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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Ein hiufiges klinisches und volkswirtschaftliches Problem der modernen Gesellschaft
ist der Entziindungsschmerz, welcher uns in unserer Leistungsfdhigkeit und unserem
Wohlbefinden beeintrachtigt. Obwohl es potente analgetische Substanzen gibt, sind
noch immer viele Patienten nur unzureichend behandelt bzw. werden sie erheblichen
Nebenwirkungen der Therapie ausgesetzt. Pro-inflammatorische Zytokine konnen eine
Entziindung ausldsen, sie aufrecht erhalten oder Nervenendigungen sensibilisieren, was
zum Schmerzempfinden beitrdgt oder selbst Schmerz ausldst. Dies war der Anlass fiir
uns, anhand eines Entziindungsmodells mit Knockout-Médusen fiir Zytokine und andere
immunologische Faktoren Verhaltenstests durchzuftihren und die mechanischen und
thermischen Schmerzschwellen zu bestimmen. Dafiir verwendeten wir ein stumpfes
Filament mit ansteigendem Druck (von-Frey-Haar), bzw. konstante Laser-Reize, die
Hitzeempfindungen auslosten. Wegzugsbewegungen wurden als Korrelate fiir
schmerzassoziiertes Verhalten ausgewertet, wobei der Parameter Druck fiir die
Verdanderung der mechanischen Schwelle und der Parameter Latenz fiir die
Verdnderung der thermischen Schwelle analysiert wurden. Das AusmalBl der
Entziindung, welche mittels Zymosaninjektion in die linke Hinterpfote induziert wurde,
wurde anhand der Pfotenschwellung bestimmt. Nach Auslosen der Entziindung durch
Zymosaninjektion bildeten sich die typischen Symptome der Entziindung, Rotung,
Schwellung, Funktionseinschrinkung und Uberwirmung aus. Die rechte Hinterpfote

blieb als Referenzpfote unberiihrt.

Die hier untersuchten Zytokine oder Zytokinbestandteile sind Teil der Ty;- bzw. Tyj7-
Signalwege und somit von Bedeutung fiir Entziindungsprozesse. Im Einzelnen wurden
IFNy, IL-17, p35 (IL-12), p19 (IL-23) und TIM-3 untersucht. Dabei wurde sowohl die
Wirkung auf Wildtypméuse getestet, als auch gepriift, ob die Ausschaltung einzelner

dieser Zytokine entziindungsassoziiertes Verhalten beeinflussen kann.

Die Ausschaltung von IFNy reduzierte die mechanische und thermische Hyperalgesie
nach einer vorherigen Entziindungsinduktion. Bei diesen Tieren konnte durch eine
lokale IFNy-Substitution in die entziindete Pfote eine Zunahme der mechanischen und

thermischen Hyperalgesie bewirkt werden.




Zusammenfassung

Dagegen brachte eine intraperitoneale, systemische Substitution von IFNy weniger
ausgeprigte Effekte, wenngleich auch hier eine Zunahme der Hyperalgesie beobachtet
werden konnte. Wurde IFNy durch Antikorper neutralisiert, so beobachteten wir eine
Abschwichung der Entziindung und eine geringer ausgepragte mechanische und
thermische Hyperalgesie, sofern die Entziindung stark genug war (hohere

Zymosandosis).

Die Proteine p19 und p35 sind weniger an der Entziindungsauspriagung als an der
Entstehung von Hyperalgesie beteiligt. Nach Ausschaltung von pl9 konnte eine
Abschwichung der mechanischen Hyperalgesie gesehen werden, die thermische
Hyperalgesie blieb unbeeinflusst. Die Ausschaltung von p35 erbrachte dhnliche Effekte,
jedoch war die Abschwichung der mechanischen Hyperalgesie noch geringer. Das
Ausschalten von IL-17 fiihrte zu einer deutlichen Abschwichung der
Entziindungsauspragung sowie einer schwicheren mechanischen und thermischen
Hyperalgesie. Die Ausschaltung des Proteins TIM-3 verstirkte die mechanische
Hyperalgesie, schwichte dagegen die thermische Hyperalgesie ab, was auf die

Beeinflussung verschiedener Signalwege hindeutet.

Insgesamt zeigt die vorgelegte Studie, dass sowohl IFNy als auch IL-17 neben ihrem
Beitrag zur Entziindungsauspridgung auch wesentlichen Anteil an der Entstehung

mechanischer und thermischer Hyperalgesie haben.
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2 Einleitung

Zahlreiche Erkrankungen gehen mit einer Stimulation des Immunsystems einher bzw.
sind mit gestorten Immunfunktionen assoziiert. Gleichzeitig sind solche Erkrankungen
oftmals schmerzhaft. Gerade akute Schmerzen auf Grund einer peripheren Entziindung
sind hdufige Griinde fiir die Arztkonsultation, da sie den Patienten belasten (Thomas et

al., 2004).

Entziindungen zeichnen sich durch die Kardinalsymptome Ré&tung, Uberwirmung,
Schwellung, Schmerz und Funktionsverlust aus. Diese komplexen Vorgéinge werden
besonders durch das enge Zusammenwirken zwischen dem Immunsystem, dem
Gefidllsystem und dem Nervensystem hervorgerufen. Das Immunsystem schiitzt den
Korper vor der Einwirkung pathogener Noxen, wie z.B. Bakterien und Viren und
bekdampft eingetretene Infektionen. Thm obliegt weiterhin die Funktion, geschidigte
Zellen abzurdumen, sowie zur Regeneration des geschidigten Gewebes beizutragen.
Uber endotheliale Prozesse kann das GefiBsystem zur Extravasation bendtigter
Plasmaproteine beitragen oder durch die Expression von Adhisionsmolekiilen eine
Zellinfiltration mit steuern. Zum Beispiel werden durch Chemokine Leukozyten aus der
Blutbahn in das betroffene Areal gelockt; sowohl die Angiogenese wird gefordert, als
auch die Immunantwort moduliert. Zum Teil entsteht zusitzlich Fieber (Verri Jr. et al.,

2007, Kress, 1996).

Wie oben beschrieben, gehen entziindliche Erkrankungen hiufig mit Schmerzen einher.
Die International Association for the Study of Pain definiert Schmerz folgendermafen:
»Schmerz ist ein unangenehmes Sinnes- oder Gefiihlserlebnis, das mit tatsdchlicher oder
potenzieller Gewebeschddigung einhergeht oder von betroffenen Personen so
beschrieben wird, als wire eine solche Gewebeschddigung die Ursache.” (Merskey and

Bogduk, 1994)

Der Schmerzempfindung liegt die Aktivierung des nozizeptiven Systems zugrunde. Es
hat die Aufgabe, vor Schadigung zu warnen und die Korperintegritit zu bewahren.
Bisher ist nicht ginzlich geklirt, in wieweit es auch regulierend in Entziindungen

eingreifen kann.



http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=International_Association_for_the_Study_of_Pain&action=edit&redlink=1

Einleitung

Wird das Gewebe durch eine Entziindung oder Verletzung geschédigt, entsteht der
pathophysiologische Nozizeptorschmerz. Diese Form des Schmerzes spielt fiir diese
Arbeit eine ilibergeordnete Rolle, da hierbei typischerweise eine Hyperalgesie entsteht,
d.h. eine erhohte Schmerzempfindlichkeit im betroffenen, aber auch teilweise im
umgebenden Gewebe. Sie wird durch die Mechanismen der peripheren und zentralen
Sensibilisierung des nozizeptiven Systems erzeugt, wobei liber zahlreiche molekulare

Vorgéinge Nervenzellen sensibilisiert werden.

Entsprechend dem aktuellen Forschungsstand unterscheidet man zwei weitere
Schmerztypen nach &dtiopathogenetischen Gesichtspunkten (Schaible and Richter, 2004,
Sommer and Kress, 2004, Willis and Coggeshall, 2004). Wirken noxische Reize auf
gesundes Gewebe ein, entsteht Schmerz, der als physiologischer Nozizeptorschmerz
bezeichnet wird. Diesem akuten Schmerz kommt eine wichtige Warnfunktion zu und er
ist meist auf die Region der Schadigung begrenzt (Reuter, 2004). Sobald die Gefahr
droht, dass das Gewebe Schaden nimmt, wird dieser Schmerz ausgelost und es erfolgt

z.B. ein Wegziehreflex, um sich von der Quelle der Noxe zu entfernen.

