRNA in cDNA umgeschrieben. Die Schlaufenstruktur der RT-
Primer verhindert ein Anlagern des Primers an die Vorlauferstrukturen (pri- und pre-
microRNAS) der maturen microRNA, die ebenfalls eine Haarnadelschleifenstruktur besitzen.
Nach der Reversen Transkription entfaltet der RT-Primer seine Schlaufenstruktur und
verlangert somit die microRNA von ~ 22 auf > 60 Nukleotide, was das Ansetzen der Forward
und Reverse Primer in der PCR erleichtert (Chen et al. 2005; Schmittgen et al. 2008; Kramer
2011).
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microRNA RT Primer
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Abbildung 21: Reverse Transkription mittels Stem-loop Primern

Der ,,Stem-loop Primer* lagert sich an das 3"-Ende der gesuchten maturen microRNA an.
Von dem ,,Stem-loop Primer ausgehend wird die RNA in cDNA umgeschrieben. In der sich
anschliel’enden real-time PCR entfaltet der ,,Stem-loop Primer* seine Schlaufenstruktur und
schafft eine Basis, an die der ,,Reverse Primer* sich anlagern kann. Abbildung modifiziert
nach (Chen et al. 2005).

4.4.2 cDNA-Synthese

Die RNA-Extraktion erfolgte wie vorher beschrieben nach der ,,Single-Step*“ Methode mit
TRIzol. AnschlieBend wurde die RNA fur die Reverse Transkription mit nukleasefreiem
Wasser auf 2 ng/ul verdinnt.

Als néchster Schritt wurde der in Tabelle 11 aufgefihrte RT-Mix fir microRNAS
zusammengestellt und in jedes ReaktionsgefaR 10 ul dieses Ansatzes vorgelegt und mit 5 pl
Proben-RNA vermischt. Als Blank wurden 5 pl nukleasefreies Wasser eingesetzt.
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Bezeichnung Zusammensetzung

0,15 pl dNTP Mix

1 pl Multiscribe RT enzyme

1,5 ul RT Puffer

RT-Mix fur microRNAs —
0,19 pl Rnase Inhibitor

4,16 ul nukleasefreies Wasser

3 Wl RT Primer

Tabelle 11: Zusammensetzung des RT-Mix fir microRNAs pro Reaktionsgefal

Nach 5mindtiger Inkubation auf Eis durchliefen die Proben im real-time Cycler folgendes
Programm: Inkubation bei 16 °C fir 30 min, Inkubation bei 42 °C fir 30 min, 5mindtiges
Erhitzen auf 85 °C und anschlieRendes Abkihlen auf 4 °C.

Die gewonnene cDNA wurde bis zum Einsatz in der PCR bei -20 °C gelagert.

4.4.3 Durchfihrung der quantitativen real-time PCR

Jeweils 9 ul des in Tabelle 12 beschriebenen PCR-Mix fiir microRNAs wurden pro ,,well® in
eine 96-well Platte vorgelegt und anschlielend jeweils 1 pl der Proben-cDNA hinzugefugt.
Fur jede Probe erfolgte eine Doppelbestimmung und als Negativkontrolle wurde 1 pl
nukleasefreies Wasser in das ,,well* gegeben.

Bezeichnung Zusammensetzung
3,5 Ul nukleasefreies Wasser
PCR-Mix fiir microRNAs 5 ul Universal PCR Mastermix 1l, No UNG
0,5 il Primer

Tabelle 12: Zusammensetzung des PCR-Mix fir microRNAs pro Reaktionsgefal

AnschlieBend wurde die PCR im real-time Cycler mit nachfolgenden Zyklen durchgefihrt.

40 Zyklen
Step Aktivierung der Denaturierung Annealing/Elongation
Polymerase
Temperatur °C 95 °C 95 °C 60 °C
Zeit 10 min 15s 60 s

Erfolgte die Amplifikation der microRNA sehr spét, konnte dies durch eine der eigentlichen
PCR vorgeschaltete Pramplifikation fir 10 Zyklen unter gleichen Bedingungen verbessert
werden, indem das praamplifizierte Produkt anschliel3end in der reguldren PCR mit 40 Zyklen
als cDNA eingesetzt wurde.
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5. Auswertung und Statistik

5.1 Physiologische Daten

Die telemetrisch ermittelten Temperatur- und Aktivitdtsdaten wurden mit dem
Computerprogramm VitalView in 5 Minuten Intervallen aufgezeichnet und zur weiteren
Auswertung in Excel® Ubertragen.

Fur die Temperaturdaten wurden zuerst fiir jedes Tier die Delta-T Werte (AT) errechnet, das
heillt die Temperaturunterschiede im Vergleich zu einem zuvor gemittelten Basiswert,
welcher als Mittelwert der erfassten Temperaturdaten von Zeitpunkt -180 min bis -60 min vor
der Injektion kalkuliert wurde. Bei Studie ,Rosiglitazon® wurden die Originaldaten
verwendet, da manche Tiere in dem zur Ermittlung des Basiswertes fur Delta-T bendtigten
Zeitraum einen zu unruhigen Temperaturverlauf aufwiesen. Anschliefend wurden die
Mittelwerte mit Standardfehler von 15 Minuten Intervallen fur jede Gruppe errechnet und in
Prism® graphisch dargestelt.

Fur die statistische Auswertung erfolgte eine zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) fir
wiederholte Messungen mit anschlieRendem post-hoc Test nach Scheffe mit Hilfe des
Programms StatView®.

Bei manchen Gruppen wurde zur Darstellung der Fieberstarke zusatzlich der Fieberindex
(F.1.) ermittelt. Dieser errechnet sich aus der Integration der Flache unterhalb der Fieberkurve
anhand eines zuvor ermittelten Basiswertes (Mittelwert von Zeitpunkt -180 min bis -60 min).
Die Aktivitatsdaten wurden in Excel® kumulativ fur jedes Tier zusammengezahlt, entweder
uber den gesamten Versuchszeitraum von 24 h oder getrennt in Tag- und Nachtaktivitat.
Zuséatzlich wurden die Mittelwerte mit Standardfehler von 15 Minuten Intervallen fir jede
Gruppe errechnet und diese als Aktivitatsverlauf tber die Zeit aufgetragen und in Prism®
dargestellt.

Die Futter- und Wasseraufnahme wurde mit dem Programm AccuDiet in 5 Minuten
Intervallen aufgezeichnet und spater in Excel® ubertragen. Fir jedes Tier wurden die
Messwerte tiber den gesamten Versuchszeitraum von 24 h kumulativ zusammengezéhilt.

Fir den Fieberindex, die Aktivitat, die Futter-, Wasseraufnahme und die Gewichtsdifferenz
wurde flr jede Tiergruppe der Mittelwert mit Standardfehler in Prism® errechnet und
graphisch als Balkendiagramm dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte in Prism®
mittels einer zweifaktoriellen ANOVA. Bei signifikanter Interaktion der untersuchten
Hauptparameter wurde zusatzlich ein Bonferroni post-hoc Test durchgefiihrt. Bei lediglich 2
Gruppen  wurde ein  parametrischer  T-Test durchgefihrt. Es wurde eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant unterschiedlich vorausgesetzt.

5.2 Biochemische Parameter

5.2.1 Bioassay und ELISA

Zur Auswertung der ermittelten Zytokindaten der Hypohysenvorderlappenzellkultur und der
Fat Explants wurde zuerst fir jede behandelte Gruppe aus einem Versuchsansatz der
Mittelwert errechnet. Anschliefend wurde aus den so kalkulierten Mittelwerten aus allen
Versuchsansédtzen erneut der Mittelwert mit Standardfehler fiir die Behandlungsgruppe
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errechnet. Zur Auswertung der Zytokindaten aus dem Blutplasma wurde lediglich der
Mittelwert mit Standardfehler flr jede Tiergruppe errechnet.

In Prism® schloss sich danach je nach Gruppengrofie entweder ein parametrischer t-Test (2
Gruppen) oder eine zweifaktorielle ANOVA mit Bonferroni post-hoc Test bei signifikanter
Interaktion an, wobei die Irrtumswahrscheinlichkeit bei p < 0,05 festgesetzt wurde.

5.2.2 Immunhistochemie und Immunzytochemie

Zusétzlich zur Fluoreszenzmikroskopie und Darstellung der Bildaufnahmen in Photoshop
wurden die Dichte und Intensitdat der Signale semiquantitativ anhand eines 5-Punkte
Bewertungssystems beurteilt. Die ermittelten Werte wurden anschliefend flr jedes Tier
(jeweils aus 2-3 Schnitten pro Gehirnregion) und jede Tiergruppe (hierbei jeweils n = 3-6)
arithmetisch gemittelt (,,mean of the mean).

- (D) keine nukleéren Signale

+ (2 einzelne nukleare Signale

+ (3) niedrige Dichte nukleérer Signale
++ (4) mittlere Dichte nukle&rer Signale
+++ (5) hohe Dichte nukledrer Signale

5.2.3 Quantitative real-time PCR

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde die Relative Quantifizierung durchgefihrt, das heif3t es
wurde nicht die absolute Menge des Templates die sich im Reaktionsansatz befand
ausgerechnet, sondern die relative Expressionsanderung des Zielgens im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe bestimmt. Dazu mussten folgende Parameter bestimmt werden.

Der ,,Threshold“ oder Schwellenwert ist der Punkt, an dem die emittierte Fluoreszenz
erstmalig die Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt. Der Threshold befindet sich in der
exponentiellen Phase der PCR-Reaktion und der Zyklus in dem der Threshold tberschritten
wird, wird als ,,Cycle Threshold* oder als Cr-Wert bezeichnet.

Um nun die relative Genexpression zu errechnen, wurde der Cr-Wert des Zielgens mit dem
Cr-Wert eines Referenzgens normiert. Bei dem Referenzgen handelt es sich Gblicherweise um
ein sogenanntes ,housekeeping Gen, welches in dem untersuchten Gewebe konstitutiv
exprimiert wird und von den Versuchsbedingungen unbeeinflusst bleibt. In der vorliegenden
Arbeit wurde als Referenzgen fur Hypothalamus und Hypophyse B-Aktin und fir die Leber
Gapdh eingesetzt. Der ermittelte Delta-Ct-Wert (A-Ct+ = Cr-Zielgen — Cr-Referenzgen)
vermindert somit Variationen die auf Unterschieden in der RNA-Extraktion oder eingesetzter
cDNA beruhen, da diese Ziel- und Referenzgen gleichermalRen betreffen.

AnschlieBend wurden die errechneten Delta-Ct-Werte mit einer Referenzprobe verglichen,
dem sogenannten Kalibrator, bei dem es sich um ein Tier der Kontrollgruppe handelte und
somit der AA-Ct-Wert (AA-Cy = A-Cy-Zielgen - A-Cy-Zielgen der Referenzprobe) erstellt.
Die RQ (relative quantity oder relative Menge) des untersuchten Zielgens im Vergleich zur
Referenzprobe ergibt sich aus 244"
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A-C+t = C-Zielgen — Ct-Referenzgen

AA-Ct = A-Ct-Zielgen — A-CT-Zielgen der Referenzprobe

RQ — 2-AACT

Fur jede Tiergruppe wurden Mittelwert und Standardfehler der RQ-Werte in Prism®
errechnet und graphisch als Balkendiagramme dargestellt. Mittels parametrischem t-Test (2
Gruppen) oder zweifaktorieller ANOVA und anschlieBendem Bonferroni post-hoc Test bei
signifikanter Interaktion wurden statistisch signifikante Unterschiede bei p < 0,05 festgelegt.
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I11. Ergebnisse

1.  Altersabhédngige  Unterschiede in  der LPS-bedingten
Entziindungsreaktion

Zur Untersuchung altersbedingter Verdnderungen bei systemischen Entziindungsreaktionen
wurden junge (2 Monate) und alte (circa 24 Monate) Ratten mit LPS (100 pg/kg) oder PBS
(gleiches VVolumen) intraperitoneal injiziert (Tabelle 13).

Unter anderem sollten Krankheitssymptome, die zum sogenannten ,,sickness behaviour*
gehéren und durch LPS ausgeltdst werden, analysiert werden. Mittels eines telemetrischen
Systems wurden dafiir die physiologischen Parameter Korperkerntemperatur (Fieber),
motorische Aktivitat (Lethargie), Futter- und Wasseraufnahme (Anorexie und Adipsie) und
Gewichtsdifferenz  (Gewichtsverlust) aufgezeichnet und dieser Symptomkomplex auf
altersassoziierte Veranderungen analysiert. Des Weiteren wurde die Konzentration
zirkulierender Zytokine im Blutplasma sowie die Expression relevanter inflammatorischer
Marker zentral im Hypothalamus und peripher in der Leber auf altersabhangige Unterschiede
untersucht.

Zur statistischen Auswertung wurde eine two-way ANOVA {iiber die Haupteffekte ,,Alter* (alt
vs jung) und ,,LPS-Behandlung* (LPS vs PBS) angewendet. Bei signifikanter Interaktion
dieser Parameter wurde zusatzlich ein Bonferroni post-hoc Test durchgefuhrt.

applizierte Zeitpunkt .
Alter Substanz Perfusion Tierzahl

2 Monate 5

Kontrolle PBS (1 ml/kg) +24h
24 Monate 6
2 Monate 5

LPS (100 pg/kg) + 24h
24 Monate 6

Inflammation

2 Monate 3

LPS (100 pg/kg) +4h
24 Monate 3

Tabelle 13: Versuchsgruppen Studie ,,Altern”
Ubersicht (ber die fir Studie ,Altern* gebildeten Versuchsgruppen, die applizierten
Substanzen, den Perfusionszeitpunkt und die jeweils verwendete Anzahl an Tieren.
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1.1 Einfluss des Alterns auf physiologische Parameter des ,sickness
behaviours

Die Ratten wurden zum Zeitpunkt t = 0 mit LPS (100 pg/kg) oder PBS intraperitoneal
injiziert und die Korperkerntemperatur tber 24 h aufgezeichnet. Zur Auswertung wurde der
Mittelwert von dem Zeitraum -3 h bis -1 h vor der Injektion errechnet und die
Temperaturanderungen zu diesem Basiswert als Delta-T (AT) dargestellt.

LPS-Stimulation I0ste bei den jungen Ratten eine 7stlindige signifikante Temperaturerh6hung
aus (von Zeitpunkt 2,5 h bis 9,5 h nach Injektion) mit einem Temperaturmaximum von 1,74 +
0,16 °C zum Zeitpunkt 7 h (Abbildung 23, A). Danach ging die Temperatur wieder in den
normalen circadianen Rhythmus Uber und unterschied sich nicht weiter von der PBS-
injizierten Kontrollgruppe. Bei den alten Ratten fuhrte die gleiche Dosis LPS zu einer ersten
Fieberentwicklung, die von 3 h bis 12 h nach Injektion andauerte und ein
Temperaturmaximum von 1,66 + 0,08 °C nach 10 h erreichte (Abbildung 23, B). Nach der
darauffolgenden Nachtphase wiesen die alten Ratten eine zweite, spéte Fieberphase auf,
welche von Zeitpunkt 17,5 h bis zum Ende der Aufzeichnung bei 24 h andauerte.

Im direkten Vergleich der jungen und alten LPS-stimulierten Gruppen zeigten die alten Ratten
einen schwacheren bzw. verzdgerten Temperaturanstieg in der frihen Fieberphase (von
Zeitpunkt 4,75 h bis 5,75 h), jedoch ein hoheres und langer andauerndes Fieber Uber den
verbleibenden Zeitraum des Experimentes (Abbildung 22, B).

Der Temperaturverlauf der beiden Kontrollgruppen zeigte den fiir nachtaktive Saugetiere
typischen circadianen Rhythmus mit dem Temperaturmaximum in der Dunkelphase. In dieser
Dunkelphase wiesen die jungen Ratten auflerdem eine geringgradig hohere
Korperkerntemperatur als die alten Ratten auf (Abbildung 22, A).
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Abbildung 22: Altersbedingte Veranderungen in der Kérperkerntemperatur nach

Injektion mit LPS oder PBS

Verlauf der intraabdominal gemessenen Korpertemperatur nach Injektion mit LPS (100

Hag/kg) (B) oder PBS (A) tber 24 h bei jungen und alten Ratten im Vergleich. Der Zeitpunkt

der i.p. Injektion wurde mit einem Pfeil markiert, die Nachtphase wurde mit einem grauen
Balken gekennzeichnet. * P < 0.05.
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Abbildung 23: Altersbedingte Veranderungen in der Kérperkerntemperatur nach

Injektion mit LPS oder PBS

Verlauf der intraabdominal gemessenen Kdorpertemperatur nach intraperitonealer Injektion

mit LPS (100 pg/kg) oder PBS Uber 24 h bei jungen (A) und alten (B) Ratten. Der Zeitpunkt

der i.p. Injektion wurde mit einem Pfeil markiert, die Nachtphase wurde mit einem grauen

Balken gekennzeichnet. Beide Graphen zeigen den Vergleich zwischen LPS-stimulierten

Tieren und ihren Kontrollen. * P < 0.05
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Die motorische Aktivitat der Ratten wurde Uber 24 h kumulativ zusammengezéhlt (Abbildung
24, A-B). LPS-Stimulation tber 24 h verringerte die motorische Aktivitdt in beiden
Altersgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die alten Ratten zeigten generell eine
reduzierte motorische Aktivitat im Vergleich zur jungen Gruppe (Tabelle 14). Die Darstellung
des Aktivitatsverlaufs Gber 24 h erlaubt eine detailliertere Betrachtung der vorhin erwahnten
Unterschiede zu den einzelnen Zeitpunkten. Bei den Jungtieren zeigte sich ein deutliches
Aktivitdtsmaximum in der grau hinterlegten Nachtphase. In diesem Zeitraum war der
Aktivitatsverlust durch LPS-Stimulation am groéften. Bei den alten Ratten war diese starke
circadiane Rhythmik der motorischen Aktivitat schwécher ausgeprégt.

Die kumulative Wasser- und Futteraufnahme tber 24 h wurde in beiden Altersgruppen durch
LPS im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt (Abbildung 24, C-D). Die alten
Ratten unterschieden sich jedoch von den Jungtieren durch einen deutlich reduzierten Futter-
und Wasserkonsum, was sowohl die basale Aufnahme als auch die LPS-induzierte Anorexie
und Adipsie betraf.

Aufgrund des unterschiedlichen mittleren Korpergewichtes zwischen jungen und alten Ratten
wurde die Gewichtsdifferenz zum Vortag sowohl in Absolutwerten als auch als prozentuale
Gewichtsdifferenz zum Korpergesamtgewicht analysiert (Abbildung 24, E-F). In beiden
Darstellungen flhrte die LPS-Injektion zu einem hochsignifikanten Gewichtsverlust, welche
in der Analyse der Absolutwerte ebenfalls eine reduzierte basale Gewichtszunahme und
verstarkte LPS-induzierte Abnahme bei den alten Ratten erkennen lieB. Nach Umrechnung
auf die prozentuale Gewichtsdifferenz relativierte sich jedoch diese altersbedingte
Verstarkung der Gewichtsabnahme und die beiden Altersgruppen unterschieden sich nicht
mehr so deutlich (Tabelle 14).
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Abbildung 24: Einfluss des Alterns auf Parameter des ,,sickness behaviours*

Zeitlicher Verlauf der Aktivitat (A) oder kumulativen Aktivitat (B), Wasseraufnahme (C),
Futteraufnahme (D), Gewichtsdifferenz in Gramm (E), bzw. Prozent (F) nach Stimulation mit
LPS (100 pg/kg) oder PBS von jungen und alten Ratten (Uber 24 h). B-F: * Haupteffekt des
Alterns, # Haupteffekt der LPS-Behandlung / Vergleich LPS mit korrespondierender PBS-
Gruppe (post-hoc), * P < 0.05; ** ## P < 0.01; *** ### P < 0.001.
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PBS young LPS young PBS old LPS old
Motorische AKUIVItAt | 53771 1114 | 2347+581 | 2830+567,1 | 13781838
(,,counts®)
Wasser?$f”ahme 4532+696 | 2814%38 | 2543+264 | 1063+24
F”tter‘i‘é;”ahme 1055+0,95 | 937+036 | 1595+133 | 321177
GeW'Cht(Sg‘;'ffere”Z 5744069 | -1202+138 | 1184087 | -1688+257
GeW'Ch(tOS/(‘j)'ffere”Z 2124031 | -426+043 | 028+018 | -314+0,44

Tabelle 14: Einfluss des Alterns auf Parameter des ,,sickness behaviours* (iber 24 h)
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1.2 Einfluss des Alterns auf zirkulierende Zytokine

Ausgehend von den gewonnenen physiologischen Daten sollte nun untersucht werden, ob sich
die verstarkte bzw. langer andauernde Fieberantwort der alten Ratten in einer erhdhten
Konzentration zirkulierender (humoraler) Entziindungsmediatoren wiederspiegelt. Zu diesem
Zweck wurden die wichtigsten pro- (IL-6, TNFa) und antiinflammatorischen (IL-10, IL-1ra)
Zytokine und zytokin-dhnlichen Hormone (Leptin) der LPS-induzierten Entziindungsreaktion
im Blutplasma analysiert.

Es wurde ein altersbedingter Anstieg der Zytokinkonzentration von IL-6, Leptin und IL-1ra
im Blutplasma der alten Ratten im Vergleich zu den jungen Ratten festgestellt (Abbildung 25,
A-B, D) (Tabelle 15). Wéhrend fur IL-10 und IL-1ra nach 24 h keine Wirkung durch die LPS-
Injektion (100 pg/kg) nachzuweisen war, ergab sich fur IL-6 und Leptin ein statistisch
signifikanter Haupteffekt der LPS-Behandlung. Weitere post-hoc Tests nach positiver
Interaktion der analysierten Parameter Altern und LPS-Behandlung verdeutlichten jedoch,
dass ein LPS-vermittelter Anstieg der Zytokinkonzentration von IL-6 und Leptin nur bei den
alten Ratten auftrat, wéhrend sich die jungen Ratten nach 24 h nicht mehr von ihrer
Kontrollgruppe unterschieden (Abbildung 25, A-D). TNFa (Daten nicht gezeigt) konnte zu
diesem Zeitpunkt in keiner der untersuchten Proben nachgewiesen werden.
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Abbildung 25: Einfluss des Alterns auf zirkulierende Zytokine
Konzentration von IL-6 (A), Leptin (B), IL-10 (C) und IL-1ra (D) im Blutplasma von alten
und jungen Ratten 24 h nach Injektion von LPS (100 pg/kg) oder PBS. Zahlen (ber den
Balken geben die jeweilige Tierzahl an. Die graue gestrichelte Linie entspricht dem
Detektionslimit. * Haupteffekt des Alterns, # Haupteffekt der LPS-Behandlung / Vergleich
LPS mit korrespondierender PBS-Gruppe (post-hoc) *# P < 0.05; ##,** P < 0.01; *** P <

0.001.
PBS young LPS young PBS old LPS old

IL-6 90,4 + 12,3 201,8+2351 | 171,3+4057 | 728+195,1
(.U./ml)

Leptin 5,04 + 0,47 3,26 + 0,43 8,42 + 2,34 22,36 + 5,25
(ng/ml)

IL-10 1953(D.L) | 1953(D.L) | 2592+638 | 21,96+ 243
(pg/ml)

IL-1ra 56,65+ 16,48 | 39,07 (D.L) 122 +49,86 | 314,5+129,6
(pg/ml)

Tabelle 15: Konzentration pro- und antiinflammatorischer Zytokine
D.L. = Detektionslimit.
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1.3 Altersbedingte Veranderungen der MRNA-Expression
inflammatorischer Marker

Um altersbedingte Veranderungen in den Signalwegen, welche an der Manifestation des
,sickness behaviour (wie der Fieberantwort) und der Entzindungsreaktion im Gehirn
relevant sind, naher zu charakterisieren, wurde eine grof3e Bandbreite relevanter entztndlicher
Mediatoren auf zentraler und peripherer Ebene untersucht. Anhand von Hypothalamus- oder
Lebergewebe der mit LPS oder PBS behandelten jungen und alten Ratten wurde zundchst die
Induktion verschiedener inflammatorischer Marker auf mRNA-Ebene mittels quantitativer
real-time PCR analysiert.

Transkriptionsfaktoren

Zu den essentiellen Transkiptionsfaktoren, welche im Rahmen der LPS-vermittelten
Entzindung aktiviert werden, gehdren ,,nuclear factor (NF)-«xB, ,.signal transducer and
activator of transcription® (STAT) 3 und NF-IL6 (Nadjar et al. 2005; Rummel et al. 2006;
Damm et al. 2011). Fir die Untersuchung von NFkB und STAT3 wurden in der vorliegenden
Arbeit deren negative Regulatoren ,inhibitor of kappa B a (IxBa) und ,,suppressor of
cytokine signaling“ 3 (SOCS3) als Aktivitatsmarker herangezogen (Laflamme & Rivest 1999;
Lebel et al. 2000), wéhrend NF-IL6 direkt nachgewiesen wurde (Damm et al.
2011)(Abbildung 26).

Eine altersassoziierte Steigerung der mRNA-Expression trat im Hypothalamus fir 1kBo. und
NF-IL6 auf, wahrend die zentrale SOCS3-Expression vom Altern unbeeinflusst blieb.
Peripher in der Leber hingegen wurde vor allem die SOCS3- und IkxBa-Expression im Alter
erhoht und NF-IL6 blieb unveréndert. Behandlung mit LPS erhohte die IkBa-Expression im
Hypothalamus lediglich bei den alten Ratten. In der Leber wurde fir SOCS3 statistisch ein
Haupteffekt der LPS-Behandlung nachgewiesen. Weitere post-hoc Tests nach positiver
Interaktion konnten jedoch belegen, dass die SOCS3-Expression nur bei den alten Ratten
durch die LPS-Behandlung erh6ht wurde, wahrend sie bei den jungen Ratten nicht von der
PBS-Kontrollgruppe abwich. Bei den anderen Parametern trat zu diesem Zeitpunkt kein
Effekt der LPS-Stimulation mehr auf.
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Abbildung 26: Altersbedingte Veranderung der Expression inflammatorischer
Transkriptionsfaktoren in Hypothalamus und Leber

Induktion der mMRNA-Expression inflammatorischer Transkriptionsfaktoren im Hypothalamus
und in der Leber 24 h nach Injektion mit LPS (100 pg/kg) oder PBS von alten und jungen
Ratten. * Haupteffekt des Alterns, # Haupteffekt der LPS-Behandlung / Vergleich LPS mit
korrespondierender PBS-Kontrollgruppe (post-hoc). #,* P < 0.05; ##,** P < 0.01; ###,*** P
< 0.001. IkBa, ,.inhibitor of kappa B a“; SOCS3, ,,suppressor of cytokine signaling” 3; NF-
IL6, ,,nuclear factor” interleukin 6.

Zytokine

Als nachgeschaltete Zielgene der Transkriptionsfaktoren wurde die Induktion pro- (IL-6) und
antiinflammatorischer (IL-10, IL-1ra) Zytokine untersucht (Abbildung 27).

Eine altersassoziierte Expressionssteigerung konnte nur fir das proinflammatorische Zytokin
IL-6 im Hypothalamus nachgewiesen werden, alle anderen Zytokine zeigten sich
unbeeinflusst durch das Altern.

Ein Haupteffekt der LPS-Behandlung manifestierte sich fiir IL-1ra sowohl im Hypothalamus
als auch in der Leber, und fur IL-10 nur in der Leber und fiihrte unabhéngig von der
Altersgruppe zu einer Steigerung der mMRNA-Expression.
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Abbildung 27: Altersbedingte Veranderung der Zytokin-Expression in Hypothalamus
und Leber

Induktion der mRNA-Expression von Zytokinen im Hypothalamus und in der Leber 24 h
nach Injektion mit LPS (100 pg/kg) oder PBS von alten und jungen Ratten. * Haupteffekt des
Alterns, # Haupteffekt der LPS-Behandlung. # P < 0.05; ###,*** P < 0.001. Zahlen uber den
Saulen geben bei Abweichungen die Anzahl amplifizierter Proben innerhalb der
Gesamtprobenzahl an. IL, Interleukin.

Enzyme der Prostaglandinsynthese und iNOS

Als regulierende Schlusselenzyme des fir die Fieberentstehung kritischen Prostaglandins
(PG) E2 wurden die Zyklooxygenase 2 (COX2) und mikrosomale Prostaglandin E Synthase
(mPGES) herangezogen (Roth et al. 2009; Rummel et al. 2011). Die induzierbare Form der
Stickstoffmonoxid (NO) Synthase (iINOS) wurde als weiteres durch inflammatorische
Transkriptionsfaktoren aktiviertes Zielgen (Kozak & Kozak 2003) ebenfalls auf altersbedingte
Verénderungen in der mRNA-Expression untersucht (Abbildung 28).

Im Hypothalamus zeigte sich sowohl fir COX2 als auch fur mPGES eine altersbedingte
Steigerung der mRNA-Expression. In der Leber hingegen bewirkte das Altern bei den alten
Ratten eine Erniedrigung der COX2-Expression, wahrend mPGES hiervon unbeeinflusst
blieb. Nur in der Leber manifestierte sich bei COX2 ein Haupteffekt der LPS-Behandlung.
Eine weitere Analyse mittels post-hoc Test nach positiver Interaktion verdeutlichte allerdings,
dass die LPS-Stimulation nur bei den jungen Ratten zu einer signifikanten Erh6éhung der
COX2-Expression flhrte, wahrend die alten Ratten keine Regulation aufwiesen.
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INOS, welches nur im Hypothalamus untersucht wurde, wies keine altersbedingten
Verénderungen auf, zeigte jedoch einen Haupteffekt der LPS-Behandlung. Dieser bewirkte
unabhéngig von der Altersgruppe eine Steigerung der iINOS-Expression 24 h nach
Stimulation.

MicroRNAs

MicroRNA 146a wird als negativer Regulator der Immunantwort angesehen und wurde als
neues potentielles Zielgen fir altersbedingte inflammatorische Veranderungen untersucht
(Abbildung 28, D).

Tatsachlich ergab die Analyse der mirl46a-Expression (nur im Hypothalamus) eine
altersabhéngige Beeinflussung. Bei den alten Ratten zeigte sich besonders fur die basale
Expression der PBS-Kontrollgruppe eine gesteigerte Expression von mirl46a im Vergleich zu
den jungen Tieren.
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Abbildung 28: Altersbedingte Veranderung der Expression von inflammatorischen
Markern in Hypothalamus und Leber

Induktion der mRNA-Expression von Enzymen der PG-Synthese im Hypothalamus (A-B)
und in der Leber (E-F), INOS (induzierbare NO Synthase, C) und mirld6a (D) im
Hypothalamus 24 h nach Injektion mit LPS (100 ug/kg) oder PBS von alten und jungen
Ratten. * Haupteffekt des Alterns, # Haupteffekt der LPS-Behandlung / Vergleich LPS mit
korrespondierender PBS-Kontrollgruppe (post-hoc). ##,** P < 0.01; ###,*** P < 0.001.
Zahlen ber den Saulen geben bei Abweichungen die Anzahl amplifizierter Proben innerhalb
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der Gesamtprobenzahl an. mPGES, mikrosomale Prostaglandin E Synthase; COX,
Zyklooxygenase; mir, microRNA.

Marker flr oxidativen Stress

In friheren Studien konnte ein Zusammenhang zwischen erhéhtem oxidativen Stress und
einer gesteigerten Entziindung im Altern festgestellt werden (Jenny 2012; Salminen et al.
2012). Deswegen wurden in der vorliegenden Studie ebenfalls verschiedene Marker flr
oxidativen Stress in dieser Fragestellung naher analysiert. Als wichtige Regulatoren der
mitochondrialen Biogenese wurden ,,peroxisome proliferator-activated receptor y coactivatore
1 a (PGC-1a) und die nachgeschalteten Zielgene ,,nuclear respiratory factor 1 (NRF1) und
,mitochondrial transcription factor* A (TFAM) auf LPS-induzierte und altersbedingte
Veréanderungen untersucht (Abbildung 29).

