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Einleitung

A. EINLEITUNG

Das Thermoregulationssystem der Sdugetiere setzt sich aus insgesamt 5 Komponenten
zusammen. Thermosensoren, die in der Haut und im Zentralnervensystem (ZNS)
lokalisiert sind, dienen der Detektion von Temperaturdnderungen in der Kérperperipherie
und im Korperkern. Im afferenten Teil leiten die Axone der Thermosensoren diese
Information {iber periphere Nerven zunédchst zum Riickenmark und iiber den in der
weillen Substanz des Riickenmarks lokalisierten Tractus spinothalamicus lateralis zum
Gehirn  weiter. Verarbeitet wird die thermische Information in spezifischen
Neuronenverbidnden des vorderen Hypothalamus. Der efferente Teil zieht wiederum in
Form von Axonen zunichst zum Hirnstamm und von dort zum Riickenmark, um tber
vegetative und somatomotorische Efferenzen die zur Thermoregulation genutzten Organe
anzusteuern, welche auch als Effektororgane oder Thermoeffektoren bezeichnet werden.
Hierzu gehoren Blutgefdfle (Vasokonstriktion bzw. Vasodilatation), braunes Fettgewebe
(,,zitterfreie Warmebildung®), Skelettmuskulatur (Kaéltezittern), Schweildriisen bzw.

Zunge und obere Atemwege (evaporative Warmeabgabe: Schwitzen, Hecheln).

Beim Fieber handelt es sich um eine vom Organismus selbst induzierte Verdanderung
innerhalb dieses Regelsystems, die sehr hédufig im Rahmen von Infektionen,
Entziindungsprozessen, Tumorerkrankungen oder Gewebeschddigungen beobachtet wird
(Roth und Blatteis 2014). Hierbei ist die Temperatur im Koérperkern erhoht, wobei diese
Erhohung aktiv durch den Einsatz der erwéhnten Effektororgane eingestellt wird. Diese
Temperaturerhohung wird durch den Einfluss von fiebererzeugenden Substanzen
(,,Pyrogenen®) auf die neuronalen Strukturen des Thermoregulationssystems
hervorgerufen. In den meisten Fillen ist Prostaglandin E> (PGE2) an der Fieberentstehung
beteiligt (Milton 1998). Der Wirkmechanismus vieler fiebersenkender oder
fieberunterdriickender Medikamente beruht auf der Hemmung der Synthese von PGE»
(Botting 2004). Wie PGE: die neuronalen Komponenten des Thermoregulationssystems
auf zelluldrer Ebene so beeinflusst, dass sich eine Fieberreaktion entwickeln kann, ist im
Vergleich zu den in vivo beschriebenen Effekten weit weniger gut untersucht. Zwei
Voraussetzungen sind hierbei unabdingbar. Zum einen miissen die beteiligten
neuroanatomischen Strukturen klar definiert sein. Diese Voraussetzung wurde im Verlauf

der letzten 10 Jahre durch eine Reihe von sehr eleganten Studien am Gesamtorganismus
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erfiillt. So wurden die afferenten Verbindungen zwischen peripheren Thermosensoren
und den regulierenden préoptisch-hypothalamischen Neuronenverbianden im Detail
aufgeklart (Nakamura und Morrison 2008a). Im Bereich des anterioren Hypothalamus
wurde der Nucleus medianus praeopticus (MnPO) nicht nur als essenzielle Zielstruktur
des afferenten Schenkels des Thermoregulationssystems, sondern auch als zentraler
Ausloser zur Ausbildung einer Fieberreaktion identifiziert (Lazarus et al. 2007,
Nakamura und Morrison 2011; Saper et al. 2012; Yoshida et al. 2003). Die neuronale
Aktivierung der thermoregulatorisch relevanten Neurone des MnPO erfolgt durch den
Neurotransmitter Glutamat (Morrison und Nakamura 2011; Nakamura und Morrison
2008b). Als Wirkmechanismus zur Auslosung von Kilteabwehrreaktionen oder Fieber
wird eine Stimulation hemmender GABAerger (y-Aminobuttersdure) Neurone
angesehen, was zu einer Enthemmung der Wérmebildungs- und -
konservierungsreaktionen fiihrt (Nakamura und Morrison 2011). In unmittelbarer
Nachbarschaft des MnPO ist das Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT)
lokalisiert. Das OVLT gehort zu den wenigen Hirnstrukturen mit unvollstidndiger Blut-
Hirn-Schranke, sodass zirkulierende inflammatorische Signalmolekiile -inklusive PGE-
direkten Zugang zum Ort der Fieberentstehung erhalten konnen. Dem OVLT wird
traditionell eine wichtige Bedeutung als Eintrittspforte fiir fiebererzeugende Substanzen
in das Gehirn zugesprochen (Roth et al. 2004). Auch zur molekularen Physiologie der
peripheren Thermosensoren sind markante Erkenntnisfortschritte zu verzeichnen. So
scheint es, dass ein weiter Bereich physiologischer Hauttemperaturen durch eine Familie
von Kationenkanélen detektiert wird, die TRP-Kanéle (transient receptor potential-
Kanile) genannt werden. Der zu dieser Familie gehrende TRPMS8 wurde als wichtigster
Kaltesensor der Haut identifiziert, der Kanal wird nicht nur bei Abkiihlung, sondern auch
durch Menthol aktiviert (McKemy et al. 2002; Peier et al. 2002). Einige friihere
Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe (Ross et al. 2000; Rummel et al. 2005) hatten
Hinweise darauf ergeben, dass sich die fiebererzeugende Wirkung von PGE> zu einem

gewissen Anteil auch durch Effekte auf periphere Kiltesensoren manifestieren konnte.

Die zweite Voraussetzung zur Untersuchung zelluldrer Effekte von PGE: auf die
genannten thermoregulatorisch relevanten neuronalen Strukturen liegt in der
Verfligbarkeit von Primérkulturen eben dieser Strukturen. Derartige Primirkulturen
wurden im Rahmen vorangehender Untersuchungen fiir MnPO (Bastos-Pereira et al.

2014; Hatzelmann et al. 2013) und OVLT (Ott et al. 2010) bereits erfolgreich eingesetzt.
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Die Primirkultur der Zellkdrper der peripheren Kailtesensoren (Neurone der

Spinalganglien) wurde im Rahmen dieser Arbeit etabliert.

Die zentralen Ziele und Fragestellungen der vorgelegten Dissertationsschrift konnen wie

folgt umrissen werden.

e @Gibt es Evidenz dafiir, dass periphere kaltsensitive Neurone auch durch PGE;
aktiviert werden konnen?

e Kann die Reaktion peripherer kaltsensitiver Neurone auf PGE> durch das
antipyretisch und anti-inflammatorisch wirksame Eicosanoid PGD> moduliert
werden?

e Kann PGE; in Primérkulturen des OVLT (Struktur mit unvollstindiger Blut-Hirn-
Schranke) und des MnPO (zentrale Schaltstelle fiir Thermoregulation und Fieber)
direkte zelluldre Reaktionen induzieren?

e Lisst sich die Antwort von (moglicherweise GABAergen) MnPO-Neuronen auf
Glutamat durch PGE2 modulieren?

e  Wirkt sich eine Exposition von OVLT- und MnPO-Kulturen mit PGE: bzw. PGD>
auf die Kapazitit dieser Hirnstrukturen zur Bildung inflammatorischer und

fiebererzeugender Zytokine aus?
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B. LITERATURUBERSICHT

1.  Bildung und Funktionen von PGE: im Organismus

Phospholipide
(in Zellmembranen)
[ 1. PLA? !

Arachidonsiure (AA)

2. COX_gud!

Zyklische Endoperoxide
(PGG,, PGH,)

I 3 PGS !

Thromboxane Prostaglandine Prostazykline
(TXA,, TXB,) | | (PGE,, PGF,,, PGD,) (syn. PGL,)

A 4

Leukotriene

Y 4

Thrombozyten Endothelzellen
PGE,
Y A 4 Y
Thrombozyten- Entziindung, Vasodilatation, Hemmung
aggregation, Schmerz, der Thrombozyten-
Vasokonstriktion Vasodilatation aggregation

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Wege, die zur Bildung von Eicosanoiden
(Prostaglandinen, Leukotrienen, Prostazyklinen und Thromboxanen) fiihren.
Exemplarisch sind auch Bildungsorte und biologische Wirkungen angegeben. Die
Beschreibung von Prostaglandin E> erfolgt in Abschnitt 1.1 (verdndert nach Rummel
2005).

Abkiirzungen: PLA> = Phospholipase A2; COX = Zyklooxygenase; PGS = Prostaglandin-
Synthase; AA = Arachidonsdure; PG = Prostaglandin; TX = Thromboxan.

Prostaglandine werden zusammen mit Thromboxanen, Prostazyklinen und Leukotrienen
unter dem Oberbegriff Eicosanoide zusammengefasst (Harizi et al. 2008). Es handelt sich
hierbei um Derivate der Arachidonsdure, einer mehrfach ungesittigten Fettsdure aus 20
Kohlenstoffatomen. Diese liegt in veresterter Form als Bestandteil von Zellmembranen

vor. Eicosanoide steuern im tierischen Organismus zahlreiche biologische Prozesse, sind

4
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demzufolge als Botenstoffe bzw. Signalmolekiile anzusehen. Aufgrund ihrer geringen
Halbwertszeit miissen Eicosanoide in den Geweben, in denen sie ihre Wirkung entfalten,
stets neu gebildet werden. Diese Neubildung erfolgt in mehreren enzymatisch

katalysierten Schritten (Abbildung 1).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bestimmte Wirkungen der Prostaglandine
PGE> und PGD» experimentell untersucht. Daher soll im Folgenden auf Leukotriene,

Thromboxane und Prostazykline nicht ndher eingegangen werden.

1.1. Synthese von PGE; und PGD;

Die Biosynthese von PGE: erfolgt in 3 sequentiellen Schritten. Zunichst wird
Arachidonsédure durch eine Phospholipase A (PLA?) aus Lipiden von Zellmembranen
freigesetzt (Murakami et al. 1997; Smith et al. 1991). Bei PLA> handelt es sich nicht um
ein Enzym, sondern eher um eine Enzymfamilie mit mehr als 12 Mitgliedern (Kudo und
Murakami 2002). Die beiden wichtigsten Untergruppen der PLA>-Familie werden als
zytosolische (c) und sekretorische (s) PLA> bezeichnet (Murakami und Kudo 2001). Ein
Mitglied der cPLA:-Subfamilie wird fiir die Bildung von PGE: und anderen
Prostaglandinen (PGs) unter inflammatorischen Bedingungen als besonders relevant
angesehen. Hierbei handelt es sich um cPLA;-a. Unter Normalbedingungen ist dieses
Enzym im Zytosol nachweisbar; nach inflammatorischer Stimulation erfolgen
Phosphorylierung und eine anschlieende Translokation zum Golgi-Apparat bzw. zum
endoplasmatischen Retikulum, wo sich auch die weiteren PGEz-synthetisierenden
Enzyme befinden (Ivanov und Romanovsky 2004; Kudo und Murakami 2002). Der
Kontakt von phosphorylierter cPLA2-o0 mit intrazelluliren Membranen fiihrt zur
Freisetzung von Arachidonsdure. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass durch
Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) eine Hochregulierung von cPLA>-a auf
mRNA-Ebene induziert wird (Dieter et al. 2002; Ivanov et al. 2002). Aulerdem ist in
Immunzellen von cPLA-a defizienten (knockout) Méusen eine verminderte Bildung
von PGs beschrieben worden (Uozumi und Shimizu 2002). In Einklang mit dieser
Beobachtung steht eine weitere Studie, in der eine pharmakologische Hemmung der
cPLA>-o0 bei Miusen eine LPS-induzierte Lungenentziindung abschwéchen konnte

(Nagase et al. 2003). Unter Bedingungen einer systemischen oder lokalisierten

5
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Entziindungsreaktion konnte cPLA>-o somit eine wichtige Rolle bei der Initiierung der

Synthese von PGE; (und anderen PGs) spielen.

Auch einem Mitglied der sPLA>-Subfamilie wurde eine Bedeutung fiir die PG-Synthese
unter entziindlichen Bedingungen zugesprochen; hierbei handelt es sich um die sPLA»-
ITA (Ivanov und Romanovsky 2004; Nakano und Arita 1990). Die sPLA> wird in den
Extrazellularraum abgegeben, um dort AA aus dem AuBlenblatt der Zellmembran zu
mobilisieren. Bei Versuchstieren und Patienten konnte wihrend systemischer
Entziindungsreaktionen ein erhdhter Serumspiegel von sSPLA-IIA nachgewiesen werden
(Bulger und Maier 2000; Vadas und Pruzanski 1993). Nach Stimulation mit LPS erfolgt
eine Hochregulierung der Expression dieses Enzyms (Ivanov et al. 2002; Nakano und
Arita 1990). Es bleibt also festzuhalten, dass zur Induktion des ersten Schritts der PG-
Synthese unter inflammatorischen Bedingungen sowohl cPLA»-a als auch sPLA»-ITA

beitragen konnen.

Der zweite Schritt zur PG-Synthese beinhaltet eine zweifache Umwandlung der
freigesetzten AA mittels enzymatischer Aktivititen, die eine Zyklooxygenierung und eine
Peroxidaseaktivitit beinhalten. Beide Reaktionen werden durch ein und dasselbe Enzym
katalysiert, das die Bezeichnung Zyklooxygenase (COX) erhalten hat (Simmons et al.
2004). Aufgrund der Tatsache, dass als Endprodukt der enzymatischen Umwandlung der
freigesetzten Arachidonsdure PGH: entsteht (Abbildung 1), wurde das Enzym
urspriinglich auch PGH-Synthase genannt (Ivanov und Romanovsky 2004). Bereits 1972
wurde postuliert, dass es mehr als eine COX geben miisse (Flower und Vane 1972; Smith
und Lands 1972). In der Tat gibt es zwei gut charakterisierte Isoformen dieses Enzyms,
die als COX-1 und COX-2 bezeichnet werden (Ivanov und Romanovsky 2004; Simmons
et al. 2004; Smith et al. 2000b). Spéter wurde noch eine weitere Isoform kloniert, die als
Variante der COX-1 die Bezeichnung COX-1b oder auch COX-3 erhalten hat
(Chandrasekharan et al. 2002). Auf COX-3 soll hier jedoch nicht weiter eingegangen
werden. COX-1 und COX-2 weisen eine Sequenzhomologie von ca. 60% auf und beide
Enzymformen katalysieren dieselbe Reaktion, sie werden jedoch unterschiedlich reguliert
und haben sehr verschiedene biologische Funktionen (Smith et al. 2000b). In zahlreichen
Geweben wird COX-1 konstitutiv exprimiert, wo dieses Enzym bzw. Produkte seiner
Aktivitét eine Reihe physiologischer Prozesse unterstiitzen oder steuern (siche Abschnitt
1.3). Obwohl in einzelnen Untersuchungen eine Induktion von COX-1 durch Mitogene

oder Wachstumsfaktoren beschrieben wurde, wird dieses Enzym generell als ,,resistent™
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gegeniiber transkriptioneller Hochregulierung angesehen; speziell inflammatorische
Stimuli fiihren nicht zu einer erhdhten Expression von COX-1 (Ivanov und Romanovsky
2004). Im Gegensatz zu COX-1 ist das Transkript von COX-2 unter basalen Bedingungen
in den meisten Geweben / Organen kaum nachweisbar, wird jedoch durch
inflammatorische Stimuli massiv hochreguliert (Damm et al. 2012; Ivanov et al. 2002;
Schneiders et al. 2015; Wu et al. 1995). Dies betrifft neben verschiedenen peripheren
Organen wie Leber und Milz und den dort lokalisierten Immunzellen besonders das
Gehirn, wo Endothelzellen als Hauptort der inflammatorischen COX-2-Induktion
charakterisiert wurden (Matsumura und Kobayashi 2004; Roth und Blatteis 2014; Steiner
et al. 2006; Vasilache et al. 2015). In diesen und zahlreichen anderen Studien wurde daher
eine stark erhohte COX-2 Expression fiir die stimulierte Bildung von PGE: unter
inflammatorischen Bedingungen verantwortlich gemacht. Eine direkte Messung der
inflammatorisch induzierten COX-2-Expression als direktes MalB3 fiir eine hieraus
resultierende Steigerung der PGE>-Synthese scheint jedoch eine zu vereinfachte Sicht
dieser Zusammenhénge zu sein (Ivanov und Romanovsky 2004). Vielmehr muss hierbei

auch der dritte und letzte Schritt der PG-Bildung berticksichtigt werden.

Der finale Schritt zur PG-Synthese wird von so bezeichneten PG-Synthasen katalysiert.
Je nachdem ob PGE; oder PGD: als Endprodukt durch Umwandlung aus PGH: entsteht,
werden diese als PGE>-Synthasen bzw. PGD,-Synthasen bezeichnet (Urade et al. 1995)
(Abbildung 2). Es gibt zwei Formen der PGD-Synthase, den Lipocalin- und den
hamatopoetischen Typ des Enzyms (L-PGDS und H-PGDS) (Joo und Sadikot 2012).
H-PGDS findet man in diversen Immunzellen, wiahrend L-PGDS unter anderem fiir die
Bildung von PGD: im Gehirn zustindig ist (Joo und Sadikot 2012). Eine besondere
Bedeutung kommt neben PGD; selbst auch seinem Metaboliten 15-deoxy-delta(12, 14)-
prostaglandin J2 (15-d-PGlJ>) zu (Bos et al. 2004) (Abbildung 2).

Bei den PGE-Synthasen unterscheidet man zwischen zytosolischen und mikrosomalen
Formen des Enzyms (cPGES und mPGES) (Ivanov et al. 2002).
Expressionsuntersuchungen zeigten, dass cPGES funktionell mit COX-1 gekoppelt ist,
wihrend mPGES, speziell mPGES-1, mit COX-2 eine Funktionseinheit bildet (Dieter et
al. 2000). So ist es nicht erstaunlich, dass mPGES-1 (dhnlich wie COX-2) durch
inflammatorische Stimuli induziert bzw. hochreguliert wird (Engblom et al. 2003;
Matsumura und Kobayashi 2004; Steiner et al. 2006; Yamagata et al. 2001). Man
beobachtet nach systemischer Behandlung mit LPS eine starke Induktion von COX-2 und
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mPGES-1 in peripheren Organen und besonders auch im Gehirn (Damm et al. 2012;
Harden et al. 2014; Ivanov et al. 2002; Vasilache et al. 2015). Die Position von mPGES-1
am letzten Schritt des PGE>-Synthesewegs und die Tatsache, dass dieses Enzym am
stiarksten und dauerhaftesten unter inflammatorischen Bedingungen hochreguliert wird,

machen es zu einem attraktiven Ziel fiir pharmakologische Interventionen (Ivanov und

Romanovsky 2004).

Phospholipide

PLA,
h 4

Arachidonsiaure

COX-1/COX-2

PGG, - PGH,

15-deoxy-A214-PGIJ,

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Wege, die zur Bildung von PGE; und
PGD:; fiithren

Abkiirzungen: PLA> = Phospholipase A2; COX = Zyklooxygenase; PG = Prostaglandin;
PGS = Prostaglandin-Synthase, ¢ = zytosolisch; m = mikrosomal; L = Lipocalin-Typ; H
= hdmatopoetischer Typ.

1.2. Besonderheiten der PGE:-Synthese im Gehirn

PLA; wurde bis vor wenigen Jahren als einziges Enzym angesehen, dass die zur PG-
Synthese notwendige Arachidonsdure bereitstellt. Jedoch konnte in einer experimentellen

Studie gezeigt werden, dass PLA»-defiziente Mause im Gehirn iiber unbeeintrachtigte
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Konzentrationen an Arachidonséure verfliigen (Rosenberger et al. 2003). Im Gegensatz
dazu war bei Maiusen, bei denen das Enzym Monoacylglycerol-Lipase genetisch
ausgeschaltet wurde, der Gehalt an Arachidonsdure im ZNS stark reduziert (Nomura et
al. 2011). Arachidonsdure wird im Gehirn iiber einen alternativen Weg aus
2-Arachidonolylglycerol, einem Endocannabinoid, gebildet, wobei das Enzym
Monoacylglycerol-Synthase eine entscheidende Rolle spielt. So konnte in zwei
voneinander unabhédngigen und fast zeitgleich vor kurzem publizierten Studien gezeigt
werden, dass Mause, bei denen dieses Enzym genetisch ausgeschaltet oder
pharmakologisch antagonisiert wurde, nicht mehr {liber die zu einer vollstindig
ausgeprigten Fieberentstehung notwendige PGE»-Bildung im Hypothalamus verfiigen
(Kita et al. 2015; Sanchez-Alavez et al. 2015). Inhibitoren der Monoacylglycerol-Lipase
wird von den Autoren dieser Studien somit ein betridchtliches therapeutisches Potenzial

zur Behandlung bestimmter neuroinflammatorischer Prozesse prognostiziert.

1.3. Physiologische Aufgaben von PGE; und PGD;

Biologische Wirkungen von Eicosanoiden im tierischen Organismus sind iiberaus
vielfdltig. Sie reichen von Effekten auf glatte Muskelzellen, Epithelien, Gefd3endothel
oder Driisenzellen bis hin zur Beeinflussung von Thrombozyten, Osteoklasten oder
Neuronen. Hier soll lediglich kurz auf die wichtigsten Aufgaben der im Rahmen dieser

Arbeit untersuchten Prostaglandine PGE; und PGD; eingegangen werden.

Fiir PGE, wurden verschiedene Einfliisse auf die Nierenfunktion beschrieben, wie z.B.
Modulation von Nierendurchblutung und glomulédrer Filtrationsrate, Steuerung der
Reninfreisetzung und Auswirkungen auf die Wasser- und Elektrolytresorption (Breyer
und Breyer 2000). Im Verdauungstrakt ist PGE> mafgeblich an der protektiven Schleim-
und Hydrogencarbonatproduktion sowie einer Steigerung der Durchblutung des Magen-
Darm-Trakts beteiligt (Wallace 2008). Im Rahmen der Schmerzentstehung wird PGE>
eine wichtige Rolle bei der Sensibilisierung von Noziceptoren, aber auch bei deren
direkter Aktivierung zugeschrieben (Kidd und Urban 2001). Diese Effekte manifestieren
sich besonders bei Entziindungsprozessen, an deren Entstehung und Regulierung PGE»
ebenfalls maBgeblich mitwirkt. Im Gehirn ist PGE> an der Entstehung einiger
unspezifischer Krankheitssymptome beteiligt (Pecchi et al. 2009; Saper et al. 2012), Auf
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die zentrale Rolle von PGE:> bei der Fieberentstehung wird in einem der folgenden

Abschnitte gesondert eingegangen (sieche Abschnitt 1.5).

Im Gegensatz zu PGE; wurde PGD; lange Zeit als weniger bedeutsam, gelegentlich sogar
als biologisch inaktiv eingestuft. Spater wurde jedoch festgestellt, dass PGD> in der
Peripherie von Mastzellen und basophilen Granulozyten in betrdchtlichen Mengen
synthetisiert wird; im Gehirn wurde PGD; unter Normalbedingungen sogar als das am
starksten priasente PG identifiziert (Joo und Sadikot 2012). In Einklang mit seinem
zelluldren Ursprung spielt PGD: in der Peripherie daher eine Rolle bei allergischen
Reaktionen und Erkrankungen, z.B. Asthma bronchiale. Jedoch wurden fiir PGD; auch
etliche anti-inflammatorische Effekte dokumentiert (Ajuebor et al. 2000; Joo und Sadikot
2012). Die wichtigsten Funktionen von PGD; im Gehirn betreffen die Regulation des
Schlaf-Wach-Zyklus, die Freisetzung bestimmter Hormone, Modulation von Geruchs-
und Schmerzempfindungen und Einfliisse auf die Thermoregulation (Joo und Sadikot
2012; Krall et al. 2010; Saper et al. 2012; Urade und Hayaishi 2011). Antipyretische und
anti-inflammatorische Effekte von PGD> in und auBlerhalb des Gehirns scheinen zum Teil
iiber seinen nicht-enzymatisch generierten Metaboliten 15-d-PGJ> (Abbildung 2)
vermittelt zu sein (McAdam et al. 2000; Mouihate et al. 2004; Ricote et al. 1998).
15-d-PGJ> hat die Fahigkeit, PPARs (Peroxisom-Proliferator-aktivierende Rezeptoren)
zu aktivieren und eine Reihe an pro-inflammatorischen Signalwegen, wie z.B. den
Nuclear Factor kappa B (NF-xB)-Signalweg, zu hemmen (Harris und Phipps 2002; Joo
und Sadikot 2012; Sandig et al. 2007; Straus et al. 2000).

1.4. Rezeptoren fiir PGE; und PGD:

Rezeptoren fiir PGE> sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit 7 Transmembran-
doménen. Man unterscheidet 4 Subtypen mit den Bezeichnungen EP1, EP2, EP3 und
EP4. Von EP3, der fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Fragestellungen
besonders relevant erscheint, gibt es mehrere Subtypen / Spleiflvarianten, deren
wichtigste EP3a, EP33 und EP3y genannt werden (Hatae 2003; Kotani et al. 1995;
Ushikubi et al. 1995). Im Rahmen der Signaltransduktion nach der jeweiligen
Rezeptoraktivierung durch PGE, sind als Haupteffekte fiir EP1 ein Anstieg der

intrazelluliren Ca**-Konzentration, fiir EP2 und EP4 ein Anstieg der intrazelluldren
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cAMP-Konzentration und fiir EP3 ein Abfall der intrazellularen cAMP-Konzentration zu

verzeichnen (Oka 2004) (Tabelle 1).

Subtyp Isoform Second messenger
EPI [Ca®"] Anstieg
EP2 cAMP Anstieg

EP3a cAMP Abfall
EP3 EP3p cAMP Abfall

EP3y cAMP Abfall, Anstieg
EP4 cAMP Anstieg

Tabelle 1: Subtypen der PGE:-Rezeptoren und die hauptsiichlichen second messenger,
die nach Rezeptoraktivierung intrazellulire Reaktionen vermitteln (veriindert nach
Oka 2004)

Es muss ergidnzend erwdhnt werden, dass die verschiedenen Spleif3varianten des EP3-
Rezeptors nach Stimulation mit PGE> Dosis-abhédngig zusétzlich zu einem Anstieg der
intrazelluldren Konzentration an Inositol-Triphosphat (IP3) und Ca*" fiihren (Schmid et
al. 1995; Sugimoto und Narumiya 2007). Die Untereinheit Gpy des EP3-gekoppelten
inhibitorischen G-Proteins (Absinken des cAMP-Spiegels, Tabelle 1) bewirkt eine
Ca?*-Mobilisierung, sodass es nach EP3-Aktivierung auch zu einem Anstieg der

intrazelluliren Ca**~Konzentration kommt (Hatae et al. 2002).

Mittels in situ-Hybridisierung wurde im Gehirn der Ratte die Verteilung der Rezeptoren
fiir PGE; untersucht (Oka et al. 2000; Vasilache et al. 2007). Fiir die im Rahmen dieser
Studie untersuchten Hirnstrukturen (OVLT, MnPO und umgebende prioptische Region)
zeigten sich hierbei markante Unterschiede. So ist im OVLT der EP3-Rezeptor kaum
exprimiert; hier lassen sich dagegen EP1 und EP4 markant nachweisen. Im MnPO
dagegen zeigte sich eine ausgeprigte Expression von EP3 und EP4. Diese
unterschiedlichen Verteilungen der PGE>-Rezetoren in den fiir die Fieberentstehung
relevanten Gehirnstrukturen haben betridchtliche funktionelle Konsequenzen (siche
Abschnitt 1.5). Mit Hilfe von Maiusen, bei denen jeweils einzelne PGE;-Rezeptoren
genetisch ausgeschaltet wurden, konnte ndmlich gezeigt werden, dass der EP3-Rezeptor
fiir die Ausbildung von Fieber kritisch ist, EP1 jedoch bei der Initiierung einer

Fieberreaktion beteiligt ist (Oka et al. 2003b; Ushikubi et al. 1998).
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Wie bereits erwidhnt, sind beschriebene anti-inflammatorische Effekte von PGD; iiber
dessen Metaboliten 15-d-PGJ, erklart worden, der durch Interaktion mit PPAR-y die
Bildung von Entziindungsmediatoren, unter anderem auch von PGE,, iiber eine
Hemmung des wichtigsten pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktors (NF-kB)
unterdriickt (Straus et al. 2000). Im Rahmen dieser Arbeit wurden jedoch auch direkte
zelluldre Antworten auf Stimulation mit PGD; untersucht und dokumentiert (siche
Abschnitt C), denen eine Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Membranrezeptoren
zugrunde liegen muss. Fiir PGD; unterscheidet man hierbei den DP1 und den DP2
Rezeptor. Wihrend die Aktivierung von DP1 zu einem Anstieg an cAMP fiihrt, wurde
nach DP2 Aktivierung ein Anstieg der intrazelluliren Ca?*-Konzentration durch Ca?'-
Einstrom aus dem Extrazellularraum beschrieben (Bos et al. 2004; Hirai et al. 2001). Im
Gehirn ist das kritische Enzym zur Bildung von PGD, (PGD-Synthase vom Lipocalin-
Typ) mit dem DP1-Rezeptor kolokalisiert, vor allem in den Hirnhduten und im Plexus
choroideus (Mizoguchi et al. 2001). Hier scheint PGD> iiber den DP1-Rezeptor den
bekanntesten zentralnervosen Effekt dieses Prostanoids, die Forderung des Schlafs, zu

vermitteln (Saper et al. 2012; Urade und Hayaishi 2011).

1.5. Die zentrale Bedeutung von PGE; fiir die Fieberentstehung

In der Tat scheint PGE; in vielen, wenn auch nicht allen, experimentellen Fiebermodellen
und hédufig auch unter klinischen Bedingungen eine essentielle Rolle zu spielen (Harden
et al. 2015; Roth und Blatteis 2014). Die aus zahlreichen experimentellen Studien
abgeleiteten Argumente, die fiir eine obligatorische Rolle von PGE> bei der
Fieberentstehung sprechen, konnen wie folgt zusammengefasst werden. Selbst in
geringer Dosierung induzieren Mikroinjektionen von PGE: in das zerebrale
Ventrikelsystem reproduzierbare Fieberreaktionen (Milton 1998; Milton und Wendlandt
1971). Mikroinjektionen von PGE> direkt in das Hirnparenchym induzieren jedoch nur
dann Fieber, wenn die Gabe in ein eng umschriebenes Gehirnareal erfolgt, das wegen
eben dieser Eigenschaft auch als ,,pyrogene Zone* bezeichnet wird. Diese Zone umfasst
das OVLT und die in unmittelbarer Umgebung lokalisierten Regionen der pridoptischen
Region, speziell der MnPO (Lazarus 2006; Matsumura et al. 1990; Oka 2004; Scammell
et al. 1996; Williams et al. 1977). Nach peripherer Injektion einer fiebererzeugenden
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Substanz (z.B. LPS) steigen zeitgleich mit dem Einsetzen der Fieberreaktion die
Konzentrationen an PGE; im Blut, in der zerebrospinalen Fliissigkeit des 3.
Hirnventrikels und in den aus der praoptischen Region gewonnenen Mikrodialyseproben
an und spiegeln sogar den Fieberverlauf wieder (Coceani et al. 1988; Rotondo et al. 1988;
Sehic et al. 1996). 1971 wurde erstmals nachgewiesen (Vane 1971), dass Aspirin und
entsprechend wirkende weitere Pharmaka die Synthese von PGE:> blockieren. Dieser
Effekt beruht auf der Hemmung der COX-Enzyme. Untersuchungen an zahlreichen
Spezies zeigten, dass man die Ausbildung einer Pyrogen-induzierten Fieberreaktion
durch COX-Inhibitoren wirksam unterdriicken oder zumindest abschwichen kann
(Botting 2004; Milton 1998; Roth et al. 2002; Roth 2006; Rummel et al. 2005). Da man
nach Stimulation mit einem exogenen Pyrogen oder aber mit bestimmten Zytokinen
(endogene Pyrogene) eine Induktion von COX-2 und mPGES-1, den induzierbaren
Enzymen der PG-Synthese, in der Peripherie und besonders im Gehirn nachweisen kann
(Engblom et al. 2003; Matsumura und Kobayashi 2004; Steiner et al. 2006; Yamagata et
al. 2001), wurde postuliert, dass diese induzierbaren, nicht aber die konstitutiv
exprimierten Isoformen dieser Enzyme das zur Fieberentstehung notwendige PGE:
bilden. Experimentelle Unterstiitzung fiir diese Hypothese lieferte die Untersuchung von
COX-1 versus COX-2 defizienten knockout Maiusen; die Entstehung von LPS-
induziertem Fieber war lediglich bei den COX-2 knockout-Méusen unterdriickt (Li et al.
1999; Steiner et al. 2005). Entsprechend konnten auch Méause, denen das Enzym PGES-1
fehlt, keine addquate Fieberantwort entwickeln (Engblom et al. 2003).

Dass PGE:z nach inflammatorischer Stimulation fast zeitgleich peripher (im Blut) und
zentral (Hirnventrikel, praoptische Region) ansteigt hat zu kontroversen Diskussionen
gefiihrt, ob nun eher das peripher oder das zentral gebildete PGE> den entscheidenden
Beitrag zur Fieberentstehung liefert (Roth und Blatteis 2014; zur Ubersicht). Gegenwiirtig
nimmt man aufgrund der Zeitverldufe experimentell erzeugter mehrphasiger
Fieberreaktion und der parallel dazu induzierten Bildung von COX-2 / mPGES-1 in der
Peripherie bzw. im Gehirn an, dass die frithe Fieberphase durch peripher produziertes
PGE> entsteht, wihrend im Gehirn bzw. in Zellen der Blut-Hirn-Schranke gebildetes
PGE: fiir die ldngeren, spdteren Fieberphasen zustindig ist (Engstrom et al. 2012;
Romanovsky et al. 2006; Roth und Blatteis 2014; Steiner et al. 2006; Wilhelms et al.
2014). Wie peripher gebildetes PGE, Signale zur Fieberentstehung in das Gehirn

transferiert und wie zentral gebildetes PGE; in den relevanten Hirnstrukturen Reaktionen
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auslost, die im Einklang mit einer fieberhaften Erh6hung der Korpertemperatur stehen,

sind die zentralen Fragestellungen dieser Arbeit.

Vergleichsweise wenig experimentelle Studien gibt es beziiglich einer Bedeutung von
PGD:; bei der Entstehung des Fiebers. Diesem Prostanoid oder aber seinem Metaboliten
15-d-PGJ2 werden bis dato hauptséchlich antipyretische Wirkungen zugesprochen (Krall
et al. 2010; Mouihate et al. 2004).