Werden die Nervenfasern selbst geschéddigt, spricht man von neuropathischen
Schmerzen. Diese Schmerzform entsteht z.B. bei Bandscheibenvorfillen oder
verschiedenen Stoffwechselerkrankungen und wird teilweise durch Entziindungs-
schmerz-unabhingige Mechanismen bedingt. Der ektopen Erregungsbildung kommt
dabei grofle Bedeutung zu, da beispielsweise an der geschidigten Stelle
Aktionspotenziale entstehen. Durch eine Schidigung der Nervenfaser hebt sich
einerseits hdufig die normale Funktion der Nozizeptoren auf und andererseits ist das

vom geschidigten Nerven innervierte Gebiet schmerzhatft.




Einleitung

2.1 Afferente Mechanismen der Nozizeption

2.1.1 Nozizeptoren und Schmerzentstehung

Anfang des 20. Jahrhunderts wurde der Begriff Nozizeption durch Sir Charles
Sherrington geprigt, welcher sich von dem lateinischen Wort ,,nocere* ableitet, was so
viel bedeutet wie schddigen (Sherrington, 1903). Nozizeptoren sind freie
Nervenfaserendigungen mit geringem Durchmesser, die diinn myelinisiert (Ao-Fasern)
oder nicht myelinisiert (C-Fasern) sind. Die nozizeptiven Afferenzen zdhlen zu den
langsam leitenden Nervenfasern (Schaible and Grubb, 1993). Noxische Reize aktivieren
diese freien sensorischen Nervenendigungen ,,polymodal®, das heiflt, siec konnen
mechanisch, chemisch oder thermisch erregt werden (Messlinger, 1997). Nozizeptoren
sind hochschwellig und sprechen normalerweise erst auf starke mechanische und
thermische Reize an (Zimmermann, 2004). Zusitzlich kénnen sogenannte ,,stille
Nozizeptoren™ durch Gewebeschadigung bzw. Entziindung rekrutiert werden (Grigg et
al., 1986, Schaible and Grubb, 1993). Das sind C-Fasern, die in gesundem Gewebe auch

nicht durch starke Hitze oder Druck erregt werden konnen.

Ist der noxische Reiz ausreichend stark, wird dieser in Aktionspotenzialen kodiert, diese
werden liber das Axon zu sensorischen nozizeptiven Hinterhornneuronen der grauen
Substanz in das Riickenmark oder in den Hirnstamm weitergeleitet (Schaible and
Richter, 2004, Willis and Coggeshall, 2004). Bestimmt wird die Erregungsschwelle der
Riickenmarksneurone vom afferenten Eingang, von intrinsischen Eigenschaften der
Zellen und von deszendierenden Bahnen (Schaible, 2007). Eine Vielzahl nozizeptiver
Zellen sind sog. ,,Wide-dynamic-range-Neurone®. Sie antworten mit geringer
Entladungsfrequenz auf nicht-noxische Reize, da sie nicht nur afferenten Eingang von
Nozizeptoren erhalten, sondern auch von niederschwelligen Mechanorezeptoren. Bei
noxischen Reizen zeigen diese Zellen stirkere Antworten. Im Riickenmark gibt es
auBBerdem Neurone, die spezifisch nur auf noxische Reize antworten (Willis and

Coggeshall, 2004).
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Eine GroBzahl der Hinterhornzellen ist in vegetative und motorische Reflexbdgen
eingebunden, welche die Grundlage fiir nozizeptive Reflexe, hervorgerufen durch
noxische Reize, bilden. Vom Riickenmark wird die Information iiber den Tractus
spinothalamicus zum lateralen und medialen thalamokortikalen System aufsteigend
weitergeleitet (Treede et al., 1999, Vogt, 2005). Im lateralen System, bestehend aus
Relais-Kernen des lateralen Thalamus und den Areae S1 und S2 des Kortex, wird der
noxische Reiz hinsichtlich Lokalisation, Intensitdt und Dauer analysiert. Dagegen
erzeugt das mediale System bestehend aus Relais-Kernen des zentralen und medialen
Thalamus, dem anterioren Gyrus cinguli, der Insula und dem prifrontalen Kortex,
vorrangig die affektive Schmerzkomponente. Durch letztere entwickeln sich vorrangig
die aversiven Reaktionen im Rahmen schmerzhafter Reize (Schaible and Richter, 2004,

Treede et al., 1999).

Absteigende Bahnen fordern oder schwéchen den nozizeptiven Prozess auf spinaler
Ebene ab. Es handelt sich dabei um ein nozizeptionsférderndes- oder hemmendes
System bestechend aus Bahnen, die dem Hirnstamm, insbesondere dem
periaquaeduktalen Grau und dem Nucleus raphe magnus, entspringen und im
dorsolateralen Funiculus des Riickenmarks absteigen (Millan, 2002). Durch diese
Bahnen und durch zahlreiche inhibitorische Neurone kann eine endogene Kontrolle {iber

die nozizeptive Verarbeitung gewéhrleistet werden.

2.1.2 Periphere Sensibilisierung

Wird ein unversehrter Korper einem noxischen Reiz ausgesetzt, so wird das nozizeptive
System erregt und 16st dadurch Schmerz aus. Endet der auf gesundes Gewebe
schidigend einwirkende Reiz, endet auch die Erregung der Nozizeptoren bei akut
wahrgenommenem Schmerz (Zimmermann, 2004). Ist das Gewebe allerdings entziindet
oder bereits geschadigt, reagiert das nozizeptive System empfindlicher, man spricht von
Sensibilisierung. Dabei wird es durch normalerweise nicht schmerzhafte Reize aktiviert
(Allodynie) und zeigt verstirkte Aktivitdt bei iiberschwelliger noxischer Reizung.
Daneben wird ein noxischer Reiz schmerzintensiver wahrgenommen, als in gesundem
Zustand (sog. Hyperalgesie), wie es auch fiir das in dieser Arbeit verwendete

Versuchsmodell angenommen werden soll.
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Nozizeptoren kdnnen z. B. durch Entziindungsprozesse sensibilisiert werden (Bennett,
2000). Bei einer peripheren Sensibilisierung beobachtet man Spontanentladungen, die
zumindest teilweise Ursache filir anhaltende Schmerzen sind. Dabei wird die
Erregungsschwelle herabgesetzt. Das Ergebnis ist eine Linksverschiebung der Reiz-
Antwort-Kurve, welche bei kurzeinwirkenden Schmerzreizen unter Normalbedingungen
nicht auftritt. Dieses Phidnomen ist auf die gesteigerte Erregbarkeit peripherer
Nozizeptoren zuriickzufiihren (Campbell and Meyer, 1983, Perl et al., 1976). Dieser
Zustand wird durch eine verstirkte Kodierung noxischer Stimuli in depolarisierende
Aktionspotentiale erreicht, die auf einer gesteigerten Aktivitdit der beteiligten
Ionenkanéle wie Protonen-gesteuerte Kandle, schmerzspezifische Natriumkanéle oder
Capsaicin-Rezeptoren und anderen beruht (McCleskey and Gold, 1999). Unter
Entziindungsbedingungen werden auch initial mechanoinsensitive (stumme)
Nozizeptoren rekrutiert und verstirken den nozizeptiven Input in das zentrale
Nervensystem (ZNS) betrachtlich (Schaible, 2006). Zusammenfassend fiihrt die
periphere Sensibilisierung zu einem verdnderten afferenten Eingang in das
Riickenmark; dies bewirkt eine rdumliche und zeitliche Bahnung an den zentralen

Synapsen, was oft als zentrale Sensibilisierung bezeichnet wird.