Bei den untersuchten Geweben zeigte sich ein altersbedingter Anstieg der hypothalamischen
MRNA-Expression von NRF1 und TFAM, wahrend in der Leber das Altern zu einer
Erniedrigung der NRF1 Expression fuhrte. Ein Haupteffekt der LPS-Behandlung konnte
lediglich fir NRF1 im Hypothalamus nachgewiesen werden, wobei hier alle Gruppen
unabhéngig vom Alter eine Erniedrigung der NRF1 Expression durch LPS aufwiesen. In der
Leber stellte sich in post-hoc Tests heraus, dass LPS-Stimulation nur bei den alten Ratten zu
einer Erniedrigung der PGC-1a Level fihrte.
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Abbildung 29: Altersbedingte Veranderung der Expression von oxidativen
Stressmarkern in Hypothalamus und Leber

Induktion der mMRNA-Expression von oxidativen Stressmarkern im Hypothalamus (A-C) und
in der Leber (D-F) 24 h nach Injektion mit LPS (100 ug/kg) oder PBS von alten und jungen
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Ratten. * Haupteffekt des Alterns, # Haupteffekt der LPS-Behandlung / Vergleich LPS mit
korrespondierender PBS-Kontrollgruppen (post-hoc). #* P < 0.05; ## P < 0.01; *** P <
0.001. PGC-1la, ,,peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1 a“; NRFI,
,nuclear respiratory factor 1«“; TFAM, ,,mitochondrial transcription factor A*.

1.4 Altersbedingte Veranderungen der Immunreaktivitat
inflammatorischer Transkriptionsfaktoren

Die Analyse der physiologischen Parameter offenbarte eine altersbedingte Verstarkung des
,,sickness behaviours® mit einem noch anhaltenden Fieber der alten Ratten 24 h nach LPS-
Injektion. Mittels indirekter Immunfluoreszenz wurde untersucht, ob sich diese
altersassoziierte Verstarkung der Entziindungsreaktion in einer gesteigerten Aktivierung
inflammatorischer Transkriptionsfaktoren im Hypothalamus wiederspiegelt. Bei jungen
Ratten haben bisherige Studien gezeigt, dass die hier angewendete LPS-Dosis zu einem
Aktivierungsmaximum von NF-IL6 bei 8 Stunden (Damm et al. 2011), STAT3 bei 2 — 4
Stunden (Harré et al. 2002) und NFxB bei 1 — 3 Stunden (Nadjar et al. 2003) fuhrt. Aufgrund
dieser Vorarbeiten wurde sich in dieser Studie zur Untersuchung von Gehirnen 24 h nach
Stimulation vor allem auf den zu einem spateren Zeitpunkt noch aktivierten
Transkriptionsfaktor NF-1L6 konzentriert.

NF-1L6

Die Aktivierung von NF-IL6 wurde in Kombination mit einer Endothelzellenfarbung (von
Willebrand Faktor) in verschiedenen circumventrikuldren Organen des Hypothalamus
(OVLT, SFO, PVN, ME) und des Kleinhirns (AP) immunhistochemisch untersucht und durch
semiquantitative Beurteilung der Signaldichte (- bis +++) zusétzlich analysiert (Tabelle 16).
Zu dem 24 h Zeitpunkt konnten im OVLT, PVN, SFO und der AP keine oder nur noch
vereinzelte nukledre NF-IL6 Signale in den LPS-stimulierten Tieren festgestellt werden,
wobei kein Unterschied zwischen den beiden Altersgruppen festzustellen war (Abbildung 30;
Abbildung 31, C-D). Bei der Analyse der Median eminence (ME) konnte jedoch eine
gesteigerte NF-1L6-Aktivierung bei den alten Ratten (++) im Vergleich zu den jungen Tieren
(+) nach LPS-Stimulus aufgezeigt werden (Abbildung 31, G-H). Die PBS-injizierten
Kontrollen beider Altersgruppen wiesen kaum NF-IL6-Signale auf.

nuclear NF-1L6 immunoreactivity

PBS young LPS young PBS old LPS old
OVLT - (19 + (18) - ) + (1,67)
SFO - @ - (@ - (D) - (D)
PVN - (1,25) +  (2,4) - (1,17) +  (2,2)
ME - (1,9 + (2,8) - (14 ++ (4)
AP - (D) + (2 - (D) +  (1,67)

Tabelle 16: Semiquantitative Analyse der nukledren NF-IL6 I.R. in verschiedenen
Hirnarealen nach LPS/PBS Injektion junger und alter Ratten

- (1) = keine Signale, + (2) = vereinzelte Signale, + (3) = niedrige Dichte, ++ (4) = mittlere
Dichte, +++ (5) = hohe Dichte. Auswertung 3-6 Tiere pro Gruppe, 2 Schnitte pro Tier
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OVLT

SFO

Abbildung 30: NF-IL6 Immunreaktivitat in den circumventrikuldren Organen 24 h
nach i.p. Injektion von LPS (100 pg/kg) oder PBS von jungen und alten Ratten.

Die schematischen Darstellungen am linken Seitenrand dienen der Verdeutlichung der
anatomischen Lage der jeweiligen Strukturen, blaue Kastchen weisen auf den in
Ubersichtsaufnahmen gezeigten Abschnitt hin. GroRbuchstaben markieren
Ubersichtsaufnahmen, Kleinbuchstaben markieren Detailaufnahmen.

NF-IL6 Signale sind durch Uberlagerung mit dem Zellkernsignal (DAPI, blau) pink
dargestellt. Der Zellmarker fiir Endothelzellen (von Willebrand Faktor) ist griin dargestellt.
Altersbedingte Lipofuszin-Ansammlungen sind als rote, nicht nukledre Artefakte zu erkennen
(hier nicht mit Autofluorescence Eliminator Reagent® behandelt). Gefullte Pfeile verweisen
auf nukledare NF-1L6 Signale, offene Pfeile auf Lipofuszin-Artefakte.

GroRenmarker in A entspricht 100 um und gilt in allen Ubersichtsaufnahmen, GroRenmarker
in a entspricht 10 um und gilt in allen Detailaufnahmen. OVLT: Organum vasculosum
laminae terminalis, SFO: Organum subfornicale, AP: Area postrema.
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PVN

Abbildung 31: : NF-1L6 Immunreaktivitat in den circumventrikuldren Organen 24 h
nach i.p. Injektion von LPS (100 pg/kg) oder PBS von jungen und alten Ratten.

Die schematischen Darstellungen am linken Seitenrand dienen der Verdeutlichung der
anatomischen Lage der jeweiligen Strukturen, blaue Ké&stchen weisen auf den in
Ubersichtsaufnahmen gezeigten Abschnitt hin. GroRbuchstaben markieren
Ubersichtsaufnahmen, Kleinbuchstaben markieren Detailaufnahmen.

NF-IL6 Signale sind durch Uberlagerung mit dem Zellkernsignal (DAPI, blau) pink
dargestellt. Der Zellmarker fiir Endothelzellen (von Willebrand Faktor) ist griin dargestellt.
Geflllte Pfeile verweisen auf nukledre NF-IL6 Signale. GroRenmarker in A entspricht 100
um und gilt in allen Ubersichtsaufnahmen, GréRenmarker in a entspricht 10 pm und gilt in
allen Detailaufnahmen. PVN: Nucleus paraventricularis, ME: Median eminence.
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Phospho-STAT3

Eine Aktivierung der phosphorylierten Form des Transkriptionsfaktors STAT3 (pSTAT3)
wurde exemplarisch in wenigen Tieren aus jeder Gruppe immunhistochemisch fiir die Gebiete
OVLT, SFO und PVN analysiert, da auf Grund des spaten Perfusionszeitpunktes eine hohe
Signaldichte unwahrscheinlich erschien. In keiner der Behandlungsgruppen wurden pSTAT3-
Signale gefunden, weswegen auf eine weitere immunhistochemische Aufarbeitung und
semiquantitative Analyse dieses Transkriptionsfaktors verzichtet werden konnte (Abbildung
32).

OVLT

SFO
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Abbildung 32: phospho-STAT3 Immunreaktivitat in den circumventrikularen Organen
24 h nach i.p. Injektion von LPS (100 pg/kg) oder PBS von jungen und alten Ratten.

Die schematischen Darstellungen am linken Seitenrand dienen der Verdeutlichung der
anatomischen Lage der jeweiligen Strukturen, blaue Kastchen weisen auf den in
Ubersichtsaufnahmen gezeigten Abschnitt hin. GroRbuchstaben markieren
Ubersichtsaufnahmen. P-STAT3 Signale sind durch Uberlagerung mit dem Zellkernsignal
(DAPI, blau) pink dargestellt. Der Zellmarker fur Endothelzellen (von Willebrand Faktor) ist
grin dargestellt. Altersbedingte Lipofuszin-Ansammlungen sind als rote, nicht nukledre
Artefakte zu erkennen (hier nicht mit Autofluorescence Eliminator Reagent® behandelt).
GroBenmarker in A entspricht 100 pm und gilt in allen Ubersichtsaufnahmen. OVLT:
Organum vasculosum laminae terminalis, SFO: Organum subfornicale, PVN: Nucleus
paraventricularis.
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1.5 Altersabhangige Unterschiede von zirkulierenden Zytokinen und
inflammatorischen Markern zum Zeitpunkt 4 h nach LPS-Injektion

Wahrend sich der Zeitpunkt 24 h nach LPS-Stimulation fur die Untersuchung der
physiologischen Verdnderungen, um die gesamten Auswirkungen der Fieberantwort zu
verfolgen, gut eignete, erwies er sich fur verschiedene molekularbiologische Untersuchungen
sowie fur die Analyse der Plasmazytokine als weniger glinstig, da verschiedene
inflammatorische Marker zu einem friiheren Zeitpunkt induziert werden und eine Aktivierung
bzw. Konzentrationserhéhung nach 24 h teilweise nicht mehr nachzuvollziehen ist. Aus
diesem Grund wurde eine kleine Gruppe junger und alter Ratten (n = 3) zu einem friiheren
Zeitpunkt von 4 h nach LPS-Injektion perfundiert. Die Ergebnisse wurden mittels
parametrischen T-Tests analysiert.

1.5.1 Konzentration pro- und antiinflammatorischer Zytokine im Blutplasma

Es wurden die wichtigsten pro- (IL-6, TNFa) und antiinflammatorischen (IL-10, IL-1ra)
Zytokine sowie zytokindhnlichen Hormone (Leptin) im Blutplasma junger und alter Ratten 4
h nach LPS-Stimulation (100 pg/kg) untersucht. Sowohl fiir IL-6, Leptin, IL-10 und IL-1ra
zeigte sich eine deutliche Tendenz, dass die alten Ratten eine erhdhte Konzentration dieser
Zytokine aufweisen, welche jedoch aufgrund der kleinen GruppengréfRen nicht statistisch
belegt werden konnte (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Einfluss des Alterns auf zirkulierende Zytokine 4h nach LPS-Stimulus
Konzentration von IL-6 (A), TNFa (B), Leptin (C), IL-10 (D) und IL-1ra (E) im Blutplasma
von alten und jungen Ratten 4 h nach Injektion von LPS (100 pg/kg). Zahlen tber den Balken
geben die jeweilige Tierzahl an.
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1.5.2 Expressionsmuster inflammatorischer Marker auf mRNA-Ebene

Auf mRNA-Ebene wurden die vorher beschriebenen Transkriptionsfaktoren sowie die
Enzyme der Prostaglandinsynthese und mirl46a in Hypothalamus und Leber 4 h nach LPS-
Stimulation untersucht (Abbildung 34).

SOCS3 und NF-IL6 zeigten im Hypothalamus die Tendenz einer altersbedingten Erhéhung
der Expression nach LPS-Stimulation, welche jedoch nur fur NF-IL6 signifikant war. In der
Leber wies SOCS3 eine Tendenz zur erhohten mRNA-Induktion im Alter auf, wéhrend NF-
IL6 eher leicht erniedrigt war.

Die COX2- und mPGES-Expression war bei den alten Ratten in der Leber tendenziell
erniedrigt, wahrend im Hypothalamus nur COX2 eine leichte Abnahme der Induktion im
Alter aufwies. Statistisch ergaben sich hier jedoch keine signifikanten altersbedingten
Veréanderungen.

Mirl46a wies 4h nach LPS-Gabe keine altersbedingten Veranderungen auf.
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Abbildung 34: Altersbedingte Veranderungen der mRNA-Expression
inflammatorischer Marker 4 h nach LPS-Stimulus

Induktion der Expression inflammatorischer Marker in Hypothalamus (A-E) und Leber (F-G)
4 h nach Stimulation mit LPS (100 pg/kg) von jungen und alten Ratten.
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* Vergleich alt mit jung. * P < 0,05. 1kBa, ,,inhibitor of kappa B a*; SOCSS3, ,,suppressor of
cytokine signaling 3”; NF-IL6, ,,nuclear factor interleukin 6”; mPGES, mikrosomale
Prostaglandin E Synthase; COX2, Zyklooxygenase 2; mirl46a, microRNA 146a.

1.5.3 Expressionsmuster inflammatorischer Marker auf Proteinebene mittels
Immunhistochemie

NF-1L6 und COX2

Die Aktivierung von NF-IL6 wurde in Kombination mit einer COX2-Farbung im OVLT
immunhistochemisch untersucht und semiquantitativ ausgewertet (Abbildung 35).

Sowohl die jungen als auch die alten Ratten zeigten 4 h nach LPS-Stimulation eine hohe
Dichte an NF-IL6 Signalen und eine moderate Dichte an COX2-markierten Zellen im OVLT
und in gefalartigen Strukturen im cerebralen Cortex. Die perinukledren COX2-Signale waren
in den meisten Fallen mit nukledren NF-IL6 Signalen kolokalisiert. Ein deutlicher
Unterschied zwischen alten und jungen Ratten in der NF-IL6 oder COX2 Immunreaktivitat
konnte nicht festgestellt werden (Tabelle 17).

Abbildung 35: NF-1L6 und COX2 Immunreaktivitat im OVLT und Cortex 4 h nach i.p.
Injektion von LPS (100 pg/kg) von jungen und alten Ratten.

GroRbuchstaben markieren Ubersichtsaufnahmen, Kleinbuchstaben markieren
Detailaufnahmen. NF-1L6 Signale sind durch Uberlagerung mit dem Zellkernmarker (DAPI,
blau) pink dargestellt, perinukledre COX2 Signale sind grin markiert. Gefullte Pfeile
verweisen auf nukledre NF-1L6 Signale in mit COX2 markierten Zellen.

GroRenmarker in A entspricht 100 um und gilt in allen Ubersichtsaufnahmen, GroRenmarker
in a entspricht 10 um und gilt in allen Detailaufnahmen. OVLT: Organum vasculosum
laminae terminalis.
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Phospho-STAT3

Die Aktivitat der phosphorylierten Form des STAT3-Transkripionsfaktors wurde in
Kombination mit einer Endothelzellenfarbung (von Willebrand Faktor) ebenfalls im OVLT
der jungen und alten LPS-injizierten Ratten beurteilt (Abbildung 36).

Beide Altersgruppen wiesen eine moderate bis hohe Dichte an nukledren STAT3-Signalen im
OVLT und in gefaBartigen Strukturen im cerebralen Cortex auf, welche zum Teil mit
Endothelzellen kolokalisiert waren. Ein deutlicher Unterschied in der pSTAT3-
Immunreaktivitat zwischen jungen und alten Ratten wurde nicht verzeichnet (Tabelle 17).

Abbildung 36: Phospho-STAT3 Immunreaktivitat im OVLT und Cortex 4 h nach i.p.
Injektion von LPS (100 pg/kg) von jungen und alten Ratten.

Grol3buchstaben markieren Ubersichtsaufnahmen, Kleinbuchstaben markieren
Detailaufnahmen. pSTATS3 Signale sind durch Uberlagerung mit dem Zellkernmarker (DAPI,
blau) pink dargestellt, der Zellmarker fiir Endothelzellen (von Willebrand Faktor) ist griin
dargestellt. Gefiillte Pfeile verweisen auf nukledre pSTAT3 Signale in Endothelzellen hin.
GroRenmarker in A entspricht 100 um und gilt in allen Ubersichtsaufnahmen, GroRenmarker
in a entspricht 10 pum und gilt in allen Detailaufnahmen. OVLT: Organum vasculosum
laminae terminalis.
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LPS 4 h young LPS 4 hold
nuclear NF-1L6 immunoreactivity
OVLT +++ (5) +++ (4,5)
COX2 immunoreactivity
OVLT ++ (4) ++ (4)
nuclear phospho-STAT3 immunoreactivity
OVLT ++ (4,33) ++ (4)

Tabelle 17: Semiquantitative Analyse der nukledren NF-IL6 I.R., COX2 I.R. und
nuklearen phospho-STAT3 I.R. im OVLT nach i.p. Injektion junger und alter Ratten

- (1) = keine Signale, + (2) = vereinzelte Signale, + (3) = niedrige Dichte, ++ (4) = mittlere
Dichte, +++ (5) = hohe Dichte. Auswertung 2-3 Tiere pro Gruppe, 2 Schnitte pro Tier

120



Ergebnisse

2. Der Einfluss erhohter Leptin-Werte und altersassoziierter
Adipositas auf die LPS-bedingte Entzindungsreaktion

In der vorhergehenden Studie konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass LPS-
Stimulation bei alten Ratten zur Freisetzung erhdhter Leptin-Konzentrationen im Blutplasma
im Vergleich zu jungen Ratten fuhrt. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen war das Ziel der
anschlieBenden Studie, den Einfluss dieser erhdhten Leptin-Gehalte nach LPS-Injektion im
Hinblick auf die altersbedingten Verdnderungen der Fieberantwort, insbesondere das
verstarkte ,,sickness behaviour®, ndher zu untersuchen. Um die Auswirkung von Leptin
genauer zu charakterisieren, wurden alte und junge Ratten mit Leptin Antiserum (LAS, 1
ml/kg) oder, als Kontrolle, mit ,,Normal Sheep Serum* (NSS, gleiches VVolumen) injiziert und
gleichzeitig mit LPS (100 pg/kg) stimuliert. Um Kontrollwerte fiir die physiologischen
Parameter zu erhalten, wurden die gleichen Tiere am Tag vorher mit LAS/NSS und PBS
behandelt (Tabelle 18).

Die erhobenen Vitalparameter wurden fiir jede Altersgruppe separat mittels two-way
ANOVA auf die Haupteffekte ,,LAS-Vorbehandlung™ (LAS vs NSS) und ,,LPS-Behandlung*
(LPS vs PBS) analysiert. Bei signifikanter Interaktion zwischen den beiden Parametern wurde
zusétzlich ein Bonferroni post-hoc Test (innerhalb der jeweiligen Altersgruppe) durchgefiihrt.
Die Zytokinplasmawerte und PCR-Untersuchungen wurden auf Grund der fehlenden PBS-
Gruppen mittel two-way ANOVA auf die Haupteffekte ,,Alter (jung vs alt) und ,,LAS-
Behandlung® (LAS vs NSS) untersucht. Bei signifikanter Interaktion zwischen den beiden
Parametern wurde zusétzlich ein Bonferroni post-hoc Test durchgefihrt.

applizierte Zeitpunkt .
el Substanzen Perfusion VlEmzEl.
Inflammation 2 Monate NSS (1 ml/kg) + 24h 5
Ldésungsmittel 24 Monate LPS (100 pg/kg) 5
Inflammation 2 Monate LAS (1 ml/kg) +24h 5
Antiserum 24 Monate LPS (100 pg/kg) 6

Tabelle 18: Versuchsgruppen Studie ,,Leptin Antiserum*

Ubersicht Gber die fur die Studie ,Leptin Antiserum* gebildeten Versuchsgruppen, die
applizierten Substanzen, den Perfusionszeitpunkt und die jeweils verwendete Anzahl an
Tieren.
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2.1 Die Auswirkung von Leptin Antiserum auf physiologische Parameter
des ,,sickness behaviours*

Die Ratten wurden an Zeitpunkt t = 0 mit LAS oder NSS und gleichzeitig mit LPS oder PBS
(Vortag) intraperitoneal injiziert und die Temperaturdaten tiber 24 h aufgezeichnet.

Die jungen mit NSS behandelten Ratten zeigten nach LPS-Injektion eine deutliche
Fieberentwicklung von Zeitpunkt 2,5 h bis 9 h mit einem Maximum von 1,81 °C bei 6,5 h,
sowie eine leichte Temperaturerhdhung von 20,5 h bis 22,5 h (Abbildung 39). Bei den mit
LAS behandelten jungen Ratten flihrte die LPS-Stimulation zu einem Fieberanstieg zwischen
Zeitpunkt 2,5 h und 7,25 h mit einem Maximum von 1,36 °C bei 5,25 h und einer ebenfalls
leichten Temperaturerh6hung nach der Nachtphase zwischen 20,25 h und 23 h.

Im direkten Vergleich der beiden LPS-Kurven (NSS-LPS vs LAS-LPS) der jungen Ratten
konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, obwohl die NSS-LPS behandelten
Ratten einen héheren Temperaturanstieg aufwiesen, vor allem zwischen Zeitpunkt 4 h und 8 h
nach Injektion (Abbildung 38, A).

Dieser Unterschied konnte durch die Berechnung des Fieberindex (Fldche unterhalb der
Temperaturkurve) fir den Zeitraum des Vorhandenseins der Fieberreaktion (O — 8 h) noch
deutlicher gezeigt werden (Abbildung 41, A). Es wurde ein Haupteffekt der LPS-Behandlung,
jedoch nicht der LAS-Behandlung fiir diesen Zeitraum statistisch nachgewiesen. Die
Durchfiihrung zusatzlicher post-hoc Tests nach positiver Interaktion konnte jedoch belegen,
dass LPS bei den NSS-vorbehandelten Ratten zu einem signifikant deutlicheren Anstieg des
Fieberindex fihrt als bei den mit LAS-vorbehandelten Ratten.

Bei den alten mit NSS behandelten Ratten fuhrte die LPS-Injektion zu einer Fieberreaktion
zwischen 5 h und 11 h und nach Ende der Nachtphase von 20 h bis zum Ende der
Aufzeichnungen (Abbildung 40). Das Temperaturmaximum lag bei 1,62 °C bei 8,5 h. Eine
Behandlung mit LAS und LPS vermittelte einen Anstieg der Korperkerntemperatur zwischen
4,5 h und 10 h nach Injektion (Temperaturmaximum 1,59 °C bei 8 h) und von Zeitpunkt
21,75 h bis zum Ende des Experimentes.

Beim direkten Vergleich der beiden LPS-Temperaturverldufe wurde ein hemmender Effekt
des Antiserums in der spéaten Fieberphase festgestellt (Zeitpunkt 13,75 h bis 18 h) (Abbildung
38, B).

Die Berechnung des Fieberindex tber den Gesamtzeitraum der Fieberreaktion (0 - 24 h)
bestatigte diese Beobachtung (Abbildung 41, B). Hier zeigte sich ein signifikanter
Haupteffekt der LAS-Behandlung, welcher zu einer Erniedrigung des Fieberindex tber 24 h
fuhrte.

Die mit PBS behandelten Kontrollgruppen zeigten im Anschluss an die Injektionen keine
relevanten Abweichungen vom normalen circadianen Temperaturverlauf (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Einfluss von Leptin Antiserum auf die Kérperkerntemperatur nach PBS-

Injektion

Verlauf der intraabdominal gemessenen Korpertemperatur nach Injektion mit PBS

gleichzeitig mit LAS (1 ml/kg) oder NSS uber 24 h bei jungen (A) oder alten (B) Ratten im

Vergleich. Der Zeitpunkt der i.p. Injektion wurde mit einem Pfeil markiert, die Nachtphase

wurde mit einem grauen Balken gekennzeichnet. * P < 0.05.
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Abbildung 38 : Einfluss von Leptin Antiserum auf die Kérperkerntemperatur nach

LPS-Injektion

Verlauf der intraabdominal gemessenen Korpertemperatur nach Injektion mit LPS (100

pa/kg) gleichzeitig mit LAS (1 ml/kg) oder NSS Uber 24 h bei jungen (A) oder alten (B)

Ratten im Vergleich. Der Zeitpunkt der i.p. Injektion wurde mit einem Pfeil markiert, die
Nachtphase wurde mit einem grauen Balken gekennzeichnet. * P < 0.05.
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Abbildung 39: Einfluss von Leptin Antiserum auf die Kérperkerntemperatur bei jungen

Ratten

Verlauf der intraabdominal gemessenen Korpertemperatur nach Injektion mit LPS (100

pa/kg) oder PBS gleichzeitig mit LAS (1 ml/kg) (B) oder NSS (A) tber 24 h bei jungen

Ratten im Vergleich. Der Zeitpunkt der i.p. Injektion wurde mit einem Pfeil markiert, die
Nachtphase wurde mit einem grauen Balken gekennzeichnet. * P < 0.05.
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Abbildung 40: Einfluss von Leptin Antiserum auf die Korperkerntemperatur von alten

Ratten

Verlauf der intraabdominal gemessenen Korpertemperatur nach Injektion mit LPS (100

pa/kg) oder PBS gleichzeitig mit LAS (1 ml/kg) (B) oder NSS (A) iber 24 h bei alten Ratten

im Vergleich. Der Zeitpunkt der i.p. Injektion wurde mit einem Pfeil markiert, die Nachtphase

wurde mit einem grauen Balken gekennzeichnet. * P < 0.05.
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Abbildung 41: Fieberindex Gber den jeweiligen Fieberabschnitt bei jungen und alten
Ratten

Fieberindex gemessen tber den Zeitraum 0 — 8 h nach Injektion bei jungen Ratten und 0 — 24
h bei alten Ratten. $ Haupteffekt der LAS-Behandlung; # Haupteffekt der LPS-Behandlung /
Vergleich LPS mit korrespondierender PBS-Gruppe (post-hoc). #,$ P < 0.05; ### P < 0.01.

Die motorische Aktivitat wurde kumulativ fir 24 h nach Injektion analysiert. Es konnte
jedoch weder ein Effekt der LPS-Behandlung noch der LAS-Behandlung statistisch
nachgewiesen werden (Abbildung 42, A-B).

Obwohl die LPS-induzierte Anorexie (Abbildung 42, D-E) der jungen Ratten nach LAS-
Behandlung weniger ausgepragt war (LAS-PBS vs. LAS-LPS: 20,44 + 0,98 g vs. 15,10
2,25 g) verglichen mit der NSS-LPS behandelten Gruppe (NSS-PBS vs. NSS-LPS: 23,26 +
1,81 g vs. 11,94 + 0,96 g), konnte statistisch ein signifikanter Effekt der LAS-Behandlung nur
fiir die alten Ratten gezeigt werden (LAS-PBS vs. LAS-LPS: 21.01 +£0.71 g vs. 9.86 £ 2.28 g
and NSS-PBS vs. NSS-LPS: 17.71 + 2.03 g vs. 4.81 £ 2.01 g). Durch Berechnung der
prozentualen Futteraufnahmedifferenz im Vergleich zum Vortag konnte allerdings nach
Durchfiihrung von post-hoc Tests auf Grund einer signifikanten Interaktion gezeigt werden,
dass die LAS-Vorbehandlung die LPS-induzierte Anorexie bei den jungen Ratten (Abnahme
der Futteraufnahme um 26,91 + 8,39 %) gegenliber der NSS-vorbehandelten Kontrollgruppe
abgeschwacht hatte, welche eine um 47,27 + 5,53 % reduzierte Futteraufnahme aufwiesen.
Bei den alten Ratten erreichte die Abschwachung der Anorexie durch LAS (Ruckgang der
Futteraufnahme um 52,16 + 11,67 % in LAS-vorbehandelten alten Ratten vs 73,26 + 9,97 %
in NSS-vorbehandelten Ratten) keine Signifikanz (Tabelle 19).

Wenngleich die LPS-Injektion in allen Gruppen zu einem Gewichtsverlust fuhrte (Abbildung
42, F-G), wurde dieser in den jungen Ratten durch die LAS-Vorbehandlung signifikant
abgemindert. So zeigten die jungen LAS-behandelten Ratten lediglich eine geringfiigige
Abnahme von -1,98 + 3,88 g verglichen mit den NSS-behandelten Ratten (-11,26 + 1,76 g). In
den alten Ratten konnte kein statistisch signifikanter Effekt des Leptin Antiserums auf den
LPS-bedingten Gewichtsverlust festgestellt werden (LAS-LPS vs NSS-LPS: -10,9 + 4,89 ¢
vs. -15,74 + 4,66 g) (Tabelle 19).
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Ein Einfluss des Leptin Antiserums auf die Wasseraufnahme wurde nicht festgestellt

(Abbildung 42, C) (Tabelle 19).
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Abbildung 42: Einfluss von Leptin Antiserum auf Parameter des ,,sickness behaviours*

Zeitlicher Verlauf der Aktivitat (A), kumulative motorische Aktivitat (B), Wasseraufnahme
(C), Futteraufnahme in Gramm (D) oder prozentuale Differenz der Futteraufnahme zum
Vortag (E), Gewichtsdifferenz in Gramm (F) bzw. Prozent (G) 24 h nach LPS- (100 pg/kg)
oder PBS-Stimulation gleichzeitig mit LAS- (1 ml/kg) oder NSS-Injektion von jungen und
alten Ratten. $ Haupteffekt der LAS-Vorbehandlung; # Haupteffekt der LPS-Behandlung /
Vergleich LPS mit korrespondierender PBS-Gruppe (post-hoc). #,$ P < 0.05; ##,$$ P < 0.01;

4444 P < 0.00L,
Junge Ratten
NSS-PBS | NSS-LPS | LAS-PBS | LAS-LPS
Motorische AKUIVIAL | g4+ 1118 | 33748451 | 4088+860,6 | 2764 7751
(,,counts*)
Wasser?5f”ahme 488+386 | 3052+332 | 4628+6,39 | 37,2+395
F”“era(‘;‘;”ahme 2326+1,81 | 11,94+096 | 20,44+098 | 151226
F”ttera“f”?%‘ed'fferenz 511+314 | -47,27+553 | -399+531 | -26,91+839
GeW'Cht(;‘;'ffere”Z 3884056 | -1126+176 | 858+115 | -1,98+3:88
GeW'Ch(t;‘)’)'ffere”Z 1344018 | -38+053 | 346+045 | -081+147
Alte Ratten
NSS-PBS | NSS-LPS | LAS-PBS | LAS-LPS
Motorische AKUIVIAL | 31154 9241 | 1721+ 669,2 | 3791+5436 | 2564 4269
(,,counts®)
Wasser?;)f”ahme 3374+498 | 2458+92 | 4913+56 381+8
F”“e“"z‘;‘;”ahme 1771+203 | 481+201 | 2102£071 | 9,86+ 2,29
F”“era“f”?&r;‘ed'fferenz 759+503 | -73.26+997 | 666+548 | -52,16 + 11,67
GeW'Cht(Z‘;'ffere”Z 08+099 | -1574+466 | -028+1,16 | -109+4,89
GeW'Ch(tjf)'ffere”Z 012+014 | -231£072 | -004£015 | -137+052

Tabelle 19: Einfluss von Leptin Antiserum auf Parameter des ,,sickness behaviours*
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2.2 Einfluss von Leptin Antiserum auf zirkulierende Zytokine

Ausgehend von den telemetrisch gewonnenen physiologischen Daten sollte in dem ndchsten
Schritt untersucht werden, in welchem AusmaR die Unterdriickung endogener Leptin-Level
durch das Leptin Antiserum eine Auswirkung auf zirkulierende Entziindungsmediatoren hatte.
Hierzu wurden pro- (IL-6, TNFa) und antiinflammatorische (IL-10, IL-1ra) Zytokine und
zytokin-&hnliche Hormone (Leptin) im Blutplasma gemessen (Abbildung 43) (Tabelle 20).
Behandlung mit Leptin Antiserum beeinflusste die Plasmakonzentrationen von Leptin und IL-
1ra, hatte jedoch keinen Effekt auf die Level von IL-6 und IL-10. Eine signifikante
Interaktion der zu untersuchenden Haupteffekte Altern und LAS-Behandlung flr Leptin und
IL-1ra demonstrierte in nachfolgenden post-hoc Tests, dass die Wirkung des Leptin
Antiserums auf die Zytokinwerte der alten Ratten beschrankt war. LAS-Behandlung fiihrte
bei den alten Tieren zu einer Erh6hung der Leptinkonzentrationen im Plasma, wéhrend die
altersassoziierte Hochregulation der IL-1ra-Level durch LAS abgesenkt wurde. Des Weiteren
konnte die altersbedingte Erhéhung der Blutplasmalevel von IL-6, IL-1ra und Leptin hier
noch einmal bestétigt werden.