2. Funktionelle Neuroanatomie des Thermoregulations-

systems

Basierend auf experimentellen Studien mit unterschiedlichsten methodischen Ansétzen
wurden Dbereits seit vielen Jahrzehnten Modelle zur Funktionsweise des
Thermoregulationssystems der Sduger entwickelt und publiziert (Bligh 1979; Bligh 2006;
Briick und Zeisberger 1987; Hammel 1968; Simon 1981; Simon et al. 1986). Hierbei war
man urspriinglich von einem im Hypothalamus lokalisierten Regelzentrum ausgegangen,
das einen ,,Sollwert* mit der aktuellen Korpertemperatur vergleicht und jede Abweichung
von dieser Referenztemperatur als Storsignal interpretiert und hierdurch adédquate
thermoregulatorische Reaktionen mit dem Ziel induziert, das Storsignal zu beseitigen
(Hammel et al. 1963). Diese an einen technischen Regelkreis erinnernde Sichtweise mit
einem ,,Thermostaten* als Regler hat jedoch jegliche Unterstiitzung verloren, da man ein
neuronales Signal, das einem ,,Sollwert™ im technischen Regelkreis entsprechen wiirde,
niemals nachweisen konnte (Briick und Zeisberger 1987; Roth und Blatteis 2014). Nicht
umstritten und neuroanatomisch klar umschrieben sind jedoch die wesentlichen
Komponenten, die das biologische Thermoregulationssystem charakterisieren. Hierzu
gehoren periphere und zentrale Thermosensoren, ein neuronales thermoafferentes
System, bestimmte Neuronenverbinde in der prdoptischen / hypothalamischen Region
und efferente neuronale Verbindungen zu so genannten Effektororganen (Blutgeféle,
Schweilldriisen, Atmungstrakt, Skelettmuskulatur, braunes Fettgewebe), mit deren Hilfe
Wirmebildung und Warmeabgabe an verdanderte Bedingungen angepasst werden konnen.
Die hypothalamischen Neuronenverbénde erhalten hierbei Signale der fast ausschlieBlich

peripher lokalisierten Kaltsensoren und der vorwiegend zentral lokalisierten
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Warmsensoren. Dominieren Signale der Warmsensoren, werden Wiarmeabgabe-
mechanismen aktiviert und iiber Interneurone die efferenten Bahnen gehemmt, welche
zur gesteigerten Waiarmebildung flihren wiirden. Bei Dominanz von Signalen der

Kiltesensoren wire dies genau umgekehrt.

Im Verlauf der letzten 10 Jahre hat sich die Sichtweise liber die funktionelle Organisation
des Thermoregulationssystems weiter verandert (McAllen et al. 2010; Nakamura 2011;
Romanovsky 2007). Nach wie vor ist allgemeiner Konsens, dass es sensorisch afferente
Anteile, zentrale integrative Strukturen und efferente Anteile zur Steuerung peripherer
Effektororgane gibt. Die regulierenden Strukturen der préoptischen Region (siche
Abschnitt 2.3) erhalten afferente Informationen {iiber periphere und zentrale
Verdnderungen der Korpertemperatur, iiber Signale des aktivierten Immunsystems und
iiber andere homoostatische Parameter (z.B. {ber die Osmolaritit der
Korperfliissigkeiten). Dort werden diese Signale integriert, und ausgehend von der
praoptischen Region werden efferente neuronale Signale zu den Effektororganen
geschickt. Dieses System besteht aus mehreren voneinander unabhéngig aktivierbaren
Sensor — Effektor Schleifen, die jeweils liber ihre eigenen Afferenzen und Efferenzen
verfiigen. Solche Schleifen arbeiten jedoch koordiniert an dem gemeinsamen Ziel, die
Temperaturhomdostase aufrechtzuerhalten oder neuen Gegebenheiten anzupassen, ohne
dass hierzu ein ,,Sollwert* notwendig ist (Nakamura 2011; Romanovsky 2007) (siehe
Abbildung 3). Diese thermoregulatorischen Kontrollschleifen bendtigen keine zentralen
Integrationsstrukturen mit wechselseitigen ,,liber-Kreuz-Verschaltungen* zwischen
hypothalamischen Wirmebildungs- und Wéirmeabgabezentren, wie es in fritheren
Modellen postuliert wurde (Bligh 1979; Bligh 2006; Briick und Zeisberger 1987).
Vielmehr verfiigt jeder Thermoeffektor iiber eine individuelle Schleife, die jeweils durch

eigene aktivierende Schwellentemperaturen charakterisiert ist (McAllen et al. 2010).
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Abbildung 3: Schematische Organisation des Thermoregulationssytems der Siuger
Jeder einzelne Thermoeffektor wird durch eine individuelle Kontrollschleife gesteuert,
néhere Erlduterungen: siehe Text (verdndert nach Nakamura 2011)

POA: prioptische Region / anteriorer Hypothalamus; BAT: braunes Fettgewebe

Da sich im Laufe der letzten 10-15 Jahre auch detaillierte neuroanatomische und

physiologische Erkenntnisse zu einzelnen Komponenten des Thermoregulationssystems

ergeben haben, sollen diese im Folgenden kurz vorgestellt werden.

2.1. Periphere Thermosensoren

Jede der in Abbildung 3 gezeigten thermoregulatorischen Kontrollschleifen beginnt mit
Sensoren, bei denen es sich auch durchaus um Sensoren, die auch nicht-thermische
Signale wie z.B. inflammatorische Molekiile detektieren konnen, handeln kann. Die
wichtigsten Signale, die vom Thermoregulationssystem wahrgenommen werden, sind
jedoch Verdnderungen der zentralen oder peripheren Temperaturen im Korperkern bzw.
in der Korperschale. In der Korperschale (Haut, Mukosa der Mundhdhle oder des
Urogenitaltrakts) dominieren von der Anzahl her eindeutig die Kéltesensoren. Bei diesen
handelt sich um freie Nervenendigungen kleinerer, schwach myelinisierter (Ad-Fasern)
spinaler Neurone bzw. mit Hirnnerven verlaufender Neurone. Die selteneren peripheren
Wirmesensoren verfiigen iiber unmyelinisierte Axone (C-Fasern). Periphere
Thermosensoren verfiigen liber eine statische und eine dynamische Komponente, d.h. sie

reagieren auf absolute Temperaturen und auf Temperaturverdnderungen (Braun et al.
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1980; Romanovsky 2007; Schifer et al. 1982 zur Ubersicht). Als zelluldre Mechanismen
der intrinsischen Thermosensitivitit dieser Neurone wurden Verdnderungen des
Ruhemembranpotenzials durch modifizierte K'-Leitfahigkeiten oder Hemmungen der
Na' / K'-ATPase vorgeschlagen (Peier et al. 2002; Pierau et al. 1974; Reid und Flonta
2001; Reid und Flonta 2002; Schifer und Braun 1990). Bereits bei der ersten publizierten
Charakterisierung von den in der Haut lokalisierten kiltesensitiven Fasern wurde
festgestellt, dass diese auch durch Menthol, einem Inhaltsstoff der Minze, aktiviert
werden konnen (Hensel und Zottermann 1951). Dieser Befund wurde in spéteren Studien
mit Hilfe unterschiedlicher methodischer Ansétze bestitigt (Okazawa et al. 2000; Reid
und Flonta 2002; Schifer et al. 1986). Diese Eigenschaft ermdglicht gezielte

Untersuchungen von Kaéltesensoren bei isoliert kultivierten Neuronen aus Spinalganglien.

Einen groflen Fortschritt bei der experimentellen Erforschung peripherer Thermo- aber
auch Schmerzsensoren erbrachte die Entdeckung der so bezeichneten TRP-Kanile. Es
handelt sich hierbei um nicht-selektive Kationenkanile. Einige dieser Kanile
reprasentieren das molekulare Korrelat der Kalt- und Warmsensoren. So wird der Kanal
TRPMS geoffnet, wenn die lokale Temperatur unter 25°C absinkt (Caterina 2007;
Romanovsky 2007); exakt unter diesen Bedingungen beobachtet man bei kaltsensitiven
Nervenfasern eine Erhohung der Impulsfrequenz (Braun et al. 1980). Analog 6ffnet sich
der Kanal TRPV4, wenn die lokale Temperatur iiber 32°C ansteigt, was den
Eigenschaften warmsensitiver Nervenfasern der Haut entspricht (Caterina 2007). TRPV4
wird nicht nur in der Korperschale (Warmfasern, Keratinozyten), sondern auch in der
préoptischen Region exprimiert, wo die relevanteste Stelle der zentralen Warmsensitivitét

(Amano et al. 2003) lokalisiert ist (Caterina 2007; Giiler et al. 2002).

Im Einklang mit den postulierten Funktionen von TRPMS8 und TRPV4 als molekulare
Basis kalt- bzw. warmsensitiver Neurone stehen Befunde die mit Méusen erzielt wurden,
bei denen TRPMS8 bzw. TRPV4 genetisch oder pharmakologisch ausgeschaltet wurden.
Bei Méusen mit TRPMS-Defizienz beobachtet man eingeschrinkte autonome und
Verhaltensreaktionen gegeniiber Kilteexpositionen (Almeida et al. 2012; Dhaka et al.
2007). Entsprechende Ausschaltung bzw. Antagonisierung von TRPV4 fiihrt dagegen zu
einer Einschriankung der Reaktionen auf Warmebelastung (Caterina 2007; Vizin et al.
2015). In vitro konnen TRP-Kanile mittels elektrophysiologischer Methoden oder aber
mittels intrazellulidrer Ca?*-Messungen funktionell untersucht werden (Okazawa et al.

2000; Reid et al. 2002).
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2.2. Das zentrale thermoafferente System

Die Axone der peripheren thermosensitiven Nervenendigungen, deren Zellkrper in den
Spinalganglien lokalisiert sind, verlaufen in den Spinalnerven (im Kopfbereich auch in
Hirnnerven) und ziehen in die Dorsalhorner des Riickenmarks, wo ihre Information auf
das zweite Neuron im thermoafferenten System iibertragen wird (Morrison und
Nakamura 2011). Die meisten dieser Neurone liegen in der dufleren Schicht der
Dorsalhorner des Riickenmarks (Lamina 1) (Craig und Andrew 2002; Craig und
Blomgvist 2002). Die Axone dieser zweiten Neurone des nunmehr zentralen Anteils des
thermoafferenten Systems transferieren die thermische Information zu zwei kritischen
Gehirnregionen, dem Thalamus und dem in der Pons gelegenen lateralen parabrachialen
Nukleus (LPB). Die Neurone, die direkten synaptischen Kontakt zum Thalamus
aufnehmen, bilden den spinothalamischen Trakt. Die im Thalamus gelegenen dritten
Neurone des thermoafferenten Systems projizieren zum primiren somatosensorischen
Cortex, wo Perzeption und Diskriminierung der thermischen Information erfolgen (Craig

und Andrew 2002; Morrison und Nakamura 2011).

Das zweite wichtige Projektionsgebiet der in der Lamina 1 der Dorsalhdrner gelegenen
Neurone ist der LPB (siehe auch Abbildung 4). Der neuronale Aktivititsmarker FOS
konnte nach &uBerer Kilteexposition in diesem Kerngebiet in starkem Umfang
nachgewiesen werden (Bratincsak und Palkovits 2004). Elegante ,,neuronale tracing
Experimente* zeigten, dass die durch Kélte oder auch Wérme aktivierten LPB-Neurone
diese Information direkt monosynaptisch in den MnPO der prioptischen Region
weiterleiten. Periphere Kélte- und Wérmesignale werden hierbei durch zwei verschiedene
Populationen im LPB verarbeitet und zum MnPO transportiert. Hiermit war das neuronale
Korrelat fiir die zentrale Bedeutung der praoptischen Region fiir die Thermoregulation

der Sduger nachgewiesen (Nakamura und Morrison 2008a).
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2.3. Thermosensitive und thermointegrative Strukturen im Bereich

des anterioren Hypothalamus

Die im MnPO einlaufende thermische Information muss nun so verarbeitet werden, dass
je nach Stimulus addquate thermoregulatorische Effektorreaktionen eingeleitet werden.
Auch diese Prozesse wurden von Nakamura und Morrison intensiv untersucht (Morrison
und Nakamura 2011; Nakamura 2011; zur Ubersicht). So konnte gezeigt werden, dass die
thermisch stimulierten LPB-Neurone, welche den MnPO direkt kontaktieren, als
Transmitter Glutamat verwenden (Nakamura und Morrison 2008b). Diese durch
periphere Kaltereize aktivierten MnPO-Neurone verwenden den inhibitorischen
Transmitter GABA und projizieren zu dem in unmittelbarer Nachbarschaft gelegenen
medianen prioptischen Areal (MPA; siche Abbildung 4). Eine zweite durch periphere
Wiérmereize aktivierte Population an MnPO-Neuronen verwendet dagegen den
erregenden Transmitter Glutamat (Morrison und Nakamura 2011), eine zelluldre
Erklarung fiir die antagonistische Wirkung dieser beiden Neuronenpopulationen. Auch
die auf diese Weise gehemmten (durch Kélte) oder aktivierten (durch Warme) MPA-
Neurone verwenden GABA als Ubertriigerstoff an den nachgeschalteten Neuronen. Diese
GABAergen MPA-Neurone sind als Ausgangspunkte der efferenten neuronalen Bahnen
anzusehen, die letztendlich an den Thermoeffektororganen enden (Morrison und
Nakamura 2011; Nakamura 2011). Im Folgenden soll hier spezifisch auf die neuronale
thermoregulatorische Beeinflussung des braunen Fettgewebes (BAT; zitterfreie
Wirmebildung), der Skelettmuskulatur (Kaéltezittern) und der peripheren Blutgefil3e

(Vasokonstriktion) eingegangen werden.

2.4. Efferente Bahnen vom Hypothalamus zu den Effektororganen

An der Charakterisierung der efferenten Nervenbahnen, die zur Aktivierung der drei
erwihnten Effektororgane fiihren, haben neben Nakamura und Morrison auch andere
Arbeitsgruppen wesentliche Beitrdge geleistet (McAllen et al. 2010; Nagashima et al.
2000; Tanaka et al. 2002; Tanaka et al. 2006). Diese Bahnen, inklusive ihrer
Aktivititszustinde unter thermoneutralen Bedingungen (warme Umgebung) oder aber

unter Kéltebelastung und bei Fieber, sind in Abbildung 4 zusammengestellt. Die
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Abbildung zeigt auch die in  Abschnitt 2.3  vorgestellten zentralen

Thermoregulationsstrukturen der praoptischen Region und deutet auch das in Abschnitt

&>
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Thermo-| Fettgewebe
sensoren

) ‘
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AT — \f//

2.2 behandelte thermoafferente System an.
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B kalte Umgebung / Fieber braunes

Thermo- Fettgewebe
sensoren | f = o

~—

Skelettmuskel

PN

kutane Vaso-
konstriktion

————=o erregender Signalweg =4 hemmender Signalweg

Abbildung 4: Schematische Darstellung der zentralen thermoregulatorischen
Signalwege und der topographischen Lage der betroffenen Kerngebiete

Die Abbildung zeigt die thermoregulatorischen Signalwege in einer warmen Umgebung
(A) und in einer kalten Umgebung bzw. im Falle eines Fiebers (B).

(a) MnPO = Nucleus medianus praeopticus, (b) OVLT = Organum vasculosum laminae
terminalis; (c) Chiasma opticum; (d) MPA = medianes prdoptisches Areal; (e)
Commissura anterior, (f) DMH = dorsomedialer Hypothalamus; (g) RPa = Nucleus
raphe pallidus; (h) LPB = lateraler parabrachialer Nukleus
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Die bereits erwdhnten GABAergen Neurone des MPA kontrollieren zwei verschiedene
efferente neuronale Bahnen, welche die thermoregulatorischen Effektororgane in ihrer
Aktivitét steuern. Eine Bahn dient der Kontrolle des peripheren Gefa3tonus. So wird zum
Beispiel von der Ratte die Schwanzdurchblutung sehr massiv zur Thermoregulation
eingesetzt. Der erste Teil der Nervenbahn, welche die periphere Durchblutung den
thermischen Gegebenheiten anpasst, fiihrt {iber ein vergleichsweise langes Axon von den
MPA-Neuronen zum im ventralen Hirnstamm gelegenen rostralen Anteil des Nucleus
raphe pallidus (RPa; Morrison und Nakamura 2011; Tanaka et al. 2002). Dort werden
glutamaterge, stimulierende Neurone kontaktiert, deren Axone direkt zu denjenigen im
Riickenmark gelegenen préagangliondren sympathischen Neuronen ziehen, welche fiir den
peripheren Vasokonstriktortonus zustindig sind. Diese wiederum senden ihre Axone zu
postgangliondren = sympathischen = Neuronen, die dann  direkt periphere
thermoregulatorisch relevante Blutgefille, zum Beispiel in der Haut, in den Ohren des
Kaninchens oder aber im Schwanz der Ratte, ansteuern (Nakamura et al. 2004; Ootsuka
etal. 2004; Ootsuka und McAllen 2005). Zwei weitere Thermoeffektororgane, das braune
Fettgewebe (zitterfreie Wérmebildung) und Skelettmuskulatur (Kéltezittern), werden
iiber zundchst parallel verlaufende efferente Nervenbahnen angesteuert (Morrison und
Nakamura 2011). Fiir beide Efferenzen erfolgt die synaptische Umschaltung der
GABAergen Neurone der MPA zunidchst auf glutamaterge Neurone, die im
dorsomedialen Hypothalamus (DMH) lokalisiert sind (Nakamura et al. 2005). Diese
Neurone schicken nun ihre Axone ebenfalls zum rostralen RPa, wo zwei Populationen
kontaktierter Neurone durch Glutamat aktiviert werden. Die eine Population stimuliert
wiederum durch Glutamat diejenigen pragangliondren sympathischen Neurone, welche
iiber postganglionidre sympathische Neurone direkt das braune Fettgewebe mittels
Noradrenalin zur Warmebildung anregen. Die zweite Population der RPa Neurone sendet
Axone direkt zu o- und y- Motoneuronen in den Ventralhornern des Riickenmarks, deren

Aktivierung durch Glutamat zum Kéltezittern fiihrt (Nakamura und Morrison 2011).
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2.5. Die Aktivitat des Thermoregulationssystem unter thermo-

neutralen Bedingungen

Unter Beriicksichtigung der neuroanatomischen Organisation des
Thermoregulationssystems der Sduger, kann man sich dessen Funktionszustand unter
Thermoneutralbedingungen folgendermaBlen vorstellen. Es werden keine Signale von
peripheren Kéltesensoren iiber das dorsale Riickenmark und den lateralen parabrachialen
Nukleus zum MnPO geleitet. Vom MnPO aus werden demzufolge keine GABAergen
(hemmenden) Signale zur benachbarten MPA gesendet. Die dort lokalisierten ebenfalls
GABAergen Neurone iiben somit einen unbeeintrachtigten hemmenden Einfluss auf die
glutaminergen (aktivierenden) Neurone im RPa und im DMH aus. Die efferenten
Signalwege zur Aktivierung peripherer Vasokonstriktion, zitterfreier Warmebildung und
Kiltezittern verbleiben somit im gehemmten Zustand. Es findet keine zusétzliche
thermoregulatorische Warmebildung bzw. auch keine aktive Reduzierung der

Wirmeabgabe statt (Abbildung 4 A).

2.6. Die Aktivitit des Thermoregulationssystem unter Kiltebelastung

Bei duBlerer Kéltebelastung veréndert sich der Funktionszustand des Thermoregulations-
systems folgendermallen. Es erfolgt eine Aktivierung peripherer Kéltesensoren iiber die
Offnung von TRPMS8-Kaniilen. Es entsteht ein Generatorpotential, das je nach Stirke der
Kiltebelastung (statisch und dynamisch) in entsprechende Frequenzen von
Aktionspotentialen kodiert wird. Diese Information wird {iber das dorsale Riickenmark
und den lateralen parabrachialen Nukleus zum MnPO geleitet, wo es an den Zielneuronen
zur vermehrten Ausschiittung von Glutamat kommt. Die so aktivierten MnPO-Neurone
geben ihren hemmenden Transmitter GABA nun an die nachgeschalteten ebenfalls
GABAergen Neurone in der benachbarten MPA ab. Diese Neurone, die ansonsten einen
tonisch inhibitorischen Einfluss auf die efferenten Bahnen zu den Thermoeffektororganen
ausiiben, werden nun selbst gechemmt und die von der MPA ausgehende Hemmung des
RPa und des DMH entfillt. Dies fiihrt dazu, dass der erregende Transmitter Glutamat der
RPa- und DMH-Neurone vermehrt ausgeschiittet wird. Hierdurch werden zum einen die

Zwei-Neuronen-Ketten der sympathischen Verbindungen zu peripheren Blutgefd3en und
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zum braunen Fettgewebe aktiviert. Zum anderen erhalten auch die in den Ventralhdrnern
lokalisierten Motoneurone einen erregenden Input. Am Ende sind periphere
Vasokonstriktion, zitterfreie Warmebildung und Kéltezittern zu beobachten (Abbildung
4 B).

2.7. Mogliche Angriffspunkte fiir PGE:

Wenn sich eine Fieberreaktion manifestiert, sind in der frithen Phase des
Temperaturanstiegs dieselben Thermoeffektorreaktionen zu beobachten wie unter
Kaltebelastung (Roth und Blatteis 2014). Wenn man postuliert, dass PGE: hierbei eine
entscheidende Rolle spielt, stellt sich die Frage, an welcher Stelle der in den vorherigen
Abschnitten beschriebenen neuronalen Schaltstellen PGE; eine derartige Wirkung
ausiiben konnte. Aufgrund der Tatsache, dass der PGE>-Rezeptor Subtyp EP3 im MnPO
stark ausgeprigt ist (Nakamura et al. 2005; Oka 2004; Yoshida et al. 2003) und eine
selektive Ausschaltung dieses Rezeptors in dieser Region die Fieberantwort abschwécht
(Lazarus et al. 2007), wurde der MnPO von diesen und anderen Autoren als kritische
Struktur fiir die pyrogene Wirkung von PGE; bezeichnet. Da unter Kéltebelastung und
somit auch bei der Fieberinduktion der erregende glutamaterge Input in die relevanten
MnPO-Neurone kritisch zu sein scheint, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob
sich PGEx-vermittelte zellulire Reaktionen dieser (GABAergen) Neurone durch
Modulation Glutamat-induzierter Ca**-Signale nachweisen lassen. Es wurde jedoch von
einigen Autoren nicht ausgeschlossen, dass auch die benachbarten ebenfalls GABAergen
Neurone in der MPA Angriffspunkt fiir PGE: sein konnten (Morrison und Nakamura
2011; Nakamura und Morrison 2011). Da auch die Neurone im medulldren RPa, welche
spezifisch fiir die Aktivierung des braunen Fettgewebes zustidndig sind, tiber PGE»-
Rezeptoren vom Typ EP3 verfiigen (Yoshida et al. 2003), wurde postuliert und
untersucht, ob es sich beim RPa um ein zusétzliches ,,Fieberzentrum® handeln konnte.
Jedoch wurde diese Hypothese sofort wieder verworfen, da im Gegensatz zur
praoptischen Region (MnPO und MPA) Mikroinjektionen von PGE> in den RPa keinerlei

Reaktionen hervorrufen, die zu einem Fieber fithren (Tanaka und McAllen 2005).

Neben den préoptisch-hypothalamischen Strukturen und den Schaltstellen der efferenten

thermoregulatorischen Bahnen konnte jedoch auch eine Beeinflussung der Afferenzen
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zur Fieberentstehung beitragen. Derartige Vorstellungen gibt es fiir den Nervus vagus und
den Nervus glossopharyngeus, aber auch fiir afferente Nervenfasern aus der Haut (siche
Abschnitt 3.2). Da in der Phase des Fieberanstiegs dhnliche Reaktionen beobachtet
werden wie nach peripherer Kéltestimulation, konnte eine Aktivierung sensorischer
Kaltfasern durch PGE: durchaus zur Fieberentstehung beitragen. Diese Hypothese wurde

im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeiten experimentell untersucht (Abschnitt C).

3. Signalwege zur Fieberentstehung

Im Verlauf der letzten 20 Jahre wurde der Erforschung der moglichen Signalwege der
Fieberentstehung viel Aufmerksamkeit gewidmet. Hierbei ging es weniger um das
Phinomen Fieber selbst, sondern in breiterem Zusammenhang um die Frage, wie
bestimmte Gehirnstrukturen bei Infektionen und systemischen, aber auch lokalen
Entziindungsreaktionen dazu veranlasst werden, eine breite Palette an physiologischen
Reaktionen und Verhaltensédnderungen zu induzieren, die kollektiv als sickness behavior
bezeichnet werden (Dantzer 2004; McCusker und Kelley 2013; Quan 2008; Quan und
Banks 2007). AuBerdem tragen die hierbei beobachteten neuroinflammatorischen
Prozesse wahrscheinlich zur Entstehung klinisch relevanter Erkrankungen des Gehirns
bei (Dantzer et al. 2008). Eine fiir diese Arbeit zentrale Frage wird auch heute noch
kontrovers diskutiert, ob ndmlich in der Korperperipherie gebildetes PGE: oder aber die
induzierte Produktion von PGE; im Gehirn selbst fiir die Ausbildung des Fiebers
essentiell ist (Roth und Blatteis 2014 zur Ubersicht).

3.1. Der humorale Signalweg

Der humorale Signalweg zur Fieberentstehung beruht auf der klassischen Beobachtung,
dass eine Substanz aus Uberstinden von LPS-stimulierten Leukozyten bei Kaninchen
Fieber erzeugte (Beeson 1948). Pathogene bzw. Molekiilstrukturen aus Pathogenen
wurden gemdll dieser Hypothese als ,,exogene Pyrogene* bezeichnet, wéhrend
korpereigene Substanzen quasi die eigentlichen Fieber erzeugenden Substanzen seien und

demzufolge als endogene Pyrogene bezeichnet wurden (Kluger 1991). Diesen Pyrogenen
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wurde die Eigenschaft zugesprochen als Hormon-artige Botenstoffe im Blut zu
zirkulieren und auf eine zunichst unklare Art und Weise direkt das Gehirn zu

beeinflussen, um Fieber auszuldsen.

3.1.1. Exogene und endogene Pyrogene

Das Wissen um den Wirkungsmechanismus der ,,exogenen Pyrogene* wurde durch die
Entdeckung und Charakterisierung der so genannten Toll-like Rezeptoren (TLRs)
entscheidend verbessert (Aderem und Ulevitch 2000; Beutler 2009; Mogensen 2009).
Diese Rezeptorfamilie des angeborenen Immunsystems ist in der Lage hoch konservierte
Pathogen-assoziierte Molekiilstrukturen (PAMPs) zu erkennen und eine sofort
einsetzende intrazelluldre Signalkaskade zu induzieren, was zur Bildung zahlreicher
Molekiile fiihrt, zu denen auch die korpereigenen ,,endogenen Pyrogene® gehdren. Man
kennt 13 unterschiedliche TLRs. Ein Teil ist an der Zelloberflache lokalisiert (TLRs 1, 2,
4,5, 6), andere (TLRs 3, 7, 8 und 9) werden auf der luminalen Seite endosomaler oder
lysosomaler Membranen exprimiert (Blasius und Beutler 2010; Mogensen 2009). Die an
der Zelloberfliche lokalisierten TLRs erkennen hauptsidchlich bakterielle oder fungale
Zellwandbestandteile, intrazellulire TLRs dienen der Erkennung von Nukleinsduren
viralen oder auch bakteriellen (intrazelluldre Bakterien) Ursprungs (Blasius und Beutler
2010; Uematsu und Akira 2006). Nachdem ein PAMP von seinem spezifischen TLR
erkannt wurde, erfolgt eine Rezeptordimerisierung. Hierbei konnen Homodimere, aber
auch Heterodimere entstehen (Mogensen 2009; Uematsu und Akira 2006). Bei den
PAMPs handelt es sich um die exogenen Pyrogene. Das bekannteste und am haufigsten
fiir experimentelle Studien eingesetzte PAMP / exogene Pyrogen ist zweifelsfrei LPS
gram-negativer Bakterien (Blatteis 2006; Kluger 1991; Roth und Blatteis 2014). LPS ist
der natiirliche Ligand von TLR4. Im Verlauf der letzten Jahre wurden jedoch auch
zahlreiche weitere exogene Pyrogene eingesetzt, um molekulare Mechanismen der
jeweiligen Fieberentstehung zu charakterisieren (Damm et al. 2012; Damm et al. 2014;
Greis et al. 2007; Greis et al. 2009; Knorr et al. 2008; Welsch et al. 2012). TLRs sind
Transmembranproteine, deren intrazellulire Domine Ahnlichkeiten zum Interleukin-1
(IL-1)-Rezeptor aufweist (Mogensen 2009). Nach Bindung des jeweiligen PAMP /

exogenen Pyrogens an sein Rezeptor-Dimer erfolgt eine intrazelluldre
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Signaltransduktion, die zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB fiihrt. Dieser
wandert nun in den Kern der aktivierten Zelle und sorgt fiir die Transkription zahlreichen
Zielgene. Hierzu gehoren Zytokine, Chemokine, COX-2, mPGES-1 und zahlreiche

weitere inflammatorische Molekiile (Barnes und Karin 1997).

Einige der auf diesem Weg gebildeten Zytokine reprisentieren die klassischen
»endogenen Pyrogene®, besonders IL-1B, IL-6 und TNF-a (Conti et al. 2004; Kluger
1991; Roth und De Souza 2001). Nach der klassischen Vorstellung sind es eben diese
Zytokine, die als endogene Pyrogene fungieren, indem sie iiber das Blut bestimmte
Gehirnstrukturen erreichen, um dort Fieber auszuldsen. Die Vorgénge, die zur Bildung
von IL-1B3, IL-6 und TNF-a und deren Freisetzung in die Blutbahn fiihren, sind in
Abbildung 5 schematisch dargestellt. LPS, das beim Zerfall oder der Teilung eines gram-
negativen Bakteriums frei wird, bindet zunichst an ein LPS-bindendes Protein. Dieser
Komplex wiederum bindet an membrangebundenes oder freies CD14, worauf es zur
Aktivierung von TLR4 kommt. Dies fiihrt zur Phosphorylierung und Translokation des
Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern und der anschlieBenden Transkription der
Gene fiir die Fieber erzeugenden Zytokine. SchlieBlich erfolgen die Translation und die

Abgabe der entsprechenden Proteine in die Blutbahn.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Vorgiinge, die zur Bildung von endogenen
Pyrogenen nach Stimulation eines Monozyten / Makrophagen mit einem exogenen
Pyrogen (LPS) fiihren (niihere Erliuterungen: siehe Text).

Abkiirzungen: CDI14 = Cluster of Differentiation 14; IL = Interleukin; LBP = LPS
bindendes Protein; LPS = Lipopolysaccharid; NF-kB = Nuclear Factor kappa B;

PKC = Proteinkinase C; TLR4 = Toll-like Rezeptor 4; TNF = Tumor Nekrose Faktor.
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3.1.2. Der Transport des Fiebersignals iiber die Blut-Hirn-Schranke

Dass es sich bei den erwdhnten Zytokinen (IL-183, IL-6 und TNF-o) um die postulierten
endogenen Pyrogene handelte, basierte auf zahlreichen experimentellen Untersuchungen.
So kann man durch periphere Gabe einzelner Zytokine bei Versuchstieren oder auch beim
Menschen Fieber auslosen (Dinarello 1996; Goldbach et al. 1996; Harré et al. 2002;
Kluger 1991; Roth und Zeisberger 1995; Tripp et al. 1998). Nach Gabe eines exogenen
Pyrogens tauchen diese Zytokine in sehr charakteristischer Sequenz und Kinetik in der
Blutbahn auf (Jansky et al. 1995). SchlieBlich fiihrt eine Hemmung der Bildung oder
Antagonisierung der biologischen Wirkung einzelner Zytokine zu einer Abschwichung
der Fieberreaktion (Kluger 1991; Roth und De Souza 2001). Da jedoch bestimmte
Gehirnstrukturen zur Auslosung einer Fieberreaktion durch ein gegebenes endogenes
Pyrogen beeinflusst und damit erreicht werden miissen, ergab sich folgendes Problem.
Zytokine als hydrophile Proteine konnen die Blut-Hirn-Schranke nicht ohne weiteres
iiberwinden. Zur Losung dieses Problems richtete sich die Aufmerksamkeit zunédchst auf
Strukturen mit einer unvollstindigen Blut-Hirn-Schranke, den aufgrund ihrer
Lokalisation so bezeichneten zirkumventrikuliren Organen (Abbildung 6). Diese
verfiigen iiber Blutkapillaren vom fenestrierten Typ, was einen Ubertritt der erwihnten

Zytokine in das Gehirn in diesen Regionen moglich macht.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Lokalisation der zirkumventrikuliiren
Organe (farbig hervorgehoben; griin = sensorisch; lila = sekretorisch), Strukturen mit
unvollstindiger Blut-Hirn-Schranke, das OVLT liegt in unmittelbarer Nachbarschaft
zur prioptischen Region, die fiir die Fieberentstehung essentiell ist.

AP = Area postrema;, ME = Median eminence, Eminentia mediana;, NL = neural lobe,
Hypophysenvorderlappen; PIN = Pinealorgan;, OVLT = Organum vasculosum laminae
terminalis; SCO = Subcommissuralorgan,; SFO = Subfornikalorgan

Wegen seiner Lage in unmittelbarer Nachbarschaft zu der fiir die Ausbildung von Fieber
kritischen prédoptischen Region wurde dem OVLT traditionell eine Rolle als
Eintrittspforte fiir endogene Pyrogene in das Gehirn zugeschrieben (Blatteis 1992). So
fiihrte eine elektrolytische Zerstorung dieser Struktur zum Ausbleiben einer
Fieberreaktion nach peripherer Injektion von LPS (Blatteis et al. 1983). AuBerdem
wurden im OVLT Rezeptoren fiir IL-1f3, IL-6 und TNF-a und sogar einzelne TLRs in
hoher Dichte nachgewiesen. Entsprechend sind durch periphere Injektionen von
Zytokinen oder exogenen Pyrogenen zelluldre Reaktionen im Bereich des OVLT
nachweisbar, die man in Zusammenhang mit dem Auftreten von Fieber bringen kann
(Harré et al. 2002; Ott et al. 2010; Ott et al. 2012; Roth et al. 2004; Rummel et al. 2004).
Die durch Zytokine oder sogar exogene Pyrogene induzierten Signale wiirden iiber
nachgewiesene synaptische Verbindungen zum MnPO oder durch Diffusion von
sekundidr gebildeten Mediatoren (PGE>) in die unmittelbare Umgebung zur
Fieberentstehung fithren. Wie bereits erwihnt steigen die Konzentrationen an PGE; im

Blut parallel zur Fieberentstehung an (Greis et al. 2007; Li et al. 2006; Rotondo et al.

1988; Sehic et al. 1996). AuBBerdem wurde von mehreren Autoren postuliert, dass peripher
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gebildetes PGE> zumindest fiir die Entstehung der frithen Fieberphase verantwortlich ist
(Li et al. 2006; Steiner et al. 2006). Da es im Bereich des OVLT auch Rezeptoren fiir
PGE> gibt (Oka 2004) wire das OVLT auch ein potenzieller Angriffspunkt fiir
zirkulierendes PGE; und es sollten sich zelluldre Reaktion des OVLT gegentiber PGE»
nachweisen lassen. Diese Hypothese wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit

experimentell untersucht.