2.2 Nozizeption und Schmerz bei Storungen immunologischer
Mechanismen

Im Bereich des Entziindungsschmerzes ist bekannt, dass Entziindungs-Botenstoffe, die
eine vielfdltige Rolle im Rahmen der Immunantwort und damit in der Abwehr von
Infektionen oder des Abbaus von Fremdkorpern spielen, auch potente Substanzen zur
Sensibilisierung von Schmerzfasern sind (Schaible and Richter, 2004). Bei einer
Entziindung werden diese Botenstoffe ausgeschiittet. Des weiteren kommt es iiber
verschiedene Mechanismen, wie zum Beispiel die Hoch- oder Herunterregulation
verschiedener lonenkandle, zu vermehrter Aktivitit der Nozizeptoren und damit zu
Schmerzen, die sich als Spontanschmerz oder als bewegungsinduzierter Schmerz &duf3ern

konnen (Boettger et al., 2008, Brenn et al., 2007, Hensellek et al., 2007).
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Es ist noch nicht lange bekannt, dass neben Botenstoffen wie Bradykinin und
Prostaglandinen auch Zytokine Nervenfasern entsprechend sensibilisieren kénnen, auch

ohne dass eine Nervenschadigung vorliegt (Boettger et al., 2008, Brenn et al., 2007).

Urspriinglich wurden Zytokine eher im Zusammenhang mit neuropathischen Schmerzen
untersucht. Erst in den letzten Jahren wurden in der Schmerzforschung die Zytokine als
eine Gruppe relevanter Entziindungsmediatoren beachtet. Zytokine sind Glykoproteine
mit einer GroBBe von ca. 150-300 Aminosduren (Molekulargewicht ca. 25 kDa). Sie
werden von am Entziindungsgeschehen beteiligten Zellen, insbesondere von
Leukozyten, aber auch von Endothel- und Nervenzellen, gebildet und kdnnen lokale
(autokrine und parakrine) und systemische (endokrine) Verdnderungen bewirken.
Beispielsweise ist die ,,sickness response®, die im Rahmen einer Entzlindung auftritt,

unter anderem auf IL-1 zuriickzufiihren.

Zytokine werden von fast allen kernhaltigen Korperzellen sezerniert und besitzen
zahlreiche regulatorische Funktionen. Fiir den Entziindungsprozess sind vor allem
Zytokine von Bedeutung, die in Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen gebildet
und freigesetzt werden. Man unterscheidet zwischen pro-inflammatorischen Zytokinen,
die eine Entziindung fordern, wie z.B. IL-1, IL-6 und IFNy und anti-inflammatorisch
wirkenden, wie IL-4, IL-10 und IL-13 (Sommer and Kress, 2004). Wiederum andere
konnen beide Effekte bewirken. Viele Zytokine sind pleiotrop, d.h. sie beeinflussen eine
Vielzahl von Zellen und Geweben. Viele Zytokine werden transient gebildet und iiben

thre Wirkung tiber eine kurze Distanz aus.

Zahlreiche Funktionen der Zytokine wurden mittels Studien, die die lokale oder
systemische Entziindungsreaktion untersucht haben, gewonnen. So konnte gezeigt
werden, dass Nozizeptoren Rezeptoren fiir einige Zytokine exprimieren. Dadurch
konnen Zytokine Nozizeptoren direkt oder aber iiber sekunddre Mediatoren wie
Prostanoide sensibilisieren (Verri Jr. et al., 2007). Beispielsweise flihrt die Anwesenheit
von IL-6 oder TNF-a nicht nur zu entziindungsférdernden Effekten, sondern auch direkt
zu vermehrter neuronaler Aktivitit, sodass ein neuronaler Mechanismus dafiir

mitverantwortlich gemacht wird (Boettger et al., 2008, Brenn et al., 2007).
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Studien, bei denen Ratten Zytokine injiziert bekamen, lieferten Hinweise darauf, dass
diese Mediatoren eine Hyperalgesie hervorrufen konnen. So wurde gezeigt, dass die
mechanische Schmerzschwelle durch intraplantare Applikation von IL-1 und TNF-a
reduziert werden konnte (Cunha et al., 1992, Ferreira et al., 1988). Zudem konnte in
Carrageenan-Entziindungsmodellen die Hyperalgesie durch Zytokin-Antagonisten
reduziert werden, was darauf hinweist, dass die Zytokin-Aktivierung einen wichtigen

Schritt bei der Etablierung des Entziindungsschmerzes darstellt (Poole et al., 1999).

2.2.1 IFNy (Interferon-gamma)

Ein in der Schmerzforschung bislang wenig untersuchtes Zytokin ist IFNy (Interferon-
gamma), welches vorrangig von T-Helfer-Zellen (Ty;-Zellen) und natiirlichen
Killerzellen freigesetzt wird und somit im Entziindungsprozess eine wichtige Rolle

spielt (Schreiber and Farrar, 1993).

IFNy ist ein auf das Immunsystem stimulierend wirkender Botenstoff, der besonders die
Aktivitdt der Makrophagen steigert. Das dufert sich in der Hochregulation der MHC-
Molekiile Klasse I und II und der damit verbundenen besseren Présentation antigener
Peptide (Hof and Dd&rris, 2005, Farrar and Schreiber, 1993). IFNy nimmt nicht nur
regulierenden und aktivierenden Einfluss auf die Differenzierung und Funktion
monoklonaler Phagozyten, sondern beeinflusst auch indirekt die B-Zellen durch
Regulation der Bildung von CD4"-T-Zell-Untereinheiten. Es wirkt stark antiproliferativ
auf Tp-Zellen durch IL-10-Eliminierung, jedoch foérdernd auf die Ty-Zellproliferation
(sieche Abb. 2.1) (Farrar and Schreiber, 1993). In einem Tiermodell wurde IFNy in
Maiusen neutralisiert, die anschlieBend mit subletalen Mengen verschiedener
mikrobieller Pathogene infiziert wurden. Durch das fehlende IFNy waren die Tiere nicht
mehr in der Lage, Makrophagen zu aktivieren und verstarben (Farrar and Schreiber,
1993). IFNy stimuliert weiterhin iiber Prostaglandin E2 die IL-12-Freisetzung aus
Dendritischen Zellen bei Gewebeentziindung (Bach et al., 1997).

Da IL-12 durch Makrophagen und Dendritische Zellen gebildet wird und IFNy in
Natiirlichen Killerzellen und CD8'-T-Zellen vorkommt, dominiert in der frithen

Abwehr von Viren und einigen intrazelluliren Bakterien die Ty;-Zell-Reaktion.
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Weiterhin wird IFNy fiir die Induktion von Autoimmunreaktionen verantwortlich

gemacht (Irmler et al., 2007).

Wenn man die Literatur zu den verschieden Zytokinsignalwegen zusammenfasst,
scheint ein Hauptweg von den Dendritischen Zellen ausgehend, tiber die Freisetzung
von IL-12 bis zur Aktivierung von Natiirlichen Killerzellen und Ty;-Zellen zu fiihren.
Die letzteren Zellen produzieren das IFNy. IFNy hemmt sowohl Ty;7-Zellen, wie auch
Typ-Zellen. Gleichzeitig kann es {iber eine positive Riickkopplung Dendritische Zellen
aktivieren. Zusétzlich konnen Tyi7-Zellen, die IL-17 freisetzen, iiber 1L-23 aktiviert
werden. Die Typ-Zellen wiederrum werden von IL-4 aktiviert. Das TIM-3 kann Ty;-

Zellen hemmen.

Des Weiteren ist IFNy gemeinsam mit TNF-a erforderlich, zirkulierenden Lymphozyten
zu ermdglichen, an vaskuldres Endothel zu binden und dieses zu penetrieren, um zum

Ort der Entziindung migrieren zu konnen (Farrar and Schreiber, 1993).

Aus diesem selbstentwickelten Flussschema wird deutlich, dass sich IFNy und IL-17
wechselseitig hemmen konnen und wahrscheinlich in den verschiedenen Phasen der
Entziindungen (akute / chronische Phase) unterschiedliche Funktionen wahrnehmen

(Irmler et al., 2007).