Sowohl IL-10 als auch TNFa (Daten nicht gezeigt) konnten zu diesem Zeitpunkt in keiner der
Plasmaproben nachgewiesen werden.
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Abbildung 43: Einfluss von Leptin Antiserum auf zirkulierende Zytokine
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Konzentration von IL-6 (A), Leptin (B), IL-10 (C) und IL-1ra (D) im Blutplasma von jungen
und alten Ratten 24 h nach Stimulation mit LPS (100 pg/kg) gleichzeitig mit LAS- (1 ml/kg)
oder NSS-Injektion. Zahlen Gber den Balken geben die jeweilige Tierzahl an. Gestrichelte
graue Linie = Detektionslimit. * Haupteffekt des Alterns, $ Haupteffekt der LAS-Behandlung
/ Vergleich LAS-LPS mit NSS-LPS-Gruppe (post-hoc). * P < 0.05; **,$$ P < 0.01; *** $$$

P <0.001.
NSS-LPS jung | LAS-LPS jung NSS-LPS alt LAS-LPS alt
IL-6 140,6 + 31,78 150,3 + 6,58 314,8 £ 49,98 364 + 74,45
(1.U. /ml)
Leptin 3,52+0,48 5,51 +2,83 24,78 £ 4,11 82,99+ 21,67
(ng/ml)
IL-10
19,53 (D.L. 19,53 (D.L. 19,53 (D.L. 19,53 (D.L.
(og/m) (O.L) (O.L) (O.L) (O.L)
IL-1ra 142,4 + 49,74 116,6 + 49,17 463,7 £ 108,4 88,75 + 24,75
(pg/ml)

Tabelle 20: Einfluss von Leptin Antiserum auf zirkulierende Zytokine

D.L. = Detektionslimit.
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2.3 Effekte von Leptin Antiserum auf die mMRNA-Expression
inflammatorischer Marker

Um den Einfluss des Leptin Antiserums auf Signalwege der LPS-bedingten
Entzlindungsreaktion genauer zu analysieren, wurde eine Auswahl der bereits fur die Studie
,Altern™ (Studie 1, Kapitel Nr. 1.3) beschriebenen inflammatorischen Marker analysiert.
Auch hier wurde die zentrale (Hypothalamus) und die periphere (Leber) Ebene berticksichtigt.

Die Transkriptionsfaktoren, bzw. deren negative Regulatoren SOCS3, IkBa und NF-IL6
wurden auf Verdnderungen ihrer mRNA-Induktion durch Leptin Antiserum untersucht
(Abbildung 44, A-C und Abbildung 45, A-C).

Im Hypothalamus zeigte sich eine altersbedingte Erhohung der mMRNA-Expression von IkBa,
SOCS3 und NF-IL6. In der Leber wurde NF-IL6 durch das Altern runterreguliert, wahrend
die anderen Transkriptionsfaktoren unveréndert blieben. Die LAS-Behandlung zeigte zu
diesem Zeitpunkt einen signifikanten Effekt lediglich fir die IkBa Expression im
Hypothalamus, welche hierdurch leicht erhoht wurde. Des Weiteren gab es eine Tendenz fur
eine Steigerung der hypothalamischen SOCS3 mRNA-Expression in den alten, LAS-LPS-
behandelten Tieren, welche jedoch keine statistische Signifikanz erreichte.

Die proinflammatorischen Zytokine IL-6 (nur Hypothalamus) und IL-1p (Hypothalamus und
Leber, Abbildung 44, D und G und Abbildung 45, D) wiesen zu diesem Zeitpunkt keine
signifikante Expressionsédnderung durch LAS-Behandlung auf. Lediglich in der Leber der
alten Ratten wurde eine Tendenz fur eine Erniedrigung der IL-1B-Expression durch LAS-
Behandlung festgestellt, welche jedoch keine Signifikanz erreichte.

Bei der Untersuchung der Schlisselenzyme der Prostaglandinsynthese (Abbildung 44, E-F
und Abbildung 45, E-F) wurde eine altersbedingte Erniedrigung der COX2-Expression
sowohl im Hypothalamus als auch in der Leber festgestellt. Weitere statistische Analysen
zeigten einen Effekt der LAS-Behandlung auf die hypothalamische COX2-Expression. In
post-hoc Tests stellte sich heraus, dass die LAS-Behandlung zu diesem Zeitpunkt nur in den
jungen Ratten zu einer deutlichen Steigerung der COX2 Expression gefiihrt hat, was auch die
statistisch signifikante altersbedingte Erniedrigung zu erkléren scheint.

Die iINOS-Expression, welche nur im Hypothalamus untersucht wurde (Abbildung 44, H),
zeigte eine altersbedingte Hochregulation der mRNA-Expression, blieb jedoch durch die
LAS-Behandlung unbeeinflusst.

Es wurden aullerdem keine Effekte auf die mirl46a-Expression im Hypothalamus durch
Behandlung mit Leptin Antiserum nachgewiesen (Abbildung 44, I).
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Abbildung 44: Auswirkung von Leptin Antiserum auf die mMRNA-Expression
inflammatorischer Marker im Hypothalamus

Induktion der mRNA-Expression inflammatorischer Marker im Hypothalamus 24 h nach
Injektion von LPS (100 pg/kg) gleichzeitig mit LAS (1 ml/kg) oder NSS von jungen und alten
Ratten. * Haupteffekt des Alterns, $ Haupteffekt der LAS-Behandlung / Vergleich LAS-LPS
mit korrespondierender NSS-LPS-Gruppe (post-hoc). *,$ P < 0.05; **,$$ P < 0.01. IkBa,
,inhibitor of kappa B a‘; SOCS3, ,,suppressor of cytokine signaling” 3; NF-IL6, ,,nuclear
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factor interleukin 6”; mPGES, mikrosomale Prostaglandin E Synthase; COX2,
Zyklooxygenase 2; iNOS, induzierbare NO Synthase; mirl46a, microRNA 146a.
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Abbildung 45: Auswirkung von Leptin Antiserum auf die mMRNA-Expression
inflammatorischer Marker in der Leber

Induktion der mRNA-Expression inflammatorischer Marker in der Leber 24 h nach Injektion
von LPS (100 pg/kg) gleichzeitig mit LAS (1 ml/kg) oder NSS von jungen und alten Ratten. *
Haupteffekt des Alterns; ** P < 0.01. IxBa, ,,inhibitor of kappa B a;* SOCS3, ,,suppressor of
cytokine signaling 3“; NF-IL6, ,nuclear factor interleukin 6, mPGES, mikrosomale
Prostaglandin E Synthase; COX2, Zyklooxygenase 2.

134



Ergebnisse

2.4 Auswirkung von Leptin Antisesrum auf die Immunreaktivitat
inflammatorischer Transkriptionsfaktoren

NF-1L6

Aufbauend auf den immunhistochemischen Ergebnissen aus der vorhergehenden Studie
wurden als vielversprechendste Regionen der Nucleus paraventricularis (PVN) und die
Median eminence (ME) auf Unterschiede in der NF-IL6-Aktivierung, in Kombination mit
einer Endothelzellenfarbung (von Willebrand Faktor) untersucht und zusétzlich
semiquantitativ ausgewertet. Im PVN wurden nur vereinzelte NF-IL6 Signale beobachtet und
es konnte kein Unterschied zwischen den verschiedenen Behandlungs- und Altersgruppen
festgestellt werden (Abbildung 46, A-D). Bei der Analyse der ME wiesen die alten Ratten
beider Behandlungsgruppen eine erhéhte Anzahl an NF-IL6 Signalen (++) im Vergleich zu
den jungen Ratten (+) auf (Abbildung 46, E-H) (Tabelle 21). Somit konnte eine altersbedingte
Verstarkung der nukledren NF-IL6 Translokation, welche bereits in der Studie ,,Altern*
aufgefallen war, bestatigt werden. Eine unterschiedliche Auspragung der Signalstarke als
Effekt auf die LAS-Behandlung wurde jedoch nicht beobachtet.

nuclear NF-1L6 immunoreactivity

NSS-LPSyoung LAS-LPSyoung NSS-LPSold LAS-LPSold

PVN + (1,6 +  (L6) + 18 =  (183)
ME + @ +  (3,25) (4 ++ (3,6

Tabelle 21: Semiquantitative Analyse der nukledren NF-IL6 I.R. in verschiedenen
Hirnarealen nach i.p. Injektion junger und alter Ratten

- (1) = keine Signale, + (2) = vereinzelte Signale, + (3) = niedrige Dichte, ++ (4) = mittlere
Dichte, +++ (5) = hohe Dichte. Auswertung 4-6 Tiere pro Gruppe, 2 Schnitte pro Tier

Phospho-STAT3

Obwohl eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 zu diesem Zeitpunkt durch die
LPS-Behandlung als unwahrscheinlich erschien, wurde die Aktivitat von pSTAT3 im Nucleus
Arcuatus (ARC) aufgrund der entscheidenden Bedeutung dieser Region fur die
Leptinwirkung immunhistochemisch untersucht und semiquantitativ ausgewertet (Tabelle 22;
Beispielbilder sind hier nicht gezeigt). Es sollte hier vor allem eine potentielle STAT3-
Aktivierung durch erhohte Leptin-Konzentrationen in alten Ratten uberpruft werden. Wie aus
der vorhergehenden Studie in jungen Ratten zu erwarten war, konnten zu diesem Zeitpunkt
keine oder nur sehr vereinzelte nukledre pSTAT3-Signale beobachtet werden. Trotz erhéhter
Plasma Leptin Spiegel in alten Ratten, wurden pSTAT3-Signale nicht vermehrt
nachgewiesen. Es konnte insgesamt kein Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen
festgestellt werden, weswegen auf eine weitergehende Analyse von pSTAT3 in anderen
Regionen des Hypothalamus verzichtet wurde.
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nuclear phospho-STAT3 immunoreactivity

NSS-LPSyoung LAS-LPSyoung  NSS-LPSold LAS-LPSold

ARC ) ) ) )

Tabelle 22: Semiquantitative Analyse der nuklearen phospho-STAT3 I.R. im ARC nach
i.p. Injektion junger und alter Ratten

- (1) = keine Signale, + (2) = vereinzelte Signale, + (3) = niedrige Dichte, ++ (4) = mittlere
Dichte, +++ (5) = hohe Dichte. Auswertung 5-6 Tiere pro Gruppe, 2 Schnitte pro Tier

PVN

Abbildung 46: NF-IL6 Immunreaktivitat in den circumventrikularen Organen 24 h
nach i.p. Injektion von LPS (100 pg/kg) in Kombination mit LAS (1 ml/kg) oder NSS
von jungen und alten Ratten.
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Die schematischen Darstellungen am linken Seitenrand dienen der Verdeutlichung der
anatomischen Lage der jeweiligen Strukturen, blaue Kastchen weisen auf den in
Ubersichtsaufnahmen gezeigten Abschnitt hin. GroRbuchstaben markieren
Ubersichtsaufnahmen, Kleinbuchstaben markieren Detailaufnahmen.

NF-IL6 Signale sind durch Uberlagerung mit dem Zellkernsignal (DAPI, blau) pink
dargestellt. Der Zellmarker fiir Endothelzellen (von Willebrand Faktor) ist griin dargestellt.
Gefillte Pfeile verweisen auf nukledre NF-1L6 Signale. GroRenmarker in A entspricht 100
um und gilt in allen Ubersichtsaufnahmen, GroRenmarker in a entspricht 10 um und gilt in
allen Detailaufnahmen. PVN: Nucleus paraventricularis, ME: Median eminence.

2.5 Altersbedingte Veranderungen der Zytokinfreisetzung durch das
Fettgewebe

Ahnlich wie beim Altern ist auch der Zustand der Adipositas durch ein verstarktes ,,sickness
behaviour® und eine chronische, periphere Entziindung gekennzeichnet, charakterisiert durch
erhdhte Konzentrationen inflammatorischer Entziindungsmediatoren im Blut (Fantuzzi 2005).
Bei adipdsen Individuen wurde ein Einfluss des Fettgewebes als zytokinfreisetzendes Organ
auf die erhohten Gehalte zirkulierender humoraler Mediatoren belegt (Pohl et al. 2009). Da
auch das Altern mit einer altersassoziierten Adipositas einhergeht, sollte im folgenden
Versuchsansatz ein moglicher Beitrag der Zytokinfreisetzung durch das Fettgewebe auf die
im Alter oftmals vorherrschende chronische, periphere Entziindung néher untersucht werden.
Zu diesem Zweck wurde die Freisetzung von IL-6, TNFa und IL-1ra durch Fettgewebe von
jungen und alten Ratten nach 24stiindiger Inkubation mit LPS (100 ng/ml) oder PBS im
Uberstand gemessen. Des Weiteren wurden drei verschiedene Lokalisationen des Fettgewebes
(epididymal, retroperitoneal und subkutan) untereinander verglichen (Abbildung 47, Tabelle
23).

Zur statistischen Analyse wurde eine two-way ANOVA iber die Haupteffekte ,,Alter* (jung
vs alt) und ,,LPS-Behandlung* (LPS vs PBS) durchgefiihrt. Bei signifikanter Interaktion der
beiden Hauptparameter wurde ein Bonferroni post-hoc Test durchgefuhrt.

Bei allen untersuchten Fettgewebsarten wurde ein LPS-induzierter Anstieg der
Zytokinfreisetzung gemessen, unabhéngig von der Altersgruppe.

Die sezernierten 1L-6 Konzentrationen blieben durch das Altern unbeeinflusst. Die durch das
epididymale Fettgewebe alter Ratten sezernierten Level von TNFa und IL-1ra waren jedoch
im Vergleich zu der jungen Gruppe signifikant niedriger (Abbildung 47, D und G). Eine
signifikante Interaktion der untersuchten Parameter Alter und LPS-Behandlung fir
epididymales TNFo zeigte in nachfolgenden post-hoc Tests, dass die LPS-Behandlung im
Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe einen deutlicheren Anstieg der epididymalen TNFa
Sekretion durch das Fettgewebe junger Ratten zur Folge hatte, im Vergleich zur alten Gruppe.
Die anderen Fettgewebsarten zeigten keine altersbedingten Unterschiede in ihrer
Zytokinsekretion.
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Abbildung 47: Altersbedingte Veranderungen der Zytokinfreisetzung durch das
Fettgewebe

Konzentrationen von IL-6, TNFa und IL-1ra im Uberstand von Fettgewebskulturen junger
und alter Ratten nach Stimulation mit LPS (100 pg/kg) oder PBS fir 24 h. * Haupteffekt des
Alterns, # Haupteffekt der LPS-Behandlung / Vergleich LPS mit korrespondierender PBS-
Gruppe (post-hoc). #,* P < 0.05; ##,** P < 0.01; ### P < 0.001.

138



Ergebnisse

IL-6 (1.U./g of fat)

PBS young LPS young PBS old LPS old
»EF\)/'\;J'ETX[“&" 14400 4730 | 647019492 | 205945522 | 99154+16827
»Re"\j’vfﬁgf?”ea' 535247615 | 3399041804 | 724744346 | 60669+13665
»S“t\)/‘\:l‘g"i‘rr]?ous 5560+798,1 | 42249+9208 | 604146333 | 70992+16449
TNFa (ng/g of fat)
Epididymal 1,05 + 0,25 64,22 + 4,11 1,15+ 0,61 26,28 10,48
WAT
“Re”\‘l’v'frT'f?”ea' 008+005 | 4306+414 | 071+067 | 37,85%802
"Subeutaneous | 5 4 ¢ 09 38134646 | 064%031 | 2463+768
WAT
IL-1ra (ng/g of fat)
Epdaymal | 1341014 | 4042024 04703 3842001
“Retroperitoneal |85+ 0,12 4,86 + 0,76 0,74+0,25 3,71+ 0,67
WAT
Toubeutaneos | 1,070,44 4,44 1,25 0,33 +0,09 3,1+ 0,87

Tabelle 23: Altersbedingte Veranderungen der Zytokinfreisetzung durch das

Fettgewebe
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3. Altersabhangige Einflisse des PPARy-Agonisten Rosiglitazon auf
die LPS-bedingte Entziindungsreaktion

Das Ziel dieser Studie bestand darin, die Auswirkungen von Rosiglitazon als mdglicher
entziindungshemmender Wirkstoff auf die LPS-induzierte Entziindung zu untersuchen und
gleichzeitig eventuelle altersbedingte Veranderungen in der Wirkung zu berticksichtigen. Zu
diesem Zweck wurden junge und alte Ratten mit Rosiglitazon (3 mg/kg) oder dem
Losungsmittel Cremophor vorbehandelt und mit LPS (100 pg/kg) stimuliert. Um eine
Eigenwirkung des Wirkstoffs auszuschlieBen, wurden zusatzlich Kontrollgruppen nach
gleicher Vorbehandlung mit PBS injiziert (Tabelle 24).

Zur statistischen Auswertung wurden die beiden Altersgruppen jeweils separat mittels two-
way ANOVA auf die Haupteffekte ,,Rosiglitazon-Vorbehandlung® (Rosiglitazon vs
Cremophor) und ,,LPS-Behandlung* (LPS vs PBS) untersucht. Bei signifikanter Interaktion
dieser beiden Parameter wurde ein Bonferroni post-hoc Test (jeweils separat fiir die jeweilige
Altersgruppe) durchgefihrt.

applizierte Zeitpunkt

] Substanzen Perfusion VlErzE.

Kontrolle 2 Monate Cremophor +24h 4
Losungsmittel 24 Monate PBS 4
Kontrolle 2 Monate Rosiglitazon +24h 4
Rosiglitazon 24 Monate PBS 4
Inflammation 2 Monate Cremophor +24h 5
Losungsmittel 24 Monate LPS 5
Inflammation 2 Monate Rosiglitazon +24h 6
ROSiintazon 24 Monate LPS 5

Tabelle 24: Versuchsgruppen Studie ,,Rosiglitazon*
Ubersicht tber die fir Studie ,,Rosiglitazon* gebildeten Versuchsgruppen, die applizierten
Substanzen, den Perfusionszeitpunkt und die jeweils verwendete Anzahl an Tieren.
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3.1 Auswirkung von Rosiglitazon auf physiologische Parameter des
,»Sickness behaviours*

Die Ratten wurden 3-mal wahrend 24 h mit Rosiglitazon (3 mg/kg) oder dem Lésungsmittel
Cremophor 30 % vorbehandelt (Zeitpunkt -24 h, -2 h und 0 h vor LPS/PBS-Injektion). An
Zeitpunkt t = 0 erfolgte die Injektion mit LPS oder PBS. Die Daten wurden wahrend 24 h
aufgezeichnet. Zur Auswertung wurden die absoluten Temperaturdaten verwendet.

Die Injektion mit LPS in Kombination mit Cremophor fiihrte bei den jungen Ratten zu einem
signifikanten Temperaturanstieg im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe zwischen Zeitpunkt
2,25 h und 7 h nach Injektion, mit einem Temperaturmaximum von 39,09 °C zum Zeitpunkt
5,25 h (Abbildung 50, A). Die jungen mit Rosiglitazon vorbehandelten Ratten entwickelten
nach der LPS-Injektion einen Fieberanstieg von Zeitpunkt 3 h bis Zeitpunkt 8 h im Vergleich
zur PBS-Kontrollgruppe. Das Temperaturmaximum bei dieser Gruppe lag bei 39,13 °C zum
Zeitpunkt 6 h (Abbildung 50, B). Im direkten Vergleich unterschieden sich die beiden LPS-
injizierten Gruppen der jungen Ratten nicht (Abbildung 49, A).

Bei den alten Cremophor behandelten Ratten fiihrte die LPS-Injektion nach 4,5 h zu einem
signifikanten Fieber, welches sich bis zum Ende der Temperaturaufzeichnung an Zeitpunkt 24
h aufrechterhielt (Abbildung 51, A). Allerdings muss hierbei beachtet werden, dass die Cre-
LPS-Gruppe bereits vor der LPS-Injektion eine signifikant hohere Kérperkerntemperatur hatte
als die PBS-Kontrollgruppe. Das Temperaturmaximum lag bei 38,84 °C zum Zeitpunkt 8,5 h.
Die mit Rosiglitazon vorbehandelten alten Ratten entwickelten nach LPS-Injektion einen
signifikanten Temperaturanstieg im Vergleich zur PBS-Gruppe zwischen Zeitpunkt 6,25 h
und 14 h, 16,25 h und 17 h, und im Anschluss an die Nachtphase von 20,25 h bis zum Ende
des Experimentes (Abbildung 51, B). Das Temperaturmaximum betrug bei dieser Gruppe
38,86 °C an Zeitpunkt 10,25 h. Im direkten Vergleich unterschieden sich auch diese LPS-
injizierten Gruppen nicht in ihrem Temperaturverlauf (Abbildung 49, B).

Weder bei den alten noch bei den jungen PBS-injizierten Kontrollgruppen gab es eine

relevante Beeinflussung des Temperaturverlaufs durch die Vorbehandlung mit Cremophor
oder Rosiglitazon (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Einfluss von Rosiglitazon auf die Kérperkerntemperatur nach PBS-
Injektion

Verlauf der intraabdominal gemessenen Korpertemperatur nach Injektion mit PBS nach
Vorbehandlung mit Rosiglitazon (3 mg/kg) oder dem Ldsungsmittel Cremophor Uber 24 h bei
jungen (A) und alten (B) Ratten im Vergleich. Der Zeitpunkt der i.p. Injektion wurde mit
einem Pfeil markiert, die Nachtphase wurde mit einem grauen Balken gekennzeichnet.
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Abbildung 49: Einfluss von Rosiglitazon auf die Kérperkerntemperatur nach LPS-
Injektion

Verlauf der intraabdominal gemessenen Korpertemperatur nach Injektion mit LPS (100
pg/kg) nach Vorbehandlung mit Rosiglitazon (3 mg/kg) oder dem Lésungsmittel Cremophor
Uber 24 h bei jungen (A) und alten (B) Ratten im Vergleich. Der Zeitpunkt der i.p. Injektion
wurde mit einem Pfeil markiert, die Nachtphase wurde mit einem grauen Balken
gekennzeichnet.
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Abbildung 50: Einfluss von Rosiglitazon auf die Kérperkerntemperatur bei jungen
Ratten

Verlauf der intraabdominal gemessenen Korpertemperatur nach Injektion mit LPS (100
pg/kg) oder PBS nach Vorbehandlung mit Rosiglitazon (3 mg/kg) (B) oder dem
Losungsmittel Cremophor (A) tGber 24 h bei jungen Ratten im Vergleich. Der Zeitpunkt der
i.p. Injektion wurde mit einem Pfeil markiert, die Nachtphase wurde mit einem grauen Balken
gekennzeichnet. * P < 0.05.

144



Ergebnisse

>

407 & old Cre-PBS (4)
. -e- old Cre-LPS (5)
39
&)
< o
-_8 38 * ,—.A":*;c:"n“s"::\ L
© - 2 P/ - S
’ r,‘-‘;,"-‘:-’-e""“\‘-ce:" X 29 »
37 ',J'\“.; # " ._:zahu O
night
4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

time (h)

< old Rosi-PBS (4)
-¢-old Rosi-LPS (5)

T abd. (°C)
&

'y
‘X 4 ‘ﬂ ¥
=34 &°
S A

night
4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
time (h)

Abbildung 51: Einfluss von Rosiglitazon auf die Kérperkerntemperatur von alten
Ratten

Verlauf der intraabdominal gemessenen Korpertemperatur nach Injektion mit LPS (100
pg/kg) oder PBS nach Vorbehandlung mit Rosiglitazon (3 mg/kg) (B) oder dem
Losungsmittel Cremophor (A) tber 24 h bei alten Ratten im Vergleich. Der Zeitpunkt der i.p.
Injektion wurde mit einem Pfeil markiert, die Nachtphase wurde mit einem grauen Balken
gekennzeichnet. * P < 0.05.
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Die motorische Aktivitat wurde kumulativ fir 24 h nach Injektion untersucht (Abbildung 52,
A). Nach LPS-Injektion zeigten alle Gruppen eine tendenziell erniedrigte motorische
Aktivitat, welche jedoch nur bei den alten Ratten signifikant wurde. Ein Effekt von
Rosiglitazon konnte nicht aufgezeigt werden (Tabelle 25).

Die LPS-Behandlung zeigte eine deutliche Reduzierung der Futteraufnahme bei beiden
Altersgruppen. Die LPS-induzierte Adipsie hingegen &duRerte sich bei den alten Ratten
wesentlich deutlicher als bei den jungen Ratten (Abbildung 52, B-C) (Tabelle 25). Eine
Vorbehandlung mit Rosiglitazon zeigte keinen sichtbaren Einfluss.

Eine Stimulation mit LPS fuhrt in allen Gruppen unabhéngig von Alter und Behandlung zu
einer deutlichen Gewichtsabnahme, sowohl in der Darstellung der Absolutwerte als auch in
der prozentualen Umrechnung (Abbildung 52, D-E) (Tabelle 25). Rosiglitazon fuhrte in den
untersuchten Parametern zu keinem sichtbaren Effekt.
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Abbildung 52: Einfluss von Rosiglitazon auf Parameter des ,,sickness behaviours*
Motorische Aktivitat (A), Futteraufnahme (B), Wasseraufnahme (C) und Gewichtsdifferenz in
Gramm (D) bzw. Prozent (E) nach Stimulation mit LPS (100 pg/kg) oder PBS nach
Vorbehandlung mit Rosiglitazon (3 mg/kg) oder dem Losungsmittel Cremophor von jungen
und alten Ratten (Uber 24 h). # Haupteffekt der LPS-Behandlung. # P < 0.05; ### P < 0.001.

Junge Ratten

Cre-PBS Cre-LPS Rosi-PBS Rosi-LPS
Motorische AKUVITL | 2761 4 1674 | 2067+789,9 | 532242826 | 3501+ 5964
(,,counts®)
F”“era(‘é‘;”ahme 1696+ 1,05 | 7,88+046 | 1947+056 | 9,49+19
Wasser?5f”ahme 5424745 | 26386 | 53334755 | 4075%78
GeW'Cht(Z‘;'ffere”Z 275105 | -1106%203 | 488+115 | -1117+34
GeW'Ch(tf}:)j)'ffere”Z 10104 | -4274073 | 187+043 | -445:14
Alte Ratten
Cre-PBS Cre-LPS Rosi-PBS Rosi-LPS
Motorische AKUVIAt | ya5g 1 1046 | 156344176 | 3907+649,4 | 1681 + 3952
(,,counts®)
F”“er‘?‘é‘;”ahme 1208+1,3 | 155%036 | 1213+073 | 159+071
Wasser(a‘;)f”ahme 2303+3,09 | 1004+183 | 2483+258 | 654+0,94
GeW'Chg‘;'ffere”Z 31+083 | -1946%293 | -492+151 | -1744+282
GeW'Ch(t(ff)'ffere”Z 061£0,16 | -407+077 | -099+033 | -32+041

Tabelle 25: Einfluss von Rosiglitazon auf Parameter des ,,sickness behaviours
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3.2 Einfluss von Rosiglitazon auf zirkulierende Zytokine

Nachdem die gewonnenen physiologischen Parameter keine signifikanten Unterschiede in den
mit Rosiglitazon oder Cremophor vorbehandelten Gruppen aufwiesen, wurden die
Plasmaproben der Versuchstiere im n&chsten Schritt auf eine mogliche periphere Auswirkung
dieser Wirkstoffe auf die Gehalte an zirkulierenden humoralen Mediatoren untersucht
(Abbildung 53) (Tabelle 26).

Ein Einfluss der LPS-Behandlung zeigte sich fur IL-6 in beiden Altersgruppen, wobei dieser
Effekt bei der jungen Gruppe deutlicher war. Fir Leptin hingegen konnte nur bei den alten
Ratten ein Anstieg der Plasmakonzentration festgestellt werden. IL-10 und IL-1ra zeigten zu
diesem Zeitpunkt keinen regulatorischen Effekt durch LPS.

Die Vorbehandlung mit Rosiglitazon fihrte zu einer Erniedrigung der 1L-10 Plasmalevel,
jedoch nur bei den alten Ratten (Abbildung 53, C). Auf die anderen untersuchten Zytokine
hatte Rosiglitazon keinen Einfluss.

TNFa (Daten nicht gezeigt) konnte in keiner der untersuchten Proben detektiert werden.
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Abbildung 53: Auswirkung von Rosiglitazon auf zirkulierende Zytokine

Konzentration von IL-6 (A), Leptin (B), IL-10 (C) und IL-1ra (D) im Blutplasma von alten
und jungen Ratten 24 h nach Stimulation mit LPS (100 pg/kg) oder PBS nach Vorbehandlung
mit Rosiglitazon (3 mg/kg) oder dem Losungsmittel Cremophor. Zahlen ber den Balken
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geben die jeweilige Tierzahl an. D.L. = Detektionslimit. # Haupteffekt der LPS-Behandlung,
8§ Haupteffekt der Rosiglitazon-Behandlung. #, § P < 0.05; ## P < 0.01.

Junge Ratten

Cre-PBS Cre-LPS Rosi-PBS Rosi-LPS
IL-6 1218+2004 | 6668+ 2336 259 + 78,28 6347 + 96.41
(LU./ml)
Leptin 3.87 + 042 242 +053 211+051 288+077
(ng/ml)
IL-10
20.79 + 1,26 1953 (D.L. 19.53 (D.L. 19.53 (D.L.
gD (O.L) (O.L) (O.L)
IL-1ra 4751+845 | 4012+105 | 39.07(D.L) | 3948041
(pg/ml)
Alte Ratten
Cre-PBS Cre-LPS Rosi-PBS Rosi-LPS
IL-6 1055+3353 | 1135+3241 | 1945+5655 | 1125+ 6561
(LU./ml)
Leptin 10,35+ 2.19 1412 +2.24 10,68 + 1,21 18,59 + 4.12
(ng/ml)
IL-10 154+63,66 | 87,22+3398 | 19,53 (D.L) 2153+ 2
(pg/ml)
IL-1ra 3120+1366 | 832643021 | 2123+1426 | 3085+ 1304
(pg/ml)

Tabelle 26: Auswirkung von Rosiglitazon auf zirkulierende Zytokine
D.L = Detektionslimit.
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3.3 Effekte von Rosiglitazon auf die mRNA-Expression inflammatorischer
Marker

In den bisher untersuchten Parametern wurde bisher lediglich fiir zirkulierendes IL-10 eine
signifikante Auswirkung von Rosiglitazon nachgewiesen. Zur weiteren Analyse wurden
mittels real-time PCR in den entnommenen Gewebeproben (Hypothalamus und Leber)
Marker analysiert, die als Indikatoren fur eine Anflutung und Wirksamkeit des verabreichten
Wirkstoffs in den jeweiligen Organen dienen. Hierzu wurden die bereits in der Studie
,Altern® untersuchten Marker fir oxidativen Stress, ,,peroxisome proliferator activated
receptor (PPAR) y coactivator 1 a (PGC-1a), ,,nuclear respiratory factor 1 (NRF1) und
,,mitochondrial transcription factor a (TFAM) herangezogen. Die Expression besagter
Marker wird direkt durch den PPARy-Agonisten Rosiglitazon induziert, da PGC-1a als Co-
Aktivator des besagten PPARy fungiert, und es sich bei NRF1 und TFAM um die
nachgeschalteten Zielgene in der Aktivierungskette handelt.

Im Hypothalamus wurde ein Effekt der LPS-Behandlung nur auf die mRNA-Expression von
NRF1 bei den jungen Ratten beobachtet. Die Rosiglitazon-Gabe fiihrte in diesem Gewebe zu
keiner Expressionsanderung bei PGC-lo und TFAM. Bei der Untersuchung der NRF1-
Expression zeigte sich jedoch in post-hoc Tests, dass bei den jungen Ratten die Expression in
der Cremophor-Gruppe durch LPS signifikant erniedrigt wurde, in der Rosiglitazon-Gruppe
jedoch nicht (Abbildung 54, A, C, E).

Bei der Untersuchung der Leber zeigte sich ein Haupteffekt der LPS-Behandlung bei den
alten Tieren fir PGC-1a und TFAM und fiihrte in beiden Fillen zu einer Erniedrigung der
MRNA-Expression (Abbildung 54, B, D, F).

Ein direkter Haupteffekt von Rosiglitazon wurde statistisch nicht festgestellt. Die
Durchfuhrung von post-hoc Tests bei der PGC-1a-Expression der jungen Ratten ergab, dass
LPS bei den Cremophor-behandelten Tieren zu einer Steigerung der PGC-1a Expression
fiihrte. Bei den Rosiglitazon-behandelten Tieren ist dies nicht der Fall. Hier fallt ebenfalls auf,
dass die PGC-1a Expression der Rosiglitazon-PBS Gruppe bereits deutlich héher war als bei
den Cremophor-PBS Tieren. Die Durchfiihrung von post-hoc Tests bei der TFAM-Expression
der jungen Tiere zeigte, dass LPS nur bei den Rosiglitazon-vorbehandelten Tieren zu einer
Erniedrigung der Expression fuhrte. Auch hier féallt auf, dass die TFAM Expression der
Rosiglitazon-PBS Gruppe deutlich hoher war als bei der Cremophor-Gruppe. Durch die
gleichzeitige Regulation dieser Marker durch LPS, konnte dieser Unterschied statistisch
jedoch nicht erfasst werden.
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Abbildung 54: Auswirkung von Rosiglitazon auf die mMRNA-Expression von Markern
fur oxidativen Stress in Hypothalamus und Leber

Induktion der Expression von Markern flr oxidativen Stress in Hypothalamus und Leber 24 h
nach Injektion von LPS (100 pg/kg) oder PBS nach Vorbehandlung mit Rosiglitazon (3
mg/kg) oder dem Lésungsmittel Cremophor von jungen und alten Ratten. # Haupteffekt der
LPS-Behandlung / Vergleich LPS mit korrespondierender PBS-Kontrollgruppe (post-hoc) # P
< 0.05; ## P < 0.01. PGC-1a, ,,peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator” 1 a;
NRF1, ,,nuclear respiratory factor” 1, TFAM, ,,mitochondrial transcription factor” A.
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Analog zu den anderen Studien wurde eine breite Palette inflammatorischer Marker in der
Leber und auch im Hypothalamus 24 h nach LPS- oder PBS-Injektion auf eine mdégliche
Auswirkung der Rosiglitazon-Vorbehandlung untersucht.