Die zentrale Rolle des OVLT bei der humoralen Hypothese zur Fieberentstehung hat sich
im Verlauf der letzten Jahre relativiert. Verschiedene experimentelle Studien konnten
zeigen, dass Zellen, welche die Blut-Hirn-Schranke bilden, als wichtige Zielstruktur fiir
zirkulierende exogene und endogene Pyrogene fungieren. Hierbei handelt es sich in erster
Linie um Endothelzellen der Hirngefdfle (Matsumura und Kobayashi 2004), aber auch
um perivaskuldre Zellen, eine mit BlutgefiBen des Gehirns assoziierte
Makrophagenpopulation (Schiltz und Sawchenko 2002). Auch diese Zellen sind mit
Rezeptoren fiir diverse Zytokine und PAMPs ausgestattet, speziell auf der dem
Gefidflumen zugewandten Seite. Eine Stimulation dieser Rezeptoren durch zirkulierende
inflammatorische Substanzen transformiert beide Zelltypen zu einer Art Relais-Station,
welche das inflammatorische Signal direkt in das Gehirn transportieren konnen. Hierzu
wird in diesen Zellen durch Zytokine oder aber direkt durch LPS und andere PAMPs eine
konzertierte Bildung der induzierbaren Enzyme der PGE-Synthese (COX-2, mPGES-1)
verursacht, was zu einer massiven Bildung von PGE; vor allem durch das Endothel der
HirngefaBe fithrt (Engstrom et al. 2012; Eskilsson et al. 2014; Roth 2015; Vasilache et al.
2015; Wilhelms et al. 2014). Das hierbei gebildete PGE: wird auf der abluminalen Seite
der GefdBBe direkt in das Hirnparenchym abgegeben und kann so beispielsweise in der
prioptischen Region zur Entstehung oder aber zumindest zur Aufrechterhaltung des
Fiebers beitragen. Eine derartige induzierte Bildung von PGE:; vor allen durch
Endothelzellen der Hirngefdle findet jedoch bei systemischen Entziindungsreaktionen
nicht nur im Bereich der prdoptischen Region statt (Rummel et al. 2005; Rummel et al.
2016). Welche Funktionen das auf diesem Weg gebildete PGE; in anderen Hirnregionen,
zum Beispiel im zerebralen Cortex, hat, muss in kiinftigen Untersuchungen noch gekléart

werden (Lacroix et al. 2015).

30



Literaturiibersicht

3.2. Der nervale Signalweg

Die ersten experimentellen Hinweise, dass es neben dem humoralen auch einen nervalen
/ neuronalen Signalweg zur Ubermittlung inflammatorischer Signale aus der
Korperperipherie in das Gehirn geben konnte, ergaben sich aus Transsektionsstudien
afferenter Nerven, wodurch bestimmte Krankheitssymptome abgeschwicht werden
konnten (Watkins et al. 1995). Da direkte Effekte von Entziindungsmediatoren
beispielsweise auf afferente Schmerzfasern durchaus etabliert sind (Watkins et al. 1994),
wire ein solcher Mechanismus durchaus denkbar. Speziell im Bezug zur Fieberreaktion
kam es zum Teil zu widerspriichlichen Befunden, sodass ein derartiger Mechanismus
kontrovers diskutiert wird (Quan 2008; Romanovsky 2004; Roth und Blatteis 2014). Die
wichtigsten Befunde zu dieser Thematik und deren Bezug zur hier vorgelegten Arbeit

sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden.

3.2.1. Die Rolle des Nervus vagus

Der Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen zur neuronal vermittelten
inflammatorischen Signaliibertragung in das Gehirn richtete sich zunidchst auf den
N. vagus. In der Tat wurden etliche Studien publiziert, in denen eine bilaterale Vagotomie
unterhalb des  Diaphragmas zur  Abschwidchung von  Fieber, anderen
Krankheitssymptomen und der Expression diverser inflammatorischer Molekiile im
Gehirn LPS-behandelter Versuchstiere fithrte (Bret-Dibat et al. 1995; Goldbach et al.
1997; Hansen et al. 1998; Hansen et al. 2001; Sehic und Blatteis 1996; Simons et al.
1998). Auch eine Erhohung der Impulsfrequenz vagaler Nervenfasern aus dem Bereich
des hepatoportalen Systems wurde nach lokaler Gabe von IL-1f3 beschrieben (Niijima
1996). Bei der Frage, welcher unter Bedingungen lokaler oder systemischer Inflammation
gebildete Entziindungsmediator letztendlich fiir die Aktivierung von afferenten Fasern
des N. vagus verantwortlich ist, fokussierte sich die Aufmerksamkeit jedoch schon bald
auf PGE> (Li et al. 2006; Perlik et al. 2005). Eine derartige PGE-vermittelte Aktivierung
vagaler Afferenzen scheint speziell an der Induktion der frithen Fieberphase beteiligt zu
sein, wihrend der humorale Signalweg im LPS-Modell eher die verzogert einsetzende

zweite Fieberphase vermittelt (Blatteis 2006; Roth und Blatteis 2014). Eine schnelle
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Information des Gehirns iiber ein Entziindungsgeschehen in der Kdrperperipherie durch
afferente Nerven konnte in der Tat zu einer besseren Koordination der einzuleitenden
gegenregulatorischen AbwehrmalBnahmen fiihren (Zeisberger 1999), an denen wiederum

Efferenzen des N. vagus beteiligt zu sein scheinen (Tracey 2002, 2007, 2009).

3.2.2. Evidenz fiir eine Beteiligung weiterer sensorischer Afferenzen

(N. trigeminus, Afferenzen von Hautnerven)

Es stellte sich nunmehr die Frage ob sich auch fiir sensorische Afferenzen anderer Nerven
derartige Eigenschaften nachweisen lassen. So konnte in einer Studie gezeigt werden,
dass lokale Injektionen von Diclofenac (COX-Inhibitor) oder eines Lokalanédsthetikums
in das Innervationsgebiet der N. trigeminus in der Mundhoéhle, das durch Injektion von
LPS in eben dieses Gebiet induzierte Fieber abschwéchten (Navarro et al. 2006). Bereits
vorher hatten Ross et al. 2000 gezeigt, dass man die Fieberreaktion, die nach Gabe von
LPS in eine subkutane Luftkammer induziert wird, durch ein Lokalanisthetikum deutlich
reduziert, was fiir einen Beitrag kutaner afferenter Nerven an der inflammatorischen
Signaliibertragung in das Gehirn spricht. In einer nachfolgenden Studie konnte gezeigt
werden, dass man durch Gabe des COX-Inhibitors Diclofenac in niedriger Dosierung in
die Luftkammer die LPS-induzierte Fieberantwort ebenfalls abschwéchen kann (Rummel
et al. 2005). Hierbei ist festzuhalten, dass dieselbe Dosis an Diclofenac unwirksam war,
wenn Sie an einer anderen Stelle subkutan injiziert wurde. All diese Befunde sprechen
dafiir, dass PGE; in der Korperperipherie zumindest in bescheidenem Umfang zur
Fieberinduktion durch Stimulation afferenter Nervenfasern beitrdgt (Abbildung 7).
Welcher Natur diese Nervenfasern sind, konnte anhand dieser Studien nicht festgelegt
werden. Die Beantwortung dieser Frage gehorte zu den zentralen Zielen der vorliegenden

Arbeit.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der beiden Signalwege, die nach Injektion von
LPS in eine subkutane Luftkammer Fieber erzeugen

Links der moglicherweise iiber PGE> aktivierte neuronale Signalweg iiber
Hautafferenzen, rechts der durch endogene Pyrogene (z.B. IL-6) getragene humorale
Signalweg.

4. Zellkultur als Alternative zum Tierversuch

Die Durchfiihrung von Tierversuchen in der biomedizinischen Forschung wird
heutzutage kontrovers diskutiert und der Suche nach alternativen Methoden wird sehr viel
Aufmerksamkeit gewidmet. Das so bezeichnete ,,3R-Prinzip”“ wurde in diesem
Zusammenhang bereits im Jahre 1959 von William Russell und Rex Burch in ihrem Buch
,» The Principles of Humane Experimental Technique* entwickelt und vorgestellt (Russell
und Burch 1959). Die ,,3R* stehen hierbei fiir die Begriffe Replacement, Reduction und
Refinement und beziehen sich auf Maflnahmen zur Vermeidung, Verringerung und
Verbesserung von tierexperimentellen Untersuchungen. Fiir den in der biomedizinischen
Forschung titigen Wissenschaftler ergeben sich hieraus die Fragen, ob ein geplanter
Tierversuch durch eine alternative Methode ersetzbar ist, ob die Zahl der fiir eine

bestimmte Fragestellung vorgesehenen Versuchstiere reduzierbar ist, und ob man
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Belastungen fiir Versuchstiere im Rahmen einer durchzufiihrenden Untersuchung

verringern kann.

Die im Literaturteil dieser Arbeit beschriebenen Erkenntnisse zur funktionellen
Organisation des Thermoregulationssystems der Sduger oder zu den Signalwegen fiir die
Entstehung von Fieber und sickness behavior beruhen im Prinzip ausschlieBlich auf
tierexperimentellen Untersuchungen. Hierzu wurden beispielsweise Mikroinjektionen
relevanter Substanzen in bestimmte Hirnstrukturen durchgefiihrt und die hierdurch
induzierten thermoregulatorischen Reaktionen gemessen (Nakamura et al. 2004;
Nakamura und Morrison 2011; Tanaka et al. 2002; Tanaka et al. 2006). Zur Erforschung
der Mechanismen, die zur Fieberentstehung fithren, wurden den Versuchstieren exogene
oder auch endogene Pyrogene peripher bzw. zentral injiziert und die hierdurch ausgeldste
Fieberreaktion im Idealfall telemetrisch aufgezeichnet (Hiibschle et al. 2006; Lazarus et
al. 2007; Steiner et al. 2006). Modulationen des durch Pyrogene induzierten Fiebers
wurden spéter auch durch den Einsatz gentechnisch verdnderter Tiere analysiert, um die
Beteiligung bestimmter Molekiile nachzuweisen (Engblom et al. 2003; Leon 2002; Li et
al. 1999; Schneiders et al. 2015; Welsch et al. 2012). Da es bei derartigen Untersuchungen
um das komplexe Zusammenspiel verschiedener intakter Organsysteme ging
(Immunsystem, Gehirn, Blutgefie, Muskulatur und andere thermoregulatorisch
relevante Effektororgane), waren die gewonnenen Erkenntnisse auch nicht durch andere

Methoden erzielbar.

Nachdem nun jedoch die exakten Gehirnstrukturen identifiziert waren, die fiir
Thermoregulation und neuro-immune Interaktionen entscheidend sind, richtet sich das
Augenmerk vermehrt auch auf molekulare und zelluldire Mechanismen, denen
beobachtete Effekte zugrunde liegen. Auch fiir derartige Fragestellungen kann der
tierexperimentelle Ansatz gewéhlt werden. So ist es mdglich, nach geeigneter
Stimulation, bestimmte Zielstrukturen préparativ zu gewinnen und mittels entsprechender
Methoden (Immunhistologie, PCR, Western Blot etc.) molekular und biochemisch zu
untersuchen (Damm et al. 2011; Damm et al. 2013; Koenig et al. 2014; Schneiders et al.
2015). Zu derartigen Untersuchungen lassen sich zumindest teilweise Alternativen
entwickeln, mit deren Hilfe tierexperimentelle Untersuchungen ersetzt und reduziert
werden konnen. So ist es moglich, von bestimmten Gehirnstrukturen Priméarkulturen
(Jurzak et al. 1995) oder vitale organotypische Schnittpriparate (Humpel 2015)

herzustellen und experimentell zu untersuchen. Derartige Untersuchungen kdnnen sich
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auf direkte zellulare Reaktionen beziehen, wie z.B. elektrische Aktivitit von Neuronen
(Dewald et al. 2002; Riediger et al. 2001; Shibata und Blatteis 1991) oder Verdnderungen
der intrazelluliren Ca?'-Konzentrationen in Neuronen, Astrozyten oder anderen
Gliazelltypen (Gebke et al. 1998; Ott et al. 2010; Wuchert et al. 2009). Solche Messungen
erfolgen nach entsprechender Stimulation mit geeigneten Substanzen oder durch
physikalische Stimuli (Temperatur, Osmolaritit etc.). Weiterhin besteht die Mdglichkeit,
mit derartigen Priparaten / Kulturen die Stimulus-induzierte Freisetzung bestimmter
Botenstoffe zu analysieren bzw. immunhistologische Untersuchungen oder
Expressionsstudien durchzufiihren (Ott et al. 2012; Wuchert et al. 2008). Da man von
einem einzigen Versuchstier zahlreiche Kulturen gewinnen kann, besteht somit die
konkrete Moglichkeit zur Reduktion und zum Ersatz von tierexperimentellen
Untersuchungen. Die Einsetzbarkeit von Primérkulturen thermoregulatorisch relevanter
Strukturen des peripheren (Spinalganglien) und zentralen (MnPO, OVLT)
Nervensystems zur Gewinnung neuer Erkenntnisse zu Fragestellungen mit
physiologischem und neuroimmunologischem Hintergrund wurde im Rahmen dieser

Arbeit experimentell untersucht und analysiert.
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ABSTRACT

Fever in response to a localized subcutaneous stimulation with a low dose of
lipopolysaccharide (LPS) can be attenuated by co-administration of a local anaesthetic or
the non-selective cyclooxygenase (COX) inhibitor diclofenac at doses, which don't exert
systemic effects when injected at sites remote from the area of inflammatory stimulation.
These results suggest a participation of neuronal afferent signals mediated by COX-
products in the manifestation of fever under these conditions. We therefore measured
intracellular Ca**-concentrations in cultured neurones from rat dorsal root ganglia (DRG)
stimulated with the pyrogenic mediator prostaglandin E> (PGE»), the anti-inflammatory
and antipyretic mediator PGD», mixtures of both PGs, and menthol using the fura-2 ratio
imaging technique. Neurons could be grouped according to their size with diameters of
about 15pum (small), 35um (medium sized), or 55um (large). 96 out of 264 neurons
responded to PGE; with pronounced Ca?’-signals, 53 of them being also responsive to
menthol, indicative of their function as cold-sensors. 80% of these neurons belonged to
the medium sized group. In a next experiment we tested whether Ca**-signals of PGE»
responsive neurons were modulated by PGD>. In 60% of all neurons investigated (n = 57)
the strength of the PGE»>-induced Ca?*-signals was reduced by co-administration of PGDs.
This effect was also observed in those neurons that were responsive to PGE> and menthol
(n=23; p<0.001). This observation indicates antagonistic effects of PGE> and PGD on a
neuronal pathway that involves cold sensors and is activated during a localized
subcutaneous inflammation. This finding might provide an explanation for the reported

antipyretic and anti-inflammatory capacities of PGD.

Dorsal root ganglia; cold sensors; prostaglandin E»; prostaglandin D»; calcium imaging;

localized cutaneous inflammation;
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1. Introduction

Peripheral cold-sensitive neurons increase their discharge patterns in response to cooling
[2] and to menthol, a natural stimulant of afferent cold fibers [19]. The responsible ion
channel TRPMS belongs to the TRP (transient receptor potential) family [14] and its
functional role as a universal cold receptor in the mammalian thermoregulatory system
has been established [ 1], although there seem to exist DRG neurons responsive to cold in
absence of TRPMS [8]. Short-term cultures of somata from dorsal root ganglia (DRG)
are frequently used to study the properties of peripheral cold receptors since they express
the channels which are present in the endings of the respective nerve fibers under natural
conditions [11, 15]. Recording an increase of intracellular calcium concentration ([Ca®'];)
has frequently been used as experimental read out for stimulus-induced activation of
cultivated DRG neurons [3, 10, 23] or of neuro-glial primary cultures from specific brain

sites involved in the neuronal responses to systemic inflammation [12, 13, 21].

In this context, there seem to be interactions between cold sensitivity and inflammation
at the cellular level due to functional co-expression of TRPMS with receptors for various
mediators of inflammation including PGE> in sensory DRG neurons [6]. In previous in
vivo studies we obtained some evidence that cutaneous afferent nerve fibers can, to a
small degree, contribute to the manifestation of fever in an experimental model of
localized subcutaneous inflammation. Injections of low dose of LPS into a subcutaneous
compartment resulted in a febrile response that could be attenuated by co-administration
of a local anaesthetic [16]. We speculated that some inflammatory mediator might have
activated cutaneous cold-sensitive afferent nerve fibers. The activated cold-sensory
neurons, in turn, could have evoked the characteristic pattern of cold-defence reactions,
which are typical for the rising phase of fever [17]. PGE> turned out to be a likely
candidate for an effect like this. The febrile response, which was induced by a local
subcutaneous injection of LPS could be attenuated by co-administration of a low dose of
a cyclooxygenase (COX)-inhibitor into the subcutaneous site of inflammation. The same
amount of the COX-inhibitor was ineffective when injected into another site remote from
the locus of LPS-injection [18]. Similar observations were reported by another group, in

this case for periodontal tissue and the respective afferent fibers of the trigeminal nerve

[9].
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One goal of this study was thus to investigate by means of Ca*'-imaging experiments,
whether there is indeed a menthol-responsive population of DRG-neurons, which can also
be activated by PGE>. We further aimed to test, whether PGE»-evoked Ca**-responses of
DRG neurons are modulated (i.e. attenuated) by the anti-inflammatory PGD>, which also

has antipyretic / cryogenic capacities [4].

2. Materials and Methods

2.1. Preparation and cultivation of DRG cell

Male Wistar rats (5 weeks old) obtained from an in-house breeding colony were used for
all experiments, with parent animals originating from Charles River WIGA (Sulzfeld,
Germany). Animal care, breeding and experimental procedures were conducted
according to the guidelines approved by the Hessian Ethical Committee (approval
numbers GI 468 M and GI 487 M). Room temperature was controlled at 22 + 1°C and
relative humidity of 50%, and artificial lights were on from 7:00 AM to 7:00 PM.

Rats were killed by cervical dislocation. The spinal column was opened and five to seven
DRG along the vertebral column were removed under aseptic conditions and transferred
to Petri dishes filled with cold, oxygenated GBSS (Gey's Balanced Salt Solution; Sigma
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany) containing 0.5% D-glucose (Sigma
Aldrich). The isolated DRG were transferred into oxygenated HBSS (Hanks Balanced
Salt Solution, without Ca?* and Mg?"; Biochrom GmbH, Berlin, Germany) supplemented
with 20 mM HEPES (Sigma Aldrich Chemie GmbH) at pH 7.4. The supernatant was
removed, and the DRG were enzymatically digested in 5 mg/ml dispase II (Sigma Aldrich
Chemie GmbH) and 2.5 mg/ml collagenase (CLS II; Biochrom GmbH) dissolved in
oxygenated HBSS for 1 hour at 37 °C. After enzymatic treatment the cells were
dissociated by trituration and washed in HBSS containing 1 mM EDTA (Sigma Aldrich
Chemie GmbH) to inactivate the enzymes. After centrifugation the EDTA was removed
by washing in complete medium, which consisted of Neurobasal A (Life Technologies
GmbH, Darmstadt, Germany) supplemented with 2% B27, penicillin (100 U/ml) /
streptomycin (0.1 mg/ml) and 2 mM L-glutamine (Life Technologies GmbH). Finally the

cells were once more centrifuged and resuspended in complete medium with a cell
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number of 75.000 cells/ml and plated onto poly-L-lysine (0,1 mg/ml; Biochrom GmbH)
coated glass coverslips (Menzel, Braunschweig, Germany). Cells were cultured in a
humidified atmosphere of 5% CO; and 95% air at 37°C and the medium was exchanged
after 4 hours to remove cellular debris. Measurements of intracellular calcium and
immunocytochemical characterisation were always performed at the following day. The
investigated neurons [see: supplementary Figure 1] were grouped according to their size

with diameters of about 15um (small), 35um (medium sized), or S5um (large).

2.2. Measurement of intracellular calcium

Cultivated DRG cells were loaded with 2 uM fura-2-AM (Life Technologies GmbH) in
complete medium for 45 min in a humidified atmosphere of 5% CO2 / 95% air at 37 °C.
For intracellular Ca®'-measurements, the coverslips were placed under an inverted
microscope (IMT-2; Olympus GmbH, Hamburg, Germany) in a specially constructed
Teflon® culture chamber and superfused with Ca**-imaging buffer consisting of 5 mM
HEPES, 130mM NaCl, 5mM KClI, 1.0mM MgCl, 1.25mM CaCl, and 10mM D-glucose
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH), at pH 7.4 with a flow rate of 2.0 ml/min. Fluorescence
measurements were performed using a filterwheel-based excitation system and analyzed
with MetaFluor 7.7.8.0 software (Visitron GmbH, Puchheim, Germany). After defining
regions of interest for single cells by a continuously variable aperture, the time course of
emitted fluorescence (>515 nm) after alternating excitations at 340 and 380 nm,
respectively, was recorded using a Spot Pursuit digital CCD-camera (Model 23.0,
Visitron GmbH). The 340 /380 ratios proportional to [Ca*']i were computed and

analyzed. Measurements of [Ca®'];

were performed at 37 °C. All drugs used for
stimulation had been stored as stock solutions of menthol (Sigma Aldrich Chemie GmbH;
100 mM in ethanol), PGE; and PGD; (Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Germany; 1
mM in Ca**-imaging buffer) at -20°C. They were diluted in Ca®'-imaging buffer to their
working dilutions of 100 uM menthol, 10 uM PGE; and 10 uM PGD: just prior to
experimentation. The doses were chosen according to preliminary recordings from pilot
studies, in which several doses were tested. Drugs were applied to the recording chamber

via superfusion at 2.0 ml/min for 180 seconds.
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Phenotypic identification of DRG cells were carried out by immune-labelling with
antibodies directed against cell-specific marker proteins as described previously [12, 21].

Examples are shown in the supplementary material to this paper (Suppl. Fig.1).

Supplementary figure 1: Examples for immunocytochemical stainings of DRG short-
term cultures

a-c. Phenotypic characterization of the cells in the primary culture of DRG was
performed by immunolabelling with primary antisera / antibodies directed against cell-
specific marker proteins [MAP2a+b for neurons (red) and GFAP for glial cells (i.e.
satellite glial cells, green)]. Secondary antisera employed were coupled to fluorophores
such as Cy3 and Alexa-488. The cell nuclei were stained with DAPI (blue). The different
cell sizes (Large, Medium, Small) are indicated with arrows (a). Satellite glial cells
surround neuronal cell bodies result in yellow colour or some green lining around the
exterior surface of the neurons (a, b). A large neuron from which the satellite glial cell
was removed almost completely by enzymatic digestion is shown in (c). A light
microscopical image of DRG neurons is shown in (d). a and b are shown with 20x, ¢ and
d with 40x magnification, the scale bar represents 100um.

The immunocytochemical staining with primary antibodies and fluorophore-coupled
secondary antibodies was performed as described previously [12, 21]. After the staining
the cells were examined and photographed with an Olympus BX50 fluorescence
microscope (Olympus GmbH, Hamburg, Germany) equipped with the appropriate filter.
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2.3. Evaluation and statistics

The numbers of neurons of a given group, responsive to a defined stimulus, were
expressed as a percentage (%) of all neurons investigated. Stimulus-induced transient
increases of [Ca®']; were expressed as the difference between resting [Ca*']i measured
prior to the respective stimulation and the stimulus-induced [Ca?*]; peak (Aratio [340/380
nm]). A difference in Aratio [340/380 nm] of more than 0.05 was considered to be a
stimulus-induced Ca**-signal, which can be regarded as a strict exclusion criterion.
Values of Aratios are presented as means + standard error of the mean (SEM) and
compared by an analysis of variance (ANOVA) followed by Scheffe’s post-hoc test
(Abacus Concepts, Berkeley, CA, U.S.A.).

3. Results

3.1. A population of cultured DRG neurons is responsive to PGE: and menthol

In the first experiment we identified a population of DRG neurons that responds to

stimulation with PGE, and menthol with an increase of [Ca*']i (Figure 1).
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Figure 1: A population of predominantly medium-sized DRG-neurons responds to
PGE: and menthol

A: Percentages of small (n = 8), medium-sized (n = 42) and large (n = 3) DRG neurons,
which responded with an elevation of [Ca’"]; to exposures to PGE> and menthol.

B: Aratio [340/380 nm] fluorescence values as measure of [Ca’']i. Columns represent
means with SEM of the responsive cells for each group of neurons (small, medium-sized,
large; PGE>/ menthol-responsive or PGE> responsive but not menthol-responsive (*: p
<0.05; **: p <0.01).

C: Example of a tracing recorded from a medium-sized DRG neuron illustrating the
responsiveness to PGE> and menthol. Superfusion with buffer containing a high
concentration of KCI (50mM) served as vitality test for neurons.
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96 out of 264 neurons investigated responded to PGE» with pronounced Ca?**-signals
(Supplementary Figure 2). Of the 96 PGE»-responsive neurons, 53 also responded to
menthol, indicative of their putative function as cold-sensors. About 80% of these 53
neurons belonged to the medium sized group. A special feature of the medium-sized
PGE:2- and menthol-responsive DRG neurons was the significantly higher strength of the
PGE»-induced Ca**-signals (Figure 1B). An example for a PGE,- and menthol-responsive

medium-sized neuron is shown in Figure 3C.

non-responsive
menthol-responsive
PGE,-responsive

PGE,-and menthol-responsive

10010

N=264

Supplementary figure 2: Identification of PGE;- and menthol-responsive DRG-
neurons

264 DRG-neurons were investigated in the first experiment. 150 of them responded
neither to menthol now to PGE>, 18 neurons responded to menthol but not to PGE>. 96
neurons responded to PGE> with an elevation of the intracellular Ca’*-concentration
([Ca’"]y), from these 96 neurons 53 also responded to menthol, indicative of their function
as cold-sensors. The responses of these 53 neurons were analyzed in more detail (cell
size and strength of the Ca’*-concentrations).

3.2. The strength of PGE:-induced Ca?"* signals is modulated by PGD:

In a pilot experiment we tested whether two subsequent stimulations of DRG neurons
with PGE; results in comparable increases of [Ca®"]i (Figure 2). In a group of 35 PGE,-
responsive neurons two subsequent superfusions with PGE,-containing Ca**-imaging
buffer evoked Ca?*-signals of almost identical magnitude. This observation is in line with

another report on PGE; induced Ca**-signals in DRG neurons [20].
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Figure 2:

A: Aratio [340/380 nm] fluorescence values as measure of [Ca’"].. Columns represent
means £ SEM of the responses of DRG-neurons to a repeated superfusion with PGE>-
containing Ca’*-imaging buffer (n = 35; p > 0.05).

B: Example of a tracing recorded from a medium-sized DRG neuron illustrating the
responsiveness to two subsequent stimulations with PGE>.

Finally, we tested whether the strength of PGE»-induced Ca**-signals was modulated by
the anti-inflammatory prostanoid PGD». In randomized order, DRG cultures were
stimulated with PGE,, PGD», or a mixture of both prostaglandins. Examples for such
experiments are shown in Figure 3 A and B. In a part of the responsive cells, PGD> evoked
small Ca®*-signals. Out of 95 PGE,-responsive neurons, 60% (n = 57) showed attenuated
Ca®’-signals (Fig. 3A, 3C), when a mixture of PGD> and PGE, was added to the
superfusion buffer. In 35 cells the mixture of PGE> / PGD; caused an increase of the Ca*'-
signals compared to the effect of PGE; alone. Again, the majority of PGEz-responsive
neurons belonged to the medium sized group (73 out of 95 cells), just 10 small and 12
large neurons responded to the superfusion with PGE> with an increase of [Ca®*];. In the
medium-sized and in the large PGE;-responsive DRG neurons the effect of co-stimulation

with PGD; was inhibitory in more than 60% of these cells (Figure 3D).
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Figure 3: PGD; modulates the strength of PGE:-induced Ca**-signals in a population
of predominantly medium-sized DRG-neurons

A, B: Example of tracings recorded from medium-sized DRG neurons illustrating the
responsiveness to PGE>, PGD:, a mixture of PGE> and PGD>, and menthol. Superfusion
with buffer containing 50mM/l KCI served as vitality test for neurons at. In (A) the
strength of the PGE>-induced Ca’*-signal is attenuated by PGD:, in (B) it is enhanced.
C: Percentages of PGE>-responsive DRG neurons, in which the strength of the PGE-
induced Ca’*-signal is decreased (n = 57), enhanced (n = 35) or not modulated (n = 3)
by co-administration of PGD:.

D: Percentages of small (n = 10), medium-sized (n = 73) and large (n = 12) DRG
neurons, in which the strength of the PGE:-induced Ca’*-signal is decreased (small: n
=2, medium-sized: n = 47, large: n = 8), enhanced (small: n = 7; medium-sized: n = 24,
large: n = 4) or not modulated (small: n = 1, medium-sized: n = 2) by co-administration
of PGD:.
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Only in medium-sized menthol and PGE positive neurons a significant inhibitory effect

of PGD; on PGE»z-induced signal strength was calculated (Figure 4).
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Figure 4: In medium-sized DRG-neurons responsive to PGE; and menthol the Ca?*-
response to PGE: is reduced by PGD;

Aratio [340/380 nm] fluorescence values as measure of [Ca’']. Columns represent
means = SEM of the responsive cells for each group of neurons (small, medium-sized,
large; PGE>/ menthol-responsive cells) stimulated with PGE> or a mixture of PGE> and
PGD:;

(***: p < 0.001; n = 23, medium-sized group).

The mean Aratio [340/380 nm] fluorescence values as measure of [Ca*']; was 0.453 +
0.065 in medium-sized menthol and PGE> positive DRG neurons in response to PGE:
alone. This value was significantly reduced to 0.253 + 0.06 (p < 0.001) in these cells (n =
23), when they were superfused with PGE; plus PGDs. In small and large PGE: / menthol-
responsive DRG neurons a significant modulatory effect of PGD; on the PGE»-induced
Ca?*-signal strength could not be calculated. One possible reason was the small sample

size for these groups of neurons due to their rare occurrence.

48



Eigene Untersuchungen

4. Discussion

Activation of afferent cold sensitive nerve fibers within the skin evokes the same pattern
of physiological cold defence responses, which are observed during the early phase of
fever [1, 17]. A putative activation of cold sensors by inflammatory mediators might
therefore provide a moderate contribution to the febrile response, which is observed
during a localized peripheral inflammation within a subcutaneous compartment [16, 18].
Based on evidence from in vivo experiments [9, 18] and from an unpublished conference
report dealing with in vitro experiments on peripheral cold-sensitive neurons [Machida et
al. 2001], PGE: turned out to be a candidate molecule that could have capacities to
stimulate cold sensors under inflammatory conditions. Indeed, peripherally generated
PGE: is suggested to be responsible for the early initiation of fever [17]. PGD2, on the
other hand, is another endogenous mediator produced within the inflammatory process,

which exerts antipyretic and anti-inflammatory properties [4].

Using short-term cultures of DRG neurons, we aimed to detect cellular responses that are
compatible with the suggested roles of PGE> / PGD: during peripheral inflammation. This
approach has been used to avoid the technical difficulties to investigate the peripheral
skin terminals since the somata of the primary sensory neurons express the membrane
proteins which are usually transported to the axon terminal [10, 15]. Stimulus-evoked
increases of [Ca®']i can be used as a measure of cellular activation in response to signal
molecules or physical stimuli. We have previously used this approach to characterize the
responses of cultured brain cells to various inflammatory mediators [12, 13, 21]. Using
Ca’"-imaging techniques cultured DRG neurons including putative cold-sensors have
been studied by several other groups. Mostly medium-sized DRG-neurons respond with
pronounced Ca**-signals to cold stimuli [23] or to menthol [11], which is a chemical
activator of the native cold channel TRPMS. With regard to our central question of
interest we were, indeed, able to identify a number of menthol (i.e. cold) responsive DRG-
neurons, which also responded to PGE». Again, these neurons predominantly belonged to
the medium-sized group. We cannot decide or state at this stage, whether the
comparatively small group of menthol- and PGE»-responsive peripheral neurons is able
to cause any inflammation-induced thermogenesis via afferent signalling. Still, this

possibility is intriguing.
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Finally, we could show that PGE;-induced Ca?*-signals in DRG-neurons are modulated
in their strength by PGD,. Namely, a group of medium-sized menthol- and PGE:-
responsive neurons was inhibited by co-administration of PGD,. We consider such a
modulatory effect of PGD; as specific for the following reasons. In several Ca**-imaging
studies on DRG-neurons two subsequent stimulations with cold temperature [23],
menthol [11], PGE, [20; Figure 2 of this paper], or bradykinin [20] evoked Ca**-signals
of comparable magnitude. On the other hand, modulatory effects by co-stimulations with
a second mediator have also been described. For example, bradykinin attenuates menthol-
responses of TRPMS8-expressing neurons [24]. Co-stimulation with PGE> or nerve growth

factor increases the number of N-methyl-D-aspartate (NMDA) responsive DRG-neurons
[3].

As it is the case for menthol- and PGE>-responsive neurons, the functional relevance of
the modulatory effect of PGD; on the strength of stimulus-induced Ca**-signals in DRG-
neurons, namely of putative cold-sensors, remains to be determined. However, it is
tempting to speculate that the established anti-inflammatory effects of PGD> are not
exclusively mediated via inhibition of NF-kappaB mediated expression of COX-2 and
thereby negative regulation of PG-synthesis [22], but also by a direct antagonistic effect
on PGE;-mediated neuronal responses. Support for this hypothesis is provided by data
showing opposing actions of the PGD, and PGE; receptor pathways for the manifestation
of allergic inflammatory responses [5]. Our observation that PGD; itself induces an at
least small increase of [Ca®']; and inhibits PGE»-induced Ca?'-signals can be explained
by the properties of the PGD»-receptor subtypes DP1 and DP2. Activation of DPI
decreases, while activation of the DP2 receptor increases intracellular Ca®'-
concentrations [7]. Thus, activation of the DP2 receptor might have caused the observed
small Ca?’-signals in response to PGD», while signalling via DP1 could have accounted
for the reduction of PGE»-induced Ca**-signals. Still, the precise cellular mechanisms for

our observation require further investigations at the molecular level.
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ABSTRACT

The time course of the induction of enzymes responsible for the formation of
prostaglandin E> (PGE») after an inflammatory insult, in relation to the concomitant
febrile response, suggests that peripherally generated PGE: is involved in the induction
of the early phase of fever, while centrally produced PGE; exerts pyrogenic capacities
during the later stages of fever within the hypothalamic median preoptic nucleus (MnPO).
The actions of peripherally derived PGE2 on the brain might occur at the level of the
organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), which lacks a tight blood-brain barrier
and is implicated in fever, while the effects of PGE; within the MnPO might interfere
with glutamatergic neurotransmission within a recently characterized central efferent
pathway for the activation of cold-defence reactions. Using the fura-2 ratio imaging
technique we, therefore, measured changes of the intracellular Ca®" concentration in
primary neuroglial microcultures of rat OVLT and MnPO stimulated with PGE> and / or
glutamate. In cultures from the OVLT, as opposed to those derived from the MnPO,
substantial numbers of neurons (8% of 385), astrocytes (19% of 645) and microglial cells
(28% of 43) directly responded to PGE; with a transient increase of intracellular Ca*".
The most pronounced effect of PGE> on cells from MnPO microcultures was its
modulatory influence on the strength of glutamate-induced Ca** signals. In 72 out of 512
neurons and in 105 out of 715 astrocytes PGE: significantly augmented glutamate-
induced Ca** signals. About 30% of these neurons were GABAergic. These observations
are in agreement with putative roles of peripheral PGE; as a directly acting circulating
agent at the level of the OVLT, and of central MnPO-intrinsic PGE: as an enhancer of
glutamatergic neurotransmission, which causes disinhibition of thermogenic heat
production, a crucial component for the manifestation of fever. In microcultures from
both brain sites investigated incubation with PGE: significantly reduced the
lipopolysaccharide-induced release of cytokines (tumor necrosis factor-a and interleukin-
6) into the supernatant. PGE>, thus, seems to be involved in a negative feed-back loop to
limit the strength of the brain inflammatory process and to play a dual role with pro- as

well as anti-inflammatory properties.