Auch im Nervensystem scheint IFNy eine Rolle zu spielen. So ist bekannt, dass IFNy-
Rezeptoren im Hinterhorn des Riickenmarks exprimiert werden (Vikman et al., 1998)
und dass deren Aktivierung durch IFNy das Antwortverhalten der entsprechenden
Neurone dndert. /n vitro konnten Hinterhornneurone durch IFNy {ibererregt werden.
Dies fiihrte zu der Vermutung, dass IFNy Einfluss auf die zentrale Sensibilisierung
nimmt (Vikman et al., 2003). Mittels prolongierter intrathekaler Applikation von IFNy
konnte die inhibierende Wirkung von GABA aufgehoben bzw. sogar umgekehrt werden

(Vikman et al., 2007).

Unter physiologischen Bedingungen stellt die GABAerge Inhibition einen wichtigen
Mechanismus der endogenen Schmerzreduktion dar. Midazolam kann als GABA-

Agonist dessen Wirkungen fordernd beeinflussen.
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ENTZUNDUNG

Abbildung 2.1: entsprechend der zitierten Literatur zusammengestelltes Schema zur Darstellung der in dieser Arbeit
untersuchten Zytokine und deren Interaktionen im Rahmen einer Entziindung. Legende: - - Inhibition, + -
Stimulation, Ty, — T-Helferzelle 1, Ty, — T-Helferzelle 2, Ty,; — T-Helferzelle 17.

2.2.2 1IL-17 (Interleukin 17)

1995 wurde durch die Arbeitsgruppe um Yao die Zytokin-Untergruppe IL-17
(Interleukin 17) mit ihrem entsprechenden Rezeptor erstmals benannt (Yao et al., 1995).
Dies geht auf die Beobachtung zuriick, dass ein T-Zell-abgeleitetes Molekiil den
Transkriptionsfaktor Nuclear Factor-kappa B (NF-kB), sowie die IL-6-Sekretion in

Fibroblasten und die Co-Stimulation der T-Zellproliferation anregte.

Wie IFNy spielt auch IL-17 eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der Entziindung
und von Autoimmunreaktionen. Die IL-17-produzierenden Ty;7-Zellen sind maB3geblich
an der Entstehung chronischer Entziindungen beteiligt (Irmler et al., 2007, Moseley et
al., 2003, Kamradt, 2007).
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Die Wechselwirkung von IFNy und IL-17 unterstreicht die Komplexitét der zelluldren
Interaktion bei der Induktion und Regulation von Immunreaktionen und Entziindungen
(sieche Abb. 2.1). Ob IFNy oder IL-17 bei Schmerzreaktionen eine Rolle spielen, ist
derzeit noch nicht geklért. Es steht fest, dass der Aufgabenbereich der IL-17-Zytokine in
das T-Zell-Immunsystem hineinspielt und zur Entziindungsantwort beitrdgt (Moseley et

al., 2003).

Kiirzlich konnte im Tiermodell bei Ratten gezeigt werden, dass IL-17 zu
Gelenkschmerzen beitragen kann. Wahrscheinlich spielt es eine ebenso wichtige Rolle
bei der Gewebshomoostase wie bei dem Verlauf einer Erkrankung (Moseley et al.,
2003). Zudem fordert IL-17 die funktionelle Differenzierung von dendritischen
Vorlduferzellen, welche zum Teil auf die allogene T-Zell-Proliferation Einfluss zu

nehmen scheinen (Antonysamy et al., 1999).

Insgesamt sind die Effekte von IL-17 auf epitheliale Zellen vergleichbar mit denen von
IFNy, da beide auf die Bildung von IL-6 und IL-8 Einfluss nehmen und starke
Stimulatoren der Keratinozyten sind (Teunissen et al., 1998, Albanesi et al., 1999). IL-
17 wirkt zudem verstirkend auf die Entstehung kutaner Entziindungen und fordert

moglicherweise chronische Dermatosen (Teunissen et al., 1998).

IL-17 wird, wie auch IFNy, nur von aktivierten T-Zellen gebildet und freigesetzt.
Ebenfalls wie der IFNy-Rezeptor wird auch der IL-17-Rezeptor von nahezu allen
Geweben exprimiert. Dabei existiert eine Vielzahl von Isoformen des Rezeptors, deren
Funktionen bis dato nicht vollstindig geklart sind (Moseley et al., 2003). Wird der IL-
175-Rezeptor durch IL-17 stimuliert, werden iiber NF-kB oben genannte pro-
inflammatorische Zytokine und der granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF)
gebildet und freigesetzt; auBerdem reguliert es den Knorpelmatrix-Umsatz (Hymowitz
et al., 2001). IL-17 scheint an der iiberschiefenden Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine im entziindeten Gelenkgewebe {iber Interaktion mit Makrophagen in
rheumatoider Synovia beteiligt zu sein (Jovanovic et al., 2000). Bei dem Versuch, IL-17
intraperitoneal zu verabreichen, wurde ein Anstieg der Neutrophilen-Migration und

deren Influx in das behandelte Gebiet (Intestinum) beobachtet (Shi et al., 2000).
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Weiterhin weill man mittlerweile, dass IL-17 in hohem Mafe im Riickenmark und im
Hirn durch Neurone sowie Axone gebildet wird und nur zu geringem Anteil in den

iibrigen Korpergeweben (Moore et al., 2002).

223 1L-23 (p19), IL-12 (p35)

Das pro-inflammatorische Zytokin IL-12 wird von phagozytierenden Zellen und
Dendritischen Zellen als Reaktion auf mikrobielle Stimulation gebildet (siehe
Abbildung 2.2). Es ist notwendig, um die IFNy-Produktion zu induzieren und es fordert
die Differenzierung naiver T-Zellen zu Ty;-Zellen (Trinchieri, 2003) (siche Abbildung
2.2). Zudem bildet IL-12 die Verbindung zwischen angeborenem und adaptivem

Immunsystem (Trinchieri, 2003).

IL-12 besteht aus zwei Disulfid-gekoppelten heterodimeren Proteinen, ndmlich aus der
IL-12p35-Komponente und der IL-12p40-Komponente. Nur wenn beide Untereinheiten
in einer Zelle co-exprimiert werden, kann biologisch aktives IL-12 generiert werden
(Trinchieri, 2003). Dabei kommt dem Protein p35 die Aufgabe zu, die Menge an
produzierten Heterodimeren zu determinieren. Der IL-12-Rezeptor wird besonders in
aktivierten T-Zellen, Natiirlichen Killerzellen und in Dendritischen Zellen exprimiert
(Kastelein et al., 2007). In nachstehendem Flussschema konnen diese Zusammenhénge

nachvollzogen werden.

Das Protein p19 an sich besitzt keine biologische Aktivitét; wird es jedoch mit der p40-
Untereinheit von IL-12 kombiniert, entsteht ein neues Zytokin: IL-23. Dieses wird von
aktivierten Dendritischen Zellen und phagozytierenden Zellen ausgeschiittet und
induziert seinerseits die Proliferation von Gedéachtnis-T-Zellen und naiven T-Zellen,
sowie die Bildung von IFNy (siehe Abbildung 2.2) (Oppmann, 2000). Der IL-23-
Rezeptor wird sowohl auf aktiven als auch Gedéchtnis-T-Zellen, T-Zell-Klonen und auf
Natiirlichen Killerzellen exprimiert, in geringem Malle auch auf Makrophagen und

Monozyten (Kastelein et al., 2007).
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Abbildung 2.2: entsprechend der zitierten Literatur zusammengestelltes Schema zur Darstellung der in dieser Arbeit
untersuchten Zytokine 1L12 und IL23 und deren Interaktionen im Rahmen einer Entziindung. Legende: = -
Stimulation, Ty, — T-Helferzelle 1, Ty — T-Helferzelle.