Bei der Untersuchung der inflammatorischen Transkriptionsfaktoren, bzw. deren
Aktivitatsmarker 1kBa, SOCS3 und NF-IL6 konnte ein statistisch signifikanter Effekt von
LPS nur bei der SOCS3-Expression der alten Ratten in der Leber nachgewiesen werden
(Abbildung 55, D). LPS flhrte hier zu einem Anstieg der SOCS3-Expression unabhéngig von
der Vorbehandlung. Ein signifikanter Einfluss der Rosiglitazon-Vorbehandlung auf die
Expression der Transkriptionsfaktoren wurde nicht deutlich.
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Abbildung 55: Auswirkung von Rosiglitazon auf die mMRNA-Expression
inflammatorischer Transkriptionsfaktoren in Hypothalamus und Leber

Induktion der Expression inflammatorischer Transkriptionsfaktoren in Hypothalamus und
Leber 24 h nach Injektion von LPS (100 pg/kg) oder PBS nach Vorbehandlung mit
Rosiglitazon (3 mg/kg) oder dem Ldsungsmittel Cremophor von jungen und alten Ratten. #
Haupteffekt der LPS-Behandlung. (post-hoc) # P < 0.05. IkBa, ,,inhibitor of” kappa B o,
SOCS3, ,,suppressor of cytokine signaling” 3; NF-IL6, ,,nuclear factor” interleukin 6.

Die Untersuchung der Zytokine ergab im Hypothalamus weder einen statistisch
nachweisbaren Effekt der LPS-Behandlung noch der Rosiglitazon-Vorbehandlung (Abbildung
56, A, C, E). In der Leber wurde fur IL-10 bei den alten Ratten und IL-1ra bei den jungen
Ratten eine Hochregulation der mRNA-Expression durch LPS festgestellt. Flr IL-1ra wurde
in nachgeschalteten post-hoc Tests deutlich, dass die Hochregulation der mRNA-Expression
nur die Cre-LPS Gruppe im Vergleich zur Cre-PBS Gruppe betraf (Abbildung 56, D, F).
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Abbildung 56: Auswirkung von Rosiglitazon auf die mRNA-Expression von Zytokinen
in Hypothalamus und Leber

Induktion der Expression von Zytokinen in Hypothalamus und Leber 24 h nach Injektion von
LPS (100 pg/kg) oder PBS nach Vorbehandlung mit Rosiglitazon (3 mg/kg) oder dem
Losungsmittel Cremophor von jungen und alten Ratten. # Haupteffekt der LPS-Behandlung /
Vergleich LPS mit korrespondierender PBS-Gruppe (post-hoc) . ## P < 0.01. Zahlen Uber den
Saulen geben bei Abweichungen die Anzahl amplifizierter Proben innerhalb der
Gesamtprobenzahl an.
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Was die Enzyme der Prostaglandinsynthese betrifft, erhdhte die Stimulation mit LPS die
Expression von COX2 bei den jungen Ratten in der Leber und bei den alten Ratten sowohl im
Hypothalamus als auch in der Leber. mPGES blieb in diesem Fall durch die LPS-Behandlung
unbeeinflusst (Abbildung 57, A-D).

Die ebenfalls untersuchte iNOS wurde durch LPS-Injektion ebenfalls hochreguliert, bei den
alten Ratten nur in der Leber, bei den jungen Ratten jedoch in beiden Organen (Abbildung 57,
E-F). Rosiglitazon bewirkte keine VVeranderung der Genexpression
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Abbildung 57: Auswirkung von Rosiglitazon auf die mMRNA-Expression von Enzymen
der Prostaglandinsynthese und iNOS in Hypothalamus und Leber

Induktion der Expression von Enzymen der Prostaglandinsynthese und iINOS in
Hypothalamus und Leber 24 h nach Injektion von LPS (100 pg/kg) oder PBS nach
Vorbehandlung mit Rosiglitazon (3 mg/kg) oder dem Lésungsmittel Cremophor von jungen
und alten Ratten. # Haupteffekt der LPS-Behandlung. (post-hoc) #, P < 0.05; ## P < 0.01.
Zahlen tber den Sdulen geben bei Abweichungen die Anzahl amplifizierter Proben innerhalb
der Gesamtprobenzahl an. mPGES, mikrosomale Prostaglandin E Synthase; COX2,
Zyklooxygenase 2; iINOS, induzierbare NO Synthase.

3.4 Auswirkung von Rosiglitazon auf die Proteinexpression von Markern
flr oxidativen Stress (In Kooperation mit Dr. Wenz)

In Kooperation mit Dr. Tina Wenz wurden im Institut fir Genetik der Universitat Kéln von
den dortigen Mitarbeitern der Cortex und die Leber der jungen und alten Ratten mittels
Westernblot exemplarisch auf eine Verdnderung der Proteinexpression der untersuchten
oxidativen Stressmarker PGC-1a, NRF1 und TFAM, sowie von COX2 und IkBa durch
Rosiglitazon-Vorbehandlung untersucht (Abbildung 58).

Im Cortex wurde weder ein Effekt der LPS-Stimulation noch der Rosiglitazon-
Vorbehandlung auf die untersuchten Proteine sichtbar.

In der Leber konnte auf Proteinebene ebenfalls kein signifikanter Effekt von Rosiglitazon
dargestellt werden. Allerdings zeigte sich hier eine gesteigerte Proteinexpression der
inflammatorischen Marker COX2 und IxBa nach LPS-Stimulation.

Cortex Liver
A Cre- Rosi- Cre- Rosi-/ Cre- Rosi- Cre- Rosi-/
PBS PBS LPS LPS PBS PBS LPS LPS
T T s COX

Abbildung 58: Auswirkung von Rosiglitazon auf Proteinebene

Induktion der Proteinexpression von oxidativen Stressmarkern sowie inflammatorischen
Markern in Cortex und Leber 24 h nach Injektion von LPS (100 pg/kg) oder PBS nach
Vorbehandlung mit Rosiglitazon (3 mg/kg) oder dem Losungsmittel Cremophor von jungen
und alten Ratten.
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4. Charakterisierung altersbedingter Veranderungen in der
Aktivierung der HPA-Achse durch LPS und ,novel environment*
Stress

4.1 Altersabhéangige Unterschiede in der Zytokinfreisetzung in der LPS-
stimulierten primaren HVL-Zellkultur

Zur Untersuchung altersassoziierter Veranderungen in der Zytokinfreisetzung durch den
Hypophysenvorderlappen wurden primare Zellkulturen dieses Gewebes fiir 6 h mit LPS (100
pa/kg) oder PBS stimuliert. 30 Minuten vorher erfolgte zum Teil zusatzlich zur Untersuchung
der Interaktion von Zytokinen eine Inkubation mit verschiedenen Zytokinantikorpern (AB =
santibody). Um Effekte des dem Zellkulturmedium zugefugten Serums auf die
Zytokinproduktion auszuschlieBen, wurden die Zellen 24 h vor Versuchsbeginn mit
serumfreiem Medium inkubiert. Mittels Bioassay wurden im Uberstand der HVL-Zellkulturen
die Gehalte der proinflammatorischen Zytokine TNFo und IL-6 gemessen und die Ergebnisse
mittels one-way ANOVA statistisch ausgewertet. Anschliefend wurden die verbliebenen
Zellen immunzytochemisch auf NF-1L6-, TNFa- und ACTH-Aktivierung untersucht.

PBS LPS
+ IL-6 AB + I1L-6 AB
+1L-10 AB +1L-10 AB
+ TNFa AB + TNFo AB
+ IL-1ra + IL-1ra

4.1.1 Konzentration proinflammatorischer Zytokine im Uberstand der HVL-
Zellkultur

TNFa

Eine Stimulation der Zellkultur mit LPS fiihrte bei allen Behandlungen zu einem Anstieg der
TNFa-Freisetzung (Abbildung 59, A) (Tabelle 27). Eine Inkubation mit den Antikdrpern
gegen IL-6 (6859 + 3268) und IL-10 (6391 + 1287) steigerte die TNFa-Sekretion zusétzlich
und fihrte zu einer signifikanten Zunahme der Konzentration im Vergleich zu der
korrespondierenden PBS-Kontrollgrupe. Eine Vorinkubation mit dem TNFa Antikorper
fihrte zu einer wesentlich niedrigeren TNFa-Konzentration im Uberstand (290,3 + 77,79)
nach LPS-Stimulation im Vergleich zur alleinigen LPS-Behandlung (4341 + 1701). Die
Behandlung der PBS-stimulierten Zellkultur mit IL-1ra bewirkte eine Erniedrigung der
TNFa-Ausschittung bis unter die Detektionsgrenze (6 pg/ml). Ein weiterer Einfluss der
verwendeten Zytokinantikorper in den PBS-stimulierten Behandlungsgruppen auf die TNFa-
Freisetzung wurde nicht beobachtet.
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IL-6

Eine Stimulation der Zellkultur mit LPS bewirkte einen deutlichen Anstieg der Gehalte an IL-
6 im Uberstand unabhangig von der Vorbehandlung (Abbildung 59, B) (Tabelle 27). Eine
Vorinkubation mit dem Antikérper gegen IL-6 und Stimulation mit LPS (997,5 + 890,8)
bewirkte eine geringere IL-6-Konzentration im Uberstand im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit LPS (2425 + 609,8), welche jedoch nicht signifikant unterschiedlich war.
Ansonsten fanden sich keine weiteren signifikanten Auswirkungen der verwendeten
Zytokinantikorper auf die 1L-6-Freisetzung.
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Abbildung 59: Konzentration proinflammatorischer Zytokine im Uberstand der HVL-

Zellkultur

Konzentration von TNFa (A) und IL-6 (B) im Uberstand der HVL-Zellkultur 6 h nach
Stimulation mit LPS (100 pg/ml) oder PBS alleine oder nach vorheriger Inkubation mit
Zytokinantikdrpern (AB = ,,antibody*). § = Vergleich IL-6 AB + PBS mit IL-6 AB + LPS; $
Vergleich IL-10 AB + PBS mit IL-10 AB + LPS. $ P <0.05; 88 P < 0.01.

TNFa (pg/ml) IL-6 (1.U./ml)
Serunfreies Medium 155,5+ 74,82 167,1 + 64,4
PBS 74,5 + 68,5 162,8 + 48,13
PBS + IL-6 AB 102,5 + 59,65 125,5+9,39
PBS + IL-10 AB 64,83 + 58,83 133,3 + 29,96
PBS + TNFa AB 76,17 + 70,17 95,17 + 21,55
PBS + IL-1ra 6+0(D.L.) 162 + 64,26
LPS 4341 + 1701 2425 + 609,8
LPS + IL-6 AB 6859 + 3268 997,5 + 890,8
LPS + IL-10 AB 6391 + 1287 3063 + 1866
LPS + TNFa AB 290,3+ 77,79 2172 £1042
LPS + IL-1ra 5345 + 434,1 958 + 576,7

Tabelle 27: Konzentration proinflammatorischer Zytokine im Uberstand der HVL-

Zellkultur
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4.1.2 Expressionsmuster von NF-1L6, TNFa und ACTH auf Proteinebene mittels
Immunhistochemie in der HVL-Zellkultur

Nach Abnahme des Uberstands wurden die Zellen immunzytochemisch angefarbt und auf die
Intensitdt der NF-IL6-, TNFa- und ACTH-Aktivitdt untersucht, sowie zusétzlich
semiquantitativ beurteilt (Abbildung 60, Tabelle 28).

In allen Zellkulturen fuhrte die Stimulation mit LPS zu einer deutlichen Zunahme der NF-1L6
Immunreaktivitdt im Vergleich zu den PBS-behandelten Kontrollen. Diese Zunahme war
unabhéngig von der Vorbehandlung mit einem Zytokinantikorper zu beobachten. Lediglich
bei der Vorinkubation mit dem antiinflammatorischen Zytokin IL-1ra wurde nach LPS-
Stimulation eine weniger deutliche Zunahme der NF-IL6 Signale festgestellt (++) im
Vergleich zu den anderen Behandlungen (+++) (Abbildung 60, J). Auch die PBS-stimulierten
Zellen wiesen eine geringe Dichte an NF-IL6-Signalen auf, welche ebenfalls nach IL-1ra-
Vorinkubation geringgradig weniger ausgepragt war (Abbildung 60, I).

Bei der Beurteilung der TNFa-Immunreaktivitat konnte kein deutlicher Unterschied zwischen
den Behandlungen gesehen werden, da diese auch in den PBS-stimulierten Kontrollen
vorhanden war. Nach LPS-Stimulation fiel auf, dass vermehrt eine Kolokalisation zwischen
NF-1L6-positiven und TNFoa-markierten Zellen auftrat, wahrend bei den PBS-stimulierten
Zellkulturen die TNFo-Immunreaktivitat hdufiger auch in NF-IL6-negativen Zellen zu finden
war. Die Vorinkubation mit verschiedenen Zytokinantikdrpern hatte keinen deutlich
sichtbaren Effekt auf die Intensitat der TNFa-Immunreaktivitat.

Eine deutliche ACTH-Immunreaktivitat, welche vor allem in Bereichen mit gréferen
Zellansammlungen oder Zellhaufen auftrat, konnte in allen Zellkulturen beobachtet werden
(Abbildung 61). Es wurden keine sichtbaren Unterschiede durch Stimulation mit LPS im
Vergleich zur PBS-Kontrolle, oder durch Vorinkubation mit den verwendeten Antikdrpern
festgestellt.

NF-IL6 I.R. ACTH L.R.

PBS + (3) ++ (4)

PBS + IL-6 AB + (23) ++ (4)
PBS + IL-10 AB + (3) ++ (4)
PBS + TNFa AB + (2,3) ++ (4)
PBS + IL-1ra t+ (2) ++ (4)
LPS +++ (4,67) ++ (4)

LPS + IL-6 AB +++ (4,67) ++ (4)
LPS + IL-10 AB +++ (4,67) ++ (4)
LPS + TNFa AB +++ (4,67) ++ (4)
LPS + IL-1ra ++ (4) ++ (4)

Tabelle 28: Semiquantitative Analyse der nukledren NF-IL6 I.R. und ACTH IL.R. in der
primaren Zellkultur des Hypophysenvorderlappens

- (1) = keine Signale, + (2) = vereinzelte Signale, + (3) = niedrige Dichte, ++ (4) = mittlere
Dichte, +++ (5) = hohe Dichte. Auswertung: 3 Zellkulturen pro Behandlung, 1 Schnitt pro
Zellkultur
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PBS LPS

+ TNFa AB +IL-10 AB +1L-6 AB

+ |L-1ra

Abbildung 60: NF-1L6 Immunreaktivitat in der priméaren Zellkultur des
Hypophysenvorderlappens 6 h nach Stimulation mit LPS (100 pg/ml) oder PBS alleine
oder mit zusatzlicher Vorinkubation mit Zytokinantikérpern.

GroRbuchstaben  kennzeichnen  Ubersichtsaufnahmen,  Kleinbuchstaben  markieren
Detailaufnahmen aus der jeweiligen Zellkultur. NF-IL6 Signale im roten Kanal sind durch
Uberlagerung mit dem Zellkernmarker DAPI (blau) pink dargestellt. TNFa Signale im
Zytoplasma der Zelle sind griin dargestellt. Offene Pfeile verweisen auf nukledre NF-IL6
Signale, gefullte Pfeile auf nukldre NF-IL6 Signale in mit TNFa-markierten Zellen.
GroRenmarker in A entspricht 50 pm in allen Ubersichtsaufnahmen, GréBenmarker in a
entspricht 10 um in allen Detailaufnahmen.
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Abbildung 61: ACTH-Immunreaktivitat in der priméaren Zellkultur des
Hypophysenvorderlappen 6 h nach Stimulation mit LPS (100 pg/ml) oder PBS.

A-B kennzeichnen Ubersichtsaufnanmen und a-b Detailaufnahmen aus der jeweiligen
Zellkultur. Die Zellkerne sind im blauen Kanal dargestellt (DAPI), ACTH-positive Zellen
sind grin markiert. Gefiillte Pfeile verweisen auf ACTH-markierte Zellen in den
Detailaufnahmen.

GroRenmarker in A entspricht 100 um in allen Ubersichtsaufnahmen, GroRenmarker in a
entspricht 10 um in allen Detailaufnahmen.
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4.2 Altersbedingte Unterschiede in der mMRNA-Expression und
Immunreaktivitat inflammatorischer Transkriptionsfaktoren nach LPS-
Stimulus in der Hypophyse

Zur weiteren Charakterisierung altersbedingter Unterschiede in der Aktivierung
inflammatorischer Marker in der Hypophyse nach LPS-Stimulus wurden junge und alte
Ratten 24 h nach Stimulation mit LPS (100 pg/kg) oder PBS auf eine Verdnderung der
Expression von inflammatorischen Transkriptionsfaktoren auf mRNA- oder Proteinebene
untersucht.

4.2.1 Altersbedingte Unterschiede in der mRNA-Expression

In der Hypophyse wurden die wichtigsten Transkriptionsfaktoren bzw. deren negative
Regulatoren 1kBa, SOCS3 und NF-IL6, sowie das fir die ACTH-Bildung wichtige
Prohormon Proopiomelanocortin (POMC) mittels real-time PCR untersucht (Abbildung 62).
Fur alle Transkriptionsfaktoren und POMC zeigte sich bei den alten Ratten eine tendenzielle
Erhéhung der mRNA-Expression, sowohl basal (PBS) als auch nach LPS-Stimulation.
Aufgrund der hohen Standardfehler in diesen Gruppen, welche vermutlich auf die geringe
Tierzahl zuriickzufiihren sind, konnte kein signifikanter Unterschied festgehalten werden.
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Abbildung 62: Altersbedingte Unterschiede der mRNA-Expression inflammatorischer
Marker in der Hypophyse

Induktion der MRNA-Expression inflammatorischer Marker in der Hypophyse nach Injektion
mit LPS (100 pg/kg) oder PBS von jungen und alten Ratten. 1kBa, ,,inhibitor of” kappa B «;
SOCS3, ,,suppressor of cytokine signaling” 3; NF-I1L6, ,,nuclear factor” interleukin 6; POMC,
Proopiomelanocortin.

4.2.3 Altersbedingte Unterschiede in der Immunreaktivitat

Mittels indirekter Immunfluoreszenz wurde der Transkriptionsfaktor NF-IL6 in der
Hypophyse auf altersbedingte Unterschiede in der Immunreaktivitat untersucht und die
Signaldichte zusatzlich semiquantitativ ausgewertet (Tabelle 29). Mittels Doppelmarkierung
mit Zellmarkerproteinen wurde des Weiteren eine eventuelle Kolokalisation der nukleéren
NF-IL6 Signale mit GFAP- oder CD68-positiven Zellen untersucht (Abbildung 63,
Abbildung 64).

Wihrend der Hypophysenzwischenlappen (,,intermediate lobe®) unabhidngig von den
Behandlungsgruppen nur vereinzelte Signale aufwies, konnte im Hypophysenvorderlappen
(,,anterior lobe*) ein deutlicher Unterschied in der Anzahl an NF-IL6 Signalen zwischen den
PBS-Kontrolltieren (+) und den LPS-injizierten Tieren (++) dargestellt werden, wobei sich
hier die beiden Altersgruppen nicht unterschieden.

Auch im Hypophysenhinterlappen (,,posterior lobe*) wurde dieser LPS-bedingte Anstieg der
nukledren NF-IL6-Translokation beobachtet. Hier wurde jedoch zusatzlich ein
altersassoziierter Unterschied festgestellt. Die alten Ratten hatten sowohl basal nach PBS-
Injektion (++) als auch nach LPS-Injektion (+++) eine hohere Signaldichte als die jungen
PBS- (x) oder LPS-injizierten (++) Ratten (Abbildung 63, C-F und Abbildung 64, A-H). Bei
der Untersuchung einer moglichen Kolokalisation fiel auf, dass im Hypophysenhinterlappen
der alten PBS- (++) oder LPS-stimulierten (+++) Ratten ebenfalls deutlich mehr CD68-
positive Zellen detektiert wurden als bei den korrespondierenden jungen Ratten (+ fur PBS
und + fur LPS) (Abbildung 63, G-J und Abbildung 64, E-H). Die NF-IL6 Signale waren zum
Teil mit CDG68-positiven Zellen kolokalisiert. Im Gegensatz dazu wurden kaum
Kolokalisationen von NF-1L6 Signalen mit GFAP-positiven Zellen beobachtet (Abbildung 64,
A-D).

PBS young LPS young PBS old LPS old
nuclear NF-1L6 immunoreactivity
Anterior lobe + (2,7) ++ (3,9) +  (2,73) ++ (3,87)
Intermediate lobe + (1,5 + (1,65) + (1,67) + (22
Posterior lobe + (2,3 ++ (3,73) ++ (3,5) +++ (4,87)
CD68 immunoreactivity

Anterior lobe ++ (3,5) ++ (4) ++ (3,83) ++  (4,3)
Intermediate lobe - (D) - +  (1,83) + (1,67
Posterior lobe + (2,25) + (3 ++  (4) +++ (4,83)
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Tabelle 29: Semiquantitative Analyse der nukledren NF-1L6 I.R. und CD68 I.R. in der
Hypophyse nach i.p. Injektion junger und alter Ratten

- (1) = keine Signale, + (2) = vereinzelte Signale, + (3) = niedrige Dichte, ++ (4) = mittlere
Dichte, +++ (5) = hohe Dichte. Auswertung NF-IL6 I.R.: 2-3 Tiere pro Gruppe, 4 — 10
Schnitte pro Tier. Auswertung CD68 I.R.: 2-3 Tiere pro Gruppe, 2 Schnitte pro Tier

Overview

Abbildung 63: NF-IL6 und CD-68 Immunreaktivitat im Hypophysenhinterlappen 24 h
nach i.p. Injektion von LPS (100 pg/kg) oder PBS von jungen und alten Ratten.
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Die schematische Darstellung der Hypophyse (A), sowie die Darstellung einer Kernfarbung
(DAPI, B) dienen der Veranschaulichung der Aufteilung der Hypophyse in Vorderlappen
(anterior lobe = AL), Zwischenlappen (,,intermediate lobe* = IL) und Hinterlappen (,,posterior
lobe = PL). Alle weiteren Abbildungen stellen Ubersichtsaufnahmen des Hinterlappens (PL)
dar. Abbildungen C-F zeigen die NF-IL6 Signaldichte (weil3e Signale), Abbildungen G-J die
CD-68 Signaldichte (weiRe Signale).

Der GroRenmarker in C entspricht 100 um und gilt in allen Ubersichtsaufnahmen.
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Abbildung 64: NF-IL6 und CD-68 Immunreaktivitat im Hypophysenhinterlappen 24 h
nach i.p. Injektion von LPS (100 pg/kg) oder PBS von jungen und alten Ratten.
GroRbuchstaben markieren Ubersichtsaufnahmen, Kleinbuchstaben markieren

Detailaufnahmen des Hypophysenhinterlappens. Abbildungen A-D zeigen eine NF-IL6-
Féarbung (rot) in Kombination mit dem Zellmarker GFAP (grun).
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Abbildungen E-F zeigen eine NF-IL6 Farbung (rot) in Kombination mit dem Zellmarker
CD68 (grun). Der Zellkernmarker DAPI ist in allen Abbildungen blau dargestellt. Durch
Uberlagerung mit NF-IL6 weist eine pinke Farbung auf nukledre Signale in allen
Abbildungen hin.

Geflllte Pfeile weisen auf nukledre NF-IL6 Signale (a-d) in Kombination mit C68-
immunreaktiven Zellen (e-h), offene Pfeile auf GFAP-immunreaktive Zellen (a-d, keine
Kolokalisation).

Der GroBenmarker in A entspricht 50 pum und gilt in allen Ubersichtsaufnahmen, der
Grolenmarker in a entspricht 10 um und gilt in allen Detailaufnahmen.

4.3 Altersbedingte Veranderungen physiologischer Reaktionen auf eine
neue Umgebung

Zu dem Zeitpunkt t = 0 wurden die Ratten aus ihrem gewohnten Kafig (im Zuge des normalen
Kéfigwechsels) in einen neuen Kafig gleichen Modells umgesetzt, was ein Modell eines
psychologischen Stressors darstellt und als ,,novel environment* bezeichnet wird. Die
Korperkerntemperatur sowie die motorische Aktivitdt wurden Uber 4 h aufgezeichnet. Die
Kontrolldaten resultierten aus den Aufzeichnungen des vorhergehenden Tages, an dem die
Tiere wahrend des gleichen Zeitraums ungestort in ihrer gewohnten Umgebung verblieben.
Fur die Auswertung der Korperkerntemperatur wurde der Delta-T Wert ausgerechnet, wobei
als Baseline der Mittelwert der Temperatur von -120 min bis 0 min gebildet wurde, welches
dem gleichmaRigsten Basiswert der Tiere entsprach.

Die jungen Ratten reagierten auf den ,novel environment* Stress mit einem leichten
Temperaturanstieg (Temperaturmaximum = 0,47 °C bei t = 20 min), welcher sich von
Zeitpunkt 5 min bis 75 min nach Umsetzung signifikant von der Korperkerntemperatur der
Kontrollgruppe unterschied (Abbildung 65, A).

Im Gegensatz dazu reagierten die alten Ratten nach der Ké&figumsetzung mit einem
signifikanten Temperaturanstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe, welcher von 15 min bis
140 min anhielt. Das Temperaturmaximum war mit 0,76 °C an Zeitpunkt t = 50 min ebenfalls
bedeutend hoher als bei den jungen Tieren. Allerdings muss hierbei berlcksichtigt werden,
dass die Temperatur der alten gestressten Gruppe bereits kurz vor Beginn des Kafigwechsels
signifikant héher war als die Temperatur der Kontrollgruppe (Abbildung 65, B).
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Abbildung 65: Koérperkerntemperatur nach einem ,,novel environment* Stress

Verlauf der intraabdominal gemessenen Koérpertemperatur bei einem ,novel environment
Stress im Vergleich zur Kontrollgruppe tGber 4 h bei jungen (A) und alten (B) Ratten. Der
Zeitpunkt des Kafigwechsels wurde mit einem Pfeil markiert. * P < 0.05.
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Bei der kumulativen Auswertung der motorischen Aktivitét Gber den 4 h Zeitraum zeigte sich
eine deutliche Steigerung der Aktivitat nach Kafigwechsel bei beiden Altersgruppen. Obwohl
diese Steigerung bei den alten Ratten nicht so deutlich war, wurde statistisch kein Unterschied
zwischen den Altersgruppen festgestellt (Abbildung 66, A).

Bei der Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Aktivitat fiel auf, dass die jungen Ratten nach
Beginn des ,,novel environment“ Stresses vor allem innerhalb der ersten 60 min mit einer
stark erhohten Aktivitat reagierten und sich dann der normalen Aktivitat der Kontrollgruppe
anpassten (Abbildung 66, B). Die alten Ratten hingegen zeigten auf den Stressor nicht diesen
deutlichen Anstieg, sondern vielmehr eine kontinuierliche, geringgradige Erhohung der
Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 66: Motorische Aktivitat nach ,,novel environment* Stress

Motorische Aktivitat im zeitlichen Verlauf (B) oder kumulativ (A) nach Stimulation junger
und alter Ratten mit einem ,,novel environment™ Stress ber 4 h im Vergleich zur Kontrolle. #
Haupteffekt ,,novel environment“ Stimulus. ### P < 0,001.

control young stress young control old stress old

Aktivitét 4h

“ 397,1+68,88 1315+207,2 328,7+65,19 841,6+184,6
(,,counts®)

Tabelle 30: Motorische Aktivitat nach ,,novel environment* Stress
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V. Diskussion

1. Altersabhangige Veranderungen in der Entztindungsreaktion nach
LPS-Stimulus auf verschiedenen Ebenen

1.1 Verianderungen der ,,sickness response* im Altern

In der vorliegenden Arbeit wurde auf Ebene physiologischer Parameter ein Einfluss des
Alterns auf mehrere Parameter des LPS-induzierten ,,sickness behaviours nachgewiesen
(Abbildung 24). Nach LPS-Injektion zeigten die alten Ratten eine Verstarkung der Symptome
Lethargie, Adipsie und Anorexie, welche bei einer systemischen Entzindungsreaktion
auftreten. Diese Befunde untermauern Ergebnisse aus anderen Studien, in denen ebenfalls
eine deutlichere Reduktion der lokomotorischen Aktivitat und der Futteraufnahme bei alten
Ratten/Mdusen nach Immunstimulus im Vergleich zu jlingeren Tieren auftraten (Godbout et
al. 2005; Godbout et al. 2008; Huang et al. 2008; Abraham & Johnson 2009). In der hier
vorliegenden Studie wurde in diesem Zusammenhang auch die Wasseraufnahme zwischen
jungen und alten Ratten verglichen und eine ebenfalls stirkere Reduktion des Wasserkonsums
nach peripherem Entziindungsstimulus bei den alten Ratten festgestellt. Im Vergleich mit den
anderen untersuchten Vitalwerten manifestierte sich der Einfluss des Alterns sogar am
deutlichsten in der Verstirkung der Adipsie. Bei den Befunden zum verstarkten
Gewichtsverlust bei den alten Ratten ist zu berlcksichtigen, dass diese Werte sich nur in der
Darstellung der Absolutwerte signifikant von den Werten der Jungtiere unterscheiden.
Berechnet man die prozentuale Gewichtsdifferenz, was auf Grund der unterschiedlichen
durchschnittlichen Korpergewichte zwischen alten und jungen Ratten eine alternative
Betrachtung darstellt, findet sich kein Unterschied. Einige der vorhin erwahnten Studien
haben analog zu der verstarkten Anorexie auch einen erhohten Gewichtsverlust nach
systemischer Entzindung im Alter festgestellt, wobei nur die Absolutwerte ausgewertet
wurden (Godbout et al. 2005; Godbout et al. 2008). Da das Alter einen negativen Einfluss auf
alle anderen gemessenen Parameter des ,,sickness behaviours® hatte, erscheint dies durchaus
plausibel, konnte allerdings auch hier nur unter Bestrachtung der Absolutwerte bestatigt
werden.