Key words: prostaglandin E; glutamate; cytokines; calcium imaging; fever;

inflammation; median preoptic nucleus; organum vasculosum laminae terminalis
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INTRODUCTION

During infection and inflammation prostaglandin E» (PGE) is a pivotal terminal mediator
of fever and some other brain-controlled symptoms of disease (Pecchi et al. 2009; Saper
et al. 2012). Upon activation of innate immunity, PGE; is rapidly produced in the
periphery, predominantly by hepatic and pulmonary macrophages (Li et al. 2006; Steiner
et al. 2006) thereby causing an increase of PGE:> in the blood. With regard to the
manifestation of lipopolysaccharide (LPS) -induced fever, peripherally generated PGE>
has been proposed to be the trigger for the rapidly developing first phase of the febrile
response (Roth and Blatteis 2014, for review). Upon inflammatory stimulation a second
source of PGE: is produced within the brain, predominantly by brain endothelial cells via
a coupled induction of the enzymes cyclooxygenase-2 (COX-2) and microsomal PGE
synthase-1 (mPGES-1) (Yamagata et al. 2001; Inoue et al. 2002; Ivanov and Romanovsky
2004; Wilhelms et al. 2014; Vasilache et al. 2015). The induced production of PGE>
within the brain under conditions of systemic inflammation does not exclusively occur
within brain sites, which are relevant for fever. For example, the cortex is a major brain
area, where COX-2 derived production of PGE: is observed after inflammatory insults
(Rummel 2015). In the cortex PGE> seems to contribute to changes of neurovascular
coupling by inducing hyperemia (Lacroix et al. 2015). The functional consequences of
the frequently observed inflammatory stimulation of PGE-formation in so many different
brain areas (Rummel 2015) require further clarification. Our present study, however, has
its focus on those brain sites, which are of special importance for the manifestation of

fever.

Irrespective of its peripheral or central origin, PGE> exerts its pyrogenic action, at least
for the later phases of fever, within a highly sensitive area of the brain. This area includes
the organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) and surrounding or adjacent parts
of the preoptic area (POA) (Williams et al. 1977; Matsumura et al. 1990; Scammell et al.
1996; Oka 2004; Lazarus 2006). Within this “pyrogenic zone” the OVLT can be directly
accessed by circulating signal molecules due to the absence of a tight blood-brain barrier.
Inflammatory molecules including cytokines or pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) are readily detected by cytokine receptors and Toll-like receptors (TLRs),
which are strongly expressed in the OVLT (Roth et al. 2004). In cells cultured from the

rat OVLT direct cellular responses can be recorded upon exposure to cytokines or PAMPs
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(Ott et al. 2010; Bastos-Pereira et al. 2014). Therefore, one goal of this study was to
investigate whether primary neuroglial cell cultures from the OVLT are also responsive

to PGE», which might act as a circulating humoral messenger at this brain site.

Within the preoptic area (POA), two substructures gained special attention regarding their
responsiveness to PGE: and their roles in activation of fever-inducing efferent pathways,
1.e. the median preoptic nucleus (MnPO) and the medial preoptic area (MPO) (Nakamura
2011; Morrison and Nakamura 2011). Within these closely neighboring structures
deletion of the PGE>-receptor EP3 resulted in a blunted febrile response to systemic
injection of LPS or central injections of PGE> (Lazarus et al. 2007). It is, thus, likely that
PGE: triggers the manifestation of fever at this location. The activation of cold defense
responses by MnPO neurons depends on glutamatergic inputs to these neurons
(Nakamura and Morrison 2008). It has been suggested that glutamate receptor expressing
MnPO neurons responding to cutaneous cold signals subsequently employ gamma amino
butyric acid (GABA) to transmit an inhibitory input to MPO neurons, which in turn exert
a tonic inhibitory input to caudal brain sites involved in activation of thermogenesis
(Nakamura 2011). A stimulation of the MnPO neurons with glutamate would, thus, result
in a disinhibition of thermogenesis. It is, therefore, tempting to speculate that PGE> might
modulate the responses of MnPO neurons to glutamate, since fever and cold defense are
triggered by the same physiological reactions (Roth and Blatteis 2014). Testing this

hypothesis was the second goal of our study.

Systemic infections or inflammation induce cascades of inflammatory mediators (i.e.
cytokines and others) in the periphery and within the brain. The role of PGE: within these
cascades is not exclusively a pro-inflammatory one. There is some evidence that PGE; is
part of a feedback loop that helps to limit the pro-inflammatory cascade in strength and
duration in the periphery and in the brain (Roth et al. 2002; Zhang and Rivest 2001). We
previously reported that cultures from the OVLT and MnPO show pronounced formation
of cytokines upon stimulation with LPS (Ott et al. 2010; Soares et al. 2013). As the third
goal of this study we, therefore, tested whether incubation of these cultures with PGE»
has impact on the LPS-induced production of selected cytokines by cells of both brain

sites.

We show that a substantial number of cells cultured from the OVLT, predominantly

astrocytes and microglial cells but also neurons, directly respond to PGE> with an increase
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of intracellular Ca?"-concentration. Such an effect is hardly observed in MnPO cultures;
but there are populations of MnPO neurons and astrocytes, in which the strength of
glutamate-induced Ca?’-signals is modulated by PGE>. We finally demonstrate anti-
inflammatory capacities of PGE,, since the LPS-induced release of tumor necrosis factor-
o (TNF-a) into the supernatants of OVLT- and MnPO cultures is attenuated by

incubation with PGE-.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals

Wistar rat pups of both sexes obtained from an in-house breeding colony were used for
all experiments, with parental animals originating from Charles River WIGA (Sulzfeld,
Germany). Animal care, breeding, and experimental procedures have been conducted
according to the guidelines approved by the Hessian Ethical Committee (reference
number GI 18/2 Nr. A33/2012 527 AZ). Adult rats had free access to drinking water and
standard laboratory chow; the pups were reared by their mothers in large M4-size cages.
Room temperature was set to 24+1°C and relative humidity at 50%, and artificial lights

were on from 7:00 AM to 7:00 PM.

Isolation and cultivation of OVLT and MnPO primary cell cultures

Primary microcultures of the rat OVLT and MnPO were established from topographically
excised brain tissue of 4-6 days old Wistar rat pups. For this purpose three animals per
preparation were quickly decapitated with sharp scissors and the heads were immersed in
cold 70% ethanol. Each brain was immediately removed from the skull under aseptic
conditions, fixed onto a Teflon®-block with Histoacryl® tissue glue (Braun AG,
Melsungen, Germany), and rapidly transferred to a chamber containing ice-cold
oxygenated Gey's Balanced Salt Solution (GBSS; Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Germany) containing 0.5% D-glucose (Sigma Aldrich Chemie GmbH). The
chamber was fixed to a vibratome (752 M Vibroslice; WPIL, Berlin, Germany) and serial
coronal brain slices (400 um) were cut at the level of the anterior hypothalamus. Using

the anterior commissure and optic chiasm as main neuroanatomical landmarks (Paxinos
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and Watson, 2005), the sections containing the OVLT and MnPO were selected. The
OVLT and MnPO regions were dissected under stereomicroscopic control (SMZ-U;
Nikon, Diisseldorf, Germany) from the surrounding anterior third ventricular region using
fine eye scissors. The isolated OVLT and MnPO tissue fragments were transferred into
Petri dishes with oxygenated Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) without Ca®" and
Mg?* (Biochrom GmbH, Berlin, Germany) supplemented with 20 mM HEPES (Sigma
Aldrich Chemie GmbH), pH 7.4. The supernatant was removed, and the fragments were
enzymatically digested in dispase I (1.2 U/ml; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
dissolved in oxygenated HBSS for 45 min at 37°C. After enzymatic treatment, the
fragments of both brain regions were washed in 1 mM EDTA (Sigma Aldrich Chemie
GmbH) in HBSS to inactivate the enzyme. Subsequently, EDTA was removed by
washing in complete medium consisting of Neurobasal A supplemented with 2% B27,
penicillin (100 U/ml) / streptomycin (0.1 mg/ml) and 2 mM L-glutamine (Life
Technologies GmbH, Darmstadt, Germany). Finally, the OVLT and MnPO fragments
were dissociated by repeated trituration with a 1 ml Eppendorf pipette and resuspended
in complete medium with a cell number of 75.000 cells/ml and plated onto poly-L-lysine
(0.1 mg/ml; Biochrom GmbH) coated and gridded glass coverslips (Cell-VU; Thermo
Fisher Scientific, Schwerte, Germany) forming the bottom of a reusable Flexiperm-
micro-12 well (6 mm diameter; Greiner Bio-One GmbH, Solingen, Germany). Cells were
cultured in a humidified atmosphere of 5% CO; and 95% air at 37°C and the medium was
exchanged the next day to remove cellular debris and, thereafter, every second day during
the culture period. The cells were used for intracellular calcium measurements and
subsequent immunocytochemical characterization, and their cell supernatants were used
to measure bioactive cytokines. Measurements of intracellular calcium and the
stimulations were performed after 4-6 days of cell cultivation (for further details see: Ott

et al. 2012; Soares et al. 2013; Bastos-Pereira et al. 2014).

Measurement of intracellular calcium in single fura-2-loaded MnPO and OVLT

cells

After cultivation, MnPO and OVLT cells were loaded with 2 uM fura-2-AM (Life
Technologies GmbH) in complete medium for 45 min in a humidified atmosphere of 5%

CO; and 95% air at 37°C. For intracellular Ca?’-measurements, the coverslips were
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placed under an inverted microscope (IMT-2; Olympus GmbH, Hamburg, Germany) in
a specially constructed Teflon® culture chamber and superfused with Ca®*-imaging
buffer consisting of 5 mM HEPES, 130 mM NaCl, 5 mM KClI, 1.0 mM MgCl,, 1.25 mM
CaCl, and 10 mM D-glucose (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), pH 7.4, with a flow rate
of two ml per minute. Fluorescence measurements were performed using a filterwheel-
based excitation system and analyzed with MetaFluor 7.7.8.0 software (Visitron GmbH,
Puchheim, Germany). After defining regions of interest for single cells, the time course
of emitted fluorescence (>515 nm) after alternating excitations at 340 and 380 nm,
respectively, was recorded using a Spot Pursuit digital CCD-camera (Model 23.0,
Visitron GmbH). The 340 /380 nm ratios proportional to [Ca*']; were computed and
analyzed. Measurements of [Ca”']; were performed at a chamber temperature of 22-25°C.
Several experiments showed that cellular responses to glutamate and / or PGE; were very
similar at a chamber temperature of 37°C (see: supplementary Fig. 2), but the baseline
was more stable at the lower chamber temperature. All substances used for stimulation
were stored as stock solutions of prostaglandin E; (PGE2, 1 mM), prostaglandin D,
(PGD2, 1 mM) (Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Germany) and glutamate (GLU, 0.1
M) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) in Ca**-imaging buffer at -20°C. They were diluted
in Ca?*-imaging buffer to their working concentrations of 10 uM PGE>, 10 uM PGD; and
10 uM glutamate just prior to experimentation. The dose was chosen according to
preliminary recordings from pilot studies, in which several doses were tested. For PGE»,
the Kq values of the EP;.4 receptors are in the range 5-40 nM (Ushikubi et al. 1995). Our
working solution contained substantially higher concentrations of PGE>, but with regard
to the short half-life time of this substance and the mixture with the culture medium in
the chamber it is difficult to assess the concentration of PGE,, to which the cells were
exposed. A working solution of 1 uM PGE; was also capable to evoke similar responses.
Substances were applied to the recording chamber via superfusion at a rate of 2 ml per
minute for 180 seconds (see also: Ott et al. 2015). At the end of the experiments, cells
were exposed to Ca®’-imaging buffer consisting of 1.5 mM HEPES, 43 mM NaCl, 50
mM KCI, 1.5 mM MgCly, 1 mM CaCl; and 10 mM D-glucose (Sigma Aldrich Chemie
GmbH). The treatment with the high K*-concentration and the resulting cellular responses

served as a vitality test for neurons and to some degree for astrocytes.

62



Eigene Untersuchungen

Immunocytochemical characterization of MnPO and OVLT cell cultures

Each single cell analyzed with calcium imaging was subsequently identified according to
its exact position on the Cell-VU gridded glass coverslips (see: Ott et al. 2010).
Phenotypic identification of OVLT and MnPO cells was carried out by immunolabeling
with polyclonal antisera or monoclonal antibodies directed against cell-specific marker
proteins such as glial fibrillary acidic protein for astrocytes (rabbit anti-GFAP; DAKO
GmbH, Hamburg, Germany), microtubule associated protein 2 for neurons (mouse AP-
20 anti MAP2a+b; Sigma Aldrich Chemie GmbH) and ED1 for microglial cells (mouse
anti CD68; AbD Serotec, Puchheim, Germany). Examples are shown in Figure 1. Due to
the specific culture medium and conditions, endothelial cells were not present (negative

immune-labeling for van Willebrand factor; Ott et al. 2010).

Figure 1: Cellular phenotypes in MnPO and OVLT primary microcultures

Examples for a phenotypic characterization of the cell phenotypes investigated in this
study. Immuno-labeling was performed with primary antibodies directed against cell-
specific marker proteins [MAP2a+b for neurons (A); GFAP for astrocytes (B); ED-1 for
microglial cells]. Secondary antibodies were coupled to flourophores. Scale bar
represents 50um.
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Additionally, some cultures were immunocytochemically labeled with a polyclonal
gamma amino butyric acid antiserum (rabbit anti-GABA; Sigma Aldrich Chemie GmbH).
This antiserum has successfully been used for staining of GABAergic neurons in culture
(Maric et al. 2001) and brain sections (Gonchar et al. 2008). Therefore, subsequent to
Ca?*-measurements, the cells were fixed with 4% freshly prepared paraformaldehyde in
PBS (Sigma Aldrich Chemie GmbH), pH 7.4, for 15 min at RT. The fixed cells were
rinsed three times in PBS, followed by a 60-min incubation in blocking buffer containing
10% fetal calf serum (FCS; Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Germany)
diluted in PBS-T containing 0.05% Triton X-100 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH). The
incubation with the primary antibodies / antisera diluted in blocking buffer (anti-GFAP
1:1000, anti-MAP2a+b 1:1000, anti-ED1 1:1000, anti-GABA 1:2000) was carried out for
48 h at 4°C in a humidified chamber. Unbound antibodies were removed by washing three
times with PBS-T. Thereafter, cells were incubated with fluorophore-coupled secondary
antisera Alexa-488 donkey anti-rabbit IgG (H+L), Alexa-488 donkey anti- mouse IgG
(H+L) (Life Technologies GmbH), Cy3 goat anti-mouse IgG (H+L) and Cy3 donkey anti-
rabbit IgG (H+L) (Dianova GmbH, Hamburg, Germany) at 1:500 or 1:1000 dilutions in
blocking buffer for 2 h at RT. After washing three times in PBS-T for 5 min each, the
coverslips were embedded using a glycerol / PBS solution (Citifluor Ltd., London, UK).
Cellular nuclei were labeled by incubation with 2-(4-amidinophenyl)-1H-indole-6-
carboxyamidine (DAPI; Mobitec GmbH, Goettingen, Germany) for eight minutes. The
cells were examined and photographed with an Olympus BXS50 epifluorescence

microscope (Olympus GmbH) equipped with the appropriate filters.

Measurements of TNF-o and IL-6 in supernatants of MnPO and OVLT

microcultures

After four days of cultivation the MnPO and OVLT cells were incubated with
lipopolysaccharide (LPS; 10pg/ml, Sigma Aldrich Chemie GmbH), PGE; (10 uM), PGD:
(10 uM), combinations of LPS together with PGE», PGD; or solvent for 120 or 360 min
in a humidified atmosphere of 5% CO- and 95% air at 37°C. The LPS stock solution was
dissolved in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS; Capricorn Scientific GmbH,
Ebsdorfergrund, Germany), pH 7.4, at concentrations of 1.0 mg/ml and was stored at -

20°C. The working solutions of PGE> and PGD> were prepared using frozen stock
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solutions. All substances were dissolved in complete medium to their final
concentrations. After incubation, the supernatants were removed from the cells,
transferred and stored at -20°C for later measurement of cytokines. Measurement of TNF-
a was performed by a bioassay based on the cytotoxic effect of TNF-a on the mouse
fibrosarcoma cell line WEHI 164 subclone 13. The assay was carried out in sterile, 96-
well microtiter plates. Serial dilutions of biological samples or different concentrations
of a murine TNF-a standard (code 88/532; National Institute for Biological Standards and
Control (NIBSC), South Mimms, UK) were incubated for 24 h in wells that had been
seeded with 50,000 actinomycin-D-treated WEHI cells. The number of surviving cells
after 24 h was measured by use of the dimethylthiazol-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT) colorimetric assay as previously described (Welsch et al. 2012; Damm et al.
2014). Supernatants of MnPO and OVLT microcultures were pre-diluted so that serial
dilutions of samples and standard dilution curves were parallel. The detection limit of the
assay, after considering the dilution of samples for the assays, proved to be 6.0 pg/ml
TNF-a. Determination of IL-6 was performed by a bioassay based on a dose-dependent
growth stimulation of IL-6 on the B9 hybridoma cell line. The assay was performed in
sterile, 96-well microtiter plates. In each well, 5,000 B9 cells were incubated for 72 h
with serial dilutions of biological samples or with different concentrations of human IL-
6 standard (code 89/548; NIBSC). The number of cells in each well was measured by use
of the MTT assay (see above). The detection limit of the assay, after considering the

dilution of samples for the assays, proved to be 3.0 international units (IU) IL-6 /ml.

Evaluation and statistics

The numbers of glutamate and / or PGE»- responsive cells of a given cellular phenotype
under determined experimental conditions were expressed as percentage (%) of all cells
of this phenotype investigated. Stimulus-induced, transient increases of [Ca®']i were
expressed as the difference between resting [Ca®']i measured prior to the respective
stimulation and the stimulus-induced [Ca®']; peak (Aratio [340/380 nm]). A difference in
Aratio [340/380 nm] of more than 0.05 was considered to be a stimulus-induced Ca**-
signal, which can be regarded as a strict exclusion criterion. The Aratio values are
presented as means =+ standard error of the mean (SEM) and compared by an analysis of

variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls multiple comparisons test. Levels of
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bioactive TNF-a and IL-6 are also shown as means + SEM and compared by ANOVA
and Newman-Keuls test. The calculations were carried out using the software package

GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., LaJolla, CA, USA).

RESULTS

PGE: induces calcium signals in cells of OVLT microcultures with preponderance

of glial cells

In the first experiment we tested and evaluated the responsiveness of OVLT and MnPO
microcultures to superfusions with PGE>-containing Ca®" imaging buffer. An example
for a PGE»>-responsive OVLT-neuron is shown in Figure 2A. This neuron responded to
PGE: with a transient increase of [Ca*']i. Shape and duration of these Ca®'-signals
resembled those, which we recently described for PGE;-responsive neurons of dorsal root

ganglia (Ott et al. 2015).

Quantitative analysis of these experiments revealed that cultures from the OVLT
contained much more cells responding to PGE; as compared to those from the MnPO
(Fig. 2B). Just 4% of all MnPO neurons investigated, about 2% of all astrocytes and not
a single microglial cell responded to PGE> with a transient increase of [Ca®']i. In cultures
from the OVLT 8% of all neurons, 19% of all astrocytes and 28% of all microglial cells
responded with Ca®'-transients upon stimulation with PGE>. Regarding the direct
responsiveness to PGE>, the OVLT, thus, seems to be a more sensitive brain site as

compared to the MnPO.
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Figure 2: Populations of neurons and astrocytes from MnPO and OVLT primary
cultures directly respond to PGE; with an increase of [Ca*"];

A: Example of an intracellular calcium tracing recorded from a neuron of a primary
OVLT microculture illustrating the responsiveness to PGE> (10 uM). Superfusion with
buffer containing a high concentration of KCI (50 mM) served as vitality test for neurons
at the end of the experiment.

B: Percentages and numbers of neurons, astrocytes, and microglial cells from MnPO or
OVLT primary cultures, which directly responded with an elevation of the intracellular
Ca’*-concentration ([Ca’*];) to PGE; exposure.
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PGE: modulates the strength of glutamate-induced Ca?*-signals in populations of

neurons and astrocytes of MnPO primary cultures

Regarding the proposed effects of PGE> within the thermoafferent pathways and the
central circuitries involved in the manifestation of fever it seemed to be of special
importance to test the effect of PGE, on glutamate-induced Ca*"-responses of MnPO-
neurons (see: Introduction). MnPO cultures were first superfused with Ca**-imaging
buffer containing glutamate (10 uM), thereafter with a mixture of glutamate and PGE»
(both 10 uM) and finally once more with glutamate at equimolar concentration (10 uM)

alone. Examples of such experiments are shown in Fig. 3 (A, B).

In 32.6 % of all MnPO neurons (N = 512) and in 24.6 % of all MnPO astrocytes (N = 716)
investigated, co-administration of PGE> modulated the normal glutamate-responses (Fig.
3C); either the amplitude of the intracellular calcium signal was enhanced (Fig. 3A) or
decreased (Fig. 3B). Such an effect was not observed in microglial cells. To quantify
these observations we calculated the mean Aratio [340/380 nm] values (Fig. 4). In those
neurons (n = 72) and astrocytes (n = 105), in which co-administration of PGE> caused
enhanced [Ca?'];, this increase was significant when compared to the first and the last
superfusion stimulation with glutamate alone (Fig. 4). In contrast, the decrease of [Ca*"];
in those neurons (n =95), in which co-administration of PGE; reduced the strength of
Ca’*-signals, was not significant when compared to both exposures to glutamate without

)i in cells

PGE: (Fig. 4). However, in astrocytes the decrease of glutamate-induced [Ca
exposed to glutamate together with PGE; reached a level of statistical significance when

compared to the first stimulation with glutamate alone.
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Figure 3: Modulation of glutamate-induced Ca**-signals by PGE: in populations of
neurons and astrocytes from MnPO primary cultures

A, B: Examples of intracellular calcium tracings recorded from two neurons of the
MnPO, in which glutamate (Glut; 10uM) -induced increases of intracellular Ca’*-
concentration ([Ca’*];) were modulated by co-administration of PGE> (10 uM), either
enhanced (A) or attenuated (B). Cells were first superfused with glutamate alone, then
with a mixture of glutamate and PGE)>, finally once more with equimolar glutamate alone.
Superfusion with buffer containing a high concentration of KCI (50 mM) served as vitality
test for neurons at the end of the experiment.

C: Percentages and numbers of neurons, astrocytes, and microglial cells from MnPO
primary cultures, for which a modulation of the glutamate-induced elevation of [Ca*"];
was modulated by PGE>.
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Figure 4: Glutamate-induced Ca**-signals are enhanced by PGE; in a population of
neurons from MnPO primary cultures

Aratio [340/380 nm] fluorescence values as measure of intracellular calcium
concentration ([Ca’'];). Columns represent means + SEM of those cells, in which co-
administration of PGE> enhanced glutamate (Glut; 10 uM) -induced increase of [Ca’"];
(neurons: n = 72; astrocytes: n = 105). Cultures were first stimulated with glutamate
alone (Glutl), then with glutamate together with PGE> (Glut + PGE>), and finally again
with glutamate alone (Glut 2).

(*: p < 0.05; ***: p < 0.001 versus Glutl,; ##: p < 0.01; ###: p< 0.001 versus Glut2).

We repeated this experiment at an ambient temperature of 37°C in a smaller population

of cells and obtained very similar results compared to those shown in Fig. 4 (not shown).

In vivo studies suggested that at least a part of those MnPO neurons, which are activated
by glutamatergic inputs and express PGEj-receptors, are GABAergic in nature
(Nakamura et al. 2002). We, therefore, tested whether at least a subpopulation of those
neurons from MnPO primary cultures, which showed enhanced glutamate-evoked Ca**-

signals by co-exposure to PGE», were also GABAergic. For this purpose, an established
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antiserum directed against GABA was employed in combination with antisera against cell
type specific marker proteins for immunocytochemical staining. Examples are shown in

Figure 5.

Figure 5: GABAergic neurons are present in MnPO primary cultures

A - C: Triple labeling for GABA (red, A), MAP2a+b (green, B) and cellular nuclei (DAPI
stain, blue) allowed to determine co-localization of GABA with the neuronal marker
MAP2a+b (yellow in C). Some (white arrowheads) but not all (open arrowheads) MnPO
neurons were GABA-positive. Scale bar = 25um

D: Triple labeling for GABA (red), GFAP (green) and cellular nuclei (blue) allowed to
determine that GABA-like immunoreactivity did not occur in astrocytes.

Cell counting revealed that 28% of all neurons of MnPO primary microcultures were
immunocytochemically labeled by the antiserum against GABA. Examples of cells that
were labeled by an antibody against the neuronal cell marker MAP2a+b and GABA are
illustrated in Fig. 5 A-C. In contrast, astrocytes (Fig. 5D) as well as microglial cells were
not stained by the GABA antibodies. We repeated the experiments shown in figures 3 and
4 and co-labeled the superfusion stimulated cultures thereafter with antibodies /-sera
against GABA and MAP2a+b. We identified those neurons that showed an increase in
glutamate-induced [Ca?*]; by co-administration of PGE: (Fig. 3A, Fig. 4A) and calculated
that 29.5% of these neurons were GABA-positive.
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PGE: reduces the release of cytokines by LPS-stimulated OVLT and MnPO

primary cultures into the supernatants

We finally tested the effects of PGE> on the LPS-induced release of TNF-a and IL-6 into
the supernatants of MnPO and OVLT primary cultures. For comparative reasons we also
tested the effects of PGD: in this experimental approach, which is known to exert
antipyretic and anti-inflammatory capacities. The results of these measurements are

shown in Fig. 6.
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Figure 6: TNF-a and IL-6 concentrations in supernatants of MnPO and OVLT
primary cultures

After 4-6 days of cultivation on CELLocate glass coverslips, MnPO and OVLT primary
cultures were incubated for 120 or 300m min with fresh medium containing PBS
(control), LPS (10 ug/ml), PGE> (10 uM), PGD; (10 uM), LPS + PGE>, or LPS + PGD:.
Columns represent means with SEM (n = 6-8 samples per column). [*: significant
difference versus control; +: significant difference versus LPS; #: significant difference
versus LPS + PGE>; one symbol: p < 0.05; two symbols: p < 0.01; three symbols: p <
0.001].
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Incubation of MnPO and OVLT primary cultures with LPS stimulated release of bioactive
TNF-a (Fig. 6A, C) and IL-6 (Fig. 6B, D) into the supernatant of both cultures. Incubation
of cells with both, PGE> or PGD», together with LPS reduced the stimulated release of
TNF-a into the supernatant of MnPO and OVLT cultures (Fig. 6A, C). This effect was
less pronounced for IL-6 or even absent (Fig. 6B, D). The suppressive effect of PGE> on
LPS-induced formation of TNF-a was even stronger when compared to the effect of
PGDa». These data support evidence for a role of PGE; to limit and regulate stimulus-

induced formation of cytokines in brain tissue.

DISCUSSION

The main results of our study can be summarized as follows: In cells cultured from the
rat OVLT, substantial numbers of neurons, astrocytes, and microglial cells responded to
PGE, with an increase of [Ca*']i. In cells cultured from the MnPO, substantial numbers
of neurons and astrocytes showed enhanced glutamate-induced Ca**-signals by co-
administration of PGE,, although these cells did not show an increase of [Ca*']i, when
they were exposed to PGE: alone. In another population of astrocytes glutamate-induced
Ca’"-signals were attenuated by PGE». Incubation of cells cultured from OVLT and
MnPO with PGE; resulted in attenuated levels of TNF-a in the supernatants after
stimulation with LPS for 120 or 360 min. These observations are discussed in the light of

the proposed or established functions of PGE; in those brain areas.

PGE: evoked Ca*" signals in OVLT and MnPO primary cultures

We observed that almost 10% of all tested neurons, and 20-30% of astrocytes and
microglial cells from OVLT primary cultures responded to PGE: with measurable
increases of [Ca®'];. In contrast, the number of PGE,-responsive cells of all investigated
phenotypes was rather low in MnPO primary cultures. Matsumura et al. (1990) reported
a very high binding density for radioactively labeled PGE, within the MnPO, while
binding of labeled PGE; within the OVLT proved to be less pronounced. Still, PGE>
receptors are present in both brain sites, but the distribution of the receptor-subtypes is

distinct. Four subtypes of PGEx-receptors (EP1-EP4) have been described so far, which
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are all G-protein coupled receptors employing distinct signal transduction pathways (Oka
2004, for review). Using in situ hybridization with radioactive antisense probes
complementary to the rat EPi4 receptors, mapping of receptors for PGE> was performed
for the OVLT and MnPO (Oka et al. 2000). Interestingly, there were striking differences
between both brain sites with regard to the expression of PGE-receptors. In the OVLT,
on the one hand, there was just weak expression of EP3, but stronger expression of EP;
and EP4. In the MnPO, on the other hand, there was pronounced expression of EP3 and
EP4 (Oka et al. 2000; Vasilache et al. 2007). Activation of the EP; receptor employs
elevation of intracellular Ca®" as intracellular second messenger, while binding of PGE
to EP4 stimulates adenylate cyclase. EP3 receptor signaling is predominantly involved in
inhibition of adenylate cyclase via inhibitory G-protein (G;) activation (Hatae et al. 2002;
Oka 2004, for review). An increase of [Ca®']i can principally occur in response to
activation of each of the three PGEx-receptors, which are present in OVLT and MnPO,
as the subunit Gr - from Gi linked to EP3 can cause Ca®'-mobilization (Hatae et al. 2002).
Our observation that more cells cultured from the OVLT (compared to the MnPO)
showed PGEsz-induced Ca?'-signals and that EP; is weakly expressed in the OVLT (as
opposed to the MnPO) suggest that EP and / or EP4 receptors are more likely involved
in the generation of the observed PGE»-evoked Ca?**-signals. The functional relevance of
these Ca**-signals is not clear. However, the lack of prominent EP3 expression in the
OVLT questions the proposed critical role of this brain site in the manifestation of fever
(Blatteis 1992; Roth et al. 2004) since EP3-receptor deficient mice fail to develop fever
in response to LPS (Ushikubi et al. 1998). A later study on EP;-receptor deficient mice,
however, provided evidence that also activation of EP; contributes to the production of
fever in response to LPS, especially during the early phase of the febrile response (Oka
et al. 2003). The OVLT is a brain site with an incomplete blood-brain barrier and,
therefore, directly exposed to circulating PGE,. Since peripherally derived PGE: is
thought to be responsible for the early initiation of LPS-fever (Blatteis 2006; Li et al.
2006; Steiner et al. 2006), it is tempting to speculate that the observed Ca?'-signals in
cells cultured from the OVLT (Fig. 1) are induced via activation of the EP; receptor and,
perhaps, involved in the initiation of fever. It should, however, be considered that there
might be differences regarding the responsiveness of OVLT-cells cultured from neonatal
rat brains and brains of adult animals, which could have been repeatedly exposed to
inflammatory signal molecules including PGE: during their lifetime. Phenomena such as

receptor-upregulation or desensitization might occur, depending on the given internal
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milieu of the animal. Effects like this can readily be investigated in the primary cultures
used for our experiments (Wuchert et al. 2008). It will be of interest to investigate in
further studies, how a pre-exposure with PGE> might alter the responsiveness of OVLT-

cells to an acute stimulation with this substance.

It was conspicuous that glial cells, astrocytes and microglia of OVLT cultures were more
responsive to PGE> than neurons, with regard to absolute numbers and percentages of
responding cells. Astrocytes are secretory cells, which participate in rapid brain
communication by releasing glutamate (Cali et al. 2014). Interestingly, it could be
demonstrated in a recent study that administration of PGE> induces Ca®'-dependent
glutamate exocytosis in astrocytes (Cali et al. 2014). Provided that a mechanism like this
would operate in the OVLT, locally released glutamate or another transmitter might
activate neuronal connections from the OVLT to the MnPO under the influence of PGE:
(i.e. under conditions of systemic inflammation). Whether or not such an astrocyte-
mediated neuronal activation contributes to fever or modifications of other vital

homeostatic functions (McKinley et al. 2015), is speculative at this stage.

Modulation of glutamate-induced Ca2*-signals in cells of MnPO primary cultures

Based on a number of sophisticated in vivo studies, a model of the thermoregulatory
system was elaborated, which incorporates the effects of PGE> within the MnPO to
produce fever (Nakamura & Morrison 2008; Morrison & Nakamura 2011; Nakamura
2011). According to this model activation of EP3-receptors on MnPO neurons is regarded
as a critical step for the manifestation of a febrile response (Lazarus et al. 2007). These
neurons are supposed to be GABAergic and to be excited by glutamate (Nakamura et al.
2002). This model further suggests that preoptic neurons provide a tonic descending
inhibition to caudal brain structures, which drive thermogenic responses. Stronger
activation of the GABAergic MnPO neurons by afferent cold signals or by PGE> (fever)
would then result in disinhibition of thermogenesis (Nakamura et al. 2005; Nakamura
2011). Our Ca*-measurements in cells cultured from the MnPO and stimulated with
glutamate and PGE> can serve as support for this concept of thermoregulatory circuitries.
We were able to identify populations of MnPO-neurons and -astrocytes, which showed
enhanced glutamate-evoked Ca?*-signals by co-administration of PGE: (Figs. 2 and 3).