IL-12 und IL-23 befinden sich beide am Anfang des Regulationsmechanismus, der die
adaptive Immunantwort bildet (Kastelein et al., 2007). Da beide die p40-Untereinheit
benotigen, um aktiv zu werden, werden sie der Familie heterodimerer IL-12-Zytokine
zugeordnet (McKenzie et al., 2006). Sie werden beide in haut- und mukosastindigen
Dendritischen Zellen sowie Makrophagen gebildet, sobald die entsprechende
Stimulation durch Pathogene (z.B. gram-negative Bakterien) und Toll-like-Rezeptor-
Agonisten erfolgt (Smits et al., 2004). Unter entziindlichen Bedingungen kann die
Zytokinfreisetzung durch T-Zell-Interaktionen noch weiter gesteigert werden (Kastelein
et al., 2007). 1986 beschrieben Mosmann und Kollegen, dass es zwei Typen von CD4" -
T-Zellklonen mit unterschiedlicher Zytokinproduktion gibt (siehe Abbildung 2.3)
(Mosmann et al., 1986). Mittlerweile z&hlt man die Ty;7-Zellen als weitere Untergruppe

dazu.
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IL-4 IL-13
IFNy IL-17
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Abbildung 2.3: entsprechend der zitierten Literatur zusammengestelltes Schema zur Darstellung der Ty-Zell-
Subpopulationen mit ihren entsprechenden Leitzytokinen.

Werden aktive oder Gedachtnis-T-Zellen in Gegenwart von IL-23 stimuliert, fiihrt dies
zu erhohter Produktion von IL-17, jedoch nicht zur Bildung von IFNy oder IL-4. Daraus
schloss die Arbeitsgruppe um Mosmann, dass es eine weitere Untergruppe von T-Zellen
geben muss (siche Abbildung 2.3). Man erkannte, dass IL-12 und IL-23
unterschiedliche Signalwege bedienen: Einerseits induziert der IL-12/IFNy-Signalweg
vor allem die Ausschiittung zytotoxischer Faktoren, die wichtig fiir die direkte Abtétung

von Mikroben oder infizierten Zellen sind.

Andererseits gibt es den IL-23/IL-17-Signalweg, welcher mit lokaler
Gewebsentziindung mit Schwellung, Erwdrmung und Schmerz in Verbindung steht und
das Gewebe auf eine verstidrkte Immunantwort vorbereitet (Neutrophileneinwanderung
etc.). Beide Wege arbeiten letztendlich gemeinsam bei der Kontrolle der korperlichen
Immunitdt, wobei IL-23 mehr fiir den Ablauf des lokalen Entziindungsprozesses
zustdndig ist und IL-12 eher die systemische Antwort generiert (Kastelein et al., 2007).
Beziiglich 1L-23 weill man, dass defiziente Miuse resistent gegeniiber Knochen- und
Gelenkpathologien sind und ein Mangel an IL-17- und IFNy-produzierenden T-Zellen
trotz addquater Entziindungsinduktion besteht. Bei IL-12-defizienten Maiusen
beobachtete man dagegen vermehrte Ty 7-Zellproduktion, sowie erhohte Expression

pro-inflammatorischer Zytokine und eine iiberschiefende Kollagen-induzierte Arthritis.

Somit wirkt IL-23 als essentieller Promoter fiir autoimmune Knieentziindungen,
wogegen IL-12 einen Schutz vor Selbigen bildet (Murphy et al., 2003, McKenzie et al.,
2006).
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224 TIM-3

T-cell immunoglobin- und mucin-domain-containing-molecules (TIMs) bilden eine
Molekiilfamilie, deren Mitglieder auf murinen und humanen T-Zellen exprimiert
werden (Mclntire et al., 2001). In ex-vivo-Versuchen konnte gezeigt werden, dass TIM-
3 zu hohem Anteil auf Ty;- und auf Tyj7-Zellen exprimiert wird, dagegen werden
TIM-1 und TIM-2 verstirkt auf Ty,-Zellen exprimiert (Khademi et al., 2004, Meyers et
al., 2005, Monney et al., 2002, Hastings et al., 2009). In den Versuchen von Khademis
Arbeitsgruppe erkannte man eine Korrelation zwischen hoher TIM-3-Expression und
geringer [FNy- bzw. TNF-o-Freisetzung, sowie eine bessere Riickbildung klinischer
Symptome. Weiterhin ist eine vermehrte TIM-3-Bildung vor Ausbruch einer
chronischen Krankheit, wie z.B. Multipler Sklerose, in vitro gegeniiber einem
deutlichen Riickgang der TIM-3-Konzentration wihrend des Krankheitsfortschrittes
beobachtet worden (Monney et al., 2002). Daher wird vermutet, dass TIM-3 negativen
Einfluss auf die Aktivitidt der Ty;-Zellen nimmt und deren Signalkaskade blockieren

kann (Sabatos et al., 2003, Meyers et al., 2005).

Eine Blockade von TIM-3 fiihrt umgekehrt zu einer vermehrten Ausschiittung von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IL-17, IFNy, IL-2 und IL-6 (siche Abbildung 2.1)
(Hastings et al., 2009). Letztendlich ist der TIM-3-TIM-3-Ligand-Signalweg notwendig
fiir eine produktive Tyj-Immunantwort, da eine unkontrollierte proinflammatorische
Immunantwort schwere pathologische Konsequenzen fiir den Wirt nach sich zieht
(Meyers et al., 2005); ebenso wichtig scheint es bei der Regulation der Ty;7-
Immunantwort zu sein. Bei einem Mangel von TIM-3 wird zwar nicht der Zelltod
gefordert oder die T-Zell-Proliferation gesteigert, jedoch erhoht sich die Expressionsrate
fir die verschiedenen Zytokine; ebenfalls wird die Bildung und Aktivitit von
Makrophagen gefordert (Monney et al., 2002, Hastings et al., 2009). In der Mikroglia
der weiflen Substanz im ZNS wird TIM-3 gebildet, was im Zusammenhang mit

Multipler Sklerose zu stehen scheint (Monney et al., 2002).

Zusammenfassend ist bekannt, dass TIM-3 auto- und alloimmune Antworten auf T-
Zell-Ebene hemmend beeinflusst und auf immunologische Toleranz férdernd wirkt

(Sanchez-Fueyo et al., 2003).
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2.3 Das Benzodiazepin Midazolam in seiner Rolle als GABA ,-Agonist

GABA ist der wichtigste inhibierende Neurotransmitter im zentralen Nervensystem
(Anseloni and Gold, 2008), der die neuronale Erregbarkeit primarer Afferenzen sowie
Neurone des dorsalen und ventralen Horns reguliert (De Groat, 1972, Curtis and Felix,
1971). GABAerge Neurone hemmen Neurone des Riickenmarks, die wichtig flir das
Weiterleiten von Aktionspotentialen zum Hirn sind (Enna and McCarson, 2006).
Weiterhin kommen in supraspinalen Gebieten GABAerge Neurone und ihre Rezeptoren
vor, die fiir die Koordination der Wahrnehmung und Reaktion auf schmerzhafte Stimuli
zustindig sind und die Kontrolle sensorischer Informationsverarbeitung im Riickenmark
regulieren (Enna and McCarson, 2006). Uber auf- und absteigende GABAerge
Kreisldufe ist das System dadurch stark in die Nozizeptionsmodulation in spinalen
Hinterhornern involviert (Price et al., 2005). Im gesunden Gewebe wirken GABA4-
Rezeptor-Agonisten, wie Midazolam (Agonist fiir zentrale GABAs-Rezeptoren und

periphere Benzodiazepin-Rezeptoren) analgetisch (Dirig and Yaksh, 1995).

GABA-Rezeptor-Antagonisten fiihren jedoch zu thermischer und mechanischer
Hypersensibilitit (Sivilotti and Woolf, 1994, Yaksh, 1989). Kommt es nun zu einer
Entziindung, indert sich der GABA-Effekt. Es kommt durch Anderung des Chlorid-
Gleichgewichts-Potenzials zu einer exzitatorischen Steigerung in den Hinterhorn-
Neuronen (= zentrale Sensibilisierung) (Lin et al., 1996), was bereits durch periphere
Nervenverletzungen in spinalen Hinterhornneuronen gezeigt werden konnte (Coull et
al., 2005). Dadurch vermindert sich die GABA-vermittelte Inhibition der ins Hinterhorn
projizierenden Neurone und ein erhohter Input von Ad- und C-Fasern, die peripher
noxischen Reizen ausgesetzt waren, in die spinalen Hinterhorner ist die Folge. Es
entstehen erhohte Aktivititen der Hinterhornreflexe (Lin et al., 1999, Willis, 1999).
Diese spielen allem Anschein nach eine wichtige Rolle als neurogene Komponente der
Entziindungsentstehung. Die Entziindung wird durch Mechanismen verstdrkt, welche

die Konzentration von spinalem GABA erh6hen (Lin et al., 1999, Willis, 1999).