Im Hinblick auf die Korperkerntemperatur berichten zahlreiche Studien, dass éltere
Ratten/M&use nach verschiedenartigen Immunstimuli ein deutlich niedrigeres Fieber
entwickeln oder sogar Uberhaupt keine Fieberreaktion aufweisen (Norman et al. 1988;
Scarpace et al. 1992; Fraifeld et al. 1995; Wachulec et al. 1997). Dieses Ph&nomen wurde
auch bei alteren Menschen beobachtet und sowohl bei menschlichen Patienten als auch in
Labortierstudien wurde die fehlende Fieberreaktion mit einer erhdhten infektionsbedingten
Mortalitdt in Zusammenhang gebracht (Gleckman & Hibert 1982; Finkelstein et al. 1983;
Norman et al. 1985). Da seit mehreren Jahrzehnten die Auspriagung des ,,sickness behaviours*
und vor allem der Fieberreaktion als adaptives Verhalten angesehen wird, welches zur
Bekampfung der Infektion beitrdgt (Bryant et al. 1971; Weinstein et al. 1978; Hart 1988),
scheint die Abwesenheit von Fieber im Alter den Verlauf einer Infektionskrankheit ungunstig
zu beeinflussen. Somit besteht bei &lteren Patienten die ungiinstige Ausgangssituation, dass
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zum einen eine Infektion auf Grund der ausbleibenden Temperaturerhéhung schlechter vom
Korper bekdmpft wird und zum anderen nicht sofort als solche diagnostiziert wird, da die
klinischen Symptome sich bei dlteren Patienten anders préasentieren (Norman & Toledo 1992).
Obschon die Ursachen welche das Ausbleiben der Fieberreaktion bewirken noch nicht
vollstandig geklart sind, finden sich vermehrte Anzeichen in der Literatur, dass eine
eingeschrankte Kapazitat der Thermoregulation im Alter eine bedeutende Rolle spielt. Dies
belegen Studien an Labornagern, in welchen alte Ratten bei einer héheren, thermoneutralen
Raumtemperatur in der Lage waren eine gleich hohe Fieberreaktion nach LPS-Stimulus zu
entwickeln wie die junge Vergleichsgruppe, wahrend dies bei einer kélteren
Umgebungstemperatur nicht der Fall war (Florez-Duquet et al. 2001; Buchanan et al. 2003;
Peloso et al. 2003). Mit Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse wurde in der vorliegenden
Arbeit die Umgebungstemperatur auf 28 °C eingestellt. Diese Erhéhung der AulRentemperatur
ermdoglichte es den alten Ratten in diesem Versuchsansatz eine Fieberreaktion zu entwickeln,
was die Hypothese eines altersassoziierten Kapazitatsverlustes der Thermoeffektoren
bekraftigt. Die Fieberreaktion der alten Ratten unterschied sich jedoch im zeitlichen Verlauf
und in ihrer Auspragung von der jungen Vergleichsgruppe (Abbildung 23). Die jungen Ratten
zeigten auf die verabreichte LPS-Dosis einen raschen Anstieg der Korperkerntemperatur und
Hauptauspragung des Fiebers in den ersten 8 Stunden. Dies stellt eine typische Reaktion auf
die verabreichte moderate LPS-Dosis von 100 pg/kg dar, welche auch bereits in anderen
Arbeiten dokumentiert wurde (Harré et al. 2002; Damm 2012). Die alte Gruppe reagierte
zunachst mit einem relativ verzogerten Temperaturanstieg und erreichte ein ahnlich hohes
Fieber wie die junge Gruppe erst nach 8 Stunden. Daraufhin blieb das Fieber bei den alten
Ratten jedoch bestehen und auch nach 24 Stunden wiesen sie noch eine signifikant hohere
Korpertemperatur auf als die PBS-injizierte Kontrollgruppe. Somit war die Fieberreaktion bei
28 °C nicht schwécher, sondern zeigte einen tendenziell verzbgerten Anstieg in der
Anfangsphase gekoppelt mit einer deutlich verldngerten Fieberphase. Da das Fieber nach 24
Stunden zum Perfusionszeitpunkt der Tiere noch Bestand hatte, hatte man den eigentlichen
Endzeitpunkt der Fieberreaktion nur bei einem langeren Beobachtungszeitraum feststellen
konnen. Das Entstehen einer verlangerten Fieberphase im Alter wurde bisher lediglich in
einer Studie nach Stimulation mit E. coli gezeigt (Barrientos et al. 2009). Die in der hier
vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bezeugen demnach zum ersten Mal, dass im
Anschluss an eine LPS-Stimulation auch ein verléngertes Fieber im Alter auftreten kann.

1.2  Altersbedingte  Veranderungen  peripherer und  zentraler
inflammatorischer Parameter basal und nach Immunstimulus

Inwieweit die vorgefundene altersbedingte stirkere Auspragung des ,,sickness behaviours*
und vor allem eines zum Pefusionszeitpunkt noch bestehenden Fiebers sich auch in der
Auspragung der zirkulierenden Zytokine und inflammatorischen Marker peripher in der Leber
und zentral im Hypothalamus widerspiegelt war ebenso Untersuchungsgegenstand der
vorliegenden Arbeit. Damit sollten die zugrundeliegenden Mechanismen und Mediatoren der
in alten Ratten verstarkt auftretenen Krankheitssymptome aufgeklart werden.

171



Diskussion

Zirkulierende Zytokine im Blutplasma

Wie Dbereits beschrieben wurden bei é&lteren Menschen basal erhdhte Werte an
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6, TNFa und IL-1B und antiinflammatorischen
Zytokinen wie IL-1ra und IL-10 in der Blutbahn festgestellt (Ershler 1993; Catania et al.
1997; Bruunsgaard et al. 1999; Alvarez-Rodriguez et al. 2012). Bei tierexperimentellen
Studien konnte zum Teil bereits basal, meist aber in Zusammenhang mit einem
Immunstimulus, ebenfalls eine altersbedingte Hochregulation verschiedener zirkulierender
Zytokine gezeigt werden, unter anderem IL-6, TNFa, IL-1p und IL-10 (Tateda et al. 1996;
Saito et al. 2003; Godbout et al. 2005; Godbout et al. 2008; Huang et al. 2008; Henry et al.
2009).

In unserer Studie konnte weder bei den jungen noch bei den alten Ratten zirkulierendes TNFa
in den entnommenen Proben zum Zeitpunkt 24 h nach Stimulation detektiert werden. 4 h nach
LPS-Injektion konnten zwar erh6hte TNFo Plasmawerte gemessen werden; allerdings keine
altersabhéngigen Effekte. TNFa ist eines der ersten Zytokine, das nach LPS-Stimulation im
Blutplasma auftritt. Es ist in Blutproben unstimulierter Tiere meist nicht detektierbar, erreicht
seinen Konzentrationspeak innerhalb der ersten 60 Minuten und fallt innerhalb der néchsten
Stunden wieder rapide ab (Roth et al. 1993). Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass
zu einem fritheren Zeitpunkt in den alten Ratten vermehrt TNFa gebildet wurde. 1L-6 zeigte
in der vorliegenden Studie basal keine Unterschiede zwischen alten und jungen Ratten, war
jedoch 24 h nach LPS-Stimulation im Blutplasma der alten Ratten noch deutlich
hochreguliert, wéhrend sich bei den jungen Ratten zu diesem Zeitpunkt keine Unterschiede zu
dem Basalwert ergaben (Abbildung 25 A). Die zirkulierenden IL-6-Werte spiegeln somit gut
die verstdrkte Fieberreaktion der alten Ratten wider. IL-6 gilt generell als das Zytokin, dessen
Plasmakonzentration am besten mit dem Verlauf der Fieberantwort korreliert und, im
Gegensatz zu TNFao und IL-1B, wéhrend der gesamten Fieberreaktion erhoht bleibt (Ueno et
al. 1989; Cartmell et al. 2000).

Auf Seiten der in dieser Arbeit untersuchten antiinflammatorischen Zytokine zeigte 1L-10
keine altersabhangige Regulation. Hingegen fand sich eine altersbedingte Hochregulation in
den gemessenen Konzentrationen von IL-1ra, welche auch vor allem in der LPS-stimulierten
Gruppe alter Ratten seine Auspragung fand (Abbildung 25 D). Da IL-1ra in friheren
tierexperimentellen Studien in diesem Zusammenhang meistens nicht gemessen wurde, stellt
dies ebenfalls eine neue Erkenntnis dar. Hinweise aus klinischen Studien an menschlichen
Probanden konnten bereits eine Implikation veranderter IL-1ra Konzentrationen an den im
Alter auftretenden inflammatorischen Verédnderungen auf Grund erhohter basaler
Plasmawerte im Altern aufzeigen (Catania et al. 1997). IL-1ra ist in der Humanmedizin in
Altersstudien ebenfalls ein prognostisch interessantes Zytokin, da ein Zusammenhang
zwischen erhohten IL-1ra Werten und einer erh6hten Mortalitdt bei &lteren Probanden
hergestellt wurde (Jylha et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit konnten die erh6hten IL-1ra
Werte eventuell an dem verzdgerten Auftreten des Fiebers beteiligt sein, da zirkulierendes IL-
1ra LPS-induziertes Fieber zu hemmen vermag (Luheshi et al. 1996).

Das zytokin-&hnliche Hormon Leptin wurde ebenfalls im Blutplasma untersucht, da mehrere
Studien Leptin als wichtiges proinflammatorisches zytokinartiges Hormon, welches an der
Auspragung der LPS-bedingten systemischen Entziindungsreaktion beteiligt ist,
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charakterisiert haben (Grunfeld et al. 1996; Sarraf et al. 1997; Luheshi et al. 1999; Sachot et
al. 2004; Harden et al. 2006; Rummel et al. 2010). Des Weiteren wurden in mehreren
Tiermodellen sowie auch beim Menschen im Alter erhohte Leptinwerte im Blut vorgefunden
(Baumgartner et al. 1999; Scarpace & Tumer 2001; Gabriely et al. 2002), wobei beim
Menschen auch gegenteilige Beobachtungen vorliegen (Isidori et al. 2000). In der
vorliegenden Studie wurde bei den alten Ratten basal keine signifikant erhdhte
Leptinkonzentration im Blut festgestellt. Somit konnte die in anderen Versuchen festgestellte
positive Korrelation zwischen Alter und erhohten Leptinwerten nicht bestatigt werden. Dies
konnte unter anderem daran liegen, dass die vorher genannten Studien an anderen
Rattenstdmmen durchgefuhrt wurden (Fischer 344 x Braune Norweger und Sprague-Dawley
Ratten).

Obschon aus anderen Studien bekannt ist, dass die zirkulierende Leptinkonzentration nach
Immunstimulus im Blut zu bestimmten Zeitpunkten ansteigen kann (Sarraf et al. 1997;
Berkowitz et al. 1998; Faggioni et al. 1998; Gomez-Ambrosi et al. 2004), konnten andere
keine Erhohung von Leptin Spiegeln im Plasma nachweisen (Gautron et al. 2005). Dies
scheint auch im Zusammenhang mit dem gewéhlten Versuchsdesign zu stehen bei dem erst
ein Futterentzug vor/bei der Stimulation bis zur Blutentnahme zu erh6ht gemessenen Leptin-
Konzentrationen beizutragen scheint (Sarraf et al. 1997; Berkowitz et al. 1998; Faggioni et al.
1998; Gomez-Ambrosi et al. 2004). Kurzfristiges Hungern fuhrt namlich zu einem starken
Abfall von Leptin im Plasma (Boden et al. 1996; Hardie et al. 1996). In jlingeren Studien
konnten vielmehr bei Tieren ohne vorherigen Futterentzug lediglich zum Zeitpunkt 8 Stunden
nach Stimulation mit der gleichen Dosierung an LPS ein geringgradiger Leptin-Anstieg
festgestellt werden, der zum Zeitpunkt 24 Stunden wieder auf die Basalwerte abgesunken war
(Luheshi & Rummel 2007; Inoue et al. 2008). Entsprechend wurde in den vorliegenden
Versuchsergebnissen zu dem Zeitpunkt 24 Stunden nach Stimulation bei der jungen Gruppe
keine Regulation durch LPS mehr vorgefunden. Nach LPS-Stimulation hingegen konnte in
der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal beobachtet werden, dass die Leptinkonzentrationen
der alten Ratten 24 Stunden nach LPS-Stimulus stark erhoht waren (Abbildung 25 B). Genau
wie IL-6 scheint also auch Leptin eine grofiere Rolle in der altersbedingten Verénderung der
»sickness response® zu spielen. Bei der ebenfalls untersuchten Gruppe junger und alter
Ratten, welche 4 Stunden nach LPS-Injektion perfundiert wurde, konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Plasmazytokinen gefunden werden, wenngleich eine Tendenz fir
eine Erhohung der IL-6-, Leptin-, IL-10- und IL-1ra-Werte im Alter ersichtlich war
(Abbildung 33). Dies konnte auf die niedrige Tierzahl (2-3 pro Gruppe) zuruckzufiihren sein
und es ware sinnvoll, in weiterfihrenden Untersuchungen an einer grofReren Anzahl
Versuchstiere diesen Zeitpunkt noch einmal zu analysieren.

Zusammenfassend konnte hier zwar fir den untersuchten Messzeitpunkt keine altersbedingte
Veranderung fir die zirkulierenden Zytokine IL-10 und TNFa aber fiir IL-6 und IL-1ra
gezeigt werden. Des Weiteren konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass Plasma
Leptin durch LPS im Alter ebenfalls eine verstarkte und verldngerte Hochregulation erfahrt.
Insgesamt sind die vorgefundenen Zytokinwerte konsistent mit der verzdgerten und
verldngerten Ausprédgung der Fieberantwort und insbesondere I1L-6, IL-1ra und Leptin
konnten entscheidend an der altersassoziierten Verstarkung der Fieberantwort beteiligt sein.
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Zentrale und periphere inflammatorische Parameter in Hypothalamus und Leber

Wie bereits erwdhnt wurden neben Veranderungen in den zirkulierenden Zytokinen in
tierexperimentellen Studien oftmals auch (basal und/oder nach Immunstimulus) eine erhdhte
Expression inflammatorischer Marker, unter anderem IL-6, IL-1B, TNFa und IL-10, im
Gehirn vorgefunden (Godbout et al. 2005; Godbout et al. 2008; Huang et al. 2008; Abraham
& Johnson 2009; Barrientos et al. 2009; Henry et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde
zusétzlich zu den Zytokinen eine umfassende Untersuchung LPS-induzierbarer Signalwege
auf altersbedingte Veranderungen durchgefuhrt. Hierbei wurden sowohl der Hypothalamus
als zentrale Schaltstelle der Fieberentstehung als auch die Leber als wichtiges peripheres
,Immunorgan* beriicksichtigt. Die vorgefundene altersassoziierte Expressionssteigerung des
Aktivitdtsmarkers [kBa in Hypothalamus und Leber deutet auf eine gesteigerte Aktivitéit des
inflammatorischen Transkriptionsfaktors NFkB im Alter in diesen beiden Organen hin
(Abbildung 26 A, D). Diese Beobachtungen sind konform mit der von Chung et al.
aufgestellten ,,molecular inflammation hypothesis of aging®“, welche eine chronisch
gesteigerte Aktivitdt von verschiedenen inflammatorischen Faktoren, unter anderem NFkB,
als Folge des erhohten oxidativen Stresses im Alter postuliert (Chung et al. 2011). Eine basal
erhohte Aktivitat und/oder Expression von NFkB im Alter wurde auch bereits von anderen
Forschungsgruppen fir Herz, Leber, Niere und Gehirn festgestellt (Geokas et al. 1985;
Helenius et al. 1996; Korhonen et al. 1997; Helenius et al. 2001). Wahrend Saito et al. im
Herzmuskel keinen Unterschied der NFxB-Bindungsaktivitat zwischen jungen und alten
Maéusen nach LPS-Injektion feststellte (Saito et al. 2003), konnte hier eine gesteigerte
Expression von IkBa 24 Stunden nach LPS-Stimulation im Hypothalamus der alten Ratten
nachgewiesen werden, welche bei der jungen Gruppe nicht mehr vorhanden war. In der Leber
hingegen wurde bei beiden Gruppen kein regulatorischer Effekt von LPS mehr nachgewiesen.
Analog zu einer friheren Studie (Sandhir & Berman 2010) wurde auRerdem eine erhohte
Expression von NF-IL6 im Hypothalamus der alten Ratten festgestellt (Abbildung 26 C),
welche sich sowohl zu dem 24 Stunden als auch zu dem 4 Stunden Zeitpunkt manifestierte.
Der Aktivitatsmarker SOCS3 blieb im Hypothalamus durch das Altern unbeeinflusst, eine
altersassoziierte Erhohung im Gehirn, wie sie von Peralta et al. (2002) berichtet wurde,
konnte hier nicht bestatigt werden (Peralta et al. 2002). In der Leber zeigte sich jedoch eine
altersbedingte Expressionssteigerung (Abbildung 26 E). Bei genauerer Betrachtung scheint
dieser Effekt durch die starke LPS-induzierte Hochregulation von SOCS3 bei den alten Ratten
entstanden zu sein. Dieser Effekt war bei den jungen Ratten nicht beobachtet worden. Die
basalen Level der beiden Altersgruppen unterschieden sich allerdings nicht. Dies deutet
demnach auf eine erhohte Aktivitat des inflammatorischen Transkriptionsfaktors STAT3 hin
und konnte somit die vorgefundenen erhohten zirkulierenden IL-6- und Leptin-Werte der
alten Ratten widerspiegeln. Die systemische IL-6- und Leptin-Aktivitat der alten Ratten
scheint interessanterweise zentral keinen Einfluss auf die SOCS3-Aktivitat im Hypothalamus
zu haben, jedoch auf die Leber als peripheres Organ zu wirken. Dies kénnte wiederum ein
Hinweis dafiir sein, dass eine potentielle Resistenz gegentiber Leptin lediglich fur das Gehirn
nicht aber flr die Leber also periphere Organe existiert. Zumindest ist eine erhéhte SOCS3-
Expression als eine der moglichen Hypothesen einer Leptin-Resistenz beschrieben worden
(Peralta et al. 2002).
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In Einklang mit anderen Studien wurde auch in der vorliegenden Arbeit im Hypothalamus
eine erhohte IL-6-Expression in den alten Ratten im Vergleich zu den jungen Ratten
vorgefunden (Godbout et al. 2005; Huang et al. 2008). Ein signifikanter zusatzlicher Effekt
durch LPS konnte hier statistisch jedoch nicht nachgewiesen werden. Die alten Ratten zeigten
allerdings eine starke Tendenz auf eine noch vorhandene Hochregulation der IL-6 Expression
in der LPS-Gruppe (Abbildung 27 A).

Die antiinflammatorischen Zytokine 1L-10 und IL-1ra wiesen in beiden untersuchten Organen
keine altersbedingten Veranderungen in ihrer Expression auf. Unabhangig von der
Altersgruppe war IL-1ra in beiden Geweben und IL-10 in der Leber jedoch nach LPS-
Stimulation vermehrt exprimiert. Dies kdnnte ein Regulationsmechanismus gegen das erhohte
proinflammatorische Milieu darstellen (Abbildung 27).

Da bereits gezeigt werden konnte, dass zirkulierendes IL-6 zu einer STAT3-gekoppelten
Expression von COX2 und mPGES im Gehirn beitragt (Rummel et al. 2006; Rummel et al.
2011), lag die Vermutung nahe, dass die in dieser Studie vorgefundenen erhohten IL-6-
Plasmaspiegel bei alten Ratten Uber eine Erhohung der hypothalamischen COX-2 und
MPGES-Expression zu der verstarkten Fieberantwort beitragen. Doch obwohl hier generell
eine altersbedingte erhdhte Expression dieser beiden Enzyme im Hypothalamus vorlag, fiihrte
die LPS-Stimulation nicht, wie bei den zirkulierenden IL-6-Leveln, ebenfalls zu einer
erhdhten COX-2 und mPGES-Expression (Abbildung 28 A-B). Diese Beobachtung kénnte
bedeuten, dass IL-6 nicht alleine hauptverantwortlich fiir das verstérkte ,,sickness behaviour*
der alten Ratten ist, sondern auch andere Elemente wie ein gleichzeitig aktivierter NFxB-
Signalweg zusétzlich nétig sind.

Immunhistochemisch wurde an verschiedenen relevanten Regionen des Hypothalamus auf
Proteinebene zum ersten Mal tiberpriift, inwieweit das verstirkte ,,sickness behaviour® sich
ebenfalls in einer regionsspezifischen, verstarkten Aktivierung inflammatorischer
Transkriptionsfaktoren widerspiegelt. Obwohl Fieber in den alten Ratten zum Zeitpunkt 24-
Stunden noch vorhanden war, konnte keine verstarkte Aktivierung fir NFxB und
phosphoryliertem, also aktiviertem STAT3 nachgewiesen werden. Tatsdchlich war bei alten
wie auch jungen Ratten keine nennenswerte Aktivierung 24 Stunden nach Stimulation zu
verzeichnen. Dies entspricht Ergebnissen aus friheren Studien mit jungen Tieren (Rivest
1999; Gautron et al. 2002; Nadjar et al. 2003; Rummel et al. 2005), war allerdings fir alte
Ratten noch nicht entsprechend untersucht worden.

Wie in der Einleitung beschrieben (Einleitung Kapitel 4 Leptin), spielt eine STAT3-
Phosphorylierung im Nucleus arcuatus fiir die Leptin-induzierte Hemmung der
Futteraufnahme eine entscheidende Rolle (Hegyi et al. 2004). Da in alten Ratten keine erhohte
STAT3-Aktivierung im Nucleus arcuatus nachgewiesen werden konnte, obwohl diese Tiere
erhohte Leptin-Konzentrationen zum Zeitpunkt 24 h aufwiesen, konnte dies ebenfalls als ein
Hinweis auf eine zentrale Leptin-Resistenz gedeutet werden. Solch eine Leptin-Resistenz
konnte durch die altersbedingte Fettsucht oder das Altern selbst verursacht werden
(Diskussion Kapitel 2.2 Beurteilung der Ergebnisse der LAS-Behandlung im Hinblick auf den
experimentellen Versuchsaufbau und die altersassoziierte Leptin-Resistenz). Fur NF-IL6
Aktivitat wurde in den untersuchten Regionen basal ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Altersgruppen nachgewiesen. Die chronische Neuroinflammation, die
im Altern auch im basalen Zustand vorherrscht, scheint somit nicht mit einer
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immunhistochemisch messbaren verstarkten Aktivierung von NF-IL6 in Zusammenhang zu
stehen. Nach LPS-Stimulation konnte fir die Mehrzahl der untersuchten Hirnregionen
ebenfalls kein Unterschied der NF-IL6-Immunreaktivitat zwischen alten und jungen Ratten
gezeigt werden. Zum ersten Mal stellte sich jedoch ein deutlicher und quantifizierbarer
Unterschied fur die Median eminence (ME) heraus (Abbildung 31 G-H). Die LPS-Stimulation
fiihrte hier zu einer verstarkten NF-1L6-Aktivitat bei den alten Ratten. Die ME gehdrt zu den
circumventrikuldren Organen und ist eine wichtige Struktur der HPA-Achse. Parvozellulare
Neurone aus dem PVN geben das von ihnen gebildete ,,corticotropin-releasing hormone*
(CRH) uber neuronale Projektionen an die ME weiter. In der ME erfolgt daraufhin die
Abgabe des CRH an das PortalblutgefalRsystem, woriiber es den Hypophysenvorderlappen
erreicht (Whitnall et al. 1985). Eine verstarkte altersassoziierte NF-1L6-Aktivierung dieser
Hirnstruktur nach LPS-Stimulus koénnte somit implizieren, dass die nachgeschalteten
Strukturen der HPA-Achse ebenfalls starker aktiviert werden und sich die systemische
Entzindungsreaktion im Alter anders auf die Stressachse auswirkt.

Zusétzlich sollte zu einem friheren Zeitpunkt, bei dem es in jungen Tieren nach LPS-
Stimulation mit der gleichen Dosierung sowohl zu NF-IL6 als auch zu STAT3 Aktivierung
kommt, untersucht werden, ob die verstarkte Entziindungsreaktion bei alten Ratten sich auch
in verstarkter Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wiederspiegelt. Damit sollten ebenfalls
maogliche Gehirnregionen identifiziert werden, die altersbedingte Unterschiede in der
Aktivierung aufweisen. Hierflr wurde entsprechend friiheren Untersuchungen (Rummel et al.
2005; Damm et al. 2011) eine kleine Gruppe alter und junger Ratten 4-Stunden nach LPS-
Stimulation analysiert. Exemplarisch konnte fur das OVLT gezeigt werden, dass auch hier
keine eindeutigen Unterschiede zwischen jungen und alten Ratten vorzuliegen scheinen
(Abbildung 35, Abbildung 36). Es wird dennoch sinnvoll sein, diese Untersuchungen an einer
grolleren Gruppe und anderen Hirnregionen in weiterzufiihrenden Versuchen fortzusetzen,
bevor das Vorhandensein altersbedingter Unterschiede auf dieser Ebene vollstandig
ausgeschlossen werden kann.

Auf Ebene der mRNA-Expression inflammatorischer Marker in Hypothalamus und Leber
konnte 4 Stunden nach LPS-Stimulation die bereits vorher festgestellte erhdhte Expression
des Transkriptionsfaktors NF-1L6 im Hypothalamus im Alter bestétigt werden (Abbildung 34
C). Die anderen untersuchten Parameter zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Altersgruppen. Auch hier muss auf die niedrige Gruppenzahl (n = 3) und die
prelimindre Natur dieser Ergebnisse hingewiesen werden, die durch eine Erhéhung der
Tierzahl und weiterfiihrende Untersuchungen erst noch bestatigt werden sollten.

1.3 Veranderungen oxidativer Stressmarker im Altern und nach LPS-
Stimulus

Wie bereits beschrieben spielen die hier untersuchten oxidativen Stressmarker PGC-1a, NRF1
und TFAM eine grundlegende Rolle in der mitochondrialen Biogenese. Die ,,mitochondriale
Theorie des Alterns® postuliert, dass eine Zunahme oxidativer Schiden im Altern und ein
damit verbundener mitochondrialer Funktionsverlust an der Entstehung altersassoziierter
Verénderungen und Krankheitsbilder beteiligt ist (Balaban et al. 2005; Greaves & Turnbull
2009). Eine Untersuchung der altersbedingten Expressionsédnderung dieser oxidativen
Stressmarker wurde bereits mehrmals in Zusammenhang mit dem altersassoziierten
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Krankheitsbild der Sarkopenie, einem Verlust an Muskelmasse, durchgefuhrt, da eine
Abnahme der mitochondrialen Funktion diesem Krankheitsbild zugrunde liegen soll (Wenz et
al. 2009). Mehrere Studien haben an Biopsieproben von Skelettmuskulatur &lterer
menschlicher Probanden oder in Tiermodellen die Expression dieser Faktoren untersucht und
eine erhohte Expression von NRF1 (Lezza et al. 2001; Bori et al. 2012), eine erhohte (Lezza
et al. 2001) oder reduzierte (Kang et al. 2013) Expression von TFAM und eine Reduktion von
PGC-1a (Joseph et al. 2012; Kang et al. 2013) nachgewiesen. In der Herzmuskulatur wurde
eine Reduktion der Expression von PGC-1a und NRF1 festgestellt (Vina et al. 2009). Zu
altersbedingten Expressionsanderungen dieser oxidativer Stressmarker im Gehirn gibt es bis
jetzt nur wenige Studien. Picca et al. fanden eine erhohte Expression von TFAM im
Frontalkortex alter Mause, welche jedoch mit einer Abnahme der DNA-Bindungsaktivitat
dieses Faktors und des Gehaltes an mitochondrialer DNA gekoppelt war (Picca et al. 2013).

In der vorliegenden Arbeit zeigten die untersuchten Marker fir oxidativen Stress NRF1 und
TFAM im Hypothalamus eine altersbedingte Hochregulation (Abbildung 29). In der Leber
hingegen war die NRF1-Expression im Alter signifikant erniedrigt. Die basale Expression von
PGCla war in der Leber der alten Ratten tendenziell erhoht und wurde durch LPS signifikant
erniedrigt, wahrend bei den jungen Ratten keine Regulation durch LPS vorlag (Abbildung 29
D). Vorhergehende Studien haben nach Stimulation mit LPS eine Erhéhung dieser oxidativen
Stressmarker in Herz und/oder Leber nachgewiesen (Suliman et al. 2003; Suliman et al.
2004). Diese abweichenden Ergebnisse kénnten durch unterschiedliche LPS-Dosierungen (1
mg/kg vs 100ug/kg), Untersuchungszeitraume (6h, 24h und 48h vs 24h) und Alter (jung vs
alt) der Tiere bedingt sein.

Zurzeit liegen also leicht widersprichliche Ergebnisse Uber eine Zu- oder Abnahme der
Expression dieser Faktoren in verschiedenen Geweben im Alter vor. Auch die Interpretation
dieser Ergebnisse lasst verschiedene Schlussfolgerungen zu, da sowohl eine
Expressionszunahme als kompensatorische Antwort auf das Vorliegen erhohter oxidativer
Schéden gedeutet wird (Lezza et al. 2001) als auch eine Expressionsabnahme als Beweis fiir
das Vorliegen erhohten oxidativen Stresses und mitochondrialer Dysfunktion im Alter
herangezogen werden kann (Vina et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit konnten weitere
Ergebnisse zu altersassoziierten Veranderungen von NRF1 und TFAM fir den Hypothalamus
gezeigt werden, welche die bereits vorliegenden Erkenntnissen aus der Arbeit von Picca et al.
fiir den Frontalcortex ergénzen (Picca et al. 2013). Picca und Kollegen fanden erhdhte TFAM-
Protein-Level im Gehirn alter Ratten, die jedoch interessanterweise mit einer deutlich
reduzierten Bindungsaktivitdt an mitochondriale DNA einhergingen, was das gleichzeitige
Vorfinden erniedrigter Gehalte an mitochondrialer DNA bei alten Ratten in dieser Studie
erklaren konnte. Insgesamt konnten in der vorliegenden Arbeit neue alters- und LPS-bedingte
Veranderungen in der Ratte zum Zeitpunkt 24 h nach Stimulation mit einer moderaten LPS-
Dosierung nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen dieser wichtigen Faktoren werden
allerdings notwendig sein, um deren funktionelle Rolle beim Altern und inflammatorischen
Stress in Gehirn und Leber besser zu verstehen. Daflir kénnten beispielsweise antioxidative
Stoffe in Kombination mit LPS und / oder Altern eingesetzt werden. Resveratrol, ein
natlrliches Phytoalexin, stellt z.B. ein bekanntes Antioxidans dar, welches bereits in vielen
Forschungsprojekten auf seine antioxidativen Eigenschaften untersucht wurde (Frombaum et
al. 2012; Marchal et al. 2013). Unter anderem wurden auch neuroprotektive Eigenschaften in
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einem Modell der zerebralen Ischdmie, eine Reduktion oxidativer Stressmarker und
inflammatorischer Mediatoren bei Ratten nachgewiesen (Orsu et al. 2013). Dieser natirliche
Wirkstoff wurde auch bereits erfolgreich in LPS-stimulierten Rattenmodellen eingesetzt und
bewirkte eine Reduktion der LPS-induzierten Erhéhung oxidativer Stressmarker in Gehirn
und Leber (Sebai et al. 2009; Sebai et al. 2010). Somit ergeben sich hier interessante
Ansatzpunkte, diesen Wirkstoff in einem Kombinationsmodell Alter/Inflammation und die
Regulation mitochondrialer Stressmarker weiter zu untersuchen.

1.4 Potentielle Bedeutung von mir-146a in der altersabhangigen
Veranderungen der LPS-induzierten Inflammation

Als neuer potentieller Faktor, der in die im Alter vorliegenden immunologischen
Veranderungen impliziert sein kdnnte, wurde in der vorliegenden Arbeit die microRNA mir-
146a naher betrachtet. Ansatzpunkte fur diese Untersuchung lieferten friihere Studien, welche
eine basal verstarkte Expression von mir-146a in peritonealen Makrophagen, Milz und Serum
alter Mause und eine LPS-induzierte Hochregulation der Expression in jungen aber nicht in
alten Tieren zeigten (Jiang et al. 2012). Des Weiteren wird mir-146a verstérkt in seneszenten
Fibroblasten exprimiert und die ektopische Expression von mir-146a in primdren humanen
Fibroblasten unterdriickt z.B. die IL-6 Expression und kann hieriiber als negatives Feedback
Signal im Rahmen einer Inflammation wirken (Bhaumik et al. 2009). Generell wird mir-146a
iiber einen NFkB-abhangigen Signalweg induziert und tragt zu einer negativen Regulation der
TLR-Aktivierung bei (Taganov et al. 2006). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen
zum ersten Mal eine altersassoziierte Hochregulation von mir-146a ebenfalls im
Hypothalamus. Ahnlich zu Ergebnissen der Studie von Jiang et al. wurde auch hier vor allem
in der basalen Expression eine altersbedingte Expressionserhéhung nachgewiesen. Die
Regulation durch LPS (Zeitpunkt 24 h) schien bei den alten Tieren im Vergleich zu der
jungen Gruppe beeintréchtigt zu sein (Abbildung 28 D). So gleicht sich die Expressionsstérke
nach LPS-Behandlung bei beiden Altersgruppen an, weshalb wahrscheinlich zu dem
vierstiindigen Untersuchungszeitpunkt auch kein Unterschied zwischen den beiden
Altersgruppen detektiert werden konnte. Die in dieser Arbeit vorgefundene basal erhdhte mir-
146a-Expression konnte die beobachtete erhohte NFkB-Aktivierung widerspiegeln, allerdings
ohne die LPS-induzierte erhdhte Entziindungsantwort im Gehirn zu erniedrigen. Eigentlich
sollte mir-146a, wie in der Einleitung beschrieben (Einleitung Kapitel 2.3.4 MicroRNAS), die
NF«B-vermittelte Expression inflammatorischer Zielgene wie mPGES und COX2 als
negativen Feedbackmechanismus hemmen. Dies konnte allerdings in der vorliegenden Studie
nicht nachgewiesen werden. Diese endogene antiinflammatorische Gegenregulation durch
mir-146a scheint also im Alter verringert zu sein und konnte dazu beitragen, die erhohte
inflammatorische Aktivierung im Alter zu erkldren. Da die microRNAs als wichtige
Modulatoren und Regulatoren verschiedenster Prozesse erst seit relativ kurzer Zeit entdeckt
wurden, sind viele Mechanismen noch ungeklart. Laufend werden neue microRNAs entdeckt
oder neue Funktionen bereits bekannter microRNAs aufgedeckt. Dementsprechend gibt es
natdrlich noch weitere Kandidaten, deren Untersuchung in diesem Zusammenhang interessant
ware. Hierzu wirden z.B. die microRNAs mir-29a und mir-29b zahlen. Es handelt sich um
zwei immunomodulatorische microRNAs, deren Expression im Gehirn im Alter ebenfalls
erhoht ist und mit einer Reduktion von Regulatoren der mikroglialen Aktivierung einhergeht
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(Fenn et al. 2013). Die Untersuchung dieser und weiterer in die Immunregulation implizierter
microRNAs, wie z.B. mir-155 und mir-125b (Tili et al. 2007), im Hinblick auf
altersassoziierte Verdnderungen in der Entziindungsreaktion stellen mit Sicherheit
vielversprechende und interessante Ansétze fur zukunftige Forschungsarbeiten auf diesem
Gebiet dar.