Preliminary data obtained from experiments with tissue from broader areas of the POA
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(Soares et al. 2013) indicate that the MnPO is not exclusive site within this area, where
such responses occur. Our observations are in line with an electrophysiological
investigation on dissociated preoptic neurons (Katafuchi et al. 2005). Perfusions of these
preparations with PGE, did per se not produce apparent ionic currents through the
membrane, but selectively potentiated the glutamate-induced Ca?*-dependent currents in
these neurons. This result was interpreted as a modulatory effect of PGE> on Ca®'-
dependent ionic currents (Katafuchi et al. 2005). Similar modulatory effects of other
neuroactive substances on glutamate-evoked Ca**-signals were reported for neurons
cultured from the rat hypothalamus (Obrietan et al. 1995; Kopp et al. 2001). Thus,
pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) amplified glutamate-
induced Ca®'-signals by interacting with ionotropic glutamate receptors of the
AMPA / kainate type. On the other hand, PACAP reduced the strength of glutamate-
induced Ca?*-signals by acting on metabotropic glutamate receptors (Kopp et al. 2001).
Since we observed enhancement as well as attenuation of glutamate-evoked Ca**-signals
by PGE: in our experiments (Fig. 3), it will be of interest to determine in future studies,
whether both effects are associated with distinct glutamate-receptors. Another possibility
to explain the observation that PGE> can evoke enhancement as well as attenuation of
glutamate-induced Ca**-signals in cells from MnPO-cultures could relate to distinct
PGE»-receptors. As already mentioned above, EP3 is the predominant PGE»>-receptor
within the MnPO, which is critical for the manifestation of fever (Lazarus et al. 2007).
However, there are several splice variants of the EP3 receptor detectable within the MnPO
(Vasilache et al. 2007), which are termed EPza, EP3p, EP3c (Schmid et al. 1995), EP3n,
EP; , EP3 , (Hatae et al. 2002), or EP31, EP311, EP3ii (Kotani et al. 1995). In the preoptic
area of the mouse, which includes the MnPO, there is a predominant expression of the
slice variant EP3. and also an expression of EP3c, which accounts for about 15% of the
total EP3-receptor expression. EP3p, on the other hand is hardly expressed within this
critical brain site (Vasilache et al. 2007). All of these splice variants have the capacity to
cause an increase of IP3 / Ca”" in response to stimulation with 10 or more nM PGE,
inhibition of cAMP formation even occurs after stimulation with lower doses of 1-3 nM
PGE> (Schmid et al. 1995). It is thus tempting to speculate that the increase of glutamate-
induced Ca**-signals was caused by the splice variants EP3, and EPs, since we used

higher concentrations of PGE: for our experiments.
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In line with the proposed existence of the PGEz-receptor EP; on GABAergic neurons
(Nakamura et al. 2002) we found that about 30% of those neurons, which showed
enhanced glutamate-responses by administration of PGE», were indeed GABAergic. We
have to admit that our measurements of cellular responses of primary cultures from the
MnPO cannot directly be transferred to the in vivo situation. Still, our data support the
view of the existence of GABAergic neurons in the MnPO, which are influenced by PGE>

in a direction that is in accordance with the mentioned in vivo experiments.

Regarding the population of astrocytes, which responded in a similar manner (Fig. 3), we
can again speculate that PGE> might not only enhance astrocytic responses to glutamate,
but also cause enhanced Ca?’-dependent release of glutamate by exposure to PGE, (Cali
et al. 2014). The released glutamate could in turn cause a stronger stimulation of the
GABAergic (and other) neurons in the MnPO and, thereby, enhanced disinhibition of
thermogenesis. Indeed, relevant receptors for glutamate as well as PGE; are present in
astrocytes. Metabotropic glutamate receptors (mGlu3 and mGlu5) are the major
glutamate receptors in astrocytes (Bradley and Challis 2012). Activation of these
receptors evokes Ca’’ signals as we observed in our experiments (Biber et al. 1999). In
rats, injections of kainic acid into the hippocampus induces neuronal damage and
pronounced formation of PGE> within the lesioned brain area (Takemiya and Yamagata
2013). The PGEz, which is produced in response to brain injury predominantly by
endothelial cells, seems to activate astrocytes via the EP3-receptor and causes elevations
of [Ca*]i. As a consequence the stimulated astrocytes release glutamate in a Ca®'-
dependent manner (Takemiya and Yamagata 2013). A similar mechanisms might operate
during systemic inflammation, when there is also a pronounced formation of PGE,,
namely within the MnPO (Lazarus et al. 2007; Vasilache et al. 2015). Such an endothelial-
astrocyte-neuronal signaling pathway may be critical for driving neuronal responses
under inflammatory conditions. Our observation that that there are two groups of
astrocytes, in which opposite modulatory effects of PGE» on glutamate-induced Ca**-
signals are observed are difficult to explain at this stage. Given that EP; is the
predominant PGE:x-receptor on astrocytes, the existence of EPs-splice variants with
distinct signaling pathways (see above), might be the key to explain this result, which

indicates a dual role of PGE: in the responsiveness of astrocytes to glutamate.
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Effects of PGE: on release of cytokines by cells cultured from rat OVLT and MnPO

PGE: is generally regarded as an important mediator of inflammation, in the periphery as
well as in the brain. The coupled induction of COX-2 and mPGES-1 for the inflammatory
production of PGE: in cells forming the blood-brain barrier is even regarded as critical
for the propagation of inflammation from the periphery into the brain (Yamagata et al.
2001; Inoue et al. 2002; Ivanov and Romanovsky 2004; Rummel et al. 2011; Wilhelms
et al. 2014; Vasilache et al. 2015).

Several classes of antipyretic drugs (salicylates; acetaminophen and non-steroidal anti-
inflammatory drugs, NSAIDs) interfere with the formation of PGE: and provide symptom
relief for fever and pain-related sickness behavior (Harden et al. 2015, for review). At
least under conditions of severe disease, inhibition of PGE>-formation can be regarded as
a double-edged sword. There are indications that PGE2 not only acts as a critical mediator
of inflammation, but also represents an important feedback signal within the complex
inflammatory process. In the periphery, suppression of PGE>-formation by use of COX-
inhibitors in an early stage of a given inflammatory insult enhances formation of TNF-a
and might, thereby, have adverse effects on the outcome (Roth et al. 2002; Harden et al.
2015). PGE: is thus rather a regulator than simply a mediator of inflammation. In response
to brain injury or LPS, microglial activation and TNF-a -expression in brain parenchyma
are reduced by exogenous PGE: (Zhang and Rivest 2001). Another recent study provided
evidence that PGE> mediates a negative feedback regulation to limit the synthesis of
inflammatory mediators in a model of chronic neuroinflammation (Brenneis et al. 2011).
We picked up this hypothesis and tested, whether incubation with PGE; or PGD; (a
prostanoid with established anti-inflammatory capacities) modulates release of cytokines
into the supernatants of LPS-stimulated OVLT and MnPO primary cultures. Indeed, we
were able to show that PGE»-exposure causes a significant attenuation of LPS-induced
formation of TNF-a, to some degree also of IL-6. This effect of PGE: tended to be even
stronger compared to PGD>. Whether or not a reduced formation of TNF-a in the brain
has pro- or anti-inflammatory effects critically depends on the type of TNF-receptor,
which is predominantly activated within the area of interest. While pro-inflammatory
effects are mediated via activation of the p55 (type-1) TNF-receptor, anti-inflammatory
effects are exerted by interaction of TNF-a with its p75 (type-2) receptor (Kassiotis and
Kollias 2001; Masli and Turie 2008).

78



Eigene Untersuchungen

For the neuro-glial primary culture, which we used for our experiments, it was not
possible to analyze the reciprocal influence and relation between PGE; and cytokine-
producing cells. The reason is that PGE; is predominantly produced by brain endothelial
cells (Willems et al. 2014; Vasilache et al. 2014), which are not present in the cultures
employed in this study. In our primary cultures cytokines are predominantly produced by
microglial cells and to some degree by astrocytes (Wuchert et al. 2008; Ott et al. 2010).
Due to the absence of endothelial cells, we had to use exogenous PGE» to demonstrate its
inhibitory influence on the formation of cytokines. Primary cultures from OVLT and
MnPO do not fully reflect the respective in vivo conditions, due to the isolation of cells,
the lack of contact to other cells, and the lack of single cell types (here: brain endothelial
cells). Organotypic brain slice cultures might allow to study functional aspects, which
better reflect the in vivo-like situation (Humpel 2015). Still, the primary dissociated
cultures, which we employed for our experiments, allow to record characteristic
responses of cells from a specific brain site. With regard to the LPS-induced release of
cytokines into the supernatants, the question arises of whether the PGE;-induced
modulation of Ca**-signals is somehow related to its inhibitory effect on the production
of TNF-a and IL-6. As mentioned above, microglial cells are of special importance for
the formation of cytokines in our primary cultures. In a previous study, we obtained Ca**-
signals in microglial cells from the area postrema upon stimulation with LPS (Wuchert
et al. 2008). The LPS-stimulated microglial cells also produced TNF-a via activation of
toll-like receptor-4 (TLR4). There is a possible interplay between TLR4-stimulation by
LPS, arise in intracellular Ca®" and the generation of pro-inflammatory cytokines. There
is a study showing that LPS causes an increase of [Ca®’];, via cyclic ADP-ribose acting as
second messenger and potent Ca®>" mobilizer. In this study treatment of microglial cells
with a cADP-ribose antagonist prevented the increase in [Ca*'];, and thereby attenuated
the production of TNF-a (Franco et al. 2006). A direct transfer of this mechanism to the
experiments shown in the present study is, however, hardly possible since LPS-induced
Ca?*-signals in microglial cells and their possible modulation by PGE, were not

investigated.

79



Eigene Untersuchungen

CONCLUSIONS

We present a set of data showing that PGE: induces distinct cellular responses in primary
cultures from two brain sites implicated in the manifestation of fever. The modes of action
of PGE: on brain cells seem to be brain-site specific. Direct effects can be seen in brain
sites with an incomplete blood-brain-barrier (OVLT). Here glial elements seem to be the
major targets of PGE>. Within the brain parenchyma (MnPO) the major function of PGE>
is a modulatory one. Such a modulation of the strength of glutamate-evoked cellular
signals is not restricted to neurons, but also seen in astrocytes. Future studies will have to
ascribe the distinct effects, which we observed in our experiments, to the respective EP-
receptor. With regard to the MnPO, where the EP3 receptor is known to play the most
important role, it will be of interest to analyze, whether dual roles of PGE> in neurons and
astrocytes can be explained by activation of distinct splice variants of the EP3-receptor
and possibly distinct signaling pathways. The use of topographically defined organotypic
brain slice cultures will allow a better understanding of the multiple interactions between
different cell types (endothelial cells as producers of PGE2, astrocytes and neurons as
targets for PGE2) within a given brain site in situations when systemic inflammation

propagates into the brain.
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D. MATERIAL UND METHODEN

Im Rahmen dieses Dissertationsprojekts wurde die Methode der Kultivierung und
experimentellen Untersuchung von Primédrkulturen von Neuronen aus Spinalganglien neu
etabliert. Auch das fiir alle drei wuntersuchten Strukturen angewandte
Untersuchungsschema zur Analyse einer moglichen Modulation der Stirke Glutamat-
induzierter Ca*-Signale durch Prostaglandine wurde bislang innerhalb der Arbeitsgruppe
noch nicht durchgefiihrt. Da diese Versuchsabldufe in Publikationen nicht so ausfiihrlich
beschrieben werden konnen, dass man sie anhand der vergleichsweise kurzen
Beschreibung exakt wiederholen konnte, wurde die Sektion ,,Material und Methoden*

daher so ausfiihrlich wie in einer nicht-kumulativen Dissertation abgefasst.

1. Material

1.1. Gerite

Ger:iit Typ Hersteller

Absaugpumpe Minni A Leybold-Heraeus,
D-Hanau

Autoklav 2540 EL Systec, D-Wettenberg

Binokular mit Kamera SMZ-U Nikon Deutschland,
D-Diisseldorf

Binokular Stemi SV 11 Carl Zeiss AG,

D-Oberkochen

Bipolarer Temperatur- CL-100 Warner Instruments,
Controller Hamden, CT, USA
Brutschrank NuAire™ USAutoflow NuAire Inc., Plymouth,

MN, USA
Calcium-Imaging-System Visitron Systems GmbH,
bestehend aus: D-Puchheim
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Digitale schwarz/weif}

Spot Pursuit, Model 23.0

Visitron Systems GmbH,

Kamera D-Puchheim

Filterrad + MAC 5000 Ludl Electronic Products

Steuereinheit Ltd, New York, NY, USA

Fluoreszenzlampe BH2-RFL-T3 Olympus Optical,
D-Hamburg

Inverses Mikroskop IMT-2 Olympus Optical,
D-Hamburg

Kompressor Silent 30 MAGYV, D-Rabenau

Kondensor IMT-NAC 2 Olympus Optical,
D-Hamburg

Schwingungsfreier WS-5 TMC, Peabody, MA, USA

Tisch

Teflon Zellkultur Werkstatt Kerckhoff

Messkammer Institut, D-Bad Nauheim

Wechselspannungs- Wandel & Goltermann,

stabilisator D-Reutlingen

COs-Inkubator

BB-15 Function Line

Thermo Scientific,

D-Dreieich
Eismaschine Icematic F120 und D100 CasteIMAC S.p.A.,

I-Castefranco Veneto
Fluoreszensmikroskop BX50 Olympus Optical,
mit: D-Hamburg

Digitale schwarz/weif}

Spot Insight, Model 3.1.0

Visitron Systems GmbH,

Kamera D-Puchheim
HeiBluftsterilisator ED 115/E2 Binder GmbH,
D-Tuttlingen
Mikroplatten Photometer | Digiscan Asys Hitech, A-Eugendorf
Mikroskop Fluovert FU Leica Microsystems,
D-Wetzlar
Mikrozentrifuge Force 7 Denver Instrument,

Bohemia, NY, USA
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Peltier Kiihlung Werkstatt Kerckhoff
Institut, D-Bad Nauheim
pH-Meter inoLab® 7110 WTW GmbH,
D-Weilheim
Pipetten 8-Kanal, 500-2500, 200- Eppendorf AG,
1000, 100-1000, 10-100, D-Hamburg
20-200, 2-20, 2-10 pl
Pipetten 20-, 200-, 0,5-2 pl Gilson Inc., Middleton,
WI, USA
Pipettierhilfe Pipetboy Integra Biosciences
GmbH, D-Fernwald
Reinstwassersystem Milli-Q Biocel Millipore, D-Eschborn
Schlauchpumpe Minipuls-3 Abimed Analysen Technik
GmbH, D-Langenfeld
Schiittelapparat 3006 GFL GmbH, D-Burgwedel
Schwanenhalslampe KL 1500 Schott AG, D-Mainz

Sicherheits-Bunsenbrenner

Fireboy eco

Integra Biosciences

GmbH, D-Fernwald

Solution In-Line

Heater/Cooler Two Line

Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA

Sterilbank

Microflow Biological

Thermo Scientific,

Safety Cabinet D-Dreieich
Thermoblock QBT VWR, D-Darmstadt
Tischriihr- und Heizgerdt | HI 300N HANNA Instruments,
Woonsocket, RI, USA
Tischriihr- und Heizgerdt | RCT Basic IKA® Werke GmbH & Co,
KG, D-Staufen
Ultraschall-Wasserbad EMMI 30 EMAG AG, D-Morfelden-

Waldorf

Vibratom TSE 550752/M Technical & Scientific
GmbH, D-Kronberg
Vortexmischer VF und VF2 IKA® Werke GmbH & Co,

KG, D-Staufen
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Waagen

AE 50 und PM 2500

Mettler Toledo, D-Gief3en

Zentrifuge

Mikro Rapid / K

Hettich GmbH & Co. KG,
D-Tuttlingen

1.2. Ge- und Verbrauchsmaterial

1.2.1. Allgemein
Name Typ Hersteller
Becherglaser Klasse A Roth GmbH, D-Karlsruhe
Einmalhandschuhe Latex Unigloves GmbH,
D-Troisdorf
Einmalhandschuhe N-Dex®/ Nitril Showa Best Glove, Menlo,
GA, USA
Einwegpasteurpipetten 3ml MAGYV, D-Rabenau
Glasflaschen 500-, 1000-, 2000 ml Schott AG, D-Mainz
Labortiicher Kimtech, fusselfrei Kimberly-Clark, D-Mainz
Magnetriihrstdbchen PTFE ummantelt Roth GmbH, D-Karlsruhe
Messkolben Klasse A, 1-,2-und 5 1 Roth GmbH, D-Karlsruhe
Messzylinder Klasse A, 100- und 250- ml | Roth GmbH, D-Karlsruhe
Parafilm® Roth GmbH, D-Karlsruhe
Pipettenspitzen verschiedene GrofBen MAGYV, D-Rabenau
Reaktionsgefilie 2-,1,5-und 0,5- ml Eppendorf AG,
D-Hamburg

ReaktionsgefdBstinder

Roth GmbH, D-Karlsruhe

Serologische Pipetten

1-, 5-, 10-, 25- und 50 ml

Sarstedt, D-Niumbrecht

Zentrifugenrohrchen

Steril, 15- und 50 ml

Sarstedt, D-Niumbrecht
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1.2.2. Tierhaltung

Name Typ Hersteller

Einstreu fiir Tierkdfige Lignocel JRS, GmbH, D-Rosenberg

Polycarbonatkéfige Typ III Fa. Dipl.-Ing. W. Ehret
GmbH, D-Emmendingen

Polycarbonatkifige Typ IV Fa. Dipl.-Ing. W. Ehret
GmbH, D-Emmendingen

Standard Rattenfutter R-Z V1324-000 Ssniff, D-Soest

1.2.3. Zellkultur und Calcium-Imaging

Name Typ Hersteller
Cellocate® Eppendorf AG,
D-Hamburg
CELL-VU 25 x 25 mm Grid Millenium Sciences, New
Coverslips DRM800 York, NY, USA
Deckglaschen 15 x 15 mm Stérke 1 Menzel GmbH,
D-Braunschweig
Einmalkaniilen 18 Gund 22 G B. Braun, D-Melsungen
Einmalskalpellklingen Otto Riittgers GmbH &
Co. KG, D-Solingen
Einwegspritzen 5und 20 ml B. Braun, D-Melsungen
Einwegspritzen 1 ml BD, D-Heidelberg
Filterpapier 10 cm Macherey-Nagel, D-Diiren
Gewebekleber Histoacryl B. Braun, D-Melsungen
Hahnenbank 5-fach Pub Medizintechnik,
D-Kirchseen
Irisschere, fein gerade Fine Science Tools GmbH,
D-Heidelberg
Nachstarschere Vannas Fine Science Tools GmbH,

D-Heidelberg
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Pasteurpipetten 230 mm aus Glas MAGYV, D-Rabenau
Petrischale Glas, @ 11 cm MAGYV, D-Rabenau
Petrischale Plastik, 100 x 20 und 35 x | Sarstedt, D-Niimbrecht
10 mm
Pinzette Dumont # 5, gerade Fine Science Tools GmbH,
D-Heidelberg
Rasierklingen 752/1/8S Campden Instruments
Ltd., GB-Loughborough
Spatel, fein gebogen Fine Science Tools GmbH,

D-Heidelberg

Sterilfilter FP 30/0,2 CA-S Schleicher und Schuell
GmbH, D-Dassel
Teflonschldauche Innendurchmesser 0,75 Kronlab, D-Sinsheim
und 1,98 mm
Tygon Schléuche fiir Abimed Analysen Technik
Schlauchpumpe GmbH, D-Langenfeld
Zahlkammer (Neubauer) C-Chip NanoEnTek, Inc., Seoul,
Korea
Zellkulturkammer flexiPERM micro 12, 0,35 | Greiner-Bio One GmbH,
ml Volumen / Kammer D-Frickenhausen
1.2.4. Immunzytochemie
Name Typ Hersteller
Inkubationskasten mit 20x30x5cm Biochem Instrumente
Deckel GmbH, D-Weilburg
Multi-Dishplatten 8 Wells Nalge Nunc International,
Pennfield, NY, USA
Multi-Wellplatten 12 Wells Greiner-Bio One GmbH,
D-Frickenhausen
Objekttrager 76 X 26 mm Menzel GmbH,

D-Braunschweig
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Objekttragermappe fiir 20 Objekttrager LAT-Labor- und
Analysen-Technik GmbH,
D-Garbsen
1.2.5. TNF-a und IL-6 Bioassays
Name Typ Hersteller
Multi-Wellplatten 96 Wells Sarstedt, D-Niimbrecht

Zellkulturflaschen

PAA GmbH, A-Pasching

1.3.

Chemikalien und Substanzen

Bezeichnung

Hersteller

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-
Ethansulfonsdure (HEPES)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

2-Mercaptoethanol

Merck KGaA, D-Darmstadt

2-Propanol

Merck KGaA, D-Darmstadt

3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

4',6-Diamidin-2-Phenylindol Dilaktat
(DAPI)

Life Technologies GmbH, D-Darmstadt

Actinomycin D

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Aqua-Stabil

Julabo Labortechnik GmbH, D-Seelbach

B27

Life Technologies GmbH, D-Darmstadt

Calciumchlorid (CaCly)

Merck KGaA, D-Darmstadt

Carbogen

Praxair GmbH, D-Diisseldorf

Citifluor

Citifluor Ltd., GB-London

Collagenase Typ I CLS II

Biochrom AG, D-Berlin

D-Glucose Monohydrat

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dispase [

Roche Diagnostics GmbH, D-Mannheim
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Dispase 11

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline

PAA GmbH, A-Pasching

Ethanol absolut (abs. ETOH)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ethanol, vergillt (ETOH)

Stockmeier GmbH & Co. KG,
D-Dillenburg

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fetales Kélberserum (FKS)

PAA GmbH, A-Pasching

Fura-2-acetoxymethylester (Fura-2AM)

Life Technologies GmbH, D-Darmstadt

Gentamycin

Biochrom AG, D-Berlin

Gey’s Balanced Salt Solution (GBSS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
Ca”*- und Mg**-frei

Biochrom AG, D-Berlin

Isopropanol / HCI — Losung

Merck KGaA, D-Darmstadt

Kalibrierlosung fiir pH-Meter: pH 4,01 /
7,00/10,01

WTW GmbH, D-Weilheim

Kaliumchlorid (KCI)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

L-Glutamat, Monosodiumsalz

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

L-Glutamin

Life Technologies GmbH, D-Darmstadt

Lipopolysaccharid (E. coli, Serotyp
0111:B4)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Magnesiumchlorid (MgCl)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Menthol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Natronlauge (NaOH) Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe
Neurobasal-A Medium (NBA) Life Technologies GmbH, D-Darmstadt
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Penicillin / Streptomycin

Life Technologies GmbH, D-Darmstadt

Phosphate Buffered Saline (PBS) Tablets

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Poly-L-Lysin

Biochrom AG, D-Berlin

Prostaglandin D, (PGD>)

Enzo Life Sciences GmbH, D-Loérrach

Prostaglandin E> (PGE3)

Enzo Life Sciences GmbH, D-Lo6rrach

Salzsdure (HCI)

Carl Roth GmbH & Co. KG, D-Karlsruhe

Triton X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Trypanblau ICN Biomedicals Inc, Costa Mesa, CA,
USA
Wasser, steril (4qua bidest.) Reinstwassersystem im Haus

1.4. Software

Name Version Hersteller

Adobe Photoshop CS2 Adobe Systems GmbH,
D-UnterschleiBheim

Citavi 4 Swiss Academic Software,
CH-Widenswil

Graph Pad Prism® 5.0.2 GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA

Metafluor 7.7.8.0 Visitron Systems GmbH,
D-Puchheim

Metamorph 7.7.5.0 Visitron Systems GmbH,
D-Puchheim

Microsoft Office Excel 2003 /2013 Microsoft Corporation,
D-UnterschleiBheim

Microsoft Office Word 2003 /2013 Microsoft Corporation,
D-UnterschleiSheim

2. Versuchstiere

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden Wistar Ratten aus
der institutseigenen Zucht verwendet, deren Elterntiere von der Charles River (WIGA)
GmbH in Sulzfeld bezogen wurden. Die Aufzucht und die Haltung der Tiere fand bei
einer konstanten Raumtemperatur von 23 + 1 °C, einer relativen Luftfeuchte von 50 %
und einem 12 / 12 Stunden hell / dunkel Rhythmus (Licht von 07:00 bis 19:00 Uhr) statt.
Die Jungtiere wurden gemeinsam mit dem Muttertier in transparenten Typ IV

Polycarbonat-Kéfigen gehalten. Nach dem Absetzen (110 + 10 g Kérpergewicht) wurden
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die Tiere nach Geschlechtern getrennt und in Gruppen von bis zu 5 Tieren in
transparenten Typ III Polycarbonat-Kéfigen gehalten. Wasser und Rattenzuchtfutter

standen wéhrend der gesamten Zeit ad libitum zur Verfigung.

Fiir die Versuche an den priméren neuroglialen Zellkulturen des MnPO und des OVLT
wurden neonatale Ratten beiderlei Geschlechts mit einem Alter von 4 — 6 Tagen
verwendet. Fiir die Etablierung der primédren neuroglialen Zellkulturen der
Spinalganglien wurden Ratten beiderlei Geschlechts mit einem Alter von 5 — 6 Wochen
verwendet. Die Totung der neonatalen Ratten wurde unter GI 18/2-Nr. A33/2012
(527_AZ) und GI 18/2 (443 AZ) angezeigt. Die Entnahme des Gewebes fiir die
Etablierung der Spinalganglienkulturen fand aus Ratten statt, deren T6tung unter GI 18/2-
Nr. A57/2011 und 486 M angezeigt wurde.

3. Methoden

3.1. Primaére Zellkultur

Wie bereits in der Einleitung erldutert, spielt die praoptische Region des Hypothalamus
eine zentrale Rolle in der Thermoregulation (Boulant und Hardy 1974; Hammel 1968;
Hayward und Baker 1968). Auch auf die Rolle der Prostaglandine E; und D> im Rahmen
der Thermoregulation (Coceani et al. 1986; Coceani et al. 1988; Gao et al. 2009a; Milton
1998; Milton und Wendlandt 1971; Mouihate et al. 2004) und deren Wirkung iiber ihre
spezifischen Rezeptoren (Joo und Sadikot 2012; Oka et al. 2003a; Scher und Pillinger
2009; Ushikubi et al. 1998) wurde dort bereits eingegangen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die modulatorische Wirkung der Prostaglandine E> und
D, auf einen Teilbereich der praoptischen Region, den MnPO, untersucht.
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen haben die Bedeutung dieses Kerngebietes im
Regelkreis der Thermoregulation bereits gezeigt (Nakamura 2011; Nakamura und
Morrison 2008a; Yoshida et al. 2009). Von besonderem Interesse ist hierbei die hohe
Dichte des PGE» Rezeptors EP3 im Bereich des MnPO (Nakamura et al. 2000).
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Neben dem MnPO wurde die modulatorische Wirkung der Prostaglandine E2 und D> auf
das OVLT untersucht. Das OVLT liegt in direkter Nachbarschaft zum MnPO in der
anteroventralen Wand des dritten Ventrikels (AV3V) und zdhlt zu den
zirkumventrikuldaren Organen. Dies bedeutet, dass es iiber eine durchldssige Blut-Hirn-
Schranke verfiigt und somit direkten Kontakt zu zirkulierenden Stoffen wie zum Beispiel
Zytokinen und auch Prostaglandinen hat. Das OVLT gilt daher als mdgliche
Eintrittspforte fiir zirkulierendes PGE: (Blatteis et al. 1983; Hellon und Townsend 1982),
welches von dort aus Einfluss auf Zellen des MnPO nehmen konnte. Weiterhin wurden
auch im OVLT Zellen mit PGE; Rezeptoren des Typs EP3 gefunden, die als eine
Verldngerung der EP; positiven Zellpopulation des MnPO angesehen werden (Lazarus et

al. 2007).

Mit dem MnPO und dem OVLT wurden zwei Strukturen des zentralen Nervensystems
untersucht. Wie jedoch bereits in der Einleitung beschrieben, besteht das
thermoregulatorische System nicht nur aus zentralen, sondern auch aus peripheren
Anteilen. Einer dieser Anteile sind die Nervenknoten der Nervenzellen des peripheren
Nervensystems, die sogenannten Spinalganglien (Dorsal Root Ganglion / DRG). Friihere
Untersuchungen haben gezeigt, dass Zellen der Spinalganglien liber Rezeptoren fiir PGE>
verfliigen (Nakamura et al. 2000; Natura et al. 2013; Southall und Vasko 2001) und dass
PGE: die Reaktionen dieser Zellen beeinflussen kann (Linte et al. 2007; Stucky et al.
1996).

Zur experimentellen in vitro Untersuchung der Beeinflussung dieser zentralen und
peripheren thermoregulatorischen Neurone durch die Prostaglandine E> und D> wurden
neurogliale Primérkulturen des MnPO, des OVLT und der Spinalganglien angelegt,
welche als Grundlage fiir weitere Untersuchungen dienten. Hierbei ist zu beachten, dass
es sich bei den Primérkulturen des MnPO und des OVLT niemals um Reinkulturen
handelte. Durch die Priparationstechnik bedingt war es unvermeidlich, dass auch Zellen
aus Gehirnregionen in die Zellkultur gelangten, welche an das MnPO und das OVLT
angrenzen. Aus diesem Grund handelte es sich, wenn im Rahmen dieser Arbeit von
Primérkulturen gesprochen wird, um MnPO- bzw. OVLT-angereicherte Primérkulturen.
Als Grundlage fiir Herstellung dieser Primirkulturen dienten Vorarbeiten am Institut, die
auf den Erfahrungen des Max-Planck-Instituts fiir physiologische und klinische
Forschung basierten (Jurzak et al. 1994). So wurden am Institut im Rahmen

vorhergehender Arbeiten bereits erfolgreich MnPO- (Hitzel 2009) und OVLT-
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angereicherte (Ott et al. 2010) Primérkulturen angelegt. Die neurogliale Primérkultur der
Spinalganglien wurde im Rahmen dieser Arbeit neu etabliert. Auch hier dienten die in
der Vergangenheit gesammelten Erfahrungen als Grundlage. Diese wurden mit Hilfe von
Protokollen anderer Arbeitsgruppen erfolgreich angepasst (Babes et al. 2004; Linte et al.
2007; Reid et al. 2002; Rossbach et al. 2011).

3.1.1. Primiére neurogliale Zellkultur des Nucleus medianus praeopticus (MnPQ)

und des Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT)

3.1.1.1. Losungen und Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung
Neurobasal-A (NBA) Zellkulturmedium | Neurobasal-A Medium
B 27 (Endkonzentration 2%)

Penicillin/Streptomycin (100 pg/ml)
L-Glutamin (2 mM)

GBSS — Puffer GBSS
Glucose (0,5%)
HBSS — Puffer HBSS

HEPES (20 mM)

Enzymlosung HBSS — Puffer
Dispase I (2,4 U/ml)

Inaktivierungslosung HBSS — Puffer
EDTA (1 mM)

3.1.1.2. Ablauf

Vorbereitend wurden am Tag vor der eigentlichen Priparation Kultivierungssysteme fiir
die Zellen fertiggestellt. Dieser, wie auch spétere Arbeitsschritte, wurden zur
Gewihrleistung einer keimarmen Arbeitsumgebung unter einer sterilen Arbeitsbank

durchgefiihrt. Die benutzten Pipettenspitzen und Reaktionsgefile wurden vorher
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autoklaviert. Das Kultivierungssystem bestand aus flexiPERM micro 12 Kammern mit
einer Grundfliche von 28 mm?, welche in 70% Ethanol desinfiziert wurden. Auf die glatte
Unterseite dieser flexiblen Mikrozellkulturkammern wurden mit einer Pinzette
unterschiedliche Arten von Deckgldsern als Boden zentriert angebracht. Fiir die
Verwendung in den Stimulationsversuchen wurden einfache Deckglédschen (15 x 15 mm)
benutzt, wihrend fiir die Verwendung in den Calcium-Imaging Versuchen CELL-VU
Glaschen zum Einsatz kamen. Diese verfligen iiber ein lasergraviertes Raster, mit
welchem die untersuchten Zellen nach dem eigentlichen Versuch einfacher
wiedergefunden werden konnen. Alle Deckgldschen wurden vor ihrer Verwendung in 1 N
Salzsdure und in 70% Ethanol gewaschen, unter der sterilen Arbeitsbank abgeflammt und
dort aufbewahrt. Zur Gewdhrleistung eines optimalen Anheftens und Anwachsens der
Zellen wurden die Deckglédser nach dem Anbringen an die Mikrozellkulturkammern mit
200 pl Poly-L-Lysin beschichtet und in Petrischalen fiir 12 Stunden bei 4 °C
lichtgeschiitzt aufbewahrt. Am folgenden Tag wurden die Reste des Poly-L-Lysins mit
Hilfe einer sterilen Pipette und eines Pumpensystems unter der sterilen Arbeitsbank
abgesaugt und die Mikrozellkulturkammern mit sterilem, entionisiertem Wasser
gewaschen. Bis zu ihrer weiteren Verwendung wurden sie bei 37 °C im Brutschrank

aufbewabhrt.

Am folgenden Tag wurden die benétigten Losungen und Puffer in 50 ml
Zentrifugenrohrchen angesetzt. Das mit den Supplementen versetzte Zellkulturmedium
wurde in einem Wiarmeblock auf 37 °C erwarmt, wahrend der GBSS — und der HBSS —
Puffer fiir 20 min auf Eis {iber ein Schlauchsystem mit Carbogen begast wurden. 10 ml
des HBSS — Puffers wurden danach zur spateren Verwendung als Inaktivierungslosung

mit 1 mM EDTA versetzt und im Warmeblock auf 37 °C erwarmt.

Die eigentliche Prédparation wurde mit hitzesterilisierten Instrumenten an mit 70%
Ethanol desinfizierten Arbeitsplidtzen durchgefiihrt. Die vier bis sechs Tage alten Wistar
— Ratten wurden mit einer Schere dekapitiert und der abgetrennte Kopf fiir weniger als 1
Minute in ein Becherglas mit eiskaltem 70% Ethanol tiberfiihrt. Der Kopf wurde danach
mit einer Pinzette in einer Petrischale fixiert, die Kopfthaut mit einer Einmalskalpellklinge
eingeschnitten und mit einer Pinzette vom Schidel entfernt. Mit Hilfe einer Irisschere
wurde die Schideldecke ringsum vorsichtig eingeschnitten und mit einer Pinzette nach
kaudal geklappt. Das nun freiliegende Gehirn wurde mit einer weiteren

Einmalskalpellklinge durch einen Coronalschnitt auf Hohe der Zirbeldriise in zwei Teile
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getrennt. Mit einem Spatel wurde der vordere Teil des Gehirns vorsichtig in
rostrocaudaler Richtung aus dem Schédel gelost. Um zu verhindern, dass durch zu starken
Zug auf die Nervi optici die Region, welche das OVLT beinhaltet, abriss, wurden diese
mit einer Schere durchtrennt und das Gehirn vollstindig aus dem Schédel gelost. Zur

Aufbewahrung wurde das Gehirn in eine Petrischale mit eiskaltem oxygeniertem GBSS
tiberfiihrt.

Abbildung 8: Lokalisation des Organums vasculosum laminae terminalis und des
Nucleus medianus praeopticus

Links: Schematische Darstellungen des Organums vasculosum laminae terminalis und
des Nucleus medianus praeopticus im coronalen Querschnitt des Gehirns der Ratte
(jeweils rot). Schema modifiziert nach Paxinos & Watson (2005).

Rechts: Frischgewebeschnitte von neonatalen Rattengehirnen (d 4 — 6) mit den
markierten Exzisionsstellen.