Solche Mechanismen liefern zum Beispiel GABA-Agonisten wie Midazolam, fiir die in
verschiedenen Tiermodellen fiir Schmerz bereits antinozizeptive Merkmale

nachgewiesen werden konnten (Enna and McCarson, 2006).
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2.4 Entziindungsmodell

Um die Zytokine IFNy, IL-17, IL-23, IL-12 und Tim-3 hinsichtlich ihres Beitrags zur
thermischen und mechanischen Hyperalgesie in der akuten Phase einer Entziindung zu
studieren, benétigt man ein entsprechendes Tiermodell. Meller und Gebhart beschreiben
das Entziindungsmodell der intraplantaren Zymosaninjektion in die Hinterpfoten bei
Ratten (Meller and Gebhart, 1997). Dabei bewirkte das aus Hefeextrakt (aus
Saccharomyces cerevisiae) gewonnene Zymosan A eine dosis- und zeitabhingige
thermische und mechanische Hyperalgesie, ein bestéindiges Odem sowie bei sehr hohen
Dosen (> 12,5 mg/ml) Anzeichen fiir Spontanschmerz. Das Maximum der
mechanischen Hyperalgesie beobachtete man 4 Stunden post injectionem. Dagegen trat
die thermische Hyperalgesie biphasisch auf, mit einem Maximum nach 30 min und

dann wiederum 4 bis mindestens 24 Stunden nach der Zymosaninjektion.

Die behandelten Ratten entwickelten bei einer mittleren Dosis von 12,5 mg/ml keinen
Spontanschmerz, jedoch eine Schonhaltung und zdgerliches Absetzen der entziindeten
Pfote auf den Boden, sowie leckendes Verhalten nach ldngeren Testphasen. Diese
Beobachtungen deckten sich mit denen einer humanen Gewebeschddigung bei einer
Entziindung (Meller and Gebhart, 1997). Daher verwendeten wir Zymosan fiir unser

Entziindungsmodell.

2.5 Zielstellung

Das Ziel der Arbeit war, zu untersuchen, inwiefern bestimmte T-Zell-Zytokine Einfluss
auf das entziindungsassoziierte Schmerzverhalten nehmen. Am Modell der Zymosan-
induzierten Pfotenentziindung sollte die lokale und systemische Wirkung von IFNy, IL-
17, IL-12 (p35), 1L-23 (p19) und TIM-3 untersucht werden. Die Beobachtung des

Verhaltens wurde durch histologische Auswertungen komplettiert.

Es wurden partiell immundefiziente Méuse und entsprechende Wildtypmiuse zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach Entziindungsinduktion hinsichtlich ihrer
Schmerzschwellen untersucht. Dabei handelte es sich um IFNy-, IL-17-, IL-17p35-,
p35-, p19-, p35p19-, sowie TIM-3-KO-Miuse.
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Zum Vergleich wurden mehrere Gruppen IFNy”- Miuse und C57Bl6-Wildtypmiuse
mit Interferon-gamma bzw. einem Interferon-gamma-Antikdrper behandelt. In
Kontrollgruppen gleichartiger und gleich behandelter Tiere sollte die Schmerzschwelle

ohne Zymosan-induzierte Pfotenentziindung gemessen werden.

In weiteren Versuchsgruppen (IFNy'/ -Méuse und C57Bl6-Wildtypméuse) wurden
verschiedene Zymosankonzentrationen appliziert und die konzentrationsabhéngige
Verianderung der Schmerzschwellen untersucht. Eine weitere Messreihe sollte die

Wirkung eines GABA-Rezeptor-Agonisten auf die Schmerzschwellen untersuchen.
In den dargestellten Versuchen waren folgende Fragen zu priifen:

1. Wird das schmerzassoziierte Verhalten bei einer zymosaninduzierten Entziindung der
Hinterpfote vermindert, wenn einzelne Entziindungsmediatoren oder —modulatoren,
wie IFNy, IL-17, TIM-3, p19 und p35, durch ein Knock-out ausgeschaltet werden?

2. Welchen Effekt auf das schmerzassoziierte Verhalten hat ein kombinierter Knock-out

dieser Mediatoren (p35/p19; IL-17/p35) in einem Tier?

Die Untersuchung der oben formulierten Fragestellung soll als Grundlage fiir
weiterfiihrende Untersuchungen des nozizeptiven Systems dazu beitragen, genauere
Erkenntnisse liber die Wirkung von T-Zell-Zytokinen auf die Schmerzentstehung bei

peripheren Entziindungen zu erhalten.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vorwiegend ménnliche, teils weibliche Maiuse
unterschiedlicher Stimme im Alter von ca. 8-12 Wochen verwendet. Tierstamm,
Anzahl, Geschlecht und Herkunft der verwendeten Tiere sind der Tabelle 3.1 zu
entnehmen. Alle Méuselinien wurden in Forschungsprojekten von Prof. Brauer (Institut
fiir Pathologie, Universitdtsklinikum Jena) untersucht und wurden von ihm fiir die

Messungen zur Verfligung gestellt.

Tabelle 3.1: Typ, Stamm, Anzahl, Geschlecht und Herkunft der Tiere zur tierexperimentellen Untersuchung

Typ Stamm Anzahl | Geschl. | Herkunft
Wildtyp | C57Bl/6 76 g Charles River, Sulzfeld
Wildtyp | Balbc 10 Q Siehe TIM-3™
IFNy™ C57Bl/6 68 4 Jackson Lab., Bar Harbor, USA. Prof. Dr.
Edgar Schmitt (Johannes Gutenberg Uni
Mainz)
IL-17" C57Bl/6 10 3 Prof. Dr. Gottfried Alber (Universitét

Leipzig) & Prof. Dr. Y. Iwakura (Inst. Med.
Science, Tokyo University, Japan)

pl9™” C57Bl/6 10 3 Prof. Dr. Gottfried Alber (Universitit
p35™~ C57BIl/6 10 g Leipzig)
p35p19” | C57BI/6 7 3
IL-17p357 | C57Bl/6 10 3
Dr. A.J. Coyle, Millenium Pharmaceutics,
TIM-3" | Balbc 10 Q Cambridge/MA, Zucht/Haltung: Institut fiir
Versuchstierkunde der FSU Jena (Tierhaus
5/Beutenberg)

Die Méuse wurden in Gruppen von maximal 6 Tieren unter standardisierten
Bedingungen bei einem konstanten 12-Stunden-Hell-/Dunkelrhythmus gehalten. Die
Experimente fanden wahrend des Hell-Zyklus statt. Als Nahrung diente standardisiertes
Haltungsfutter (Altromin-Pellets # 1326) und Wasser ad [libitum. Die tierexperi-
mentellen Untersuchungen waren vom Thiiringer Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit
und Verbraucherschutz, Abteilung Gesundheitlicher Verbraucherschutz,

Veterindrwesen, Pharmazie genehmigt (Reg.-Nr. 02-009/08 vom 15.04.2009).
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Die Tierversuche erfolgten gemd3 EU-Richtlinien (86/609/EEC) sowie entsprechend
der Empfehlungen der IASP (International Association for the Study of Pain;

Zimmermann et al., 1983).

3.2 Entziindungsmodell

Die Entziindung wurde unter einer Kurznarkose mit Isofluran (3%) (Isofluran Delta
Select, Delta Select GmbH, Dreieich, Vertrieb Zweigniederlassung Pfullingen,
Deutschland) induziert. Dabei wurde mit Hilfe einer Hamilton Spritze 20 pl Zymosan-
Emulsion (12,5 mg/ml in 0,1 M PBS pH 7,4) (Meller and Gebhart, 1997) subkutan in
die linke Hinterpfote plantar appliziert (Abbildung 3.1). Das Zymosan wurde dabei in
sterilem PBS gelost (Ansatz: NaCl (Fluka) 140 mM/1; KCI (Fluka) 2,7 mM/1; KH2PO4
(Merck) 1,5 mM/I; NaH2PO4 (Merck) 8,1 mM/).