Eine zusammenfassende Betrachtung der in dieser Arbeit vorgefundenen Veranderungen in
den untersuchten inflammatorischen Signalwegen im Alter ist in der nachfolgenden
Abbildung dargestellt (Abbildung 67).

Immunzellen
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(LPS) -—> Endogene Pyrogene
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Abbildung 67: Zusammenfassende Darstellung der vorgefundenen Veranderungen in
den untersuchten inflammatorischen Signalwegen im Alter

Die durchgefiihrten Untersuchungen brachten neue Erkenntnisse bezliglich altersbedingter
inflammatorischer Veranderungen auf peripherer und zentraler Ebene. Peripher im
Blutkreislauf wurden erhohte Werte zirkulierender Zytokine (IL-6, IL-1ra und Leptin)
vorgefunden. Auf hypothalamischer Ebene konnte eine altersbedingte Steigerung der
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Expression mehrerer relevanter inflammatorischer Marker nachgewiesen werden. Dies betraf
verschiedene Transkriptionsfaktoren (NFxB, NF-IL6), Zytokine (IL-6), Enzyme der
Prostaglandinsynthese (COX2, mPGES), oxidative Stressmarker (NRF1, TFAM) und die
antiinflammatorische microRNA mirl46a, welche regulatorisch die Aktivitdt von NFxB
hemmt. Zusammenfassend untermauern diese Verdanderungen von inflammatorischen
Faktoren die ebenfalls dokumentierte verstiarkte Auspriagung des ,,sickness behaviour” im
Alter. NFxB, ,nuclear factor” kappa B; STATS3, ,signal transducer and activator of
transcription” 3; NF-IL6, ,,nuclear factor” interleukin 6; TNFa, Tumornekrosefaktor alpha;
mPGES, mikrosomale Prostaglandin E Synthase; COX2, Zyklooxigenase 2; PGC-la,
,,peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-y coactivator” 1 ao; NRF1, ,nuclear
respiratory factor 1; TFAM, ,,mitochondrial transcription factor* A.

2. Der Einfluss von Leptin auf die altersbedingten Veranderungen in
der systemischen Entziindungsreaktion

2.1 Altersabhangige Auswirkungen der LAS-Behandlung auf die ,,sickness
response“ und periphere sowie zentrale inflammatorische Parameter

In vorhergehenden Studien an jungen Ratten konnten lber Gabe eines Leptin Antiserums
(LAS) sowohl die LPS-induzierte Fieberreaktion, als auch die damit einhergehende Anorexie
und der Gewichtsverlust stark vermindert werden (Sachot et al. 2004; Harden et al. 2006). In
der vorliegenden Arbeit gibt es zwar Unterschiede zu den vorhergehenden Studien, es liegen
jedoch auch &hnliche Ergebnisse oder gleiche Tendenzen vor. In der Fieberkurve der jungen
Ratten zeigte sich etwas weniger deutlich als bei Sachot und Kollegen (2004), dass die LAS-
Gabe das Fieber in den ersten 8 Stunden minderte, was der Hauptfieberphase der jungen
Ratten entsprach (Abbildung 38 A). Die Berechnung des Fieberindex fur diesen Zeitraum
bestétigte diese Beobachtung. Wahrend LAS keinen Effekt auf die Aktivitat und die
Wasseraufnahme der jungen Ratten zeigte, wurden sowohl der Gewichtsverlust als auch die
Anorexie durch LAS abgeschwacht, jedoch nicht vollig eliminiert (Abbildung 42).

Bei den alten Ratten konnte hier zum ersten Mal gezeigt werden, dass sich die Neutralisation
endogenen Leptins vor allem auf die spétere Fieberphase auswirkte und in diesem Abschnitt
das Fieber verminderte (Abbildung 38 B). Genau dieser Zeitabschnitt stellt die fur die alten
Ratten in dem experimentellen Versuchsaufbau dieser Arbeit kennzeichnende verlangerte
Fieberphase dar, welche bei der jungen Gruppe nicht beobachtet werden konnte. Auch die
Berechnung des Fieberindex tber den fur alte Ratten relevanten Zeitraum (24 h) bestatigte
diese Beobachtung. Wie bei den jungen Ratten hatte LAS auch bei der alten Gruppe keine
Auswirkung auf die Aktivitat oder die Wasseraufnahme. Wahrend LAS bei den alten Ratten
auf die Anorexie noch einen leichten Effekt zu haben schien, blieb der LPS-induzierte
Gewichtsverlust hiervon unbeeinflusst (Abbildung 42). Die Erniedrigung der spéteren
Fieberphase bei den alten Ratten, und nicht wie bei den jungen Ratten wéhrend den ersten 8
Stunden, deutet auf einen unterschiedlichen Einfluss von Leptin zwischen der alten und der
jungen Gruppe hin. Somit scheinen die nach LPS-Stimulus stark erhohten zirkulierenden
Leptin-Level bei den alten Ratten einen Einfluss auf die physiologischen Parameter der
verlangerten ,,sickness response®, vor allem die Temperaturerhdhung, zu haben. Allerdings
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zeigten sich im Alter schwéchere Effekte des Leptin-Antiserums auf die Anorexie und den
Gewichtsverlust.

Im Rahmen der Analyse der zirkulierenden Zytokine (Abbildung 43) blieb IL-6 durch LAS
sowohl bei jungen als auch bei alten Ratten unbeeinflusst, wie bereits auch in der Studie von
Sachot und Kollegen (2004) an jungen Ratten gezeigt worden war. Im Gegensatz dazu,
wurden die altersbedingt erhéhten IL-1ra-Plasmaspiegel bei den alten Ratten durch LAS-
Behandlung stark abgesenkt. Dieser Einfluss von LAS auf die IL-1ra Expression wurde
ebenfalls von Sachot und Kollegen (2004) nachgewiesen. Sie konnten zeigen, dass LAS die
Hochregulation der hypothalamischen mRNA-Expression nach LPS verhindert (Sachot et al.
2004). Diese Ubereinstimmung zwischen den beiden Studien bestatigt eine dhnliche Wirkung
bzw. die Wirksamkeit des LAS auch in der vorliegenden Studie. Wéhrend die zirkulierenden
Leptin-Werte bei den jungen Ratten unverdndert waren, kam es bei den alten Ratten durch
LAS-Gabe zu einer stark signifikanten Erhéhung der Leptin-Level. Hierbei handelt es sich
wahrscheinlich um einen ,rebound“-Effekt der durch die vorhergehende Leptin-
Neutralisierung Uber einen Zeitraum von zwei Tage ausgelost wurde. Interessanterweise
scheint dies bei den jungen Ratten entweder gar nicht oder zu einem friiheren Zeitpunkt
aufgetreten zu sein. Obwohl deutliche Effekte des LAS auf die ,,sickness response® und auf
die IL-1ra-Level gemessen werden konnten, kann allerdings auch nicht ausgeschlossen
werden, dass flr die alten Ratten eine héhere Dosierung von LAS pro kg Koérpergewicht
bendtigt wird, um die deutlich héheren Leptin-Konzentrationen im Plasma der Tiere
vollstéandig zu neutralisieren. Dies konnte in weiterfihrenden Studien untersucht werden.

Die Analyse der mMRNA-Expression inflammatorischer Marker nach LPS-Stimulus bestatigt
eine altersassoziierte Erhohung der Expression der Transkriptionsfaktoren NFkB (iiber IkBa)
und NF-IL6 im Hypothalamus und eine altersbedingte Erniedrigung der COX2-Expression in
der Leber, welche bereits in der vorangehenden Studie (Studie 1: Altersabhéngige
Unterschiede in der LPS-bedingten Entziindungsreaktion) beobachtet wurden (Abbildung 44,
Abbildung 45). Die LPS-induzierte mir-146a-Expression zeigte hier keine altersbedingte
Veranderung. Dies bestétigt die vorher erwdhnte Beobachtung und Hypothese, dass die
Hochregulation der mirl46a-Expression im Alter vor allem basal vorhanden ist. Jiang et al.
(2012) konnten so bereits flr andere Gewebe nachweisen, dass die Regulation durch LPS,
welche bei jungen Tieren auftritt, im Alter deutlich reduziert ist (Jiang et al. 2012).
Demzufolge gleichen sich nach LPS-Stimulus die Expressionslevel von der jungen und alten
Gruppe wieder an (wie bei mirl46a).

Andere Ergebnisse als in der vorigen ,,Studie 1 ergaben sich fiir NF-IL6 (Leber) und SOCS3,
die allerdings teilweise auch einfach damit zusammen héngen kdnnten, dass hierfir nur LPS-
stimulierte Tiere und nicht zusatzlich PBS-Kontrolltiere untersucht und statistisch ausgewertet
worden sind. Hier wurde in der Leber eine altersbedingte Erniedrigung der NF-IL6-
Expression gefunden, welche in der ersten Studie ,,Altern* nicht signifikant nachgewiesen
werden konnte (Abbildung 45 C). Des Weiteren zeigte im Gegensatz zur Studie ,,Altern* die
SOCS3-Expression in der Leber bei diesen Gruppen keine altersbedingten Unterschiede.
Diesmal ist hingegen im Hypothalamus eine leichte Erhdhung der SOCS3-Expression zu
sehen (Abbildung 44 B). Es ist nicht auszuschlieRen, dass die zusétzlich zu LPS verabreichten
Sera eine geringfugige Eigenwirkung auf die Inflammation hatten und einige Unterschiede
zwischen den beiden durchgefuhrten Studien hierdurch hervorgerufen wurden. Zwischen der
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ersten und zweiten Studie konnten allerdings fir die physiologischen Parameter keine
signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden. Aullerdem hatten in friiheren Studien die
Sera keinen signifikanten inflammatorischen Eigeneffekt (Rummel et al. 2008; Rummel et al.
2010; Harden et al. 2013) und sollten deswegen eine zu vernachléssigende Rolle spielen.
Obwohl das Leptin-Antiserum auf zirkulierendes IL-1ra bei den alten Ratten eine deutlich
hemmende Wirkung aufzeigte, blieb die IL-1p-Expression sowohl in Hypothalamus als auch
in der Leber unbeeinflusst (Abbildung 44 D, Abbildung 45 D). Vorhergehende Studien haben
gezeigt, dass LAS die LPS-induzierte Erhohung der mRNA-Expression sowohl von IL-1ra als
auch von IL-1B im Gehirn hemmt (Sachot et al. 2004; Inoue et al. 2006). Allerdings wurden
diese Analysen zu einem friiheren Zeitpunkt zwischen 1 und 8 Stunden nach LPS-Injektion
durchgefuhrt. Der hier untersuchte 24 Stunden Zeitpunkt kénnte fur eine Erfassung dieser
Hemmung zu spat gewesen sein. Eine eindeutige Auswirkung von LAS in der quantitativen
real-time PCR Untersuchung zeigte sich lediglich fur die hypothalamische COX2-Expression
der jungen Ratten, welche durch Behandlung mit LAS gesteigert wurde (Abbildung 44 E).
Die alten Ratten blieben jedoch unbeeinflusst. Dieser Befund ist schwierig zu interpretieren,
da bisherige Studien nachgewiesen haben, dass Leptin Antiserum die LPS-induzierte COX2
Expression im Gehirn erniedrigt (Inoue et al. 2006). Auch dies wurde zu einem friiheren
Zeitpunkt (3 Stunden nach LPS-Injektion) analysiert. Da die jungen Ratten zum Zeitpunkt der
Messung bereits kein Fieber mehr aufwiesen scheint die erhohte COX2-Expression zu diesem
spaten Zeitpunkt nicht reprasentativ fur ihre physiologische Bedeutung bei der Fieberreaktion
zu sein. Ebenso wie die erhohten zirkulierenden Leptinwerte der alten Ratten kdnnte es sich
bei dieser erhdhten COX2-Expression um die Folge einer durch die zweitdgige
Neutralisierung der Leptin-Level initiierten Gegenregulation zu dem spéten Zeitpunkt 24 h
nach Stimulation handeln.

Aufbauend auf den Ergebnissen der ersten Studie wurden immunhistochemisch die Median
eminence (ME) und der in der Stressachse vorgeschaltete Nucleus paraventricularis (PVN)
auf Veranderungen in der Aktivitat des Transkriptionsfaktors NF-1L6 untersucht. Konform
mit den vorigen Ergebnissen zeigte sich auch hier eine verstarkte Aktivitat von NF-IL6 in der
ME der alten Ratten (Abbildung 46 E-H). Unterschiede durch die Behandlung mit LAS oder
NSS wurden allerdings nicht festgestellt. Wegen der Bedeutung von STAT3 in der durch
Leptin induzierten Signalkaskade wurde zusatzlich die phosphorylierte Form dieses
Transkriptionsfaktors im flr die Appetit-Regulation wichtigen Nucleus arcuatus untersucht.
Zu dem spéaten Untersuchungszeitpunkt (LPS-induziertes Aktivierungsmaximum von STAT3
liegt bei 2 — 4 Stunden nach Stimulation) konnten nur vereinzelte Signale beobachtet werden
und es konnte kein Unterschied zwischen den Alters- und Behandlungsgruppen festgestellt
werden. Dies spricht auBerdem wieder firr eine gewisse zentrale Leptin-Resistenz, da alleine
eine erhohte Konzentration dieses Appetit hemmenden Hormons zu verstiarkten STAT3-
Phosphorylierung im Nucleus arcuatus hatte fuhren mussen (Hibschle et al. 2001; Miinzberg
et al. 2003), siehe auch Studie 1).

2.2 Beurteilung der Ergebnisse der LAS-Behandlung im Hinblick auf den
experimentellen Versuchsaufbau und die altersassoziierte Leptin-Resistenz

Wie schon erwéhnt, muss bei der Interpretation der vorliegenden Ergebnisse berucksichtigt
werden, dass fur die alten Ratten auf Grund der erhéhten Leptin-Plasmaspiegel vielleicht eine
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héhere Dosis Leptin-Antiserum benotigt worden wére, um die Leptin-Plasmaspiegel
vollstandig zu neutralisieren. Damit héatten vielleicht weitere Veranderungen nachgewiesen
werden kénnen. Allerdings haben Studien von Harden et al. (2006) an jungen Ratten gezeigt,
dass die Verabreichung einer hoheren Dosis LAS auch die basale Futteraufnahme beeinflusst
(Harden et al. 2006). Solch eine grundsatzliche Veranderung der Physiologie der Tiere war
nicht Ziel der hier vorliegenden Arbeit sondern die Neutralisation von pathophysiologisch
erhohten Leptin-Konzentrationen. Deswegen wurde auf die bereits an anderer Stelle erprobte
Dosierung zuruckgegriffen (Sachot et al. 2004), da in diesen Versuchen endogenes
zirkulierendes Leptin neutralisiert werden konnte, ohne die Basalwerte zu beeinflussen. Fur
alte Ratten lagen bis dato noch keine anderen Studien oder Vergleichsdaten fir die
Verwendung von LAS vor.

Ein anderer wichtiger Faktor, den man bei der Interpretation der vorliegenden Daten
berticksichtigen muss, ist das mogliche Vorliegen einer Leptin-Resistenz im Alter. Ahnlich
wie bei adipodsen Individuen, welche sich durch erhohte zirkulierende Leptin-Level und
gleichzeitig persistierende Adipositas auszeichnen, scheint es auch im Alter zu einer gewissen
Resistenz gegenuiber den Effekten von Leptin zu kommen (Carter et al. 2013). Es wurde
beobachtet, dass alte Ratten mit basal erhohten Leptin-Blutspiegeln auf eine experimentelle
Leptin-Gabe mit weniger stark ausgepragter Anorexie und Gewichtsverlust reagieren als
junge Ratten (Scarpace et al. 2000; Gabriely et al. 2002) und die mRNA-Expression von
Neuropeptid Y im Alter durch Leptin weniger stark gehemmt wird (Shek & Scarpace 2000).
Sowohl die Leptin-Aufnahme in den Hypothalamus als auch die Expression der langen Form
des Leptin Rezeptors OB-Rb im Hypothalamus ist bei alten Ratten erniedrigt (Fernandez-
Galaz et al. 2001). Leptin reguliert normalerweise Uber negativen Feedback seine eigene
Expression und auch diese Eigenschaft ist im Alter reduziert (Gabriely et al. 2002). Die
regulatorischen Mechanismen, welche der Leptin-Resistenz zugrunde liegen, sind bis dato
noch nicht vollig entschlisselt. Prinzipiell geht man mittlerweile von drei mdglichen
Hypothesen aus:

a) Eine erniedrigte Kapazitat des zirkulierenden Leptins seine Zielregionen im Gehirn zu

erreichen
b) Eine erniedrigte Expressionsrate der langen Form des Leptin-Rezeptors Ob-Rb
c) Eine Hemmung in den Signalwegen verschiedener Neurone in spezifischen
Gehirnarealen.

Anhaltspunkte flir Hypothese a) ergeben sich aus Studien, die einen verminderten Leptin-
Transport Uber die Blut-Hirn-Schranke in adipdsen und alten Nagern festgestellt haben
(Banks et al. 1999; Levin et al. 2004), eine partielle Aufhebung der Leptin-Resistenz bei
intrazerebroventrikuldrer Verabreichung wvon Leptin (Muzumdar et al. 2006), sowie
erniedrigte Leptin-Konzentrationen in der Zerebrospinalflissigkeit bei gleichzeitig erhéhten
Plasmaspiegeln (Schwartz et al. 1996). Hier muss jedoch angemerkt werden, dass es auch
Studien gab, in welchen eine zentrale Leptin-Gabe bei alten Ratten mit einer Leptin-Resistenz
gekoppelt war (Shek & Scarpace 2000). Mehrere Studien haben das Vorliegen einer
erniedrigten Expression der langen Form des Leptin-Rezeptors Ob-Rb postuliert und
unterstiitzen somit Hypothese b) (Fernandez-Galaz et al. 2001; Scarpace et al. 2001;
Fernandez-Galaz et al. 2002; Wilsey et al. 2003; Wilsey & Scarpace 2004). Im Hinblick auf
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Hypothese c) ergab sich unter anderem eine Implikation fir den Transkriptionsfaktor STAT3,
welcher im Rahmen der JAK-STAT-Kaskade, welche den Hauptsignalweg von Leptin am
Hypothalamus darstellt, aktiviert wird. Alte Ratten zeigten eine reduzierte Sensitivitét fir die
Phosphorylierung, also Aktivierung, von STAT3 sowie eine erniedrigte DNA-
Bindungsaktivitat von p-STAT3 nach Induktion durch Leptin (Scarpace et al. 2000; Scarpace
et al. 2001). Auch SOCSS3, welcher als negativer Regulator von STAT3 die Leptin-Wirkung
hemmt, konnte in der Entwicklung der Leptin-Resistenz eine Rolle spielen. So konnten
Peralta et al. (2002) nachweisen, dass die SOCS3-Expression in alten, Leptin-resistenten
Ratten erhoht war (Peralta et al. 2002).

Manche dieser Anhaltspunkte zu der Entstehung der Leptin-Resistenz rihren auch von
Studien an adipdsen Individuen/Tiermodellen her und es muss kritisch beachtet werden, dass
im Alter zum Teil auch andere Mechanismen in das Bild der Leptin-Resistenz impliziert sein
konnten, oder sogar eine Kombination verschiedener Ursachen und Mechanismen (Alter /
Fettsucht) wie in der vorliegenden Studie eine Rolle spielen.

AbschlieRend muss darauf hingewiesen werden, dass der Zeitpunkt 24 Stunden nach LPS-
Injektion gewdhlt wurde, um die physiologischen Verdnderungen des ,,sickness behaviours®,
insbesondere der Fieberreaktion, moglichst umfassend analysieren zu kdénnen. Auflerdem
wurde bereits in der ersten Studie gezeigt, dass bei den alten Ratten das Fieber zu diesem
Zeitpunkt noch andauert. Insoweit war dieser Zeitpunkt wichtig, um Auswirkungen des
Leptin-Antiserums auf die spate Phase der Fieberantwort zu erfassen und um eine moglichst
gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse dieser Studie mit der vorherigen Studie zu ermdglichen.
Um auf molekularbiologischer Ebene die Auswirkungen des Leptin-Antiserums, wie sie
bereits in anderen Studien nachgewiesen wurden, vollstindig darzustellen, waéren
weiterflhrende Studien zu einem friheren Zeitpunkt an alten und jungen Ratten mit
Sicherheit sinnvoll.

Insgesamt konnte in der vorliegenden Studie zum ersten Mal gezeigt werden, dass es bei alten
Ratten altersbedingt und aufgrund der altersassoziierten Fettsucht (Leptin) zu erhohter
Inflammation und verstiarktem ,,sickness behaviour* kommt. ES ergaben sich aulRerdem
Hinweise, die die Hypothesen einer zentralen nicht aber einer peripheren Leptin-Resistenz
unterstitzen. Zirkulierende Zytokine wurden beispielsweise beeinflusst, wahrend Effekte auf
die Futteraufnahme und die Leptin vermittelte STAT3-Aktivierung nicht durch LAS
beeinflussbar waren. Im Weiteren sollte nun zusétzlich untersucht werden, welche Rolle das
Fettgewebe in alten Ratten als Quelle fir die erhdhten Plasma-Zytokinspiegel spielt.

3. Veranderungen in der Zytokinfreisetzung durch das Fettgewebe im
Alter

Es ist generell bekannt, dass Fettgewebe eine wichtige Quelle erhohter Zytokinproduktion
wéhrend einer systemischen Entzliindungsreaktion darstellt. Adipositas weist mehrere
Ahnlichkeiten mit den altersassoziierten Veranderungen in der Immunantwort, welche in der
vorliegenden Arbeit beschrieben wurden, auf. So sind adipdse Individuen ebenfalls durch eine
chronische, periphere Entziindung, erhdhte Leptinkonzentrationen im Serum und eine Leptin-
Resistenz gekennzeichnet (Maury & Brichard 2010). In adipésen Individuen entsteht diese
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chronische Inflammation durch Hypertrophie der Adipozyten, welche eine verstéarkte
Immunzellinfiltration des Fettgewebes mit sich bringt und zu einer erhéhten Produktion
proinflammatorischer Zytokine durch Immun- und Fettzellen fiihrt (Weisberg et al. 2003;
Cinti et al. 2005; Spalding et al. 2008) (Einleitung Kapitel 5: Die Rolle von Adipositas in der
Entzindungsreaktion). In vorangehenden Studien bei alten Méausen von Wu et al. (2007), die
sich ebenfalls mit der Frage nach dem Einfluss des Fettgewebes im Altern beschéftigt haben,
scheinen vor allem die Adipozyten und weniger die stromale Zellfraktion fur die chronische
Entzindung verantwortlich zu sein. Sie wiesen eine erhohte IL-6 und TNFa-Sekretion durch
Adipozyten alter Mduse im Vergleich zu jungen Méausen nach, gekoppelt mit einer ebenfalls
erhdhten mRNA-Expression von IL-1f, IL-6, TNFo und COX2 im ,,alten Fettgewebe™ (Wu et
al. 2007). In einer anderen Studie wurde die mRNA-Expression von IL-6 im epididymalen,
retroperitonealen und subkutanen Fettgewebe wvon jungen und alten Mausen nach
intraperitonealer LPS-Injektion untersucht und in allen drei Lokalisationen eine erhéhte IL-6-
Expression bei den alten Mausen vorgefunden, welche mit ebenfalls erhéhten IL-6-
Plasmaspiegeln der alten Mduse korrelierte (Starr et al. 2009). Eine weitere Studie aus der
gleichen Arbeitsgruppe konnte in einem &hnlichen Versuchsansatz eine erhohte LPS-
induzierte mMRNA-Expression von IL-6, TNFa und IL-1p epididymaler Fettdepots alter Méuse
zeigen (Starr et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit konnten diese Ergebnisse nicht in dieser
Form fiir die Sekretion von Zytokinen bestatigt werden. Obwohl in allen drei untersuchten
Fettgewebsarten eine Tendenz flr erhdhte I1L-6 Sekretion im alten LPS-stimulierten
Fettgewebe vorlag, erreichte sie keine Signifikanz (Abbildung 47). Im Gegensatz dazu
wurden in diesem Versuch sogar erniedrigte Konzentrationen an LPS-induziertem TNFo und
IL-1ra gemessen, welche durch das LPS-stimulierte epididymale Fettgewebe alter Ratten
freigesetzt wurden. Die Ursache fur diese Diskrepanz konnte beispielsweise in
speziesspezifischen Unterschieden (Maus versus Ratte), dem verwendetem Serotyp von LPS
(Pseudomonas aeruginosa vs E. coli), dem Versuchsaufbau (in vivo vs in vitro; Adipozyten
Zellkultur vs Fat Explants) und den verwendeten Methoden liegen (ELISA vs Bioassay). Eine
verringerte Produktion von Zytokinen pro g Fettgewebe alter Ratten konnte beispielsweise
mit altersbedingten Veradnderungen im Immunsystem bzw. der einwandernden Makrophagen
oder der Adipozyten selbst zusammenhéngen (Pfister & Savino 2008; Garg et al. 2014). In
der Studie von Pohl et al. (2009) wurde bei einem &hnlichen Versuch zwischen in diesem Fall
normalgewichtigen und Didt induziert adipdsen jungen Ratten eine erhdhte LPS-induzierte
IL-6 Sekretion durch das Fettgewebe adipdser Tiere nachgewiesen (Pohl et al. 2009). Diese
Erkenntnisse implizieren somit eine unterschiedliche Auswirkung zwischen diét-induzierter
und altersassoziierter Adipositas. AuBerdem konnte in der vorliegenden Arbeit das
Fettgewebe als anteiliger Ursprungsort der erhohten Zytokinwerte aufgrund groRerer
Fettdepots alter Ratten bestatigt werden. Im Vergleich zu der Situation bei fettstichtigen
jungen Ratten scheinen bei fettsiichtigen alten Ratten aber weitere Gewebe (z.B. Leber oder
Muskulatur) anteilig eine groRere Rolle als Zytokinquellen darzustellen. Schlie3lich bleibt zu
bemerken, dass im Gegensatz zu anderen Studien hier die Aktivitat der Zytokine mittels
Bioassay gemessen wurde und nicht deren Konzentration mittels Elisa bestimmt wurde. So ist
es moglich, dass Konzentrationen von Zytokinen ansteigen aber deren biologische Aktivitat
gesunken ist. Dies ist eine interessante und neue Hypothese des alternden Immunsystems, was
in weiteren Studien noch genauer untersucht werden sollte.
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Ausgehend von den zuvor genannten Studien aus der aktuellen Forschungsliteratur erscheint
es natdrlich lohnenswert, in Zukunft auch die mRNA-Expression dieser Zytokine im
Fettgewebe der in vivo LPS-stimulierte jungen und alten Ratten zu untersuchen. Bis jetzt
liegen nur sehr wenige Untersuchungen vor, welche den Zusammenhang zwischen einer
erhdhten Inflammation des Fettgewebes sowie einer erhdhten Produktion inflammatorischer
Faktoren durch das Fettgewebe und der bestehenden chronischen, peripheren Inflammation
im Altern ndher analysieren, so dass weitere Arbeiten fir die Klarung dieser Fragestellung
sinnvoll erscheinen.

4. Altersabhiingige Auswirkungen des PPARy-Agonisten Rosiglitazon
auf die LPS-induzierte Entztindungsreaktion

4.1 Einfluss einer Rosiglitazon-Behandlung im  Kontext von
inflammatorischen und neurodegenerativen Krankheitsbildern

Es gibt bisher nach eigener Kenntnis nur eine Studie, welche die therapeutischen Effekte von
Rosiglitazon auf die Fieberreaktion analysiert hat. Koufany et al. (2008) untersuchten in
diesem Kontext die Wirkung einer Rosiglitazon-Behandlung auf die Pathogenese der
Adjuvanz-induzierten Arthritis im Rattenmodell (Koufany et al. 2008). Die Gabe einer hohen
Dosis Rosiglitazon (10 mg/kg/Tag oral iber 21 Tage) konnte sowohl die akute (Tag 0 — 3) als
auch chronische (Tag 4 — 17) Fieberphase vermindern und den Schweregrad der induzierten
Arthritis  klinisch verbessern. Hierbei wurden die zentralnervésen Mechanismen der
Fieberentstehung allerdings nicht genauer analysiert. Die meisten Forschungsarbeiten in
Bezug auf die antiinflammatorischen Eigenschaften von Rosiglitazon haben seine potentielle
therapeutische Wirkung in Tiermodellen der zerebralen Ischdmie untersucht und ebenfalls
potentiell neuroprotektive Eigenschaften dieses Thiazolidinedions erforscht. Die zerebrale
Minderperfusion wurde meistens uUber Verschluss (chirurgisch oder embolisch) der Arteria
cerebri media herbeigefuhrt und Rosiglitazon oder L&sungsmittelkontrolle je nach Studie
entweder bereits vor Verschluss (Allahtavakoli et al. 2006; Chu et al. 2006; Luo et al. 2006;
Wang et al. 2009; Fatehi-Hassanabad & Tasker 2011) oder auch erst kurz nach dem
Verschluss (Pereira et al. 2006; Allahtavakoli et al. 2009; Sobrado et al. 2009) verabreicht.
Die Dauer und Art der Verabreichung (oral, intraperitoneal oder intrazerebroventrikular)
sowie die Dosierung waren unterschiedlich. Die Rosiglitazon-Behandlung fiihrte in diesen
Studien zu einer Verkleinerung der zerebralen Ldsion und einer verbesserten neurologischen
Symptomatik.

Auch in Bezug auf das Altern und die damit assoziierte Neuroinflammation gab es
Arbeitsgruppen die sich mit einer therapeutischen Wirkung von Rosiglitazon in diesem
Kontext beschaftigt haben. In der Studie von Gemma et al. (2004) konnte eine
Langzeitverabreichung von Rosiglitazon (bers Futter wahrend 2 Monaten den
altersassoziierten Ruckgang kognitiver Fahigkeiten abmildern. Alte Ratten zeigten nach
Rosiglitazon-Behandlung in einem Modell der kontextuellen Angstkonditionierung einen
ahnlichen Lerneffekt wie junge Kontrollratten und beide Gruppen unterschieden sich
signifikant von den alten Kontrollratten, welche einen schwacheren Lerneffekt zeigten
(Gemma et al. 2004). In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die erhohte
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Produktion von IL-1p im Hippocampus alter Ratten durch Rosiglitazon-Behandlung
abgesenkt werden konnte (Loane et al. 2009). Diese Absenkung der IL-1B-Produktion war
dariiber hinaus mit einer Wiederherstellung der Langzeit-Potenzierung (engl. ,,long-term
potentiation” LTP) verbunden. LTP stellt einen Maf3stab flir die synaptische Plastizitdt der
Nervenzellen im Rahmen von Gedachtnisvorgangen dar und nimmt im Alter ebenfalls ab
(Almaguer et al. 2002; Blau et al. 2012). Auch eine weitere Studie konnte durch Rosiglitazon-
Behandlung Gber 21 Tage die tber LTP gemessene synaptische Plastizitat bei alten Ratten
verbessern (Cowley et al. 2012). Des Weiteren wurde hierdurch die altersassoziierte
»astrogliosis®, also erhohte Reaktivitit der Astrozyten, reduziert. Neben einer erhohten
Aktivierung der Mikrogliazellen wird die ,,astrogliosis” ebenfalls als zur altersbedingten
Neuroinflammation beitragenden Faktor angesehen. In der gleichen Studie fuhrte die
Rosiglitazon-Behandlung ebenfalls zu einer Erniedrigung erhohter TNFa-Level im Gehirn
alter Ratten.