3V = dritter Ventrikel, ac = Commissura anterior, cc = Corpus callosum, LV = lateraler
Ventrikel, MnPO = Nucleus medianus praeopticus, och = Chiasma opticum, OVLT =
Organum vasculosum laminae terminalis

Mit Hilfe zweier Spatel wurde das Gehirn mit der Schnittfliche durch Gewebekleber
(Histoacryl) auf einem Teflonblock fixiert und dieser in die Kammer des Vibratoms
eingebaut. Die Kammer war bereits mit gekiihltem (4 °C) GBSS — Puffer befiillt und
wurde wihrend der gesamten Prozedur mit Carbogen begast. Von dem so vorbereiteten

Gehirn wurden von rostral beginnend fortlaufende coronale Schnitte mit 500 pm
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Schnittdicke angefertigt und diese mit einer sterilen feuerpolierten Glaspipette in
Petrischalen mit gekiihltem begastem GBSS — Puffer iberfiihrt. Die
Frischgewebeschnitte wurden in den Petrischalen mit einer Pinzette unter einem
Binokular fixiert und mit einer Augenschere die Regionen des MnPO und des OVLT
herausprépariert. Zur besseren Orientierung in den Schnitten dienten der dritte
Hirnventrikel sowie die Commissura anterior als charakteristische Leitstrukturen
(Abbildung 8). Die so gewonnen Exzidate wurden, getrennt nach Gehirngebieten, mit
einer sterilen Glaspipette in Petrischalen mit gekiihltem begastem HBSS — Puffer
tiberfiihrt. Nach der Priparation wurden die Exzidate unter der sterilen Arbeitsbank mit
einer Pipette in die Dispase I Enzymlosung iberfiihrt, um die Zellen aus dem
Gewebeverbund zu 16sen. Die Enzymldsung wurde in Aliquoten von 1 ml mit einer
Konzentration von 2,4 U/ml angesetzt. Bei dem Transfer der Exzidate wurde zusétzlich
die gleiche Menge an HBSS - Puffer hinzugegeben, sodass sich am Ende eine
Konzentration des Enzyms von 1,2 U/ml ergab. In dieser Enzymlosung wurde das
Gewebe unter stindiger Carbogenbegasung bei 37 °C fiir 40 min inkubiert. Der
enzymatische Verdau der Zellen mit Dispase I wurde gewdhlt, da dieser zu keiner
Schéadigung der Zellmembran fiihrt (Frangakis et al. 1982; Frangakis und Kimelberg
1984). Der enzymatische Verdau wurde durch zweimaliges Waschen mit der
Inaktivierungslosung (HBSS — Puffer + EDTA) gestoppt, wonach das Gewebe noch
dreimal mit dem Zellkulturmedium Neurobasal-A gewaschen wurde. Da der
enzymatische Verdau den Gewebeverband nicht vollstindig 16sen konnte, wurde das
Gewebe anschlieffend in 1 ml NBA durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren mit einer
1000 pl Pipette mechanisch dissoziiert. Mit Hilfe einer Neubauer Zdhlkammer wurde die
Zellzahl der Suspension ermittelt und durch Verdiinnung mittels NBA auf eine Zellzahl
von 75.000 Zellen / ml eingestellt. Die Suspension wurde auf die vorgewidrmten
Mikrozellkulturkammern verteilt (jeweils 350 pl) und zur Aufbewahrung in diesen in
einen Inkubator mit 37 °C und COz-Konzentration von 5% tiberfiihrt. Nach 24 h Stunden
erfolgten eine erste Betrachtung der Zellen unter einem inversen Mikroskop, sowie ein
erster Wechsel des Zellkulturmediums, wodurch tote Zellen und Zelldetritus aus der
Suspension entfernt wurden. Nach weiteren zwei Tagen erfolgte ein erneuter Wechsel des
Mediums. Nach einer 3 — 4 tigigen Wachstums- und Differenzierungsphase konnten die
Zellen fiir Calcium-Imaging und Stimulationsversuche mit anschlieBender

Zytokinmessung verwendet werden.
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3.1.2. Etablierung einer priméiren neuroglialen Zellkultur der Spinalganglien

(Dorsal Root Ganglion / DRG)

Wie bereits in der Einleitung dieses Abschnittes beschrieben, musste zur Untersuchung
der Beeinflussung der peripheren Neurone des thermoregulatorischen Systems eine
Primérzellkultur der Spinalganglien am Institut neu etabliert werden. Das erarbeitete
Protokoll hierzu orientierte sich einerseits an den bereits erfolgreich etablierten
Protokollen fiir Priméarzellkulturen zentraler Gehirnregionen am Institut, andererseits an
den gesammelten Erfahrungen anderer Arbeitsgruppen (D.3.1) und wurde an die

Bediirfnisse dieser Arbeit angepasst.

3.1.2.1. Losungen und Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung
Neurobasal-A (NBA) Zellkulturmedium | Neurobasal-A Medium
B 27 (Endkonzentration 2%)

Penicillin/Streptomycin (100 pg/ml)
L-Glutamin (2 mM)

GBSS — Puffer GBSS
Glucose (0,5%)
HBSS — Puffer HBSS
HEPES (20 mM)
DPBS - Puffer Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline
Enzymlosung HBSS — Puffer

Collagenase Typ II (2,5 mg/ml)
Dispase II (2,5 U/ml)

Inaktivierungslosung HBSS — Puffer
EDTA (1 mM)
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3.1.2.2. Ablauf

Die Vorbereitungen fiir die Préparation der Spinalganglien glichen denen, die in
Abschnitt D.3.1.1.2 fiir die Préparation der MnPO- und OVLT-Primérzellkulturen
beschriecben  wurden, das heifit auch hier wurden die flexiPERM
Mikrozellkulturkammern, die fiir die Kultivierung der Zellen genutzt wurden, am Tag vor
der eigentlichen Préaparation vorbereitet und die bendtigten Losungen und Puffer am Tag

der Préparation angesetzt.

Fiir die Praparation wurden Wistar-Ratten im Alter von 5 — 6 Wochen genutzt. Diese
wurden mechanisch betdubt und durch zervikale Dislokation getotet. Anschliefend
wurde, beginnend auf Hohe der Scapula bis zum Os sacrum, mittig auf dem Riicken ein
Langsschnitt gesetzt, mit welchem die Haut und die Muskulatur durchtrennt wurden. Die
Haut wurde stumpf abpripariert und die Wirbelsiule zum einen am Ubergang zwischen
dem zervikalen und thorakalen, zum anderen am Ubergang zwischen dem lumbalen und
sakralen Bereich der Wirbelsdule mit einer Schere durchtrennt. Mit einem Skalpell wurde
das Teilstiick der Wirbelsdule von anhaftender Muskulatur geldst und zum Transport in
ein Becherglas mit gekiihltem DPBS — Puffer iberfiihrt. Zur Préparation wurde die
Wirbelsdule auf Zellstoff gelegt (Abbildung 9 A) und regelmédBig mit DPBS — Puffer

angefeuchtet.
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Abbildung 9: Lokalisation und Préiparation der Spinalganglien

Das priparierte Teilstiick der Wirbelsdule einer 5 Wochen alten Wistar-Ratte vor (A)
und nach (B) Eroffnung des zentralen Wirbelkanals. Im Bereich der
Zwischenwirbellocher finden sich die Ganglien der paarigen Spinalnerven (B, C

schwarzer Pfeil). Die prdparierten Spinalganglien mit anhaftenden Spinalnerven in
GBSS — Puffer (D schwarzer Pfeil).

Als erster Schritt wurde mit dem Schenkel einer Irisschere in den Canalis vertebralis
eingedrungen und das Wirbelsdulenpriparat auf der dorsalen Seite vorsichtig der Lénge
nach er6ffnet. Mit Hilfe zweier Pinzetten konnten die durchtrennten Wirbelkorper seitlich
weggeklappt und das im Canalis vertebralis liegende Riickenmark freigelegt werden. Die
zu préaparierenden Nervenknoten der Spinalnerven lagen in den Foramina
intervertebralia, den Austrittsstellen der paarigen segmentalen Spinalnerven aus dem
Canalis vertebralis. Mit einer Pinzette wurde das Riickenmark vorsichtig angehoben und
der Verlauf der Spinalnerven dargestellt (Abbildung 9 B). Mit einer Pinzette wurden die
Spinalganglien durch leichten Zug vorsichtig aus dem Foramen intervertebrale gelost
(Abbildung 9 C) und mitsamt anhaftender Reste der Spinalnerven in eine Petrischale mit

gekiihltem begastem GBSS — Puffer {iberfiihrt (Abbildung 9 D).

Die so gewonnen Spinalganglien wurden mit Hilfe einer Pinzette unter einem Binokular
in der Petrischale fixiert. Mit einer zweiten Pinzette wurde die kollagenfaserige Kapsel,
welche das Ganglion umschlieBt, vorsichtig entfernt und mit einer Augenschere die noch
anhaftenden Reste der Spinalnerven direkt am Ganglion abgetrennt. Die Ganglien wurden

mit einer sterilen Glaspipette in eine Petrischale mit gekiihltem begastem HBSS — Puffer
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tiberfiihrt und zur Unterstiitzung des enzymatischen Verdaus mit einer Augenschere in
zwei bis drei kleinere Stiicke zerteilt. Diese wurden anschlieBend unter der sterilen
Arbeitsbank mit einer Pipette in die Enzymlosung iiberfiihrt. Unter der Vielzahl der
moglichen nutzbaren Enzyme wurde eine Mischung aus Collagenase Typ II und Dispase
II gewihlt, da diese bereits erfolgreich eingesetzt wurde (Malin et al. 2007) und, wie auch
bei dem enzymatischen Verdau des MnPO- und OVLT-Gewebes, den Vorteil bot, dass
der Zellverband gelockert, die Zellmembran jedoch nicht vorgeschddigt wurde. Die
Exzidate wurden fiir 45 min bei 37 °C und stdndiger Carbogenbegasung inkubiert. Nach
Ablauf der 45 min wurden die Exzidate unter der sterilen Arbeitsbank durch mehrfaches
Auf- und Abpipettieren mit einer 1000 pl Pipette vorsichtig dissoziiert und erneut fiir 1
min bei 37 °C und stindiger Carbogenbegasung inkubiert. Zur Beendigung des
enzymatischen Verdaus wurden der Suspension 5 ml der Inaktivierungslosung
hinzugegeben und die Suspension anschlielend fiir 2 min bei 2000 U/min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet in 5 ml Inaktivierungslosung resuspendiert und
die Suspension erneut zentrifugiert. Nach der Inaktivierung folgten zwei Wasch- und
Zentrifugationsschritte mit jeweils 5 ml NBA Zellkulturmedium. Nach der letzten
Zentrifugation wurde das Pellet in 1 ml NBA resuspendiert und mit Hilfe einer Neubauer
Zellkammer die Zellzahl der Suspension ermittelt. Durch Zugabe von NBA wurde die
Zellzahl auf 50.000 Zellen / ml eingestellt. Die Suspension wurde auf die vorgewirmten
Mikrozellkulturkammern verteilt (jeweils 350 pl) und zur Aufbewahrung in diesen in
einen Inkubator mit 37 °C und COz-Konzentration von 5% tiberfiihrt. Bereits nach 6 h
Stunden erfolgten eine erste Betrachtung der Zellen unter einem inversen Mikroskop,
sowie ein erster Wechsel des Zellkulturmediums, wodurch tote Zellen und Zelldetritus
aus der Suspension entfernt wurden. Ein erneuter Wechsel des Zellkulturmediums
erfolgte nach 16 h. Im Anschluss an diesen Wechsel konnten die Zellen fiir Calcium-

Imaging Versuche verwendet werden.
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3.2. Ca’-Ratio Imaging Technik: Messung der intrazelluliren

Kalziumkonzentration

Von der Kontrolle der Kontraktion der Herzmuskelzellen (Dulhunty 2006), iiber die
Regulation wichtiger Aspekte des Zellzyklus (Lu und Means 1993), bis hin zur
prasynaptischen calciumabhingigen Exozytose synaptischer Vesikel zur Freisetzung
verschiedener Neurotransmitter (Neher und Sakaba 2008), Calcium spielt eine
bedeutende Rolle in einer Vielzahl von Zellarten und physiologischen Prozessen
(Berridge et al. 2000). So ist Calcium in neuronalen Zellen als intrazelluldrer second
messenger von essentieller Bedeutung. Neurone im Ruhezustand weisen eine
intrazellulire Calciumkonzentration [Ca®>']i von 50 — 100 nM auf, welche im Zuge
elektrischer Aktivitit voriibergehend auf das zehn- bis hundertfache ansteigen kann
(Berridge et al. 2000). Zur Untersuchung der Beeinflussung der Transmitter-induzierten
intrazelluldren Signaltransduktion durch PGE; und PGD; in einzelnen Neuronen und
Gliazellen wurde im Zuge dieser Arbeit die Ca**-Ratio Imaging Technik genutzt, welche

im Folgenden beschrieben wird.

3.2.1. Grundlagen der Ca*"-Ratio Imaging Technik

Mit Hilfe der Ratio Imaging Technik steht der Wissenschaft eine effiziente Methode zur
Messung von Konzentrationen freier intrazelluldrer Ionen, wie zum Beispiel Ca*’, zur
Verfiigung (Baylor und Hollingworth 2000; Hinman und Sammak 1998). Sie bietet damit
die Moglichkeit, die Transmitter-induzierte intrazelluldre Signaltransduktion, sowie
deren Beeinflussung durch Modulatoren, in Neuronen und Gliazellen zu studieren (Gebke
et al. 2000; Hatzelmann et al. 2013; Jurzak et al. 1995; Ott et al. 2010; Ott et al. 2012;
Wuchert et al. 2008; Wuchert et al. 2009).

Die Basis fiir die Messung der [Ca*'];

bilden Fluoreszenzfarbstoffe, die in der Lage sind
freies Ca’" zu binden. Hier gibt es heutzutage eine groBe Auswahl an mdglichen
Indikatoren. Zum einen gibt es die klassischen chemischen Ca**-Indikatoren wie z.B.
Fluo-3, Rhod-2, Quin-2, Indo-1 oder Fura-2 (Grynkiewicz et al. 1985), zum anderen gibt

es die moderneren genetisch kodierten Indikatoren wie z.B. Camgaroo 2, Yellow
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Cameleon 3.6 oder TN-XL. Die chemischen Indikatoren werden in zwei Gruppen
unterteilt, die der wellenlédngenstabilen und die der wellenldngenidndernden (Paredes et
al. 2008). Die wellenldngenstabilen Indikatoren, wie z.B. Fluo-3 oder Rhod-2, dndern
nach Bindung von Calcium proportional ihre Emissionsintensitit bei konstanten
Exzitations- und Emissionsspektren. Die wellenldngendndernden Indikatoren, welche
auch ratiometrisch genannt werden, hingegen dndern nach Bindung von Calcium ihre
maximalen Exzitations- und Emissionsspektren (Paredes et al. 2008; Poenie und Tsien
1986). Der wohl bekannteste und am hédufigsten eingesetzte Vertreter dieser Gruppe ist

das Fura-2, welches auch im Rahmen dieser Arbeit genutzt wurde.
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Abbildung 10: Exzitationsspektrum von Fura-2

Darstellung des Exzitationsspektrums von 1 uM Fura-2 bei einer Anregungswellenldinge
von 500 nm. Die zur Messung genutzten Anregungswellenlingen von 340 nm fiir
gebundenes und 380 nm fiir freies Fura-2 sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet.
Isoemissiver Punkt bei 360 nm. (Modifiziert nach Grynkiewicz et al. 1985)
Fura-2 ist ein relativ hydrophobes Molekiil, was die Permeation der Zellmembran
lebender Zellen erschwert. Aus diesem Grund wird oft das Acetoxymethylester-Derivat
Fura-2 AM verwendet. Dieses amphiphile Molekiil kann die Zellmembran einfacher

permeieren um intrazelluldres Calcium zu binden. Nachdem es die Zellmembran

permeiert hat, wird die AM-Gruppe durch intrazelluldre Esterasen abgespaltet und damit
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eine erneute Permeation des Fura-2 aus der Zelle verhindert. Calciumfreies Fura-2 hat ein
Exzitationsmaximum von 363 nm, wohingegen das Exzitationsmaximum von
calciumgebundenem Fura-2 bei 335 nm liegt (Abbildung 10). Mit etwa 510 nm bleibt das
Emissionsmaximum beider Isoformen relativ konstant (calciumfrei: 512 nm,
calciumgebunden: 505 nm). In der praktischen Anwendung, wie auch in dieser Arbeit,
wurden fiir Fura-2 Anregungswellenlingen (ARW) von 340 nm fiir die
calciumgebundene und 380 nm fiir die calciumfreie Form gewéhlt. Die Abweichung
zwischen der optimalen ARW von 363 nm und der gewéhlten ARW von 380 nm fiir die
calciumfreie Form ist der Tatsache geschuldet, dass der isoemissive Punkt mit 358 nm
sehr nah an der optimalen ARW liegt. An diesem Punkt fiihrt eine Anderung der [Ca?'];
zu keiner Anderung der Emissionsintensitiit (Abbildung 10) (Malgaroli et al. 1987). Aus
den gemessenen Emissionsintesitdten bei einer ARW von 340 nm und 380 nm wird der
Quotient [340 nm / 380 nm] gebildet. Durch die Nutzung zweier unterschiedlicher
Anregungswellenldngen fiir Fura-2 und anschlieBender Ratio-Bildung der gemessenen
Emissionsintensititen lassen sich einige die Messung beeinflussende Faktoren
minimieren, da beide Messungen gleichermafen betroffen sein sollten. Solche Faktoren
konnen z.B. eine unterschiedliche Zelldicke, eine ungleichmiBige intrazelluldre
Verteilung des Farbstoffes oder Ausbleicheffekte (photo bleaching) sein. Gemal des
Massewirkungsgesetzes verhalten sich die so ermittelten Ratiowerte proportional zur
absoluten [Ca®'];, welche mit der folgenden Gleichung (Grynkiewicz et al. 1985) ermittelt

werden kann:

[Ca*]; = K4 X R~ Ruin X Stz
Rmax —-R Sb2

Formellegende:
[Ca’*]; = absolute intrazelluliire Calciumkonzentration
K = Dissoziationskonstante von Fura-2 fiir Calcium (145 nmol/l)
R = Ratio der Emissionsintensitdten bei 340 nm und 380 nm
Ruin = Ratio von Fura-2 in calciumfreier Losung
Rmax = Ratio von Fura-2 in calciumgesdttigter Losung
Sp = Proportionalitdtskoeffizient von calciumfreiem Fura-2 bei 380 nm
Sh2 = Proportionalitdtskoeffizient von calciumgesdttigtem Fura-2 bei 380 nm

2+]i

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nicht die [Ca*']i ermittelt, sondern die Anderungen der

Ratio (ARatio) als Nachweis einer zelluldre Reaktion genutzt.
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3.2.2. Losungen und Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

Ca?"-Messpufter, pH 7,4 Aqua bidest.

5 mM Na-HEPES, 130 mM NaC(l,
10 mM Glucose, 5 mM KCl,

1 mM MgCl, 1,25 mM CaCl,

kaliumreicher Ca?"-Messpuffer, pH 7,4 Aqua bidest.

5 mM Na-HEPES, 85 mM NaCl,
10 mM Glucose, 50 mM KCl,

1 mM MgCl, 1,25 mM CaCl,

Fura-2AM — Stock DMSO
1 mM Fura-2AM
Fura-2AM — Gebrauch NBA — Medium

2 uM Fura-2AM Stocklosung
(Verdiinnung 1 : 500)

PBS — Puffer, pH 7,4 PBS — Tabletten in Aqua bidest.

(1 Tablette / 200 ml)
Capsaicin — Stock DMSO

10 mM Capsaicin
L-Glutamat — Stock Aqua bidest.

100 mM L-Glutamat
Menthol — Stock abs. ETOH

100 mM Menthol
PGD; — Stock PBS — Puffer

1 mM PGD»
PGE: — Stock PBS — Puffer

1 mM PGE»
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3.2.3. Messstand

O O
Om O
O O

Abbildung 11: Schematischer Aufbau des Ca’**-Imaging Messstandes
Quecksilberdampflampe(A), Filterrad mit Filtern fiir 340 / 380 nm und elektronisch
regulierbarem Shutter (B), Inversmikroskop (C), Kamera (D), dichromatischer Spiegel
(E), Fluoreszenzobjektiv (F), Deckglischen (G), Steuereinheit (H), Computer (I)

Der fiir die Ca®’-Ratio Imaging Versuche genutzte Messstand nutzte eine
Quecksilberdampflampe als Lichtquelle (Abbildung 11 A). Das Licht dieser Lampe
wurde durch ein Filterrad mit Filtern fiir 340 nm und 380 nm geleitet, welche durch einen

elektronisch geregelten Shutter verschlossen werden konnten (Abbildung 11 B), und

gelangte daraufhin in ein Inversmikroskop (Abbildung 11 C). Dort wurde das gefilterte,
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monochromatische Licht tiber einen dichromatischen Spiegel (Abbildung 11 E) durch ein
Fluoreszenzobjektiv (Abbildung 11 F) in die Messkammer geleitet. Die Messkammer
selbst bestand aus einer Stahlscheibe mit einer kreisformigen Offnung (@ 1 cm) in der
Mitte. Uber dieser Offnung wurde das CELL-VU Glas mit den anhaftenden Zellen
angebracht und bildete somit den Boden der Messkammer. Zur Befestigung wurde das
Deckgléschen mittels eines Teflonringes, welcher die Wand der Messkammer bildete, auf
der Stahlscheibe fixiert. Zur stindigen Superfusion der Zellen mit Messpuffer wurden ein
Zu- und ein Ablauf an der Messkammer angebracht (Abbildung 12). Das in die
Messkammer abwechselnd eingeleitete Licht beider Wellenldngen regte das intrazellulédre
Fura-2 zur Lichtemission an, welches wieder durch das Fluoreszenzobjektiv und einen
515 nm-Sperrfilter auf den dichromatischen Spiegel und letztendlich in eine 14-bit-CCD-
Restlichtkamera (Abbildung 11 D) geleitet wurde. Zur Dokumentation der Messung und
Ermittlung der Ratiowerte [340 nm / 380 nm] wurde die Software Metafluor eingesetzt,
mit welcher auch das Filterrad und der Shutter, und somit die genutzte Wellenlidnge, die

Belichtungszeit und der Abstand zwischen zwei Messpunkten gesteuert werden konnten.

3.2.4. Versuchsvorbereitung

Die kultivierten Zellen der verschiedenen Regionen wurden nach unterschiedlicher Dauer
(1 -2 Tage nach Préparation bei DRG — Kulturen, 3 —4 Tage nach Priparation bet MnPO
und OVLT — Kulturen) fiir die Ca?*-Ratio Imaging Versuche eingesetzt. Hierzu wurden
die Priméarkulturen mit der Fura-2AM — Gebrauchslosung fiir 40 min bei 37 °C und 5%
COg, lichtgeschiitzt im Brutschrank inkubiert. Die so mit Fura-2 beladenen Zellen wurden
nach der Inkubation zum Messstand tiberfiihrt und in diesen eingebaut. Hierzu musste
zuerst die Fura-2 Gebrauchslosung entfernt und das CELL-VU Glas vorsichtig von der
flexiPERM Mikrozellkulturkammer geldst werden. Anschlieend wurde das CELL-VU
Glas mit Hilfe des Teflonringes auf der Stahlscheibe fixiert und somit die Messkammer
gebildet (Abbildung 12). Diese wurde in eine entsprechende Offnung des Objekttisches
am Inversmikroskop eingesetzt und Zu- und Ablauf, bestehend aus zwei gebogenen
Kantilen, an der Messkammer angebracht. Mit Hilfe der Schlauchpumpe wurde sofort mit
der Superfusion der Zellen mit Messpuffer mit einer Flussrate von 2 ml / min begonnen,

um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern. Je nach Versuchsprotokoll hatte der
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Messpuffer Raumtemperatur oder 37 °C (siehe Versuchsprotokolle). Die Superfusion mit
Messpuffer wurde wéhrend der Versuchsdurchfilhrung durchgehend gewéhrleistet,
wodurch ein stetiger Pufferwechsel und eine fortwéhrende Fiillung der Messkammer mit
1 ml Fliissigkeit gesichert wurden. Uber eine der Schlauchpumpe vorgeschaltete
Hahnbank konnten die zu untersuchenden Substanzen in das Superfusionssystem
eingespeist werden. Zusitzlich konnte der Messpuffer {iber ein elektrisch regulierbares

Peltier-Element erwdrmt werden (Abbildung 12).

Hahnbank

A
¥

Heizelement

<

Teflonring

Deckglischen

Mess-
Abfall puffer
i i

Abbildung 12: Schematischer Aufbau des Superfusions-Systems
(Modifiziert nach Hatzelmann 2012)
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3.2.5. Versuchsdurchfiihrung

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen wurden Zellen aus mehreren
Priparationen benutzt, um priparations- und wurfbedingte Einfliisse auf die Messungen
zu minimieren. So wurden die Messungen an Primarkulturen des MnPO und des OVLT
an 83 (MnPO) bzw. 72 (OVLT) Wells aus insgesamt 19 Préparationen durchgefiihrt. Die
Messungen an primdren Spinalganglienkulturen wurden an 27 Wells aus 8 Préparationen
durchgefiihrt. Die zur Superfusion genutzten Konzentrationen fiir Glutamat und PGE:
(10° M) wurden bereits in der Vergangenheit am Institut durch Superfusion von
neuroglialen Primidrkulturen mit Konzentrationsreihen ermittelt (unverdffentlichte
Daten) und im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt. Die verwendete Konzentration fiir die
Superfusion von primiren Spinalganglienkulturen mit Methanol (10* M) basiert auf
Arbeiten von Gordon Reid und Alexandru Babes (Reid et al. 2002). Die Ca**-Ratio
Imaging Versuche an MnPO- und an OVLT-angereicherten Primédrkulturen wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt, da eigene Vorversuche zeigten haben, dass die zelluldren
Reaktionen sich im Vergleich zu Messungen mit erwdrmtem Messpuffer (37 °C) nicht
signifikant unterschieden. Die Versuche mit Spinalganglienkulturen wurden bei

Korpertemperatur (37 °C) durchgefiihrt.

Vor der eigentlichen Messung musste der Erfolg der Inkubation der Zellen mit Fura-2 am
Mikroskop kontrolliert werden. AnschlieBend musste eine zur Messung geeignete Region
auf dem Deckglas gesucht werden. Hierbei wurde darauf geachtet, dass moglichst viele
einzeln liegende Zellen (Neurone, Astrozyten und Mikrogliazellen) im Messbereich zu
sehen waren, wodurch eine indirekte Stimulation durch direkte Zellinteraktionen wiahrend
der Messung minimiert wurde. Nach Auswabhl einer entsprechenden Region wurden die
zu messenden Zellen in der Software Metafluor als regions of interest (ROIs) markiert
und fortlaufend nummeriert. Hierdurch konnten die gewonnen Messwerte direkt den

einzelnen Zellen zugeordnet werden.

Vor der ersten Zugabe einer der zu untersuchenden Substanzen in das
Superfusionssystem wurden die Zellen fiir 5 — 10 Minuten mit Messpuffer superfundiert
und somit nicht in die Zellen permeiertes Fura-2 AM aus der Messkammer ausgespiilt.
Anschlieend wurde mit der eigentlichen Messung begonnen. Zur Messung der Ratio-

Werte wurde das Licht der Quecksilberdampflampe durch die Filter des Shutterrades
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geleitet und die Zellen bei 340 nm und 380 nm beleuchtet, wobei die Belichtungszeiten
bei 340 nm 70 ms und bei 380 nm 35 ms betrugen. Der Abstand zwischen zwei
Messpunkten betrug 4 s wihrend einer Stimulation und 8 s wéhrend einer
Regenerationsphase, wodurch Ausbleicheffekte minimiert wurden. Die ermittelten Werte
wurden durch die Software grafisch dargestellt. Zu Beginn einer Messung wurden die
Ratiowerte wihrend der Superfusion mit Ca?*-Messpuffer aufgezeichnet. Erst wenn sich
hierbei eine stabile Basislinie zeigte, wurde mit der ersten Stimulation begonnen. Die zu
untersuchenden Substanzen, welche bis zu diesem Zeitpunkt auf Eis gelagert wurden,
wurden zu Beginn des Versuches in Ca**-Messpuffer auf ihre Endkonzentration verdiinnt
und konnten durch Drei-Wege-Héahne an der Hahnbank in das das Superfusionssystems
eingeleitet werden (Abbildung 12). Wihrend einer Stimulation wurden die Zellen fiir 3
min mit substanzhaltigem Messpuffer superfundiert. AnschlieBend folgte eine
Regenerationsphase von 6 min, wahrend dieser die Zellen mit Messpuffer superfundiert
wurden. Darauthin folgte eine zweite Stimulation, gefolgt von einer zweiten
Regenerationsphase. So wechselten sich Stimulation und Regeneration bis zu einem
Maximum von 5 Stimulationen ab (Abbildung 13). Den Abschluss einer Messung bildete
eine Stimulation mit kaliumreichem Messpuffer, welche zur Kontrolle der Vitalitit der
gemessenen Neurone, und damit auch einer besseren Unterscheidung von Neuronen,
Astrozyten und Mikrogliazellen, diente. Das in dem Messpuffer enthaltene KCl fiihrte
bei intakten Neuronen zu einer starken Depolarisation und einem damit verbundenem

Einstrom von Calcium in die Zellen, welcher sich grafisch als starkes Signal darstellte.

Start Stimulus 1 Stimulus 2 Stimulus 3 Stimulus 4 KCl

0 5— 38 14 — 17 23 —» 26 32 —» 35 41 —» 44

Zeit [min]

Abbildung 13: Modellhafte Darstellung der zeitlichen Abliiufe eines Ca’*-Ratio
Imaging Messprotokolls

In allen durchgefiihrten Ca’*-Ratio Imaging Messungen folgten alternierend
Stimulationen und Regenerationsphasen (R). Abschlieffend erfolgte eine Stimulation mit

kaliumreichem Messpuffer (KCl).
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In Vorbereitung fiir die anschlieBenden immunzytochemischen Untersuchungen wurden
die Zellen nach erfolgter Messung fiir 15 Minuten in gekiihltem (4 °C) PFA 4% fixiert
und anschlieBend mit gekiihltem PBS gewaschen. Die Zellen konnten fiir bis zu 2
Wochen bei 4 °C in PBS gelagert werden. Im Rahmen der immunzytochemischen
Untersuchungen wurden die Zellen mit spezifischen Markern angeférbt und somit eine

Zelltypenbestimmung durchgefiihrt (siehe 3.3).

3.2.6. Messprotokolle

3.2.6.1. Superfusionsstimulation der MnPO- und OVLT-Primérkulturen mit
Glutamat und PGE:

Mit diesen ersten Untersuchungen sollte ein moglicher modulatorischer Effekt des
proinflammatorischen Prostaglandins E> (Coceani et al. 1988; Milton 1998; Milton und
Wendlandt 1971) auf die Erregbarkeit von Neuronen, Astrozyten und Mikrogliazellen
des MnPO und des OVLT untersucht werden. Weiterhin sollte eine mogliche direkte
Responsivitit dieser Zellen auf PGE» untersucht werden. Als Basis fiir die Untersuchung
des modulatorischen Effektes dienten Stimulationen mit dem exzitatorischen
Neurotransmitter Glutamat. Der Bedeutung von Glutamat als einem der wichtigsten
exzitatorischen Neurotransmitter im zentralen Nervensystems ist man sich seit langem
bewusst (Graham, Jr. et al. 1967), jedoch haben erst Untersuchungen in der nahen
Vergangenheit gezeigt (Nakamura und Morrison 2008a), dass die Weiterleitung von
Signalen kéltesensitiver Neurone aus der Peripherie in das thermoregulatorische Zentrum

des MnPO {iber glutamaterge Neurone erfolgt.

Das Kernstiick zur Untersuchung eines modulatorischen Effektes von PGE: auf die

Zellen des MnPO und des OVLT bildeten die drei aufeinanderfolgenden Stimulationen:

- Erste Stimulation mit Glutamat 10> M (Glut1)
- Stimulation mit Glutamat 10 M und PGE, 10> M (Glut + PGE,)
- Zweite Stimulation mit Glutamat 10> M (Glut2)

Die Superfusion mit Glutamat fiihrte an zahlreichen Neuronen und Astrozyten zu einer

Erhéhung der [Ca?'];, welche als deutliche Anderung der Ca**-Ratio verzeichnet wurde.
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Durch die gleichzeitige Gabe von PGE: konnte nun untersucht werden, ob dessen
Anwesenheit zu einer Modulation auf die durch Glutamat induzierte Erhéhung der [Ca'];
fiihrte. Eine zweite Superfusion mit Glutamat diente der Kontrolle einer moglichen
Desensibilisierung der Zellen auf die wiederholte Stimulation mit Glutamat bzw. einer
moglicherweise langer anhaltenden Modulation durch die vorherige Superfusion mit

PGE..

Zur Untersuchung der direkten Responsivitét der Zellen auf PGE> wurden diese wéhrend
der Messung zusitzlich mit PGE, 10° M superfundiert. Diese Stimulation geschah
alternierend vor der ersten oder nach der letzten Stimulation mit Glutamat. Hierdurch
sollte untersucht werden, ob es in den betreffenden Hirnregionen Zellen gibt, die auf
PGE; selbst mit einem Anstieg der [Ca®']; reagieren. Als fiinfter Stimulus folgte, wie
bereits in 3.2.5 beschrieben, eine Superfusion mit kaliumreichem Messpuffer. Wie bereits
in Abbildung 13 dargestellt, wurden die Zellen jeweils fiir 3 Minuten mit den Substanzen
superfundiert und zwischen jeder einzelnen Stimulation zur Regeneration fiir 6 Minuten
mit Ca®*-Messpuffer superfundiert. Diese Versuchsreihe wurde bei Raumtemperatur

durchgefiihrt.

3.2.6.2. Repetitive Superfusionsstimulation der MnPO- und OVLT-Primiirkulturen
mit PGE:

Ziel dieser Versuchsreihe war es, eine mogliche Desensibilisierung an Zellen des MnPO
und des OVLT durch eine wiederholte Superfusionsstimulation mit PGE> zu untersuchen.
Hierzu wurden die Primérkulturen fiir 3 Minuten mit PGE> 10 M superfundiert, gefolgt
von einer 6 miniitigen Regenerationsphase. Dies wurde noch zweimal wiederholt, sodass
die Zellen insgesamt dreimal mit PGE; superfundiert wurden. Eine finale Stimulation mit
kaliumreichem Messpuffer diente auch hier der Vitalitdtskontrolle. Diese Versuchsreihe
wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Aufgrund der geringen Anzahl an direkt
responsiven Zellen in den untersuchten Primérkulturen wurde diese Versuchsreihe nicht

weiter ausgefiihrt.
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3.2.6.3. Superfusionsstimulation der MnPO- und OVLT-Primérkulturen mit
Glutamat und PGD:2

Ziel dieser Versuchsreihe war es, die Wirkung des thermoregulatorisch aktiven
Prostaglandins D> an MnPO- und OVLT-Primérkulturen vergleichend zur Wirkung von
PGE> zu untersuchen. Anders als das proinflammatorische PGE: gilt PGD> oftmals als
antiinflammatorisch (Krall et al. 2010; Mouihate et al. 2004; Rajakariar et al. 2007; Ueno
et al. 1982). Es gibt jedoch auch Untersuchungen, die einen proinflammatorischen
Charakter von PGD» belegen (Forstermann et al. 1983; Gao et al. 2009a; Gao et al.
2009b).

Vor Beginn der eigentlichen Versuchsreihe wurden Dosis-Wirkungs-Untersuchungen an
MnPO- und OVLT-Primérkulturen mit verschiedenen Konzentrationen an PGD; (10
und 10 M) durchgefiihrt. Aufgrund der geringen Anzahl an direkt responsiven Zellen
wurden diese Untersuchungen jedoch nicht weiter ausgefiihrt und fiir alle weiteren

Untersuchungen eine Konzentration von 10 M gewihlt.