2 P PP

N R

0

Vortestung. Oh 5 4h 6h 8h 10h Gewebe-
keine Zymosan- ~  Schmerztestung entnahme
Behandlung Applikation  Filament/Hitze 2> = 2>

12,5 mg/ml,
20 ul/Ptote
Abbildung 3.1: schematische Darstellung des Versuchsaufbaus: einige Zeit nach der Vortestung wurde die

Entziindung ausgeldst und anschlieBend wurden die Méuse auf das Schmerzverhalten gegeniiber Hitze- und
Druckreiz getestet, spiter Gewebeentnahme.
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3.3 Schmerzassoziiertes Verhalten unter nicht-entziindlichen Bedingungen
3.3.1 Nozizeption u. Schmerzentstehung bei Storungen immunologischer
Mechanismen

Um das Schmerzverhalten von Wildtypméusen und KO-Méusen vergleichen zu kdnnen,
wurden jeweils ca. 10 KO-Maiuse gegen ca. 10 Wildtypmause desselben genetischen
Hintergrundes getestet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die zu vergleichenden
Gruppen die gleiche Geschlechtszusammensetzung hatten. Zunichst wurde das
Schmerzverhalten unter Normalbedingungen zur Erfassung von Ausgangswerten
getestet. Zu einem spéteren Zeitpunkt (ca. 4-7 Tage spéter) wurde die Schmerzantwort
auf den durch Zymosan induzierten entziindlichen Reiz untersucht. Dabei wurde zur
Stunde 0, wie oben beschrieben, Zymosan (siche 3.6.1) in die linke Hinterpfote
appliziert und zur 4., 6., 8. und 10. Stunde nach Entziindungsinduktion das

schmerzassoziierte Verhalten auf Druck- bzw. Hitzereize getestet.

3.4 Bedeutung von Interferon-gamma fiir Entziindungsschmerz
3.4.1 Abhéangigkeit des schmerzassoziierten Verhaltens von der IFNy-
Konzentration

In zwei Gruppen wurden IFNy”- Miuse verwendet, denen IFNy entweder direkt in das
Entziindungsgebiet intraplantar oder systemisch intraperitoneal injiziert wurde. Bei der

Dosierung orientierten wir uns an vorbeschriebene Daten (Irmler et al., 2007).

Die erste Gruppe, bestehend aus 9 IFNy’/ - Madusen, erhielt mit der intraplantaren
Injektion der Zymosanemulsion 100 ng IFNy. Die zweite Gruppe (8 IFNy'/ - Maiuse)
erhielt kurz vor der plantaren Zymosan-Injektion eine Gesamtmenge von 500 ng IFNy
(siehe 3.6.1) intraperitoneal. Damit sollte eine systemische Supplementierung von IFNy

erzielt werden.

Analog zu diesen beiden Gruppen wurde in zwei weiteren Gruppen, bestehend aus
Wildtypmausen, IFNy sowohl durch intraplantare als auch intraperitoneale Injektion mit
Hilfe monoklonaler Antikoérper neutralisiert. Die hier verwendeten anti-IFNy-

Konzentrationen wurden von publizierten Daten abgeleitet (Irmler et al., 2007).
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Die aus 8 Wildtypmiusen bestehende dritte Gruppe bekam gleichzeitig zur Zymosan-
Injektion 20 pg anti-IFNy intraplantar appliziert. Dementsprechend wurde der vierten
Gruppe (8 Wildtypméause) 100 pg anti-IFNy kurz vor der intraplantaren
Zymosaninjektion intraperitoneal appliziert (siche Abbildung 3.2).

EAR = = = =

Oh Q}\ 4h 6h Sh 10h Gewebe-
Zymosan- \ Schmerztestung entnahme

Applikation 4 Filament/Hitze -2 -2 2>
12,5 mg/ml,
20 pl/Ptote
+
IFN/ anti-IFN
1.pl./1p.

Abbildung 3.2: unmittelbar nach Auslosen der Entziindung wurde IFNy bzw. anti-IFNy intraplantar oder
intraperitoneal appliziert. Nach Auslosen der Entziindung wurde das Schmerzverhalten gegeniiber Hitze- und
Druckreiz getestet, anschlieend erfolgte die Gewebeentnahme. Legende: t — Zeit in Std., i.pl. — intraplantar, i.p. —
intraperitoneal.

Um zu priifen, ob sich eine adidquate Entziindungsreaktion unabhdngig von der
Interferonapplikation ausbildet (vgl. Abb. 3.1), wurden zusdtzlich im gleichen
Versuchsdesign jeweils 4 Wildtypmiuse bezichungsweise IFNy”-Miuse nur mit
intraplantarem Zymosan behandelt und es wurde auf die Gabe von Interferonanaloga
verzichtet. Aullerdem wurden 6 Wildtypmause mit anti-IFNy bzw. 6 IFNy’/ -Méuse mit
IFNy intraplantar behandelt, ohne jedoch eine Entziindung durch Zymosan auszuldsen
(siche Abb. 3.3). Dadurch sollte ausgeschlossen werden, dass die injizierten Substanzen

selbst zu einer Entzlindung fiihren.
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Y ® P PP

N
%
X

Oh S ? 4h 6h 8h 10h Gewebe-
IFN/ ant1-] . Schmerztestung entnalune
1.pl. Filament/Hitze 2> 2> =

Abbildung 3.3: Vor Versuchsbeginn wurde IFNy bzw. anti-IFNy den IFNy”-Miusen bzw. Wildtypmiusen
intraplantar injiziert. Dann wurde auf Druck — und Hitzeschmerzverhalten getestet, anschliefend erfolgte die
Gewebeentnahme. Legende: t — Zeit in Std., i.pl. — intraplantar.

3.4.2 Untersuchung der systemischen GABA-Wirkung in Abhingigkeit von IFNy

Die Wirkung des inhibitorischen Neurotransmitters GABA kann durch Benzodiazepine
verstirkt werden. Wie in Abbildung 3.4 zu sehen ist, wurden 10 Wildtyp- und 10 IFNy™"
-Tieren 200 png/200 ul des Benzodiazepin-Rezeptor-Agonisten Midazolam (siche 3.6.1)
intraperitoneal appliziert. Die Substanzgabe erfolgte 7 Stunden nach Zymosaninjektion,
also eine Stunde vor der dritten Testung (8. Stunde). Die genannten Konzentrationen

haben sich in anderen Studien bereits als wirksam erwiesen (Anseloni and Gold, 2008).

EdR =T = =~

Oh 4h 6h Q\‘\ 8h 10h Gewebe-

Zymosan- y entnahme
Applikation Midazolam-
12,5 mg/ml, Applikation
20 pl/Pfote 200 p1g/200 pl 1.p.
Schmerztestung
Filament/Hitze -2 -2 -2

Abbildung 3.4: sieben Stunden nach Zymosanapplikation wurde Midazolam intraperitoneal appliziert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde auf Druck — und Hitzeschmerzverhalten getestet, anschlieBend erfolgte die
Gewebeentnahme. Legende: t — Zeit in Std., i.p. — intraperitoneal.
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3.5 Abhiingigkeit des schmerzassoziierten Verhaltens von der
Zymosankonzentration

Alle bisher beschriebenen Untersuchungen wurden an plantaren Entziindungen

vorgenommen, welche durch eine Zymosankonzentration von 12,5 mg/ml
hervorgerufen wurden. Um beurteilen zu konnen, inwiefern die Zymosankonzentration
und damit die Schwere der Entziindungsreaktion im Zusammenhang mit dem
schmerzassoziierten Verhalten steht, wurden die Versuche entsprechend zu den unter
3.4.1 beschriebenen Gruppen mit den entsprechenden Kontrollgruppen analog

Abbildung 3.4 wiederholt, allerdings mit halbierter Zymosanmenge (6 mg/ml).