Neben den altersassoziierten zerebralen Verdnderungen wurde die Auswirkung einer
Rosiglitazon-Behandlung auch im Kontext neurodegenerativer Erkrankungen wie Parkinson
oder Alzheimer untersucht. An einem experimentellen Parkinson Tiermodell, verursacht
durch  MPTP  (1-methyl-4-pheny-1,2,3,6-tetrahydropyridine) induzierte Degeneration
dopaminerger Neuronen, wurde eine 2-wdchige Rosiglitazon-Behandlung durchgefihrt (Carta
et al. 2011). Die MPTP-Behandlung steigerte unter anderem die mikrogliale Reaktivitat durch
Erh6hung der CD11b-Expression und auch die TNFa-Expression durch mikrogliale Zellen.
Diese Effekte konnten durch die Rosiglitazon-Behandlung riickgdngig gemacht werden.
Ebenso konnte Rosiglitazon die Degeneration dopaminerger Neurone aufhalten. Im Kontext
der Alzheimer Erkrankung gab es nach Rosiglitazon-Therapie Hinweise auf eine
Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten bei Humanpatienten (Watson et al. 2005; Risner et
al. 2006) und in Tiermodellen (Pedersen et al. 2006; Escribano et al. 2010). Eine vierwdchige
Rosiglitazon-Behandlung in einem transgenen Alzheimer Mausmodell flihrte zu einer
Reduktion der mikroglialen Reaktivitat und einer Verminderung der mRNA-EXxpression von
TNFo und COX2, zusammen mit einer Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten (Escribano
et al. 2010). Eine groRere klinische Studie Uber eine Monotherapie mit Rosiglitazon an
Alzheimer Patienten konnte jedoch keine signifikanten positiven Effekte von Rosiglitazon
feststellen (Gold et al. 2010).

Neuroinflammatorische Prozesse, wie sie auch beim Altern auftreten, scheinen eine
bedeutende Rolle bei der Entstehung bzw. dem Fortschreiten neurodegenerativer
Erkrankungen wie Parkinson (Hirsch & Hunot 2009; Tufekci et al. 2012) oder Alzheimer
(Rogers et al. 2007; Fuster-Matanzo et al. 2013) zu spielen. Ein Teil der Forschungsarbeiten
auf diesen Gebieten beschéaftigen sich somit mit der Entwicklung oder dem Einsatz von
Substanzen, welche eine Verbesserung dieser Krankheitsbilder Uber eine Reduktion der
neuroinflammatorischen VVorgéange herbeifiihren kdnnten.

4.2 Beurteilung der Effekte von Rosiglitazon auf die LPS-induzierte
Entziindungsreaktion bei jungen und alten Ratten
Die genannten Studien liefern vielversprechende Ansatze um die Wirkung von Rosiglitazon

in dem Modell der LPS-induzierten systemischen Entziindungsreaktion zu untersuchen. Mit
dem in dieser Arbeit genutzten Versuchsmodell kénnte man sowohl den potentiellen Nutzen
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der antiinflammatorischen Wirkung auf die Fieberreaktion und der zugrundeliegenden
Mechanismen analysieren als auch weitere Hinweise auf eine modulierende Beeinflussung
der altersbedingten chronischen Neuroinflammation und potentielle therapeutische Ansétze
fir hiermit assoziierte Krankheitsbilder gewinnen. Trotz der in den anderen
Forschungsarbeiten erwiesenen antiinflammatorischen sowie neuroprotektiven Effekte dieses
Wirkstoffs, konnte in der vorliegenden Studie keine Auswirkung der Rosiglitazon-
Behandlung auf die Parameter der LPS-induzierten ,,sickness response® nachgewiesen werden
(Abbildung 49; Abbildung 52). Auch die peripheren Zytokin-Level blieben, bis auf eine
Erniedrigung der IL-10-Plasmaspiegel bei den alten Ratten, welches auf Grund der sehr hohen
Variabilitat dieses Ergebnisses sehr kritisch betrachtet werden muss, von der VVorbehandlung
durch Rosiglitazon unbeeinflusst (Abbildung 53). Bei den untersuchten inflammatorischen
Markern in Hypothalamus und Leber trat ebenfalls kein Unterschied zwischen der
Behandlung mit Rosiglitazon oder dem Ldsungsmittel Cremophor auf (Abbildung 55;
Abbildung 56; Abbildung 57). Eine Analyse der mRNA-Expression von Faktoren, welche
durch Rosiglitazon nachweislich induzierbar sind, ndmlich PGC-1a und seine ,,down-stream*
Gene NRF1 und TFAM (Mensink et al. 2007; Muhlhausler et al. 2009), sollte Klarheit Gber
eine ausreichende Anflutung und Wirkung dieses Wirkstoffes in den untersuchten Organen
liefern. Im Hypothalamus gab es keine Anhaltspunkte fir eine Rosiglitazon-induzierte
Expressionsédnderung dieser Faktoren (Abbildung 54 A, C, E). In der Leber hingegen konnte
die Rosiglitazon-Behandlung in der jungen PBS-Kontrollgruppe die mRNA-Expression von
PGC-1a und TFAM erhéhen (Abbildung 54 B, F), dieser Effekt war allerdings nach LPS-
Stimulation nicht mehr nachweisbar. Prinzipiell konnte also der zu erwartende Effekt einer
PGC-1a- und TFAM-Erhohung durch Rosiglitazon auf mMRNA-Ebene nachgewiesen werden.
Auf Proteinebene allerdings war wiederum in der Leber keine deutliche Veranderung dieser
oxidativen Stressmarker festzustellen (Abbildung 58). Eine Erklarung hierflr ware, dass die
zweitdgige Gabe von Rosiglitazon nicht ausreicht, um das System physiologisch zu
beeinflussen. Tatsachlich verwendeten bereits erwahnte Rosiglitazon-Studien am
Nagermodell oftmals die Rosiglitazon-Behandlung als Langzeittherapie Gber mehrere Tage
oder Wochen. In der vorliegenden Arbeit wurde sich unter anderem fur eine akute zweitdgige
Verabreichung entschieden, da bei einer Fiebererkrankung eine akute direkte medikamentelle
Beeinflussung durch Rosiglitazon und zugrundeliegende Mechanismen untersucht werden
sollte. Diese Verabreichungsdauer scheint jedoch nicht lang genug gewesen zu sein. Obwohl
Rosiglitazon die mRNA-Expression in der Leber gesteigert hat, wurden die Proteine nicht
signifikant beeinflusst. In den Studien an Modellen der zerebralen Ischdmie wurde
Rosiglitazon in einigen Fallen aber auch akut vor Arterienverschluss oder sogar danach
gegeben. Im Unterschied zu der vorliegenden Arbeit werden bei der Okklusion der Arteria
cerebri media weitaus schwerwiegendere La&sionen und Entzindungsreaktionen im
Gehirngewebe gesetzt. Durch diese Lé&sion des Gehirngewebes konnte der Wirkstoff
maoglicherweise die Blut-Hirn-Schranke umgehen und somit leichter ins Gehirngewebe
gelangen. Die Schwierigkeit die Blut-Hirn-Schranke zu berwinden wirde auch erklaren,
dass in der Leber als peripheres Organ eine leichte Regulation der Gene durch Rosiglitazon
gesehen wurde, der Hypothalamus jedoch ganzlich unbeeinflusst blieb. Ungeachtet der
potentiellen Hirngangigkeit konnte die systemische Inflammation in der vorliegenden Studie
ebenfalls durch Rosiglitazon nicht maBgeblich beeinflusst werden. Man kann aus der
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vorliegenden Studie also schlielen, dass die antiinflammatorischen Eigenschaften von
Rosiglitazon hauptsachlich langfristigen indirekten Effekten zuzuschreiben sind. Trotzdem
erscheint auf Grund der bisherigen Ergebnisse aus der Literatur eine Anwendung von
Rosiglitazon, insbesondere im Hinblick auf eine Beeinflussung der chronischen
Neuroinflammation im Altern, immer noch sinnvoll. Aufgrund der neuen Daten der
vorliegenden Studie, sollte dafiir aber Rosiglitazon deutlich langer als zwei Tage appliziert
werden. Gerade flr solch eine langere Anwendungsdauer sollte die orale Verabreichungsart
anstelle systemischer Gabe vorgezogen werden, wie sie in einigen anderen Studien
erfolgreich eingesetzt werden konnte.

4.3 Ausblick fur die Rosiglitazon-Forschung

Circa erst 10 Jahre nachdem Rosiglitazon 1999 unter dem Produktnamen Avandia® als
insulin sensibilisierendes orales Antidiabetika-Préparat auf dem Markt eingefiihrt wurde
hauften sich Studien Uber eine Erhohung der Rate an myokardialen Infarkten bei
Rosiglitazon-Einnahme (Nissen & Wolski 2007; Nissen & Wolski 2010). Obwohl die
Signifikanz dieser Korrelation auch angezweifelt wurde (Home et al. 2007; Home et al.
2009), wurde auf Grund des geé&nderten ungunstigen Nutzen-Risiko-Verhaltnisses fur den
Patienten Avandia® 2010 von der Europdischen Arzneimittelagentur (EMA) vom
europaischen Markt genommen (Blind et al. 2011; Pouwels & van Grootheest 2012). In den
USA hingegen ist Avandia® immer noch erhaltlich (Khalaf & Taegtmeyer 2012). Zwischen
November 2011 und November 2013 hatte die ,,Food and Drug Administration* (FDA) die
Verschreibung dieses Medikamentes in den USA strengeren Einschrankungen unterworfen,
welche aber aktuell auf Grund einer neuerlichen umfassenden Re-Evaluierung der
kardiovaskularen Sicherheit von Rosiglitazon wieder gelockert worden sind. Diese Re-
Evaluierung hatte kein hoheres Risiko fur myokardiale Infarkte nach Avandia®-Einnahme im
Vergleich zu tblicherweise genutzten Antidiabetika ergeben (FDA 2013).

Trotz dieser kontroversen Schlagzeilen in der Diabetes-Therapie sind Rosiglitazon sowie
andere PPAR-y Agonisten noch immer Gegenstand der Forschung in anderen
Krankheitsbildern. Neben den bereits erwdhnten Forschungsarbeiten an Alzheimer und
Parkinson rlckt hier auch eine weitere neurodegenerative Krankheit in den Vordergrund,
namlich Huntington. Bei Huntington handelt es sich um eine genetische, autosomal-
dominante neurodegenerative Erkrankung, welcher einer Mutation im Huntington-Gen zu
Grunde liegt. Sie ist gekennzeichnet durch fortschreitende motorische Dysfunktion, einem
Rickgang der kognitiven Funktion und psychiatrischer Symptomatik (Walker 2007). Neben
anderen Vorgangen gibt es auch Hinweise auf eine Storung der mitochondrialen Funktion und
der PGC-1a-Expression (Cui et al. 2006; McGill & Beal 2006). Experimentelle Studien haben
nun erste Anzeichen gefunden, dass Rosiglitazon iber Beeinflussung von PPAR-y und PGC-
la eine Verbesserung der mitochondrialen Funktion und einen positiven Einfluss auf die
Pathogenese dieser Krankheit hat (Quintanilla et al. 2008; Chiang et al. 2010; Chiang et al.
2012; Jin et al. 2013). In der Fachliteratur gibt es somit mehrere Hinweise fir eine Rolle
dieser Faktoren in neurodegenerativen, bisher nicht zufriedenstellend therapierbaren
Erkrankungen, so dass ein Vorantreiben weiterer Forschung auf diesem Gebiet in jedem Fall
sinnvoll erscheint. Nach den hier vorliegenden Ergebnissen sollte dabei von akuten
Behandlungsstrategien abgesehen werden.
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4.4 Cremophor® EL als Losungsvermittler

Bei den Fieberkurven der mit Rosiglitazon oder Cremophor vorbehandelten alten Ratten fallt
auf, dass kurz nach der LPS-Injektion eine deutliche Hypothermie auftritt (Abbildung 49 B),
bevor die Temperatur wieder ansteigt, wéhrend bei den nur mit LPS behandelten alten Ratten
aus der ersten Studie ,,Altern” keine Hypothermie in der Fieberphase zu sehen war
(Abbildung 23 B, Abbildung 68 B). Im Allgemeinen hangt das Auftreten einer Hypothermie
nach LPS-Injektion zum einen mit der Umgebungstemperatur und zum anderen mit der LPS-
Dosis zusammen. So fiihrt eine kiihlere oder subthermoneutrale AuRentemperatur von z.B. 22
°C zu einer initialen hypothermischen Phase, wéhrend die gleiche Dosis LPS bei einer
héheren Umgebungstemperatur von z.B. 30 °C keine Hypothermie mehr verursacht (Steiner
et al. 2009). Des Weiteren l0st eine hohere Dosis LPS bereits bei der hohen AuBRentemperatur
eine Hypothermie aus bzw. verstarkt und/oder verlangert die Phase der Hypothermie bei
gleichbleibender Umgebungstemperatur (Steiner et al. 2009; Damm 2012). Somit kann die
Hypothermie auch als ein Indikator fir die Starke der LPS-Effekte angesehen werden
(Blanque et al. 1996). Weitet sich die systemische Entziindungsreaktion zur Sepsis aus, ist
Hypothermie oftmals der vorherrschende Zustand und Kkorreliert in septischen Patienten mit
einem ungunstigeren Krankheitsverlauf im Vergleich zu Patienten mit erhéhter Temperatur
(Remick & Xioa 2006). In dieser Arbeit wurden die Ratten in beiden Studien bei gleicher
Umgebungstemperatur (28 °C) gehalten und bekamen die gleiche Dosis LPS injiziert.
Infolgedessen liegt es nahe, dass der auslosende Faktor der Hypothermie das in der
Rosiglitazon-Studie verwendete Ldsungsmittel Cremophor ist. Bei Cremophor® EL handelt
es sich um einen nicht-ionischen Lésungsvermittler und Emulgator, welcher zu einem hohen
Bestandteil aus Rizinusdl besteht und weitgehend als Ldsungsmittel fiir wasserunlésliche
Substanzen wie Anésthetika, Immunsuppressiva, Analgetika und Zytostatika genutzt wird
(Tabarelli et al. 2003) und auch in vorherigen Forschungsarbeiten des Instituts fiir VVeterinar-
Physiologie bereits verwendet wurde (Knorr et al. 2010; Damm et al. 2013). Da Cremophor
bzw. die Cremophor-Rosiglitazon-Mischung zeitgleich mit in PBS-geldstem LPS injiziert
wurde, scheint das 6lige Losungsmittel die intraperitoneale Aufnahme von LPS verbessert
und somit die LPS-vermittelten Effekte verstarkt zu haben, was sich vor allem in der
Fieberkurve wiederspiegelt. Interessanterweise ist dieser Effekt bei den alten Ratten sehr
deutlich, wéhrend die jungen Ratten kaum davon beeinflusst waren (Abbildung 68). Die somit
,hohere* Dosis LPS scheint bei den alten Tieren eine stirkere Wirkung aufzuzeigen als bei
den jungen Tieren. Obwohl Cremophor® EL weitreichend als Losungsvermittler eingesetzt
wird und vom Hersteller von Rosiglitazon als Lésungsvermittler angegeben war, berichten
auch Studien Uber Eigeneffekte dieses Ldsungsmittels. Diese Effekte sollten bei der
Beurteilung von Forschungsergebnissen, sowie bei der Verabreichung von Medikamenten
beachtet werden. Die Langzeitverabreichung von Cremophor® EL fihrte so in Tierversuchen
zu einem Anstieg von Leberenzymen (Gutierrez et al. 2006) und bei Humanpatienten haufig
zu Hypersensitivitatsreaktionen, sowie zu einer Aktivierung des Komplementsystems
(Szebeni et al. 1998). In der vorliegenden Arbeit wiesen die mit Cremophor und PBS
behandelten Kontrolltiere keine Auffalligkeiten auf, so dass ein starker Eigeneffekt des
Losungsmittels auf die vorliegenden Ergebnisse unwahrscheinlich erscheint. Die aufféllige
Verstarkung der durch LPS ausgeldsten Fieberreaktion, gekennzeichnet durch das Entstehen
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einer Hypothermie, insbesondere bei den alten und fiir die Effekte des Endotoxins ohnehin
anfalligeren Ratten, stellt jedoch einen wichtigen Befund im Hinblick auf die Anwendung von
Cremophor® EL dar. Nicht nur fur weitere Studien zur Untersuchung inflammatorischer
Prozesse, insbesondere der Fieberreaktion, sondern auch fiir die klinische Anwendung von
Cremophor® EL z.B. in der Krebstherapie (Taxotere®) stellen solche Beobachtungen
ebenfalls wichtige Befunde dar. Krebstherapien kénnen namlich auch vermehrt Endotoxine
freisetzen bzw. inflammatorisch wirken oder die Durchlassigkeit der Darmbarriere flr
Endotoxine erhdhen (Byrd-Leifer et al. 2001; Pusztai et al. 2004; Razonable et al. 2006).
Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte Cremophor® EL hierbei zu verstarkten
Nebenwirkungen beitragen.
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Abbildung 68: Vergleich der Fieberkurven nach Injektion mit dem Losungsmittel
Cremophor und LPS oder LPS alleine

Verlauf der intraabdominal gemessenen Korpertemperatur in  Absolutwerten nach
intraperitonealer Injektion mit Cre-LPS oder LPS (100 pg/kg) tber 24 h bei jungen (A) und
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alten (B) Ratten. Der Zeitpunkt der i.p. Injektion wurde mit einem Pfeil markiert, die
Nachtphase wurde mit einem grauen Balken gekennzeichnet. Beide Graphen zeigen den
Vergleich zwischen Cre-LPS-stimulierten und LPS-stimulierten Tieren.

5. Altersbedingte Veranderungen in der Aktivierung der HPA-Achse

5.1 Unterschiede in der Zytokinfreisetzung des Hypophysenvorderlappens
(HVL) junger und alter Ratten

Wie in fruheren Studien bereits gezeigt (Sandhir & Berman 2010) konnte in der vorliegenden
Arbeit eine erhohte Expression von NF-IL6 im Gehirn bzw. Hypothalamus alter Ratten
gezeigt werden. In der immunhistochemischen Untersuchung relevanter Hirnregionen junger
und alter LPS-stimulierter Ratten konnte hier allerdings zum ersten Mal nachgewiesen
werden, dass die LPS-Stimulation in der Median eminence und der Hypophyse eine verstarkte
NF-1L6-Aktivitat bei den alten Ratten ausldst. Wie bereits beschrieben, stellt die ME eine
relevante Struktur fur die HPA-Achse dar, indem sie das im PVN gebildete ,,corticotropin-
releasing hormone* (CRH) an das Portalblutgefa3system und somit an den HVL weitergibt
(Whitnall et al. 1985). Eine verstarkte Aktivierung dieses inflammatorischen
Transkriptionsfaktors in diesen beiden Regionen kdnnte somit bedeuten, dass der im Alter
vorherrschende erhohte inflammatorische Status Einfluss auf die Stressachse haben konnte.
Veréanderungen in der Stressachse bei alten Tieren und Menschen sind bereits langer bekannt
(Sapolsky et al. 1987; Ferrari et al. 2001; Cano et al. 2008) (Einleitung Kapitel 7.2: Einfluss
des Alterns auf die HPA-Achse), die Ursachen sind allerdings teilweise noch unklar. In einer
Studie konnte auBerdem kirzlich gezeigt werden, dass NF-IL6 mdglicherweise bei der
Aktivierung der HPA-Achse in jungen Tieren eine Rolle zu spielen scheint (Damm et al.
2011; Fuchs et al. 2013). Unter diesen Gesichtspunkten wurde die Hypophyse als
nachgeschaltete Struktur sowohl immunhistochemisch und auf mMRNA-Ebene anhand von
Hypophysen LPS-behandelter Versuchstiere als auch in vitro anhand von priméaren
Zellkulturen der Hypophyse untersucht. Da der Hypophysenvorderlappen (HVL) als der ME
nachgeschaltete Struktur Gber das erhaltene CRH mit ACTH-Produktion antwortet und somit
eine wichtige Schnittstelle fiir die Stressantwort darstellt, wurde sich in der Zellkultur auf die
Untersuchung des HVL konzentriert.

Im Rahmen der priméaren Zellkultur des HVL alter Ratten fiihrte eine Stimulation mit LPS zu
einer erh6hten Produktion von IL-6 und TNFa im Vergleich zu PBS-stimulierten Kontrollen.
Die LPS-induzierte Produktion und Freisetzung von IL-6 im HVL konnte bereits in friiheren
Studien gezeigt werden (Spangelo et al. 1990; Spangelo et al. 1990), wahrend der Nachweis
einer erhohten TNFa-Produktion nach LPS-Stimulus kirzlich bei jungen Ratten erbracht
wurde (Fuchs 2013). Die aus der Forschungsarbeit von Franziska Fuchs gewonnenen
Ergebnisse stammen aus Versuchen an priméren HVL-Zellkulturen, die am gleichen Institut
durchgefihrt wurden und dem gleichen Versuchsaufbau und der gleichen Methodik
unterlagen wie die in dieser Arbeit diskutierten Ergebnisse und konnen deshalb zur
vergleichenden Betrachtung zwischen jungen (Fuchs) und alten (Koenig) HVL-Zellkulturen
der Ratten herangezogen werden.
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Abbildung 69: Konzentration von IL-6 und TNFo im Uberstand der HVL-Zellkultur
Konzentration von IL-6 (A und B) und TNFa (C und D) im Uberstand der HVL-Zellkultur
von jungen und alten Ratten 6 h nach Stimulation mit LPS (100 pg/ml) oder PBS alleine oder
nach vorheriger Inkubation mit Zytokinantikorpern (antibody = AB). # = Vergleich LPS vs
PBS; § = Vergleich IL-6 AB/IL-10 AB + LPS mit LPS; #,8 P < 0.05; 8§ P < 0.01; ###,888 P
< 0.001. Aus (Fuchs 2013) (A,C) im direkten Vergleich mit den HVL-Zellkulturen alter
Ratten (B,D).

Im direkten Vergleich der Zytokinproduktion der Hypophysenvorderlappen junger und alter
Ratten (Abbildung 69) fallt auf, dass die HVL junger Ratten sich durch eine stérkere
Regulation durch die verabreichten Zytokinantikdrper auszeichnen. In der Arbeit von Fuchs,
2013 fiihrte sowohl die Préinkubation mit IL-6-Antiserum als auch mit IL-10-Antiserum vor
LPS-Stimulation zu einer drastischen Reduktion der gemessenen IL-6-Konzentration im
Uberstand im Vergleich zur alleinigen LPS-Stimulation (Fuchs 2013). Bei den Zellkulturen
alter Ratten fuhrte die Prainkubation mit dem IL-6-Antiserum zu einer sichtbaren, allerdings
weniger starken und statistisch nicht mehr signifikanten Reduktion der IL-6 Produktion und
Freisetzung. Die Inkubation mit dem IL-10-Antiserum scheint jedoch bei den alten Ratten
interessanterweise keinen regulatorischen Effekt auf die IL-6-Produktion auszulben. Ein
dhnliches Muster ergibt sich bei der Betrachtung der TNFa-Messung. Bei den jungen Ratten
fihrte die Gabe von IL-6 und IL-10-Antiseren vor LPS-Gabe zu einer Erhohung der TNFa-
Konzentration im Vergleich zur alleinigen LPS-Stimulation. Dies erlaubte bei den jungen
Ratten Riickschlusse darauf, dass es sich hier wahrscheinlich um einen durch die erniedrigten
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IL-6-Spiegel ausgelosten Vorgang handelt. Aus anderen Arbeiten ist bereits bekannt, dass
durch Immunzellen produziertes IL-6 die Produktion von TNFa und IL-13 hemmt und somit
auch antiinflammatorisch wirken kann (Tilg et al. 1994). Dieser negative Feedback-
Mechanismus scheint bei den jungen Ratten durch die Konzentrationsabnahme von IL-6 nach
Inkubation mit IL-6 und IL-10-Antiseren wegzufallen und daraufhin eine erhéhte Produktion
von TNFa zur Folge zu haben. Bei den alten Ratten fuhrt weder die Gabe von IL-10-
Antikorpern, welcher auch die IL-6-Produktion nicht hemmen konnte, noch die Gabe von IL-
6-Antikorpern zu einer Beeinflussung der TNFa-Konzentration.

LPS kann tber spezifische LPS-Rezeptoren an den follikulostellaten (FS-) Zellen des HVL
die Freisetzung von IL-6 veranlassen, welches tber IL-6-Rezeptoren an corticotropen Zellen
die ACTH-Freisetzung fordern kann (Renner et al. 1998). Obwohl Bindungsstellen fiir TNFa.
im HVL bereits nachgewiesen werden konnten (Wolvers et al. 1993), ist die Wirkung von
TNFo auf die ACTH-Produktion und somit die Stressachse bisher noch nicht geklart, da
sowohl stimulierende (Bernardini et al. 1990) als auch inhibitorische (Gaillard et al. 1990)
Wirkungen von TNFa festgestellt wurden. Nach Fuchs 2013 konnte in der vorliegenden
Arbeit nun auch eine TNFa-Produktion des HVL alter Ratten belegt werden, die sich jedoch
durch eine weniger starke Regulation durch die vorhandenen IL-6-Konzentrationen
auszeichnet. Auch die hypophysére IL-6-Produktion an sich wird bei den alten Ratten nicht so
stark durch IL-6- und IL-10-Antikorper reguliert wie bei den jungen Ratten. Diese Ergebnisse
aus der Zellkultur spiegeln sich auch in den anschlieBenden immunhistochemischen
Untersuchungen der NF-IL6- und TNFa-Immunreaktivitat der Zellen wider (Abbildung 60).
Bei den jungen Ratten wurde eine deutliche Zunahme sowohl der NF-IL6- als auch der
TNFo-Immunreaktivitat nach Inkubation mit IL-6- und IL-10-Antiserum vor LPS-Gabe im
Vergleich zur alleinigen LPS-Stimulation festgestellt (Fuchs 2013). In der hier vorliegenden
Arbeit konnte jedoch bei den Zellkulturen alter Ratten keine sichtbare Verénderung der
Immunreaktivitdt von NF-IL6 oder TNFa gezeigt werden, was im Einklang mit den
gemessenen Zytokinkonzentrationen im Zellkulturiiberstand steht. Lediglich zwischen PBS-
und LPS-stimulierten Zellkulturen trat eine deutliche Zunahme der NF-IL6-Aktivitat auf,
welche ebenfalls mit der beobachteten Zunahme der LPS-induzierten Konzentration von
sowohl IL-6 als auch TNFa im Zellkulturiiberstand korreliert. Somit konnte auf diesen beiden
Ebenen festgestellt werden, dass der HVL alter Ratten auf LPS-Stimulation dhnlich wie bei
jungen Ratten reagiert, aber das Zusammenspiel der verschiedenen Zytokine und deren
gegenseitige Beeinflussung weniger stark oder anders reguliert zu sein scheint als bei jungen
Ratten. Man konnte hier vielleicht sogar analog zu Leptin von einer gewissen altersbedingten
Resistenz der Zytokine gegeniiber deren gegenseitigen Beeinflussung (Feedbacks) sprechen.
Eine Veranderung dieser Regulationsmechanismen in der Hypophyse beim Altern kénnte zu
einer veranderten Aktivierung der HPA-Achse und verminderten Stressresistenz beitragen.

5.2 Unterschiede in der Expression inflammatorischer
Transkriptionsfaktoren in der Hypophyse junger und alter Ratten

Aufbauend auf der Vorarbeit von (Fuchs 2013) zur Charakterisierung der NF-IL6-Aktivitét in
der Hypophyse in jungen Ratten, wurden hier ebenfalls immunhistochemische Analysen

dieses Transkriptionsfaktors durchgefiihrt. Wahrend im Vorderlappen der Hypophyse eine
LPS-induzierte Aktivitdt von NF-IL6 bei beiden Gruppen vorhanden war, aber keine
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altersbedingten Unterschiede nachgewiesen werden konnten, ergaben sich interessantere
Befunde bei der Untersuchung des Hinterlappens der Hypophyse (HHL). Hier konnte
erstmalig eine deutliche Zunahme der NF-1L6-Aktivitat im Alter festgestellt werden, welche
sowohl bei den PBS-stimulierten alten Ratten auftrat und sich noch deutlicher nach LPS-
Injektion herausstellte (Abbildung 63 C-F). Eine Kolokalisation dieser NF-1L6-Aktivierung
nach LPS-Stimulus konnte in der vorhergehenden Studie (Fuchs et al. 2013)
immunhistochemisch fir corticotrope Zellen, Pituizyten, endotheliale Zellen, nNOS-
exprimierende Neurone, perivaskulare Makrophagen und aktivierte Makrophagen
nachgewiesen werden. Da im Vorderlappen keine verstarkte NF-1L6-Aktivierung im Altern
gesehen wurde, erschien die Untersuchung einer Kolokalisation mit corticotropen Zellen nicht
sinnvoll und es wurde im Folgenden auf die Untersuchung des Hinterlappens fokussiert und
eine mogliche Kolokalisation von NF-IL6 mit Pituizyten (GFAP-Farbung) und aktivierten
Makrophagen (CD68-Farbung) untersucht. Es konnte keine Kolokalisation mit GFAP
festgestellt werden (Abbildung 64 A-D), jedoch lieferte die CD68-Farbung interessante
Ergebnisse. NF-IL6 zeigte im Hinterlappen eine hdufige Kolokalisation mit CD68-positiven
Zellen (Abbildung 64 E-H) und dartber hinaus konnte bei den alten Ratten deutlich vermehrte
CD68-positive Zellen im Hinterlappen nachgewiesen werden, sowohl bei den PBS-
behandelten Tieren und vor allem nach LPS-Stimulation (Abbildung 63 G-J). Zum ersten Mal
wurde bei den alten Ratten basal eine vermehrte residierende Population immunkompetenter
Zellen, die mit CD68 angefarbt werden, beobachtet. Nach Immunstimulus war ein verstérktes
Einwandern bzw. eine verstarkte Aktivierung dieser Zellen dokumentierbar. Diese Zellen
konnten fur die vorgefundene verstarkte Aktivierung des inflammatorischen
Transkriptionsfaktors NF-1L6 verantwortlich sein. Dieses Ergebnis stellt einen interessanten
Befund dar und es ware sinnvoll, dies in weiterfuhrenden Studien naher zu untersuchen. Da
die erhohte NF-IL6-Immunreaktivitdt vor allem im Hypophysenhinterlappen auftrat ist
unklar, wie und ob hierdurch die ACTH-Produktion und die Stressachse beeinflusst werden,
da der HHL (ber Axone aus dem Hypothalamus die Hormone Vasopressin (VP)
(Wasserriickresorption in den Nieren, Blutdruckregulation) und Oxytocin (Kontraktion der
Uterusmuskulatur und der Milchdrise) erhalt, speichert und bei Bedarf an die Blutbahn abgibt
(Nickel et al. 1992). Vasopressin wird vor allem in den magnozelluldren Neuronen des PVN
gebildet und erreicht auf dem eben beschriebenen Weg den HHL (Brownstein et al. 1980).
Aber auch die parvozelluldren Neurone, welche vor allem fiir die CRH-Bildung bekannt sind,
enthalten zu 50% Vasopressin (Whitnall et al. 1985), welches in Stresssituation uber die ME
und das Portalblutgefasystem ebenfalls in den HVL gelangt und tber Vasopressin Vbl
Rezeptoren (Aguilera & Rabadan-Diehl 2000) die ACTH-Sekretion stimulieren kann (Hauger
& Aguilera 1993; Aguilera 1994). Ob die hier beobachteten VVerdnderungen einen Einfluss auf
die Stressachse im Alter haben ist noch unklar. Die Etablierung primarer Zellkulturen des
HHL alter Ratten und eine Messung der Zytokinproduktion wéren aufgrund der vorliegenden
immunhistochemischen Ergebnisse in zukinftigen Untersuchungen mit Sicherheit sinnvoll,
um die Tragweite dieser vermehrten Anzahl aktivierter Makrophagen und vermehrter NF-
IL6-Aktivitat weiter zu analysieren.

In der molekularbiologischen Untersuchung wurde die mRNA-Expression inflammatorischer
Transkriptionsfaktoren (NF-IL6) oder deren Aktivititsmarker (SOCS3 und IkBa) sowie das
fur die ACTH-Produktion relevante Prohormon Proopiomelanocortin (POMC) bei jungen und
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alten PBS- oder LPS-stimulierten Ratten untersucht. Hierbei wurde die Hypophyse nicht in
ihre einzelnen Lappen unterteilt sondern als ganzes Organ fir die RNA-Extraktion verwendet.
Die Ergebnisse zeigen bei allen 4 untersuchten Faktoren eine deutliche Tendenz fir eine
gesteigerte mMRNA-Expression im Alter, die fir NF-IL6 und SOCS3 noch zusétzlich durch
LPS erhoht zu werden scheint (Abbildung 62). Allerdings miissen bei diesen Ergebnissen die
hohen Standarderrors berticksichtigt werden, durch die keine statistische Signifikanz erreicht
werden konnte. Dies lag vermutlich an der geringen Tierzahl pro Gruppe (n = 3), welche bei
diesem Versuch zur Verfugung stand. Somit handelt es sich hierbei um preliminare
Ergebnisse, die ebenfalls eine interessante Tendenz fur ein erhohte inflammatorische
Aktivierung der Hypophyse im Alter aufweisen, und durch eine groRere Tierzahl in weiteren
Studien gefestigt und bestatigt werden sollten. Insgesamt kodnnte solch eine verstérkte
Inflammation potentiell an der erhohten Stressanfalligkeit alter Tiere und Menschen beteiligt
sein.