Analog zu den unter 3.2.6.1 durchgefiihrten Superfusionsstimulationen mit PGE> wurden
in dieser Versuchsreihe Primérkulturen des MnPO und des OVLT mit PGD:
superfundiert. Das Versuchsprotokoll glich dem unter 3.2.6.1 beschriebenem Protokoll,
wobei PGE> 10° M durch PGD; 10 M ersetzt wurde. Die Superfusionsstimulation mit
PGD> 10” M zur Untersuchung der direkten Responsivitit wurde im Vergleich zu 3.2.6.1
nicht alternierend als erste oder vierte Stimulation, sondern immer als vierte durchgefiihrt.
Als finale Stimulation wurden die Zellen mit kaliumreichem Messpuffer superfundiert.

Auch diese Versuchsreihe wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

3.2.6.4. Repetitive Superfusionsstimulation der MnPO- und OVLT-Primirkulturen

mit Glutamat

Bei dieser Versuchsreihe handelte es sich um einen Vorversuch fiir den spiteren
immunzytochemischen Nachweis GABAerger Neurone im MnPO und OVLT. Es sollte

untersucht werden, ob der Nachweis des inhibitorischen Neurotransmitters GABA auch
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nach mehrfacher Stimulation der Zellen mit Glutamat 10> M und KC1 noch durchfiihrbar

ist oder ob es zu einer vollstandigen Entleerung der intrazelluldren Speicher kommt.

3.2.6.5. Superfusionsstimulation der DRG-Primirkulturen mit PGE2, PGD2 und
Menthol

Wie bereits einleitend erwéhnt, wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht nur neurogliale
Primédrkulturen aus zentralen, sondern auch aus peripheren Gebieten, genauer gesagt den
Spinalganglien, untersucht. Die Spinalganglien enthalten im Regelkreis der

Thermoregulation die Zellkdrper Thermosensoren.

In dieser Versuchsreihe wurden kultivierte sensorische Neurone der Spinalganglien mit
den Prostaglandinen E> und D, superfundiert und auf eine direkte Responsivitit dieser
Neurone auf die Prostaglandine sowie auf eine mdgliche Modulation der zelluldren
Antworten auf PGE> durch die gleichzeitige Anwesenheit von PGD> hin untersucht.
Weiterhin wurden die Zellen mit Menthol superfundiert, um eine direkte Responsivitét
auf dieses nachzuweisen. Menthol ist bekannt dafiir, in kéiltesensitiven Neuronen zu einer
Erhdhung der [Ca?*]; zu fiihren (Babes et al. 2004; Okazawa et al. 2000) und wird daher

als Nachweis der peripheren Kiltesensoren genutzt.

Fiir die Untersuchung der direkten Responsivitit auf PGE> bzw. PGD; wurden die Zellen
jeweils mit PGE, 10> M oder PGD> 10° M superfundiert. Weiterhin wurden die Zellen
mit einem Gemisch aus PGE> 10° M und PGD; 10° M superfundiert, um einen
modulatorischen Effekt von PGD; auf die zellulire Reaktion durch PGE; hin zu
untersuchen. Die Reihenfolge dieser drei Superfusionsstimulationen wurde in jeder
Kultur verdndert, sodass jeder Stimulus an erster, zweiter oder dritter Stelle des Protokolls
erfolgen konnte. Hierdurch konnte eine mogliche Beeinflussung der getesteten
Substanzen unter sich auf die zelluldren Reaktionen untersucht werden. Als vierter
Stimulus erfolgte immer eine Superfusion mit Menthol 10* M, gefolgt von einer
abschlieenden Superfusion mit kaliumreichem Messpuffer als Vitalititskontrolle. Diese

Versuchsreihe wurde bei 37 °C durchgefiihrt.

119



Material und Methoden

3.2.6.6. Superfusionsstimulation der MnPO- und OVLT-Primérkulturen mit
Menthol und PGE:

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wird der MnPO als wichtigste zentrale
Schaltstelle im Regelkreis der Thermoregulation angesehen, an welcher unter anderem
Signale von peripheren Thermosensoren eintreffen. Mit dieser Versuchsreihe sollten nun
Zellen des MnPO und des OVLT auf eine direkte Responsivitit auf Menthol hin
untersucht werden. Hierdurch sollte tiberpriift werden, ob im MnPO und OVLT Neurone
nachweisbar sind, die analog zu den kéltesensitiven sensorischen Neuronen der
Spinalganglien, auch durch eine Stimulation mit Menthol aktiviert werden konnen.
Weiterhin sollten Neurone, welche eine direkte zellulire Antwort auf Menthol zeigen,
mit PGE; stimuliert werden, um weitere Riickschliisse iiber die Bedeutung der direkten
Responsivitit auf PGE; ziehen zu konnen. Aufgrund der nicht vorhandenen direkten
Responsivitit der untersuchten Zellen auf Menthol wurde diese Versuchsreihe jedoch

nicht weiter ausgefiihrt.

3.2.7. Datenevaluierung und Statistik

Die von dem Programm Metafluor wihrend der unterschiedlichen Versuchsreihen
ermittelten Ratiowerte wurden fiir jede Zelle gespeichert und automatisch an Microsoft
Excel libergeben. Hier wurde der Verlauf der Ratiowerte fiir jede Zelle zeitabhidngig in
einem Koordinatensystem graphisch dargestellt und ausgewertet. Fiir die Auswertung
wurde die Anderung des Ratiowertes herangezogen, d.h. der Unterschied zwischen dem
maximalen absoluten Ratiowert wihrend einer Stimulation und dem wihrend der
vorhergehenden Regenerationsphase aufgezeichneten Basiswert. Um methodenbedingte
Einfliisse und daraus resultierende marginale Anderungen der Ratiowerte zu minimieren,
wurden nur Ratio-Anderungen (ARatio) > 0,05 beriicksichtigt. Weiterhin wurden Zellen
aus der Auswertung ausgeschlossen, die wihrend des Versuchs keine stabile Basislinie
zeigten oder nach einer Stimulation nicht wieder zu dieser zuriickkehrten. Auch wurden
Neurone ausgeschlossen, die nicht auf den finalen Stimulus mit kaliumreichem
Messpuffer reagierten. Dies diente dazu, moglicherweise nicht mehr vitale Zellen nicht

mit in die Auswertung einflieBen zu lassen.
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Je nach Antwortverhalten und verwendetem Messprotokoll wurden die Zellen im
Rahmen der Auswertung in verschiedene Gruppen eingeteilt. Die ausgewerteten Zellen
der Superfusionsstimulationsversuche mit PGE; und PGD; an Zellen des MnPO und des
OVLT (3.2.6.1 und 3.2.6.3) wurden in drei Gruppen unterteilt, wobei das
Antwortverhalten der Zellen auf die gleichzeitige Stimulation mit Glutamat und PGE>
bzw. PGD; (Glut + PGE; bzw. PGD») im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit
Glutamat (Glutl / Glut2) die Einteilung bestimmte. Diese Gruppen waren:

- keine Modulation des Antwortsignals
- Modulation mit einer Verstarkung des Antwortsignals

- Modulation mit einer Abschwichung des Antwortsignals

Zusétzlich wurden die Zellen anhand ihrer direkten Responsivitit auf eine Stimulation
mit PGE, bzw. PGD, bewertet. Hierbei wurde zwischen responsiven und nicht

responsiven Zellen unterschieden.

Die Auswertung der Superfusionsstimulationsversuche an Primdrkulturen der
Spinalganglien fand nach anderen Kriterien statt. Die Zellen wurden zum einen anhand
ithrer direkten Responsivitdt auf PGE> und Menthol in responsive und nicht responsive
Zellen unterteilt, zum anderen fand ein Vergleich des Antwortverhaltens auf die alleinige
Stimulation mit PGE> (PGE2) im Vergleich zur gleichzeitigen Stimulation mit PGD>
(PGE> + PGD;) statt. Nach diesem Vergleich wurden die Zellen in drei Gruppen

unterteilt:

- keine Modulation des Antwortsignals
- Modulation mit einer Verstiarkung des Antwortsignals

- Modulation mit einer Abschwéchung des Antwortsignals

Zusdtzlich zu den Unterteilungen gemdll ihres Antwortverhaltens wurden die
untersuchten Neurone der Spinalganglien auch anhand ihrer Grofe eingeteilt, da die
unterschiedlich  grolen Neurone unterschiedliche physiologische Funktionen
iibernehmen (Castillo et al. 2011; Hanani 2005). Es wurden kleine Neurone mit etwa 15
um, mittelgroBe Neurone mit etwa 35 um und grof3e Neurone etwa 55 pm Durchmesser

unterschieden.
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Die nach dieser Auswertung erhaltenen Daten wurden zur statistischen Analyse und
graphischen Darstellung in die Software GraphPad Prism exportiert. Fiir die jeweiligen
Gruppen der verschiedenen Messprotokolle wurden aus den ermittelten Ratio-
Anderungen die arithmetischen Mittelwerte (MW) + Standardfehler der Mittelwerte
(SEM) errechnet. Fiir die weitere Auswertung der Versuche nach 3.2.6.1 und 3.2.6.3
wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Newman-Keuls Post-hoc
Test zur Analyse der statistischen Signifikanz durchgefiihrt. Fiir die statistische
Auswertung der Gruppen aus den Versuchen nach 3.2.6.5 wurden abhingige und
unabhingige t-Tests durchgefiihrt. Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratio-
Anderungen der einzelnen Versuche mit einem p < 0,05 wurden als statistisch signifikant

erachtet.

3.3. Immunzytochemie

3.3.1. Grundlagen der Inmunzytochemie

Die Interaktion der Antigenbindungsstellen (Paratope) spezifischer Antikorper mit den
Bindungsstellen antigener  Strukturen (Epitope) stellt die Grundlage der
Immunzytochemie dar. Der hierbei entstehende Antigen-Antikorper-Komplex kann
mikroskopisch detektiert und somit die antigene Struktur nachgewiesen werden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden mono- und polyklonale Antikorper der Klasse IgG

verwendet.

Fir diese Arbeit wurde die indirekte Immunfluoreszenz zum Nachweis der Antigen-
Antikorper-Komplexe gewihlt (Coons 1958). Hierbei wird zuerst ein spezifischer
primirer AntikOrper eingesetzt, welcher gegen das gesuchte Antigen gerichtet ist. In
einem zweiten Schritt wird ein sekundirer Antikorper verwendet, welcher gegen den
primdren Antikorper gerichtet ist. Dieser Sekunddrantikorper ist zusétzlich mit einem
Fluorophor gekoppelt, welches durch Exzitation mit Licht einer geeigneten Wellenlidnge
(300 — 550 nm) seinerseits zur Lichtemission angeregt wird und somit der Detektion der

Antigen-Antikdrper-Komplexe dient (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der indirekten Immunfluoreszenz

Der Primdrantikorper (B) bindet mit seinem Paratop an das Epitop des Antigens (A).
Daraufhin bindet der Sekunddrantikorper (C) mit den gekoppelten Fluorophoren (D)
seinerseits an den Primdrantikorper.

Diese Methode bietet eine hohe Sensitivitdt, jedoch bleichen die Fluorophore durch die
Exzitation relativ schnell aus. Ein weiterer Vorteil liegt in der Verwendung mehrerer
Primérantikorper aus  verschiedenen  Tierspezies mit den entsprechenden
Sekundérantikorpern. Durch solche Doppel- oder Dreifachmarkierung konnen zeitgleich

mehrere antigene Strukturen nachgewiesen werden.

Neben der Markierung mit Antikérpern wurden die untersuchten Zellen zusétzlich mit
4',6-Diamidin-2-Phenylindol Dilaktat (DAPI) markiert. Dieser Fluoreszenzfarbstoff
lagert sich in DNA und RNA ein und dient der unspezifischen Markierung von

Zellkernen.
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3.3.2.

Losungen und Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

DAPI — Inkubationsldsung

DAPI 1:1000 in PBS

Inkubationspuffer (Block — Losung)

10% FKS in PBS-T

Paraformaldehyd — Losung (PFA) 4%

PFA (Pulverform) in PBS, unter Riihren
bei 60 °C; Filtration mit Faltenfilter (O
240 mm); auf Eis abkiihlen

PBS — Puffer, pH 7,4

PBS — Tabletten in Aqua bidest.
(1 Tablette / 200 ml)

PBS-T

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

3.3.3.

3.3.3.1. Primiirantikorper

Antikorper

Antigen Spezies | Verdiinnung | Katalog-Nr. / Hersteller

CD68 (ED1) Mouse | 1:1000 MCA341R; AbD seroTec, D-Diisseldorf

GABA Rabbit | 1:2000 A2052; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

GAD-65/67 Goat 1:100 sc-7513; Santa Cruz Biotechnology,

(C20) Santa Cruz, CA, USA

Mouse | 1:1500 MAB3402; Merck KGaA, D-Darmstadt

OFAP Rabbit | 1:1000 70334; DakoCytomation, D-Eching

MAP (2a+2b) | Mouse | 1:1500 M1406; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Zur eindeutigen Bestimmung der Zellphiinotypen der im Rahmen der Ca?*-Ratio Imaging

Versuche untersuchten Zellen wurden immunzytochemische Doppelmarkierungen

vorgenomimen.

Hierbei

wurden

Antikorper

zur  Markierung

Zellmarkerproteine eingesetzt. Zur Darstellung von Neuronen wurde ein Antikorper
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gegen das microtubule associated protein 2 (MAP 2a+2b) eingesetzt, welches
hauptséchlich in Zellen neuronalen Ursprungs zu finden ist. Astrozyten wurden mittels
eines Antikorpers gegen das glial fibrillary acidic protein (GFAP) markiert, einem
Hauptbestandteil des Zytoskeletts von Gliazellen. Mikrogliazellen wurden mit einem
gegen das Oberflachenprotein CD (cluster of differentiation) 68 gerichteten Antikorper
markiert (Graeber et al. 1989).

Neben der Markierung der Zellmarkerproteine zur Bestimmung der Zellphénotypen
wurde auch ein Nachweis fiir den klassischen inhibitorischen Neurotransmitter GABA
durchgefiihrt. Hierfiir wurde zu Beginn ein Antikorper gegen die Enzyme Glutamat-
Decarboxylase (GAD) 65 und 67 eingesetzt, welche eine entscheidende Rolle fiir die
Synthese von GABA spielen, und spiter ein Antikorper, welcher direkt an den

Neurotransmitter binden konnte.

3.3.3.2. Sekundiirantikorper

Die Sekundirantikdrper wurden in Konzentrationen von 1:500 (Alexa Fluor® 488) bzw.

1:1000 (Cy™3) verwendet.

Name aus Spezies | gegen Spezies | Katalog-Nr./ Hersteller
Goat A-11055; Life Technologies
GmbH, D-Darmstadt
Alexa Fluor® 488 | Donkey Mouse A-21202; Life Technologies
GmbH, D-Darmstadt
Rabbit A-21206; Life Technologies
GmbH, D-Darmstadt
Goat Mouse 115-165-003; Jackson

ImmunoResearch Laboratories,
Inc., West Grove, PA, USA

Cy™3
Donkey Goat 705-165-147; Jackson

ImmunoResearch Laboratories,

Inc., West Grove, PA, USA
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Cy™3 Donkey Rabbit 711-165-152; Jackson
ImmunoResearch Laboratories,

Inc., West Grove, PA, USA

3.3.3.3. Kontrollen

Fiir die Bestimmung des Zellphanotyps in den Primérkulturen des MnPO, OVLT und
DRG unter Einsatz der Primédrantikdrper MAP (2a+2b), GFAP und CD68 wurden keine
Kontrollen durchgefiihrt, da diese bereits seit langem erfolgreich im Institut verwendet

werden (Ott et al. 2010; Ott et al. 2012; Wuchert et al. 2008; Wuchert et al. 2009).

Fir den Nachweis des Neurotransmitters GABA wurden Kontrollen ohne Anwesenheit
eines Primérantikorpers durchgefiihrt. Hierdurch konnte eine unspezifische Bindung der

verwendeten Sekundarantikorper ausgeschlossen werden.

3.3.4. Versuchsprotokoll

Die nach den Ca**-Ratio Imaging Versuchen in PFA 4% fixierten und in gekiihltem PBS
— Puffer gelagerten Zellen wurden innerhalb von 14 Tagen nach der Fixation
immunzytochemisch untersucht. Alle Schritte fanden unter Zugabe von 0,05% Triton-X-

100 statt, welches zu einer erhohten Permeabilitit der Zellmembran fiihrt.

In einem ersten Schritt wurden die Zellen 3 x 5 min in gekiihltem PBS — Puffer
gewaschen. Danach wurden sie bei Raumtemperatur fiir 60 min in Block — Losung
inkubiert, was der Sittigung unspezifischer Antigenstrukturen diente. Die Inkubation des
Primérantikorpers erfolgte bei 4 °C fiir 36 — 48 h in Block — Losung, die des
Sekundirantikorpers bei Raumtemperatur fiir 2 h. Nach jeder Inkubation erfolgte ein
Waschschritt (3 x 5 min) mit PBS-T. Zuletzt folgten die Inkubation mit der DAPI —
Losung bei Raumtemperatur fiir 10 min und ein letzter Waschschritt. Nach diesem

konnten die Deckgldschen in Citifluor auf die Objekttrager verbracht werden.
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3.3.5. Mikroskopie und Auswertung

Die immunzytochemische Auswertung der doppelt bzw. dreifach markierten
Primérkulturen erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop mit speziellen Filtern fiir Alexa
Fluor® 488 (ARW 450 —490 nm), Cy™'3 (ARW 510 — 530 nm) und DAPI (ARW 358 nm).
Nach Exzitation emittiert Alexa Fluor® 488 griines Licht, Cy 3 rotes Licht und DAPI
blaues Licht. Mit Hilfe einer angeschlossenen digitalen schwarz-weifl Kamera wurden
Aufnahmen in allen drei Farbkanidlen (griin, rot, blau) und in unterschiedlichen
VergroBerungen angefertigt und mit dem Programm Metamorph zu einem farbigen Bild
zusammengefiigt. Durch die Trennung der Farbkanile war es moglich, die einzelnen

Antigen-Antikorper-Komplexe isoliert oder in ihrer Gesamtheit zu betrachten.

Mit Hilfe des in die Deckgldschen eingeétzten Rasters konnten die in den vorhergehenden
Untersuchungen  gemessenen  Zellen nun lokalisiert und gemdf  ihrer
immunzytochemischen Markierung einem Zellphdnotypen zugeordnet werden. Durch
den Einsatz des primdren Antikorpers zur Markierung des Neurotransmitters GABA
konnte zusdtzlich nachgewiesen werden, ob es sich bei den untersuchten Zellen um

GABAerge Neurone handelt.

3.4. Zytokin Bioassays: IL-6 und TNF-a

Das Ziel dieser Versuche war es, einen moglichen Einfluss der Prostaglandine E> und D>
auf die Produktion der bioaktiven Zytokine Interleukin 6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor
alpha (TNF-a), induziert durch die Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS), in

neuroglialen Primérkulturen des MnPO und des OVLT zu untersuchen.

3.4.1. Grundlage

Mit Hilfe Zellkultur-abhédngiger Bioassays lassen sich biologisch aktive Formen
spezifischer Zytokine in Fliissigkeiten oder Geweben nachweisen und quantifizieren. Die

Methode bietet den Vorteil einer sehr hohen Sensitivitiat und findet bereits seit vielen
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Jahren erfolgreich Anwendung an diesem Institut (Harre et al. 2003; Hatzelmann 2012;
Hiibschle et al. 2006; Wuchert et al. 2008; Wuchert et al. 2009). Die Grundlage hierfiir
bilden spezielle Zelllinien, deren Uberlebens- und Wachstumsrate in direktem
Zusammenhang mit dem Vorhandensein bzw. der Menge des nachzuweisenden Zytokins
stehen (Mosmann 1983). Um diese Raten bestimmen zu konnen, wird die enzymatische
(Berridge und Tan 1993) Umwandlung des gelben MTT — Tetrazoliumsalzes in dunkel-
blaue / violette MTT — Formazan — Kristalle beurteilt, welche nur in vitalen Zellen
stattfindet. Die MTT — Formazan — Kristalle, deren Menge direkt proportional zur Anzahl
der vitalen Zellen ist (Ibelgaufts 1994; Mosmann 1983), konnen durch ein Isopropanol —

HCI — Gemisch gelost und die Intensitit der Farbreaktion photometrisch bestimmt

werden.

3.4.2. Losungen und Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

Actinomycin D

Stocklésung 1 mg / ml

Assay Medium (IL-6)

45 ml RPMI Medium

4 ml FKS

0,5 ml Glutamin (200 nM)

125 pl Mercaptoethanol (200 mM)
65 ul Gentamicin (10 ng/ml)

Assay Medium (TNF-a)

500 ml RPMI Medium

55 ml FKS

5 ml Glutamin (200 nM)

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

MTT — Losung

0,1 g MTT in 20 ml PBS

Neurobasal-A (NBA) Zellkulturmedium

Neurobasal-A Medium

B 27 (Endkonzentration 2%)
Penicillin/Streptomycin (100 pg/ml)
L-Glutamin (2 mM)

Qualititskontrollen

IL-6 (10 L.U. / ml; 30 L.U. / ml)
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Qualitdtskontrollen TNF-a (10 pg/ ml; 25 pg / ml)
Standardlésungen IL-6: 100 I.U./ml
TNF-a: 1000 pg/ml
Trypsin 0,25% in PBS, ohne Ca?" und Mg?*
Wachstumsmedium IL-6 Assay Medium (IL-6) + 500 L.U. IL-6
Standard / ml

3.4.3. Probengewinnung

Zur Gewinnung der zu messenden Proben wurden neurogliale Primarkulturen des MnPO
und des OVLT unter sterilen Bedingungen mit LPS, PGE2, PGD; oder einem Gemisch
aus LPS und einem der Prostaglandine stimuliert. Nach einem vorab festgelegten
Zeitraum wurden die Uberstinde abgenommen und die Konzentrationen der bioaktiven

Zytokine IL-6 und TNF-a mit Hilfe der Assays ermittelt.

Die Stimulantien wurden vor Beginn der Stimulation in erwdrmtem (37 °C) NBA —
Medium auf Thre Endkonzentration verdiinnt. Anschlieend wurden die Zellkulturen mit
dem erwarmten NBA — Medium gewaschen, um bereits wahrend der Wachstumsphase
akkumulierte Zytokine aus dem Uberstand zu entfernen und somit eine Verfilschung der
Messergebnisse zu vermeiden. Das frische Medium wurde wieder entfernt und 350 pl

einer der folgenden Stimulationslosung auf die Zellkultur gegeben.

- Kontrolle (PBS in NBA — Medium 1:50)
- LPS (10 pg/ ml)

- PGE: (10° M)

- PGD: (10° M)

- LPS (10 pug/ ml) + PGE; (10° M)

- LPS (10 ug/ ml) + PGD; (107 M)

Fiir die Kontrolle wurde PBS gewéhlt, da sowohl das LPS, als auch die Prostaglandine in
PBS gelost wurden. Die Zellkulturen wurden je nach Versuchsreihe fiir 120 oder 360 min
stimuliert. AnschlieBend wurden die Uberstéinde abgenommen und bis zur endgiiltigen

Analyse der Zytokine bei -20 °C gelagert.
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3.4.4. 1IL-6 Assay

Fiir diesen Assay wurde die 1986 entwickelte B9-Hybridoma-Zelllinie genutzt (Aarden
et al. 1987; Lansdorp et al. 1986; Van Oers et al. 1988). Diese Zelllinie zeigt eine sehr
sensitive, dosisabhéngige Proliferation unter Einfluss von bioaktivem IL-6, d.h. es kann
ein direkter Riickschluss aus der Anzahl der proliferierenden Zellen auf die in der Probe
enthaltene Menge von bioaktivem IL-6 gezogen werden. Die minimal zu detektierende

Konzentration an IL-6 liegt bei diesem Assay bei 3 L.U. / ml (Ross et al. 2003).

Zur Kultivierung der B9-Zellen wurden diese in einem Brutschrank bei 37 °C, 5% CO»
und 95% Luftfeuchtigkeit in einem Wachstumsmedium aufbewahrt und alle 3 Tage
passagiert. Die Zellsuspension fiir 10 min bei 2300 U/min abzentrifugiert und in Assay
Medium resuspendiert. Nach zweimaliger Wiederholung dieser Prozedur wurde die
Suspension auf eine Zellzahl von 5.000 / 100 pl verdiinnt und in sterile 96-Well-
Mikrotiterplatten ausplattiert. In diese wurden anschlieBend Verdiinnungsreihen des IL-
6 Standards, der Qualitédtskontrollen und der zu untersuchenden Proben eingebracht. Die
Platten wurden fiir 72 h im Brutschrank inkubiert und anschlieBend 25 pul MTT in jedes
Well hinzugegeben, gefolgt von einer weiteren, 4 stiindigen Inkubation. Darauthin
wurden 125 ul Uberstand abgenommen, 100 pl des Isopropanol — HCl — Gemischs in
jedes Well gegeben und die Platten erneut fiir mindestens 12 h bei Raumtemperatur
lichtgeschiitzt inkubiert. Im Anschluss wurde die optische Dichte der Suspension bei 550

nm photometrisch bestimmt.

3.4.5. TNF-a Assay

Die Grundlage dieses Assays bildet die zytotoxische Wirkung von TNF-o auf die murine
Fibrosarkomzelllinie WEHI 164 subclone 13 (Espevik und Nissen-Meyer 1986), d.h.
TNF-o fiihrt zu einem dosisabhidngigen Absterben der Zellen und ldsst somit
Riickschliisse auf die Menge des in der Probe enthaltenen TNF-a zu (Ross et al. 2003).
Die minimal zu detektierende Konzentration an TNF-a liegt bei diesem Assay bei 6 pg /

ml (Mullis und Faloona 1987).
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Da diese Zelllinie, im Gegensatz zur B9-Hybridoma-Zelllinie, ein adhérentes Wachstum
aufweist, wurde zur Subkultivierung das proteolytische Enzym Trypsin zum Abldsen der
Zellen eingesetzt. Der Assay selbst erfolgte analog zum IL-6 Assay, jedoch wurde die
Zellsuspension auf 50.000 / 100 pl verdiinnt und anschlieend 4 pg des Zytostatikums
Actinomycin D hinzugegeben, um eine weitere Proliferation der Zellen zu unterdriicken
und eine Sensibilisierung der Zellen gegeniiber TNF-a zu erreichen. Die erste Inkubation
der Zellen mit den Proben fand iiber 24 h statt, alle weiteren Schritte wurden analog zum

IL-6 Assay ausgefiihrt.

3.4.6. Auswertung und Statistik

Mit Hilfe der Standardldsungen wurden zunéchst Eichkurven fiir IL-6 und TNF-a erstellt,
wobei die ermittelten OD-Werte gegen die logarithmierten Zytokinkonzentrationen
aufgetragen wurden. Diese Eichkurven zeigen einen charakteristischen linearen Bereich,
in welchem eine direkte Proportionalitit zwischen der OD und der Konzentration besteht,
und nur Messergebnisse aus diesem Bereich wurden zur Auswertung der
Zytokinkonzentrationen genutzt. Mit Hilfe der Gleichung der Regressionsgeraden und
des Verdiinnungsfaktors der gemessenen Probe wurde letztendlich die Konzentration von
IL-6 bzw. TNF-a in der Probe ermittelt. Die so ermittelten Werte wurden nach Stimulanz
und Stimulationsdauer gruppiert und die arithmetischen Mittelwerte (MW) =+
Standardfehler der Mittelwerte (SEM) errechnet. Fiir die weitere Auswertung wurde eine
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Newman-Keuls Post-hoc Test zur
Analyse der statistischen Signifikanz durchgefiihrt. Unterschiede zwischen den

Mittelwerten mit einem p < 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet.
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E.

ERWEITERTE DISKUSSION

Die wichtigsten Befunde, die im Rahmen der vorgelegten Dissertationsschrift erhoben

wurden, kdnnen wie folgt zusammengefasst werden.

1.

1.

Es gibt eine Population mittelgroBer Neurone der Spinalganglien, die als
Kaltesensoren einzuordnen sind und direkt durch PGE: aktiviert werden konnen.
Die Stirke der durch PGE; hervorgerufenen zelluldren Reaktionen wird in einem
Teil dieser Neurone durch das anti-inflammatorisch wirksame Eicosanoid PGD;
moduliert.

Im OVLT, einer Hirnstruktur mit unvollstindiger Blut-Hirn-Schranke, werden
Populationen von Neuronen, Astrozyten und Mikroglia direkt durch PGE:
aktiviert; dies ist im MnPO, einer Struktur mit vollstdndiger Blut-Hirn-Schranke,
nicht der Fall.

Im MnPO verstarkt PGE; die durch Glutamat induzierten zelluliren Antworten in
etwa einem Drittel der Neurone; von diesen wiederum verwenden ca. 30% den
Neurotransmitter GABA.

Die LPS-induzierte Bildung pro-inflammatorischer = Zytokine  durch
Primérkulturen des OVLT und MnPO wird durch Inkubation mit PGE> und PGD»
signifikant abgeschwicht. Dies zeigt, dass der in der Korperperipherie
beschriebene negative Feedback, den PGE; auf die stimulierte Bildung von

TNF-a ausiibt, auch im Gehirn existiert.

Die Beeinflussung peripherer Kaltesensoren durch PGE>

Bei Betrachtung der Funktionsweise des Thermoregulationssystems der Sduger ist eine

zentrale Bedeutung von PGE> innerhalb der prdoptischen Region bzw. der rostralen

Region des Hypothalamus etabliert und generell anerkannt (Ivanov und Romanovsky

2004; Milton 1998; Pecchi et al. 2009; Roth und Blatteis 2014). In einem kiirzlich

publizierten Artikel wurde die Frage aufgeworfen und diskutiert, ob PGE> nicht nur bei

Fieber, sondern auch bei den thermoregulatorischen Reaktionen eine Rolle spielen

konnte, die man bei Einwirkung einer kalten Umgebungstemperatur beobachtet (Foster
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et al. 2015). Der Hintergrund dieser Hypothese ist darin zu sehen, dass man bei duBBerer
Abkiihlung dieselben Reaktionen (Zittern / Schiittelfrost, Stoffwechselsteigerung,
periphere Vasokonstriktion) beobachtet wie in der Phase des Fieberanstiegs, flir dessen
Entstehung die Beteiligung von PGE; als essentiell angesehen wird (Roth und Blatteis
2014). Zur Unterstiitzung ihrer Hypothese wurden von Foster et al. (2015)
tierexperimentelle Arbeiten zitiert, in denen die Gabe von COX-Inhibitoren zur
Reduktion der Korpertemperatur unter nicht-fieberhaften Bedingungen fiihrte (Ayoub et
al. 2004; Ayoub et al. 2011; Satinoff 1972). So wurde gezeigt, dass Ratten, die mit dem
COX-Inhibitor Acetylsalicylsdure behandelt wurden, bei anschlieBender Kélteexposition
ihre Korpertemperatur im Vergleich zu der mit 0,9% NaCl-Losung behandelten
Kontrollgruppe deutlich schlechter verteidigen konnten, sie entwickelten eine stérkere
Hypothermie (Bizzi et al. 1965; Satinoff 1972). Eine Gabe von Acetaminophen
(Paracetamol) in relativ hoher Dosierung (150-300 mg/kg) flihrte bei Méusen sogar ohne
Einfluss einer Kélteexposition zur Entwicklung einer deutlichen Hypothermie (Ayoub et
al. 2004; Ayoub et al. 2011; Li et al. 2008). Jedoch wurden auch Befunde publiziert, die
gegen eine solche Hypothese sprechen: bei Katzen scheint PGE» keine signifikante Rolle
fiir Kélteabwehrreaktionen zu spielen (Cranston et al. 1975). Beim Menschen jedoch
scheint dhnlich wie bei den klassischen Labornagern PGE; zur Thermoregulation unter
nicht-fieberhaften Bedingungen beizutragen. So fiihrte bei fieberfreien Patienten mit
Schlaganfall eine Behandlung mit Acetaminophen zu einem Absinken der
Korpertemperatur um 0,4°C (Dippel et al. 2001; Dippel et al. 2003). Auch eine durch
starke korperliche Belastung induzierte Hyperthermie konnte bei Probanden durch
Paracetamol abgeschwicht werden, wodurch sich der Zeitpunkt des Belastungsabbruchs
verzogerte (Mauger et al. 2014). Eine Uberdosierung mit Acetaminophen (50 g, oral)
kann sogar zu einer lebensbedrohlichen Hypothermie fiihren (Rollstin und Seifert 2013).

Bei der Diskussion dieser und anderer Befunde aus experimentellen und klinischen
Studien wurde als Wirkungsort von PGE; auf die Thermoregulation unter nicht
fieberhaften Bedingungen das Augenmerk ausschlieflich auf die praoptische Region /
den vorderen Hypothalamus gerichtet. In den hier vorgestellten Experimenten ergaben
sich jedoch klare Hinweise dafiir, dass eine Stimulation thermoregulatorischer
Wirmebildung durch PGE; durch direkten Einfluss auf periphere Kéltesensoren erfolgen
konnte (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Ausgangspunkts des theromafferenten
Systems beginnend mit Kiiltesensoren der Haut, deren Axone in die Dorsalhiorner des
Riickenmarks ziehen und dort auf ein weites Neuron verschaltet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Population von Kdltesensoren identifiziert, die
durch Kdlte / Menthol und durch PGE aktiviert wird. Die Aktivierung dieser Fasern
durch PGE; kénnte in gewissem Umfang zur Fieberentstehung und generell zur
thermoregulatorischen Wirmebildung beitragen.

Eine Aktivierung peripherer Kéltesensoren durch absinkende Temperaturen oder durch
Menthol 16st liber die Aktivierung von TRPMS vergleichbare Reaktionen aus, wie sie in
der Phase des Fieberanstiegs beobachtet werden (Almeida et al. 2012; Roth und Blatteis
2014). Die Identifizierung einer Population an Neuronen der Spinalganglien, die sowohl
durch Menthol als auch durch PGE; stimuliert werden, liefert somit eine alternative
Erklarungsmoglichkeit fiir die Einflisse von PGE> auf die ,normale
Temperaturregulation® und die beschriebenen Effekte von COX-Inhibitoren auf die
Koérpertemperatur. Auch einige frithere Studien unserer Arbeitsgruppe (Ross et al. 2000;
Ross et al. 2003; Rummel et al. 2004; Rummel et al. 2005) lassen sich durch die im
Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunde besser erkldren. So fithrt die subkutane
Injektion von LPS in eine kiinstliche Kammer mit Hautkontakt oder eine subkutan
angelegte Lufttasche bei Meerschweinchen und Ratten zu einer reproduzierbaren
Fieberreaktion (Knorr et al. 2008; Knorr et al. 2010; Ross et al. 2000). Die zirkulierenden
Spiegel der wichtigsten pyrogenen Zytokine bleiben in diesem Modell unter der
Nachweisgrenze (TNF-o; IL-1B) oder sind vergleichsweise niedrig (IL-6). Auf der

anderen Seite ldsst sich das beobachtete Fieber durch Injektionen eines

Lokalanésthetikums (Ross et al. 2000) oder eines COX-Inhibitors in sehr niedriger
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Dosierung, die systemische Effekte ausschlieBt (Rummel et al. 2005), direkt in das
subkutane Kompartiment signifikant abschwéchen. In diesen &lteren Studien war
postuliert worden, dass lokal (subkutan) gebildetes PGE; liber eine Aktivierung von
Hautafferenzen in moderatem Umfang zur Ausbildung einer Fieberreaktion in diesem
Modell beitragt. Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit wurde nun erstmals der mdgliche
Mechanismus beschrieben, dem diese Effekte zugrunde liegen. Diese Studie leistet somit
einen signifikanten Beitrag zu der kontrovers diskutierten Frage ob inflammatorische
Signale iiber afferente Nervenverbindungen zur Ausbildung von Fieber und sickness
behavior beitragen konnen (Blatteis und Sehic 1997; Dantzer et al. 2000; Goldbach et al.
1997; Konsman et al. 2000; Konsman et al. 2002; Luheshi et al. 2000).

2. Die Modulation der PGE:-vermittelten Beeinflussung

peripherer Kiltesensoren durch PGD:

Eine weitere im Rahmen dieser Arbeit erstmals beschriebene Beobachtung war die
Modulation der Stirke der PGE»-induzierten Ca**-Signale in Neuronen der
Spinalganglien durch PGDs:. Die in der Literatur beschriebenen Eigenschaften von PGD»
wurden bislang ausschlielich genomischen Effekten iiber seinen Metaboliten 15-d-PGlJ>
zugeschrieben. Wie bereits in der Literaturiibersicht beschrieben fiihrt 15-d-PGJ> zur
Aktivierung von PPARs. Dies wiederum verursacht iiber eine Hemmung des pro-
inflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-kB eine reduzierte Expression von
Zytokinen und COX-2 / mPGES-1 nach entsprechender Stimulation (Harris und Phipps
2002; Joo und Sadikot 2012; Sandig et al. 2007; Straus et al. 2000). Ein derartiger
Mechanismus kann nicht fiir die in unseren Experimenten beobachtete Modulation der
PGEz-induzierten Ca**-Signale verantwortlich sein, da dieser Effekt eine direkte zellulire
Reaktion ist, die sich unmittelbar nach Gabe von PGD; im Zeitraum von wenigen
Minuten manifestiert. Jedoch kann auch diese Eigenschaft von PGD2 zu dem ihm
zugeschriebenen anti-inflammatorischen Potenzial beitragen, speziell was die
signifikante Reduktion der PGE:z-induzierten Ca®*-Signale in einer Population
mittelgroBBer Neurone der Spinalganglien betrifft. Derartige modulatorische Wirkungen,
verstirkende wie abschwichende, auf spinale Neurone wurden auch bereits fiir andere

inflammatorische oder dem afferenten Schmerzsystem zuzuordnende Mediatoren
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beschrieben (Castillo et al. 2011; Linte et al. 2007; Smith et al. 2000a; Zhang et al. 2012).
Selbst fiir einen direkten Antagonismus zwischen PGE> und PGD> gibt es Hinweise in
der Literatur (Kunikata et al. 2005). Neben der Abschwiichung PGE»-induzierter Ca>*-
Signale konnten wir in einem Teil der untersuchten Neurone der Spinalganglien auch
durch PGD: verursachte kleine Anstiege der intrazelluliren Ca’*-Konzentration
beobachten. Diese beiden unterschiedlichen Effekte konnten durch Aktivierung der
beiden unterschiedlichen Rezeptoren fiir PGD» erkldrbar sein. Aktivierung des PGD»-
Rezeptor Subtyps DP2 fiihrt bekanntermaBen zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca?'-
Konzentration, wéhrend Aktivierung von DP1 mit einem Absinken des intrazelluldren
Ca’"-Spiegels assoziiert ist (Liu et al. 2013). Somit konnten die in einigen Zellen
beobachteten moderaten PGD;-induzierten Ca®’-Signale durch eine Aktivierung des
DP2-Rezeptors verursacht worden sein. Die Abschwichung der vergleichsweise starken
PGE;-induzierten Ca**-Signale durch PGD, wiren demzufolge durch Aktivierung des
DP1-Rezeptors verursacht worden. Zur endgiiltigen Abkldrung dieser Hypothese wiren
jedoch weiterfiihrende Untersuchungen auf zelluldrer Ebene erforderlich. Es bleibt
festzuhalten, dass mogliche anti-inflammatorische Effekte von PGD> nach unseren
Befunden nicht ausschlieflich iiber eine genomische Beeinflussung der spinalen Neurone

mittels PPARs verursacht sein konnen.

3.  Direkte Reaktivitit des OVLT gegeniiber PGE>

Das OVLT gehort zusammen mit dem Organum subfornicale (SFO) und der Area
postrema zu den sensorischen CVOs. Diese Untergruppe der CVOs verfiigt iiber
Blutkapillaren mit fenestriertem Endothel, das von perivaskuliren Rdumen umgeben
wird. Von den Ventrikeln werden diese Strukturen durch Ependymzellen abgegrenzt.
Zusammen mit dem SFO liegt das OVLT in der Wand des 3. Hirnventrikels, der so
bezeichneten Lamina terminalis (siche Abbildung 16). Das Parenchym der sensorischen
CVOs besteht wie andere Hirnregionen aus glialen und neuronalen Elementen. Durch das
Fehlen einer vollstindigen Blut-Hirn-Schranke sind die sensorischen CVOs einer ganzen
Reihe an zirkulierenden Botenstoffen ausgesetzt, flir die sie {iiber entsprechende
Rezeptoren verfligen. Hierzu gehdren Substanzen / Rezeptoren, die im Dienste der

Regulation des Salz- und Wasserhaushalts und des kardiovaskuldren Systems stehen wie
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z.B. Angiotensin II, Atriales natriuretisches Peptid, Noradrenalin oder Endothelin (Gebke
et al. 2000; Gerstberger et al. 1992; McKinley et al. 1999; Quirion et al. 1986; Roth et al.
2004). Wie bereits in der Literaturiibersicht beschrieben, wurde speziell dem OVLT
bereits seit langem eine wichtige Rolle als Eintrittspforte fiir inflammatorische
Signalmolekiile in das ZNS zugeschrieben. So konnten beispielsweise Meerschweinchen
und Schafe, bei denen das OVLT elektrolytisch zerstdrt wurde, nach peripherer Injektion
von LPS kein Fieber mehr entwickeln (Blatteis et al. 1983; Blatteis et al. 1987). Obwohl
derartige Lasionsstudien nicht unumstritten sind (Romanovsky et al. 2003), gibt es
weitere Argumente, die fiir eine Beteiligung des OVLT beim Transfer inflammatorischer
Signale vom Blut in das ZNS sprechen. Diese Argumente beziehen sich auf die massive
Expression von Rezeptoren fiir diverse PAMPs und Zytokine im Bereich des OVLT und
die Nachweise starker Aktivierung dieser Hirnstruktur auf zelluldrer Ebene unter
Bedingungen einer systemischen Inflammation (Roth et al. 2004, zur Ubersicht). Dies
gilt auch fiir das pro-inflammatorische Signalmolekiil PGE>, das im Fokus der hier
durchgefiihrten Untersuchungen stand. Zwar ist die Dichte der im Bereich des OVLT
nachweisbaren Bindungsstellen fiir PGE> nicht so hoch wie im benachbarten MnPO
(Matsumura et al. 1990), jedoch konnten speziell die Rezeptoren vom Subtyp EP1 und
EP4 im OVLT nachgewiesen werden (Oka et al. 2000). Fiir einzelne im Bereich des
OVLT lokalisierte Neurone konnte auch die Existenz des fiir die Ausbildung von Fieber
besonders wichtigen EP3-Rezeptors direkt bewiesen werden (Yoshida et al. 2003).

Fir die Ausbildung der frilhen Phase des LPS-induzierten Fiebers wird peripher
gebildetes PGE> verantwortlich gemacht, wihrend die lingeren spédten Fieberphasen
durch PGE; vermittelt werden, das vornehmlich vom Hirnendothel und anderen Zellen
des ZNS gebildet wird (Roth und Blatteis 2014; Steiner et al. 2006). Neben der im
vorherigen Abschnitt diskutierten Moglichkeit, dass peripher gebildetes PGE; periphere
Kaltesensoren oder andere nervale Afferenzen aktiviert, muss somit auch die Moglichkeit
der Beeinflussung des OVLT durch zirkulierendes PGE> in Betracht gezogen werden. In
diesem Zusammenhang schien es so zu sein, dass PGE; im Blut zunichst an Albumin als
Trégersubstanz gebunden werden muss, um im Gehirn als pyrogener Mediator seine
Wirksamkeit zu entfalten (Ootsuka et al. 2008; Romanovsky et al. 1999; Steiner et al.
2006). Wenn dies zutreffen sollte, wire eine Beeinflussung des Gehirns zur Initiierung
einer Fieberreaktion in der Tat nur im Bereich der CVOs, speziell im OVLT mdglich, da
nur hier das Tragerprotein mit dem zu transportierenden PGE: in das Gehirn eintreten

kann.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Moglichkeit des Eintritts von Albumin-
gebundenem PGE:; in das Gehirn )

Wiihrend in den meisten Gehirnstrukturen der Ubertritt von Albumin-gebundenem PGE>
durch die Blut-Hirn-Schranke verhindert wird (A), wdre dies im Bereich des OVLT
aufgrund der dort vorliegenden strukturellen Besonderheiten durchaus moglich (B).
Abkiirzungen: Alb = Albumin; PGE:> = Prostaglandin E>

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen in der Tat, dass es
im OVLT betrdchtliche Populationen besonders an Astrozyten und Mikrogliazellen, aber
auch an Neuronen gibt, die direkt durch PGE: aktiviert werden, was sich in den
Versuchen als deutlicher, transienter Anstieg der intrazelluliren Ca®’-Konzentration
manifestierte. Da sich derartige Reaktionen im MnPO, einer innerhalb der Blut-Hirn-
Schranke gelegenen Struktur, fast gar nicht manifestierten, stellt sich die Frage, ob dies
mit einer unterschiedlichen Verteilung der EP1-4-Rezeptoren in OVLT und MnPO
zusammenhdngen konnte. Der im OVLT maBgeblich exprimierte Rezeptor-Subtyp EP1
(Oka et al. 2000; Oka 2004) setzt Anstiege der intrazelluldren Ca?"-Konzentration als
second messenger System ein. Die beobachteten PGE;-induzierten Ca**-Signale in Zellen
des OVLT konnten somit durchaus mit einer direkten Aktivierung von EP1-Rezeptoren
in Zusammenhang stehen. In der Tat zeigte eine Studie an EP1-Rezeptor-defizienten
Mausen, dass dieser Rezeptor nur fiir die frithe Fieberphase eine gewisse Bedeutung zu

haben scheint (Oka et al. 2003a). Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunde

wiirden diese Hypothese somit unterstiitzen.
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Es bleibt jedoch festzuhalten, dass die Mehrzahl der in diesen Untersuchungen direkt
durch PGE; aktivierbaren Zellen in Primérkulturen des OVLT nicht-neuronalen
Ursprungs war. So waren PGE,-vermittelte Ca*>*-Signale in einer betriichtlichen Zahl an
Astrozyten (120 von 645 untersuchten Einzelzellen) zu beobachten. Von Astrozyten weild
man, dass sie sich an der schnellen interzelluldren Kommunikation im ZNS direkt durch
Freisetzung von Glutamat beteiligen (Cali et al. 2014). In dieser Studie konnte auch
gezeigt werden, dass Astrozyten auf Stimulation mit PGE, mit einer Ca®"-abhingigen
Freisetzung von Glutamat reagieren. Unter der Voraussetzung, dass ein derartiger
Mechanismus auch im OVLT wirksam wire, konnte lokal im Bereich des OVLT durch
PGE: freigesetztes Glutamat direkt die vorhanden neuronalen Verbindungen zum MnPO
aktivieren. Ob ein solcher Mechanismus tatsdchlich zu den bekannten Verdnderungen des
Funktionszustands des MnPO unter Bedingungen einer systemischen Inflammation

beitrigt, bleibt jedoch zunéchst spekulativ.

4. Modulation der Stirke Glutamat-induzierter Ca?*-

Signale in Neuronen des MnPO durch PGE;

Im Gegensatz zum OVLT war eine direkte Responsivitit von Zellen aus Priméirkulturen
des MnPO gegeniiber PGE,, die sich in markanten Ca®"-Signalen #uBerte, kaum
nachweisbar. Dieses so unterschiedliche Verhalten zweier direkt benachbarter
Gehirnstrukturen ldsst sich zundchst mit der sehr verschiedenen Ausstattung an
Rezeptoren erkldren. Der bevorzugten Expression von EP1 im OVLT steht die
dominierende Expression von EP3 im MnPO gegeniiber. Wie bereits in der
Literaturiibersicht angesprochen wird dem Rezeptor EP3 im Bereich des MnPO eine
kritische Rolle bei der Manifestierung der Fieberreaktion zugesprochen (Oka et al. 2003b;
Ushikubi et al. 1998). Traditionell wird der Mechanismus, tiber den PGE; im MnPO seine
pyrogene Wirkung entfaltet wie folgt beschrieben: Der MnPO und die benachbarten
Strukturen der POA sind durch eine hohe Anzahl an warmsensitiven Neuronen
charakterisiert (Boulant und Dean 1986; Wechselberger et al. 2006). Diese Neurone
erhohen ihre Entladungsrate mit steigender Temperatur. Mehrere dltere Studien konnten
zeigen, dass PGE: die Aktivitit (Entladungsrate) dieser Wéarme-sensitiven Neurone

hemmt (Hori et al. 1988; Matsuda et al. 1992; Ranels und Griffin 2003). Dies wiirde zu
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einer stirkeren Gewichtung des Inputs peripherer Kaéltesensoren in das
Thermoregulationssystem und dadurch zu Reaktionen fiihren, wie sie in der Phase des
Fieberanstiegs beobachtet werden. Da der fiir die Fieberreaktion so wichtige EP3
Rezeptor iiber ein G-Protein zur Verminderung der intrazelluldren Konzentration des
second messengers cAMP flihrt, wurde postuliert, dass die Bindung von PGE; an den
EP3-Rezeptor die Warmsensitivitit der MnPO-Neurone iiber einen Abfall des cAMP-
Spiegels reduziert (Nakamura 2011; Steiner et al. 2002). Es wurde jedoch bislang noch
nicht nachgewiesen, dass es sich bei den EP3-Rezeptor exprimierenden Neuronen
tatsdchlich um Wérme-sensitive Neurone handelt.

Die neueren Modelle zur Organisation des zentralen Anteils des Thermoregulations-
systems gehen davon aus, dass GABAerge Neurone im MnPO, die iiber den
Neurotransmitter Glutamat stimuliert werden, zu einer Enthemmung von
Wairmebildungsmechanismen fithren (Morrison und Nakamura 2011; Nakamura 2011).
Wiirde PGE; bei diesem Mechanismus interferieren, musste es die Glutamat-induzierte
Aktivierung GABAerger Neurone verstiarken. Genau dieser Effekt von PGE2 konnte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit an Primérkulturen des MnPO dokumentiert werden. Bei
einer markanten Zahl an MnPO-Neuronen (und Astrozyten) wurden Glutamat-induzierte
Ca’"-Signale signifikant verstirkt. Bei den durch PGE, derart in ihrer Aktivitit
modulierten (verstirkten) Neuronen wiederum handelte es sich zu knapp 30% um
GABAerge Neurone. Wie nun ldsst sich dieser Befund mit der Signaltransduktion am
EP3-Rezeptor in Einklang bringen? Prinzipiell kann ein Anstieg der intrazelluliren Ca**-
Konzentration nach Aktivierung aller PGE;-Rezeptorsubtypen EP1-EP4 erfolgen. Fiir
den im MnPO so wichtigen EP3-Rezeptor, der an ein inhibitorisches G-Protein gekoppelt
ist, wurde gezeigt, dass die Untereinheit Gyg eben dieses inhibitorischen G-Proteins zu
einer Ca?’-Mobilisierung fiihrt (Hatae et al. 2002). Dies konnte zu der von uns
beobachteten Verstirkung der Glutamat-induzierten Ca**-Signale in MnPO-Neuronen
bzw. Astrozyten gefiihrt haben. Andererseits wurde in der prdoptischen Region die
Existenz verschiedener Spleiflvarianten des EP3 Rezeptors beschrieben (Vasilache et al.
2007), von denen zumindest zwei nach Stimulation mit PGE; den IP3 / Ca?*-Signalweg
aktivieren (Schmid et al. 1995). Die Beobachtung einer Verstirkung Glutamat-induzierter
Ca?*-Signale durch PGE: steht jedenfalls im Einklang mit einer elektrophysiologischen
Studie an dissoziierten Neuronen der praoptischen Region (Katafuchi et al. 2005). Eine
Perfusion dieser dissoziierten Neurone mit PGE: verursachte per se keine messbaren

Tonenstrome an der Zellmembran. Jedoch wurden Glutamat-induzierte Ca?'-Strome in
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diesen Zellen durch PGE, verstirkt (Katafuchi et al. 2005). Ahnliche modulatorische
Effekte anderer neuroaktiver Molekiile auf Glutamat-induzierte Ca®'-Signale wurden
auch fir Primérkulturen hypothalamischer Neurone der Ratte beschrieben (Kopp et al.
2001; Obrietan et al. 1995). Das Peptid PACAP (Hypophysen-Adenylatzyklase-
aktivierendes Polypeptid) verstirkte Glutamat-induzierte Ca®’-Signale iiber eine
Interaktion mit ionotropen Glutamat-Rezeptoren, wihrend eine Abschwéchung derartiger
Signale durch Interaktion von PACAP mit metabotropen Glutamat-Rezeptoren
verursacht wurde. Auch in den hier durchgefiihrten Versuchen wurden zwei Populationen
an PGE;-modulierten préoptischen Neuronen identifiziert, wobei PGE; die
Glutamatantwort bei einer Gruppe verstirkte, bei der anderen Gruppe jedoch
abschwichte. Ob es sich auch hier um den Effekt einer Beeinflussung unterschiedlicher
Glutamat-Rezeptoren gehandelt hat, bleibt zunichst offen.

In Ubereinstimmung mit in vivo-Untersuchungen (Nakamura et al. 2002) wurde in der
vorliegenden Studie an Primérkulturen des MnPO gefunden, dass etwa 30% der durch
PGE:> modulierten Glutamatantworten in GABAergen Neuronen erfolgten. Diese hier
beschriebenen Neurone konnten unter in vivo-Bedingungen also tatsdchlich dafiir
verantwortlich sein, dass ihre Aktivierung durch Glutamat und die Verstirkung dieser
Aktivierung durch PGE; zur stirkeren Enthemmung von Wérmebildungsmechanismen
und damit zu den in der Phase eines Fieberanstiegs beobachteten Reaktionen fithrt. Man
kann mit Untersuchungen nach dem hier vorgestellten Ablauf somit tatséchlich in Bezug
auf ganz bestimmte Fragestellungen zur Reduktion von Ganztierversuchen beitragen,

wobei diese jedoch nicht vollstindig ersetzt werden kdnnen.

5. Modulation der LPS-induzierten Produktion von

Zytokinen durch PGE: in Kulturen des OVLT und des MnPQO

Endothelzellen der Hirngefile werden unter den Bedingungen einer systemischen
Inflammation als die wichtigsten Produzenten von PGE> im Gehirn angesehen. Hierbei
werden die Endothelzellen von der Blutseite aus {iber die dort existierenden Rezeptoren
fiir Zytokine oder LPS und andere PAMPs aktiviert, was unter anderem zu einer
gekoppelten Induktion von COX-2 / mPGESI fiihrt (Chakravarty und Herkenham 2005;

Eskilsson et al. 2014; Laflamme und Rivest 2001). Das von diesen induzierbaren
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Enzymen gebildete PGE; wird dann auf der abluminalen Seite in das Gehirnparenchym
abgegeben (Engstrom et al. 2012; Inoue et al. 2002; Konsman et al. 2004; Yamagata et
al. 2001). Als Folge einer derartigen inflammatorischen Aktivierung von Zellen, welche
an der Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt sind, propagiert der inflammatorische
Prozess in das Gehirnparenchym, sodass nun hier eine ,,zweite Welle* an Zytokinen und
anderen Mediatoren gebildet wird. Diese sind an der Entstehung spiterer Phasen der
zentralnervos kontrollierten Krankheitssymptome beteiligt, eine Bildung der Zytokine im
ZNS wird hauptsdchlich Mikrogliazellen zugeschrieben (Ott et al. 2010; Roth und
Blatteis 2014; Wuchert et al. 2008; Wuchert et al. 2009). Ein wesentlicher Punkt, in dem
sich die im Rahmen dieser Studie eingesetzten Priméirkulturen von der in vivo Situation
unterscheiden ist das Fehlen von Endothelzellen in diesen Kulturen. Endothelzellen
wirden in Co-Kultur die Kultivierung neuro-glialer Elemente {iiberlagern und
unterdriicken. Es war fiir die hier vorgestellten Untersuchungen jedoch wichtig zu wissen,
wie sich das von Endothelzellen in hohem Umfang gebildete PGE; auf die Kapazitét der
betreffenden Hirnstrukturen zur Bildung pro-inflammatorischer Mediatoren auswirkt
(hier: TNF-a und IL-6). Die Exposition der neuro-glialen Elemente des OVLT und des
MnPO mit PGE; wurde daher experimentell simuliert und die Auswirkung einer
Inkubation mit PGE; auf die LPS-induzierte Bildung von TNF-a und IL-6 analysiert.
Vergleichend wurden auch Kulturen mit PGD: inkubiert, einem Prostanoid mit allgemein
anerkannten anti-inflammatorischen Eigenschaften. Der Kernbefund dieses Experiments,
dass Inkubation der Kulturen beider Hirnstrukturen mit PGE> die LPS-induzierte
Freisetzung von IL-6, besonders aber von TNF-q, starker hemmte als eine Inkubation mit
PGD», war zunéchst iiberraschend. Einige éltere Studien an intakten Versuchstieren oder
an isolierten Makrophagen hatten jedoch zumindest fiir die Kdrperperipherie angedeutet,
dass es eine reziproke Beeinflussung zwischen PGE, und TNF-o beziiglich ihrer
jeweiligen Stimulus-induzierten Bildung gibt. So wurde bei Méusen (Kozak et al. 1997),
Meerschweinchen (Roth et al. 2002) und Menschen (Martich et al. 1991) beobachtet, das
die nach LPS-Injektion verzeichneten Anstiege an TNF-o im Blut durch eine Behandlung
mit COX-Inhibitoren massiv verstiarkt wurden. In einer weiteren Studie wurden Mause
einer mit Fischol-angereicherten Didt unterzogen. Diese Miuse zeigten nach Injektion
von LPS nicht den im Normalfall auftretenden Anstieg an PGE> in Plasma, jedoch eine
massiv verstdrkte Freisetzung von TNF-o (Kozak et al. 1997). Auch fiir isolierte

Makrophagen wurden hemmende Einfliisse von PGE> auf eine induzierte Freisetzung von
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TNF-a beschrieben (Fieren et al. 1991; Kunkel et al. 1986). All diese Befunde wurden
kiirzlich in Zusammenhang mit klinischen Beobachtungen assoziiert, in denen eine
Behandlung von septischen Patienten mit COX-Inhibitoren sich eher als nachteilig fiir
die Genesung oder sogar das Uberleben der Patienten darstellte (Harden et al. 2015).

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Befunde zeigten zum ersten Mal, dass ein
derartiger Mechanismus auch im Gehirn existiert. Die Vorstellung dass PGE> im ZNS ein
negatives Feedback Signal zur Limitierung neuroinflammatorischer Prozesse
reprisentiert, war bereits vorgeschlagen worden (Brenneis et al. 2011; Zhang und Rivest
2001). Die hier verwendeten OVLT und MnPO Kulturen zeigten jedenfalls eine deutlich
abgeschwichte Bildung von TNF-a durch die Inkubation mit exogen zugefiigtem PGE».
Ob TNF-a im ZNS jedoch pro- oder anti-inflammatorische Effekte ausiibt, hingt von
dem in der untersuchten Struktur exprimierten TNF-Rezeptor ab. Pro-inflammatorische
Effekte werden iiber den Typ-I (p55) TNF-Rezeptor vermittelt, wihrend die TNF-
induzierte Signaltransduktion am Typ-II (p75)-Rezeptor eher anti-inflammatorisch wirkt

(Kassiotis und Kollias 2001; Masli und Turpie 2009).

Schlussfolgerungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden experimentelle Befunde vorgestellt, die zeigen, dass
PGE: nicht nur im ZNS, sondern auch in peripheren Strukturen (Ké&ltesensoren) des
Thermoregulationssystems zelluldre Reaktionen hervorruft, die zum Teil ein neues Licht
auf die Rolle dieser Substanz bei der Fieberentstehung und der Entstehung von
Neuroinflammation werfen. Diese Befunde begriinden auch erneut die Frage nach
moglichen Konsequenzen des weit verbreiteten Einsatzes PGEz-hemmender
Medikamente. Da es an verschiedensten Stellen des Thermoregulationssystems der
Séuger Rezeptoren fiir PGE: gibt, wurde kiirzlich die provokative Hypothese aufgestellt,
ob die Einnahme nicht-steroidaler-anti-inflammatorischer Medikamente (NSAIDs) die
natiirlichen Fidhigkeiten zur Thermoregulation (z.B. bei starker Kailteexposition)
beeintrachtigen konnte (Foster et al. 2015). Ob und in welchem Umfang PGE, tatsdchlich
die ,,normale” Thermoregulation in Abwesenheit von Fieber signifikant beeinflusst,

erfordert weiterfiihrende experimentelle Untersuchungen.
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F. ZUSAMMENFASSUNG

Obwohl eine wichtige Rolle fiir PGE: bei der Entstehung von Fieber und einigen anderen
Krankheitssymptomen allgemein anerkannt wird, ist das Wissen iiber die exakten
Wirkorte und die durch PGE: hervorgerufenen zelluldiren Reaktionen nach wie vor
unvollstindig. Zentrales Ziel dieser Arbeit war es daher, zelluldre Reaktionen peripherer
(Thermosensoren) und  zentraler (OVLT und MnPO) Strukturen des

Thermoregulationssystems der Sduger gegeniiber PGE; und PGD; zu untersuchen.

Der erste Teil dieser Arbeit beinhaltet Messungen intrazellulidrer Ca**-Konzentrationen
in Primérkulturen von Neuronen aus Spinalganglien. Diese wurden mit dem Pyrogen
PGE2, mit dem antipyretischen Faktor PGD., mit einer Mischung aus PGE; und PGD:
und mit Menthol, einem Aktivator von Kiltesensoren, stimuliert. Die Ca®’-Messung
erfolgte mittels Fura-2-abhingigem Ca®'-Imaging. Die Neurone der Spinalganglien
konnten gemil ihres Durchmessers in drei Gruppen eingeteilt werden: kleine Neurone
(ca. 15 um Durchmesser), mittelgrole Neurone (ca. 35 um Durchmesser) und grof3e
Neurone (ca. 55 pm Durchmesser). 96 von 264 untersuchten Neuronen reagierten auf
eine Stimulation mit PGE> mit markanten Ca**-Signalen. 53 dieser 96 Neurone reagierten
auch auf Menthol, was sie als Kaéltesensoren charakterisierte. 80% dieser Neurone
gehorten der mittelgroBen Population (ca. 35 um Durchmesser) an. In einer weiteren
Versuchsreihe untersuchten wir, ob die Stirke der PGE>-induzierten Ca**-Signale durch
PGD; moduliert wurde. In der Tat wurde in 60% der diesbeziiglich untersuchten Neurone
(n = 57) beobachtet, dass die Stirke der PGE»-induzierten Ca®’-Signale durch Co-
Stimulation mit PGD; reduziert wurde. Dieser Effekt war auch in der Gruppe der PGE:-
und Menthol-responsiven Zellen zu beobachten. Diese Befunde zeigen, dass es
antagonistische Effekte von PGE> und PGD:; auf einen neuronal getragenen Signalweg
gibt, der iiber eine Aktivierung peripherer Kéltesensoren inflammatorische Signale zum
ZNS weiterleitet. Die Ergebnisse liefern auch eine mogliche alternative Erklarung fiir die
in der Literatur beschriebenen antipyretischen und anti-inflammatorischen Eigenschaften

von PGD:.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Effekte von PGE: und PGD; auf zentralnervose
Strukturen des Thermoregulationssystems untersucht. Im Rahmen peripherer

Entziindungsreaktionen zeigt die Induktion der Enzyme, welche fiir die Bildung von
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PGE: zustindig sind, einen charakteristischen Zeitverlauf in peripheren Organen und im
Gehirn. In Bezug zur Fieberreaktion legt dieser Zeitverlauf nahe, dass peripher gebildetes
PGE: fiir die Induktion der kiirzeren, frithen Fieberphase zusténdig ist, wihrend zentral
gebildetes PGE» die ldngere, spite Fieberphase im Bereich des MnPO vermittelt. Die
Beeinflussung des Gehirns durch peripher gebildetes PGE> konnte im Bereich des OVLT
erfolgen, welches eine unvollstindige Blut-Hirn-Schranke aufweist und fiir die
Fieberentstehung von Bedeutung ist. Die Wirkung von PGE> im MnPO konnte die
Glutamat-getragene Aktivierung einer Neuronenpopulation sein, die auch durch
periphere Kiltesignale aktiviert wird. Unter Verwendung des Fura-2-abhingigem Ca**-
Imaging wurden Verinderungen intrazellulirer Ca**-Konzentrationen in Zellen neuro-
glialer Priméarkulturen des OVLT und des MnPO der Ratte gemessen. Die Kulturen beider
Strukturen wurden mit PGE2 und / oder Glutamat stimuliert. Im Gegensatz zum MnPO
reagierten zahlreiche Zellen des OVLT direkt auf PGE> mit voriibergehenden Anstiegen
intrazellulirer Ca**-Konzentrationen. Im Einzelnen waren es 8% von 385 untersuchten
Neuronen, 19% von 645 untersuchten Astrozyten und 28% von 43 untersuchten
Mikrogliazellen. Im MnPO wurden dagegen modulatorische Wirkungen von PGE; auf
die Stiirke Glutamat-induzierter Ca**-Signale nachgewiesen. In 72 von 512 untersuchten
Neuronen und in 105 von 712 untersuchten Astrozyten war eine signifikante Verstarkung
Glutamat-induzierter Ca?*-Signale zu verzeichnen. Von der Neuronenpopulation die auf
diese Weise reagierte, verwendeten ca. 30% GABA als Neurotransmitter. Diese Befunde
stehen im Einklang mit einer Funktion von PGE; als zirkulierender Botenstoff, der das
Gehirn auf der Ebene des OVLT beeinflusst und von lokal im MnPO gebildetem PGE»
als Verstirker glutamaterger sympathischer Ubertragung. Speziell durch die Wirkung im
MnPO wird eine Enthemmung thermoregulatorischer Warmebildung hervorgerufen, die
zur Fieberentstehung beitragen kann. In einer letzten Versuchsreihe wurde die
Auswirkung einer Inkubation von OVLT und MnPO Primérkulturen mit PGE; und PGD>
auf die LPS-induzierte Bildung von Zytokinen (TNF-o und IL-6) untersucht. In
Primérkulturen beider Hirnstrukturen reduzierte die Inkubation mit PGE, die LPS-
induzierte Freisetzung beider Zytokine (besonders TNF-a) in den Kulturiiberstand. Im
Gehirn scheint PGE; somit als Feedback-Signal zu wirken, das die Stirke
neuroinflammatorischer Prozesse limitiert und somit eine duale Rolle mit pro- und anti-

inflammatorischen Eigenschaften spielt.
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G. SUMMARY

Although a crucial role for PGE> in the manifestation of fever and other symptoms of
illness is well established, the knowledge about the sites of action and the precise cellular
effects of this substance is still incomplete. The central goal of this study was therefore
to study cellular responses to PGE> and PGD:> of peripheral (thermosensors) and central

(OVLT and MnPO) structures of the mammalian thermoregulatory system.

In a first study we measured intracellular Ca®*-concentrations in cultured neurones from
rat dorsal root ganglia (DRG) stimulated with the pyrogenic mediator prostaglandin E»
(PGE»), the anti-inflammatory and antipyretic mediator PGD>, mixtures of both PGs, and
menthol using the fura-2 ratio imaging technique. Neurons could be grouped according
to their size with diameters of about 15 pm (small), 35 pm (medium sized), or 55 pm
(large). 96 out of 264 neurons responded to PGE:> with pronounced Ca**-signals, 53 of
them being also responsive to menthol, indicative of their function as cold-sensors. 80%
of these neurons belonged to the medium sized group. In a next experiment we tested
whether Ca®*-signals of PGE, responsive neurons were modulated by PGD.. In 60% of
all neurons investigated (n = 57) the strength of the PGEz-induced Ca?*-signals was
reduced by co-administration of PGD,. This effect was also observed in those neurons
that were responsive to PGE> and menthol (n=23; p< 0.001). This observation indicates
antagonistic effects of PGE2 and PGD; on a neuronal pathway that involves cold sensors
and is activated during a localized subcutaneous inflammation. This finding might
provide an explanation for the reported antipyretic and anti-inflammatory capacities of

PGDo..

In a second study effects of PGE2 and PGD: on central structures of the thermoregulatory
system were investigated. The time course of the induction of enzymes responsible for
the formation of PGE> after an inflammatory insult, in relation to the concomitant febrile
response, suggests that peripherally generated PGE: is involved in the induction of the
early phase of fever. Centrally produced PGE: exerts pyrogenic capacities during the later
stages of fever within the hypothalamic median preoptic nucleus (MnPO). The actions of
peripherally derived PGE> on the brain might occur at the level of the organum
vasculosum laminae terminalis (OVLT), which lacks a tight blood-brain barrier and is

implicated in fever, while the effects of PGE> within the MnPO might interfere with
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glutamatergic neurotransmission within a recently characterized central efferent pathway
for the activation of cold-defence reactions. Using the fura-2 ratio imaging technique we,
therefore, measured changes of the intracellular Ca** concentration in primary neuroglial
microcultures of rat OVLT and MnPO stimulated with PGE> and / or glutamate. In
cultures from the OVLT, as opposed to those derived from the MnPO, substantial
numbers of neurons (8% of 385), astrocytes (19% of 645) and microglial cells (28% of
43) directly responded to PGE, with a transient increase of intracellular Ca**. The most
pronounced effect of PGE> on cells from MnPO microcultures was its modulatory
influence on the strength of glutamate-induced Ca** signals. In 72 out of 512 neurons and
in 105 out of 715 astrocytes PGE: significantly augmented glutamate-induced Ca**
signals. About 30% of these neurons were GABAergic. These observations are in
agreement with putative roles of peripheral PGE> as a directly acting circulating agent at
the level of the OVLT, and of central MnPO-intrinsic PGE, as an enhancer of
glutamatergic neurotransmission, which causes disinhibition of thermogenic heat
production, a crucial component for the manifestation of fever. In microcultures from
both brain sites investigated incubation with PGE> or PGD; significantly reduced the
lipopolysaccharide-induced release of cytokines (TNF-a and IL-6) into the supernatant.
PGE:, thus, seems to be involved in a negative feed-back loop to limit the strength of the
brain inflammatory process and to play a dual role with pro- as well as anti-inflammatory

properties.
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