5.3 Altersbedingte Veranderungen in der Temperaturerh6hung auf einen
psychologischen Stressor

Es ist allgemein bekannt, dass auch psychologischer Stress zu einer Erhdhung der
Korpertemperatur fiihren kann, sowohl beim Menschen (Hiramoto et al. 2009; Oka et al.
2013) als auch bei Tiermodellen wie z.B. Ratten (Briese & De Quijada 1970; Blasig et al.
1978). Bisher ist noch nicht ganz geklart, ob es sich bei dieser stressbedingten
Temperaturerhéhung um ein echtes Fieber handelt oder lediglich um eine Hyperthermie.
Mehrere Studien konnten die Kdérpertemperatur durch Gabe von Zyklooxigenase-Hemmern
senken, was darauf schlieBen lasst, dass es sich um eine Prostaglandin-abhéngige
Temperaturerhéhung handelt (Singer et al. 1986). Des Weiteren Korrelierte die
Temperaturerhdhung in manchen Studien mit einem Anstieg der IL-6 Plasmakonzentration,
was ebenfalls daraufhin deutet, dass es sich um ein echtes Fieber handelt (LeMay et al. 1990).
Jedoch berichten andere Studien von einem Prostaglandin-unabhangigen Temperaturanstieg
(Zethof et al. 1995) oder fanden keinen Anstieg der peripheren IL-6 Level (Fuchs et al. 2013),
so dass diese Fragestellung bis heute kontrovers diskutiert wird. In Tiermodellen werden als
psychologische Stressoren verschiedene mehr oder weniger starke Modelle umgesetzt, unter
anderem ,,Handling* der Tiere, ,,open field*, also das Umsetzen des Tieres auf eine grofe,
offene Fléche, ,restraint® , also Fixieren des Tieres, und das sogenannte ,,novel environment*,
welches in dieser Arbeit genutzt wurde (Oka et al. 2001). Bei diesem Modell werden die Tiere
in eine neue, unbekannte Umgebung tberfiihrt, was auch als ,,cage-switch* bezeichnet werden
kann, wenn es sich hierbei um einen unbekannten Ké&fig handelt. In der vorliegenden Arbeit
wurden sowohl der Temperaturanstieg als auch die motorische Aktivitat, welche durch das
,hovel environment* ausgeldst wurden zwischen jungen und alten Ratten verglichen. Obwohl
alte Ratten bei einem infektios bedingten Temperaturanstieg, also einem echten Fieber, in
Abhéngigkeit von der Umgebungstemperatur meistens mit einem verzogerten und
abgeschwachten Temperaturanstieg reagieren, fihrte der psychologische Stressor
uberraschenderweise bei den alten Ratten in dieser Studie zu einem starkeren und l&angeren
Temperaturanstieg als bei den jungen Ratten (Abbildung 65). Flr diese erstmalig festgestellte
Beobachtung scheint die motorische Aktivitat nicht zu dem verstarkten und verlédngerten
Temperaturanstieg beizutragen, da die alten Ratten einen geringeren Anstieg an motorischer
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Aktivitat aufwiesen als die jungen (Abbildung 66). In dieser Studie kam es beim Altern zu
einer starkeren Auswirkung eines psychologischen Stressors auf den Temperaturanstieg. Der
Effekt des Alterns auf die stress-induzierte Hyperthermie wurde bis jetzt nur in wenigen
Studien untersucht. Die Arbeitsgruppe von Foster et al. (1992) untersuchte die Auswirkungen
des Alterns auf die Temperaturerh6hung sowohl durch Exposition auf ein ,,open field als
auch durch ,,cage switch* (Foster et al. 1992). Bei dem ,,cage switch® wurden zwar &hnliche
aber nicht signifikante Ergebnisse wie in der vorliegenden Arbeit bei den alten Ratten
gefunden. Bei dem von Foster und Kollegen eingesetzten ,,open field“ Modell hingegen
wurde, analog zu mehreren LPS-induzierten Fiebermodellen mit alten Ratten, eine geringere
Temperaturerhbhung bei den alten Tieren festgestellt. In der Studie von Wachulec et al.
(1997) wurde nach einem ,,novel environment* Stressor bei den alten Ratten eine geringere
Temperaturerhéhung im Vergleich mit jungen Ratten festgestellt (Wachulec et al. 1997), was
unseren Beobachtungen ebenfalls widerspricht. In beiden Studien betrug die
Umgebungstemperatur der Ratten 23+1 °C, wéhrend in der vorliegenden Arbeit die Ratten fir
den ,,novel environment™ Versuch bei 26 °C gehalten wurden. Da die Umgebungstemperatur
bei LPS-induziertem Fieber nachweislich bei alten Ratten eine gréRRere Rolle spielt als bei
jungen und eine hoéhere AuBentemperatur zu einer hoheren Fieberreaktion bei den alten
Ratten fiihrt (Florez-Duquet et al. 2001; Buchanan et al. 2003; Peloso et al. 2003), kénnte
dieser Temperaturunterschied zwischen den Studien auch den Unterschied in dem
psychologischen ,,Fieber” erklaren. Auch bei der Stress-induzierten Temperaturerhdhung
scheint eine beeintrachtigte Kapazitat der Thermoeffektoren (Florez-Duquet et al. 2001) im
Alter zu der verminderten ,,Fieberentwicklung® beizutragen. Weitere Untersuchungen sind
notig, um die Ursache fir die verstarkte und verlangerte Erhéhung der Kdrpertemperatur bei
alten Ratten im ,,novel environment* Versuch erkldaren zu konnen. Es konnten beispielsweise
Tiere zum Zeitpunkt 4 Stunden nach ,,cage change“ molekularbiologisch und histologisch
untersucht werden. Zu diesem Zeitpunkt ist ndmlich die Korpertemperatur in alten Ratten
noch signifikant erhéht aber in jungen Ratten bereits auf das Kontrollniveau abgesunken.

6. Gesamtbetrachtung der hier untersuchten Unterschiede von jungen
und alten Ratten nach inflammatorischem und psychischem Stress

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit Unterschiede in der LPS-bedingten ,,sickness
response” und den zugrundeliegenden Signalwegen herausgearbeitet werden. AuRerdem
wurde ebenfalls die Rolle weiterer moglicher Einflussfaktoren wie Leptin, altersassoziierter
Adipositas und der HPA-Achse ndher untersucht. Es konnten insgesamt folgende
Haupthypothesen/Ergebnisse formuliert werden.

Altersabhangige Unterschiede in der LPS-bedingten Entziindungsreaktion

e Eine hohere Umgebungstemperatur ermdglicht es den alten Ratten auf einen LPS-
Stimulus nach einem verzogerten Anstieg eine ahnlich hohe Fieberreaktion wie die
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jungen Ratten zu entwickeln, welche allerdings deutlich ldnger andauert. Weitere
Parameter der ,,sickness response*, Lethargie, Anorexie, Adipsie und Gewichtsverlust,
sind im Alter deutlich verstarkt.

Die Plasmalevel des inflammatorischen Zytokins IL-6 aber auch des zytokinahnlichen
Hormons Leptin zeigen im Alter nach Immunstimulus eine deutlich langer andauernde
Hochregulation und scheinen somit an der ebenfalls verstarkten / langer andauernden
,,sickness response® im Alter beteiligt zu sein.

Im Hypothalamus flhrt das Altern zu einer erhohten Expression von
inflammatorischen  Transkriptionsfaktoren (IkBa, NF-IL6), Zytokinen (IL-6),
Enzymen der Prostaglandinsynthese (COX2, mPGES) und oxidativen Stressmarkern
(NRF1, TFAM). In der Leber als peripherem Immunorgan findet sich im Altern eine
erhohte (IkBa, SOCS3, PGC-1a) oder eine erniedrigte (COX2, NRF1) Expression
bedeutender inflammatorischer Marker. Diese inflammatorischen Signalwege sind an
einigen physiologischen Verénderungen im Alter beteiligt wie die Expression von
COX2 und mPGES fur die langer anhaltende Fieberreaktion.

Die microRNA mirl46a, welche als negativer Regulator der Immunantwort die NF«B-
Aktivitat verringert, zeigt im Alter eine basal erhdhte Expression, ohne jedoch die
LPS-induzierte erhohte Entziindungsantwort im Gehirn zu erniedrigen. Die
antiinflammatorische Gegenregulation durch mirl46a im Alter erscheint demnach als
Kompensationsmechanismus nicht ausreichend bzw. defekt zu sein.

Der Einfluss erhdhter Leptin-Werte und altersassoziierter Adipositas auf die LPS-
bedingte Entziindungsreaktion

Die Neutralisation endogener Leptin-Level zeigte, dass Leptin in der Entwicklung der
altersspezifischen verlangerten Fieberphase impliziert ist. Allerdings zeigte sich im
Alter ein schwécherer Einfluss von Leptin auf den LPS-induzierten Gewichtsverlust
und die Anorexie.

Die mehrtdgige Neutralisierung endogener Leptin-Level fiihrte bei den alten Ratten zu
einer starken Erhdhung der zirkulierenden Leptin-Level (,,rebound“-Effekt), sowie zu
einer Absenkung der altersbedingt erhohten IL-1ra-Level. Zu dem gleichen Zeitpunkt
wurden bei den jungen Ratten keine Effekte der Leptin-Neutralisieung nachgewiesen.
Dies deutet darauf hin, dass Leptin im Alter einen bedeutenderen Einfluss auf die
peripheren Entziindungsparameter hat.

Die sich im Alter entwickelnde Leptinresistenz scheint sich vor allem zentral im
Gehirn zu manifestieren. In der Peripherie zeigte LAS Effekte auf Zytokine (IL1ra)
und SOCS3-Expression (Leber), nicht aber im Hypothalamus.
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Im Alter ist Fettgewebe in anderer Weise als bei Diat induzierter Adipositas bei der
Entstehung chronischer peripherer Inflammation und erhéhter Zytokinlevel involviert.
Wenngleich der LPS-Stimulus zu einer tendenziell erhdhten IL-6 Freisetzung durch
das Fettgewebe im Alter fiihrte, so war die TNFa- und IL-1ra-Sekretion pro g
Fettgewebe im Vergleich zu jungen, normalgewichtigen Ratten erniedrigt.

Altersabhingige Auswirkungen des PPARy-Agonisten Rosiglitazon auf die LPS-
induzierte Entziindungsreaktion

Eine akute Rosiglitazon-Gabe ist nicht ausreichend, um im LPS-Modell die
gewilinschte Wirkung im Gehirn und die Erhéhung der Zielproteine zu erreichen.
Deshalb sollte in zukinftigen Studien eine chronische Verabreichungsform gewéhlt
werden

Aufgrund der Lipidléslichkeit des gewahlten Immunstimulus fiihrte der
Losungsvermittler Cremophor zu einer Steigerung der LPS-Effekte. Dies duferte sich
vor allem bei den alten Ratten in dem Entstehen einer Hypothermie zu Beginn der
Fieberreaktion. Bei ahnlichen Studien zu Entziindungsreaktionen sollte diese
Eigenschaft von Cremophor bei Verwendung dieser Substanz berticksichtigt werden.

Altersbedingte Veranderungen in der Aktivierung der HPA-Achse

Die Median Eminence, welche als Gehirnregion ,,corticotropin-releasing hormone* an
den Nucleus Paraventricularis weiterleitet und somit eine Schnittstelle der HPA-
Achse darstellt, zeichnete sich im Alter durch eine erhdhte Aktivierung des
inflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-IL6 aus. Der im Alter vorherrschende
inflammatorische Status und damit auch die NF-IL6-Aktivierung in diesen
Gehirnstrukturen konnten an der ebenfalls verstarkten Aktivierung der HPA-Achse
bzw. Stressachse im Alter beteiligt sein.

Im Hypophysenhinterlappen wurde ebenfalls eine erhdhte NF-IL6 Aktivitat bei alten
Ratten vorgefunden. Diese war gekoppelt mit einer verstdarkten Kolokalisation der
ebenfalls zahlreicher vorliegenden CD68-positiven Immunzellen. Dies spricht fur ein
altersbedingt  verstarktes Einwandern immunkompetenter Zellen in den
Hypophysenhinterlappen und einen dadurch erhéhten inflammatorischen Status dieser
Region. Mdégliche Auswirkungen auf die Funktion des Hypophysenhinterlappens im
Rahmen der Vasopressin und Oxytocin-Freisetzung im Alter sind denkbar.

Im Hypohysenvorderlappen konnte in der Zellkultur beobachtet werden, dass nach
LPS-Stimulation in alten Ratten ahnliche Mengen an Zytokinen wie bei jungen Ratten
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produziert werden. Die zum Teil hemmenden Interaktion und Feedbackvernetzungen
zwischen Zytokinen scheinen im Alter allerdings verloren zu gehen. Altersbedingte
Veranderungen dieser Regulationsmechanismen konnten zu einer verminderten
Stressresistenz durch eine veranderte Aktivierung der HPA-Achse beitragen.

Ein psychologischer Stressor flihrte bei den alten Ratten zu einer wesentlich starkeren
Hyperthermie im Vergleich zu den jungen Ratten. Diese war nicht durch eine
verstarkte lokomotorische Aktivitat bedingt. Die vorgefundene erhéhte Inflammation
von Strukturen im Hypothalamus und in der HPA-Achse sowie die Dysregulation des
Zytokinmilieus kdnnten aber die verstarkte Reaktion auf den psychologischen Stressor
bei alten Ratten und deren verminderte Stressresistenz verursachen.
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V. Zusammenfassung

Im Altern kommt es zu komplexen Veranderungen des Immunsystems, welche sich
dahingehend &uf3ern, dass altere Personen mit einer erhéhten Infektionsrate, einer verstarkten
Krankheitssymptomatik und einer erhohten Mortalititsrate auf eine Infektionskrankheit
reagieren. Das sogenannte ,sickness behaviour umfasst zentralnervos kontrollierte
Krankheitssymptome, welche im Rahmen eines systemischen Entziindungsgeschehens
auftreten. Mit Ausnahme der Fieberreaktion, welche in den meisten Féllen erniedrigt oder
nicht vorhanden ist, sind die meisten dieser Symptome im Alter verstarkt ausgepragt. Das
Vorliegen einer subklinischen, chronischen Entzlindungsreaktion (ohne vorherigen Kontakt
mit einem entzindungsauslésenden Immunstimulus) sowohl peripher (Blut, periphere
Organe) als auch zentral im Gehirn wird mittlerweile als eines der Hauptmerkmale des
Alterns angesehen. Bisher waren die meisten Studien darauf beschrankt, Abweichungen in
den Zytokinleveln zu untersuchen, ohne Verdnderungen in den unterliegenden
immunoregulatorischen Signalwegen naher zu beleuchten. In der vorliegenden Arbeit wurde
eine tiefergehende Untersuchung der Veranderungen in den inflammatorischen Signalwegen
unter Bertcksichtigung von inflammatorischen Transkriptionsfaktoren, Enzymen der
Prostaglandinsynthese sowie von anderen potentiell implizierten Faktoren wie oxidativen
Stressmarkern und neuen endogen regulatorischen Molekilen, den microRNAsS,
unternommen. Neben den erwéhnten inflammatorischen Markern riicken jedoch mittlerweile
auch verstarkt andere Faktoren in den Fokus, die ebenfalls einen Einfluss auf die
immunbedingten Verdnderungen haben konnten. In der vorliegenden Arbeit wurde der
potentielle Einfluss anderer altersassoziierter Zustdnde untersucht. Dazu gehodrten erhohte
Plasmalevel des zytokin-ahnlichen Hormons Leptin, welches auch als neuroimmuner
Mediator bekannt ist, und altersassoziierter Adipositas auf die im Alter beobachteten
Veranderungen der ,,sickness response™. Als therapeutischer Ansatz wurde der Effekt des
antiinflammatorischen Wirkstoffes Rosiglitazon auf die Entzliindungsreaktion untersucht.
AbschlieBend wurde ebenfalls der mdgliche Einfluss dieser inflammatorischen
Veranderungen auf die altersbedingte Dysregulation der HPA-Achse und die Auswirkung auf
Stress-induzierte Reaktionen analysiert.

Alte und junge Ratten wurden mit LPS (100 pg/kg) oder PBS intraperitoneal injiziert und das
,sickness behaviour” mittels telemetrischer Methoden aufgezeichnet. Nach einem
Zeitintervall von 4 oder 24 h wurden Blut, Gehirn und Leber fur molekularbiologische und
immunhistochemische  Analysen entnommen. Zur weiteren Charakterisierung der
EinflussgroRe von Leptin auf die altersbedingte Entziindungsreaktion wurden die endogenen
Leptinlevel durch Applikation eines Leptin Antiserums (LAS) vor LPS-Injektion neutralisiert.
In einer dritten Studie wurde Rosiglitazon vor LPS- oder PBS-Stimulation verabreicht, um die
therapeutische Anwendbarkeit dieses Wirkstoffes und zugrundeliegende Mechanismen zu
untersuchen (altersbedingter mitochondrialer Stress). Die Beteiligung der altersassoziierten
Adipositas an der Produktion von zirkulierenden Zytokinen wurde Uber Messung der LPS-
induzierten Zytokinsekretion ex vivo entnommener Fettdepots von jungen und alten Ratten
(,,fat explants®) Uberpruft.
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Altersbedingte Veranderungen in der HPA-Achse wurden uber drei verschiedene Methoden
untersucht: (1) Immunhistochemische und molekularbiologische Analyse von Hypophysen
LPS- oder PBS-stimulierter Ratten, (2) Messung des Zytokinlberstandes nach Stimulation
des Hypophysenvorderlappens in der Zellkultur mit LPS / PBS in Kombination mit
verschiedenen Zytokin-Antiseren und (3) Einsatz eines psychologischen Stressors in einem in
vivo Versuch.

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass alte Ratten
nach LPS-Stimulation nicht nur eine verzbgerte, sondern sogar eine langer andauernde
Fieberreaktion aufweisen. Dass alte Ratten berhaupt Fieber entwickeln, lag vermutlich an
der hier eingesetzten héheren Umgebungstemperatur (28 °C). Diese Feststellung unterstiitzt
Ergebnisse aus einer friheren Studie, dass die teilweise beschriebene erniedrigte oder
ausbleibende Fieberreaktion im Alter mit einer beeintrachtigten Kapazitdt der
Thermoeffektoren zusammenhangt. AuBerdem wurde eine verstarkte Auspragung der
weiteren Parameter des ,sickness behaviours” (Lethargie, Anorexie, Adipsie,
Gewichtsverlust) in den alten Ratten dokumentiert.

Bei den alten Ratten wurden erhohte Plasmawerte der Zytokine IL-6 und IL-1ra
nachgewiesen, welche somit wahrscheinlich eine Rolle bei der verstarkten Auspragung der
Krankheitssymptomatik spielen. Zum ersten Mal konnte hier auch eine langer andauernde
Erhohung der Leptin Plasmalevel bei alten Ratten gezeigt werden, welches Hinweise auf eine
bedeutendere Beteiligung von Leptin an der Fieberantwort im Altern liefert. Im Gehirn wurde
eine erhohte Expression verschiedener inflammatorischer Transkriptionsfaktoren (IkBa, NF-
IL6), Zytokine (IL-6), Enzyme der Prostaglandinsynthese (COX2, mPGES) und oxidativer
Stressmarker (NRF1, TFAM) nachgewiesen und somit eine genauere Aufschlisselung der
unterliegenden Signalwege erreicht. Erstmalig konnte auch eine altersbedingte Erh6hung der
antiinflammatorischen microRNA mirl46a im Gehirn gezeigt werden, welche einen neuen
Kandidaten zur Erklarung altersbedingter Veranderungen in der Immunantwort darstellt.

Des Weiteren konnten wir mittels LAS demonstrieren, dass die erhohten LPS-induzierten
Leptin-Plasmalevel im Alter einen Einfluss auf die verlangerte und somit altersspezifische
Fieberphase haben, wahrend der Einfluss auf die Anorexie und Gewichtsabnahme bei den
jungen Ratten grofRer war. Neutralisation endogener Leptin-Level hatte bei den alten Ratten
einen starken Effekt auf die zirkulierenden IL-1ra-Level, welcher bei den jungen Ratten nicht
vorhanden war. Somit scheint Leptin im Alter durchaus eine groRere aber auch andere Rolle
als bei jungen Tieren bei der Aufrechterhaltung der Fieberreaktion zu spielen.

Die Untersuchung zu altersassoziierter Adipositas deutet darauf hin, dass das Fettgewebe
auch bei alten Ratten nicht als einziger Entstehungsort der peripheren Inflammation in Frage
zu kommen scheint, da die gewonnenen Ergebnisse lediglich eine tendenzielle Erh6hung der
IL-6-Sekretion jedoch eine Erniedrigung der TNFa- und IL-1ra-Sekretion pro g Fettgewebe
im Alter dokumentieren. Somit wurden Unterschiede zu bisher bekannten Befunden aus
Studien zu diat-induzierter Adipositas und der hier untersuchten altersassoziierten Adipositas
nachgewiesen.

Die angewandte Methodik der akuten Rosiglitazon-Gabe stellte sich als ungeeignet fur eine
ausreichende antiinflammatorische Wirkung und Aktivierung entsprechender Targetproteine
heraus. Lediglich in der Leber konnte eine Erhohung der basalen PGC-1a und TFAM
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Expression (junge Ratten) sowie eine Erniedrigung der IL-10 Plasma Konzentration (alte
Ratten) nachgewiesen werden. Im Gehirn war keiner der untersuchten Parameter durch die
zweitdgige Rosiglitazon-Behandlung beeinflusst. Nach den vorliegenden Erkenntnissen sollte
in zukinftigen Studien demnach eine chronische Verabreichung dieses Wirkstoffes bevorzugt
werden.

In zentralen Schaltstellen (Median Eminence und Hypohysenhinterlappen) der HPA-Achse
wurde eine verstarkte Aktivierung des inflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-IL6 und
von CD68-positiven immunkompetenten Zellen (nur Hypophysenhinterlappen) bei alten
Ratten nachgewiesen. Wéhrend die verstarkte NF-IL6 Aktivitat in der Median Eminence nur
nach LPS-Stimulation auftrat, konnte diese verstarkte Immunreaktivitat beider Faktoren im
Hypophysenhinterlappen sowohl basal als auch nach Immunstimulus gezeigt werden. Des
Weiteren wurde im Hypophysenhinterlappen eine verstarkte Kolokalisation der NF-IL6
Signale mit CD68-positiven Zellen beobachtet. Zusétzlich fuhrte eine LPS-Stimulation von
Zellkulturen des Hypophysenvorderlappens zu mit jungen Ratten vergleichbarer Sekretion
von IL-6 und TNFa. Allerdings konnten bei gleichzeitiger Gabe von Antiseren gegen IL-10
und IL-6 keine Mechanismen einer Gegenregulation wie bei jungen Ratten nachgewiesen
werden. AuBBerdem zeigten alte Ratten eine deutlich langere Erh6éhung der Korpertemperatur
nach dem psychologischen Stressor ,,Kafigwechsel* als junge Ratten. Insgesamt fanden wir
neue Hinweise darauf, wie die inflammatorischen Verdanderungen im Alter sich ebenfalls auf
die Aktivierung der HPA-Achse auswirken und damit zu einer verminderten Stressresistenz
beitragen konnten. Zu diesen Hinweisen zéhlen: (A) die Veranderungen in den
Regulationsmechanismen des Zytokinmilieus auf Ebene des Hypophysenvorderlappens, (B)
die verstarkte Hyperthermie der alten Ratten nach psychologischem Stress (C) sowie die
verstarkte NF-1L6-Aktivierung in der Hypophyse und im Hypothalamus.

Uber eine umfangreiche Analyse der zu Grunde liegenden inflammatorischen Signalwege auf
zentraler und peripherer Ebene tragt diese Arbeit zu einer weiteren Aufschlisselung der
immunologischen Veranderungen und der implizierten inflammatorischen Faktoren beim
Altern bei. Neben wesentlichen bekannten Faktoren, welche in friheren Studien untersucht
wurden, analysierte das gegenwartige Forschungsprojekt neue Kandidaten-Molekile (z.B.
mirl46a) und deren potentielle Bedeutung. AuRerdem konnte zum ersten Mal eine
altersspezifische Rolle des Fettgewebes und des Hormons Leptin fur die beobachteten
Verénderungen im Gehirn und peripheren Organen bei systemischen Entziindungsreaktionen
nachgewiesen werden. Zudem wurden Hinweise auf eine Resistenz der Zytokininteraktion
und weitere immunologische Verdnderungen im Alter gesammelt, die die Aktivierung der
HPA-Achse und die Stressresistenz im Alter beeinflussen konnten. Diese Zusammenhange
wurden bisher in der Literatur kaum untersucht und die gezeigten Ergebnisse regen zu einer
weiterfiihrenden Untersuchung der hieraus neu entwickelten Hypothese an.
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VI. Summary

Aging induces complex changes in the immune system, which result in an increased
frequency of infection, aggravated disease symptoms and an increased mortality rate in
elderly people. Systemic inflammation leads to brain-controlled symptoms; the so-called
sickness behavior. With the exception of the fever response, which was blunted or absent in
several previous reports, most of these symptoms are significantly enhanced / prolonged with
aging. Furthermore, the existence of a chronic low-grade inflammation (without previous
contact to immune stimuli) in the periphery (blood, peripheral organs) or centrally in the brain
constitutes a hallmark of the aging process. To date, most studies in this area have been
limited to analyzing alterations in cytokine levels without considering the modifications in the
underlying immunoregulatory pathways. In the present work, a more detailed analysis of
alterations in the inflammatory signaling pathways including inflammatory transcription
factors, rate-limiting enzymes of the prostaglandin synthesis pathway and other potentially
implicated factors like oxidative stress markers and new endogenous regulatory molecules,
namely microRNAs, was performed. Besides the mentioned inflammatory markers, other
factors that could also have an impact in the age-linked immunological alterations become the
focus of recent research. As such, the present work investigated the potential implication of
age-associated changes in plasma levels of the cytokine-like hormone leptin, which is also
known as a neuro-immune mediator. Moreover, aging associated modifications of the
sickness response observed with late-onset obesity were analysed. As a therapeutic approach,
the efficacy of the anti-inflammatory agent rosiglitazone on systemic inflammation was
investigated. Finally, the potential influence of these inflammatory alterations on the age-
related dysregulation of the HPA axis and its implications for reactions to psychological stress
was analysed.

Old and young rats were injected intraperitoneally with LPS (100 pg/kg) or PBS and the
sickness behaviour was recorded via telemetric measurements. After a time interval of 4 or 24
h blood, brain and liver were collected for further molecular and immunohistochemical
analysis. In a second study, for further characterization of the influence of leptin on the age-
dependent systemic inflammation, neutralization of endogenous leptin levels was performed
by application of leptin antiserum (LAS) prior to the LPS-stimulus. In a third study, in order
to investigate the therapeutic potential of rosiglitazone and underlying mechanisms (age-
associated mitochondrial stress), this agent was administered prior to LPS or PBS. The
involvement of age-associated obesity in the production of circulating cytokines was verified
by measuring the LPS-induced cytokine secretion of ex vivo fat explants of young and old
rats.

Age-dependent changes in the HPA axis were analysed by three different methods: (1)
Immunohistochemical and molecular biological analysis of pituitaries of LPS- or PBS-
stimulated rats, (2) measurement of cytokine levels in supernatants of pituitary anterior lobe
cell culture after stimulation with LPS / PBS in combination with different cytokine antisera
and (3) use of a psychological stress in vivo.
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In the present work, it was shown for the first time that old rats not only develop a delayed but
even a prolonged fever response after LPS-stimulation. The fact that old rats were capapable
to develop this febrile response was most likely due to the high ambient temperature used in
these experiments. This discovery supports results from an earlier study suggsting that
impaired thermoregulatory abilities in aged rodents contribute to the development of the often
described blunted or absent fever response with aging. Moreover, aggravation of other
parameters of sickness behaviour (lethargy, anorexia, adipsia, weight loss) was observed in
old rats.

In the aged rodents, increased plasma levels of IL-6 and IL-1ra were detected, which are
probably involved in the accompanying exacerbation of the sickness response. In addition, for
the first time, as well prolonged elevated plasma leptin levels were detected in the old rats,
providing evidence for a more substantial involvement of leptin in the fever response during
aging. In the brain, an increased expression of different inflammatory transcription factors
(IkBa, NF-IL6), cytokines (IL-6), enzymes of the prostaglandin synthesis pathway (COX2,
mPGES) and oxidative stress markers (NRF1, TFAM) was demonstrated and was part of a
more detailed analysis of the underlying signaling pathways. For the first time, an age-
dependent increase in the expression of the anti-inflammatory microRNA mirl46a was
demonstrated in the brain, depicting mirl46a as a new potential candidate to explain age-
related alterations in the immune response.

Furthermore, it was shown by the use of LAS that the increased LPS-induced leptin plasma
levels present with aging have an impact on the prolonged and hence age-specific fever phase.
The impact on anorexia and weight loss, however, was more pronounced in the young rats.
Neutralisation of endogenous leptin levels strongly affected circulating IL-1ra levels in the
old, but not in the young rats. Thus, other than observed in young animals, it seems that leptin
plays a more prominent but also different role in the maintenance of the fever response with
aging.

Investigation of the role of age-associated obesity indicated that adipose tissue does not seem
to represent the exclusive source of peripheral inflammation in young and old rats. Only a
slight increase in IL-6 secretion and even a decrease of TNFa and IL-1ra secretion per g of
adipose tissue was observed with aging. Overall, differences between findings from studies on
diet-induced obesity and the age-associated obesity were shown in the present research
project.

The applied methodology of acute administration of rosiglitazone proved to be inadequate for
a sufficient anti-inflammatory effect and activation of respective target proteins. Only in the
liver, an increase in the basal expression of PGC-1a and TFAM (young rats) and a decrease of
the plasma concentration of IL-10 (old rats) was detected. In the brain, none of the tested
factors was influenced by the two-day treatment with rosiglitazone. According to the findings
of this experiment, a chronic administration of this agent should be preferred in future studies.
In higher regulatory centres of the HPA axis (median eminence and/or posterior pituitary
lobe), an increased activation of the inflammatory transcription factor NF-IL6 and of CD-68
positive immunocompetent cells (only posterior pituitary lobe) was demonstrated. While
enhanced NF-IL6 activation in the median eminence only occurred after LPS-stimulation, the
increased immunoreactivity of both factors could be shown in the posterior pituitary lobe
basally and after immune stimulus. Furthermore, an enhanced colocalisation of NF-IL6
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signals with CD68-positive cells was observed in the posterior pituitary lobe. In addition, LPS
stimulation of primary cell cultures of the anterior pituitary lobe lead to a secretion of IL-6
and TNFa comparable with young rats. However, in case of simultaneous administration of
antisera against IL-10 and IL-6, no mechanisms of counterregulation comparable to young
rats could be detected. Moreover, old rats showed a considerably longer increase in body
temperature after the psychological stress “cage change” compared with young rats. These
observed alterations in the regulatory mechanisms present new indications how the age-linked
inflammatory alterations influence the activation of the HPA axis and contribute to a
diminished stress resistance: i.e. (A) the cytokine milieu of the anterior pituitary lobe, (B) the
increased hyperthermic response of old rats after a psychological stress and (C) the enhanced
NF-IL6 activation in the pituitary and hypothalamus.

The present study advances knowledge about immunological changes and implicated
inflammatory factors observed with aging by an extensive analysis of underlying
inflammatory signaling pathways on a central and peripheral level. Besides well-known
factors investigated in previous studies, the current research also investigated new candidate
molecules (e.g. mirl46a) and their potential importance. Moreover, for the first time, an age-
specific contribution of adipose tissue and leptin to the observed changes in the brain and
periphery were determined during systemic inflammation. Furthermore, evidence was
detected for an influence of age-dependent immunological changes on the activation of the
HPA axis and stress resistance. To date, there is still a need for research on the precise
mechanisms in this context. The present results and newly developed hypothesis will instigate
further research in this field.
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