3.6 Applikation der zu untersuchenden Substanzen

3.6.1 Verwendete Substanzen

Substanz Hersteller Applikationsort | Verwendete Verwendete
Konzentration | Menge/Tier
Monoklonaler | R&D- intraperitoneal 100 pg/100 pl 100 pl
anti-m-1FNy- Systems
Antikorper .
intraplantar 20 ng/20 pl 20 pl
Rekombinantes | R&D- intraperitoneal 500 ng/100 pl 100 pl
Maus-IFNy Systems
intraplantar 100 ng/200 pl 20 ul
Zymosan A Sigma- intraplantar 12 mg/ml bzw. | 20 pl
Aldrich 6 mg/ml
Midazolam Ratiopharm | intraperitoneal 200 pg/200 pl 200 pl
GmbH

Bis auf Midazolam wurden alle Substanzen mit 0,1 M sterilem PBS auf die

entsprechende Konzentration verdiinnt.
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3.6.2 Applikationsformen

Die verschiedenen Substanzen wurden, wie bereits die Zymosan-Emulsion (siche 3.2),
mit einer Hamilton Spritze (Gesamtvolumen 100 pl) entweder in die linke Hinterpfote
oder intraperitoneal appliziert. Dabei wurde bei der intraplantaren Applikation darauf
geachtet, nicht zu tief und auch nicht zu oberflichlich zu applizieren, um
Gewebeschdaden und Blasenbildung zu vermeiden. Ebenfalls wurde bei der
intraperitonealen Substanzgabe die freie Beweglichkeit der Nadel in der Bauchhdhle
durch leichtes Hin- und Herschwenken gepriift, um eine versehentliche Applikation in

die Organe weitestgehend ausschlieSen zu konnen.

3.7 Pfotenschwellung

Die Entziindungsinduktion in der linken Hinterpfote fiihrte zu einer deutlichen
Schwellung der gesamten Pfote. Der dorso-plantare Pfotendurchmesser beider Pfoten
wurde mit einem Oditest-Schnelltester (Mitutoyo, Neuss, Deutschland) ermittelt. Die
Differenz zwischen linker und rechter Hinterpfote diente als MaB} fiir die klinische
Schwere der Entziindung und generell als Zeichen einer erfolgreich induzierten
Inflammation (Ferreira et al., 2001). Dieser Parameter wurde einmal pro Testzeitpunkt

bestimmt.

3.8 Testung des Schmerzassoziierten Verhaltens
3.8.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Um die Entstehung von primérer und sekundédrer mechanischer Hyperalgesie zu
bewerten, wurde die Sensibilitdt auf taktile Stimulation unter Verwendung eines
dynamischen plantaren Asthesiometers (DPA, Ugo Basile, Comerio, Italien) (Szabd et
al., 2005) beurteilt. Dabei handelt es sich um eine automatisierte Version der von Frey
Haar-Untersuchung, wodurch eine bessere Standardisierbarkeit erreicht wird. Von Frey
Haare werden generell dazu genutzt, um Verdnderungen in der mechanischen

Schmerzschwelle (als Reaktion auf mechanische Stimulation) zu erkennen.
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Anstelle verschiedener Filamente ansteigender Dicke, die unterschiedliche
Gewichtskrifte auf die Pfoten ausiiben, wird beim DPA ein starres, jedoch stumpfes
Filament direkt unter die Plantarfliche der zu testenden Hinterpfote platziert.
Anschlieend wird das Filament iiber 10 Sekunden mit zunehmender Kraft gegen die
Pfote gedriickt, bis die Maus diese wegzieht oder ein maximales Gewicht von 10
Gramm erreicht wird. Um Gewebeschadigung zu vermeiden, wurde dieser Cut-off-Wert
von 10 s bzw. 10 g eingestellt, bei dem die Reizung abgebrochen wird. Das DPA erfasst
dabei automatisch das Gewicht, bei dem die Pfote weggezogen wurde, sowie die Latenz
bis zum Wegziehen. Jede Pfote wurde 3 Mal pro Versuchszeitpunkt getestet mit einem

Zeitabstand von mindestens 2 Minuten zwischen den Tests.

Die Tiere befanden sich wihrend dieser Testphase in einem Plexiglasbehédlter mit
Drahtgitterboden, in dem sie sich frei bewegen bzw. ohne Restriktion sitzen konnten.
Vor Beginn jeder Testung wurden die Tiere iiber mindestens 10 Minuten an diese

Umgebung akklimatisiert.

3.8.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Die thermische Hyperalgesie der Hinterpfoten wurde mit einem Algesimeter (Ugo
Basile, Comerio, Italien) gemessen. Dieses Verfahren wurde 1988 von Hargraeves und
Kollegen (Hargreaves et al., 1988) erstmals beschrieben. Dabei wurden die Méuse in
einen Plexiglasbehilter mit Plexiglasboden gesetzt, an den sie vor Beginn der Testung
fiir mindestens 10 Minuten gewdhnt wurden. Danach wurde die Hitzequelle so
positioniert, dass ein Laserstrahl konstanter Intensitét direkt auf die plantare Flache der
zu untersuchenden Hinterpfote einwirken konnte. Durch das Wegziehen der Pfote
wurde durch Aktivierung eines Lichtschrankenmechanismus die Hitzezufuhr
unterbrochen und der Zeitzéhler automatisch gestoppt. Diese Latenz gilt somit als
Messpunkt fiir die Schmerzschwelle auf noxische Hitzereize. Zur Verhinderung von
Gewebsverletzungen wurde eine maximale Reizdauer von 12 s definiert. Die Tiere
wurden abwechselnd an der rechten, beziechungsweise linken Hinterpfote jeweils 3 Mal
pro Versuchszeitpunkt getestet, wobei zwischen den Testungen mindestens 2 Minuten

Zeit lagen.
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3.9 Gewebeentnahme

Nach Beendigung der Testserie nach Stunde 10 wurden die Tiere durch eine Uberdosis
Isofluran und anschlieBender Dekonnektierung der Wirbelsdule am Schidelansatz
getdtet. Darauthin wurden jeweils beide Plantarflachen in foto mittels eines Skalpells
abpripariert und in gepufferter Formaldehydlosung (4%) (Ansatz siehe Tabelle 3.2)
fixiert.

Tabelle 3.2: Ansatz der gepufferten Formaldehydlosung (4%)

Substanz Hersteller Konzentration
Formaldehyd (40%) Sigma 100 ml/1
Dinatriumphosphat, wasserfrei Sigma 6,5 g/l
Natrium-Monophosphat (Monohydrat) Sigma 4 g/l

Aqua dest. Braun

3.10 Aufarbeitung der plantaren Pfotenhaut

Die in gepufferter Formaldehydlosung (4%) fixierten Pfotengewebe wurden mit Hilfe
einer aufsteigenden Alkoholreihe (50, 70, 85, 90, 100 %) (Rotisol, Roth) entwissert und
anschlieBend in Paraffin eingebettet (Histosec, Merck). Es wurden jeweils 6
querverlaufende Schnitte der Proben von 6 um Dicke mittels eines Mikrotoms (Leica
RM 2045, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) angefertigt. Fiir die
mikroskopische Beurteilung wurden die Schnitte 10 Minuten in Xylol getaucht und
anschlieend in der absteigenden Alkoholreihe (100, 96, 85, 70, 50 %) (Rotisol, Roth)
entparaffiniert. Um die Leukozyten sichtbar zu machen, wurde die panoptische Farbung
nach Pappenheim verwendet. Dazu wurden die entparaffinierten Schnitte 20 Minuten in
May-Griinwald-Losung (1 Teil May-Griinwald zu 8 Teilen Aqua dest.) bei 35 °C
getaucht und anschlieBend 40 Minuten in Giemsa-Losung (1 Teil Giemsa zu 75 Teilen
Aqua dest.), ebenfalls bei 35 °C (Farbelosung: May-Griinwald-Losung: Merck, Giemsa-
Losung: Fluka). Danach wurde kurz in 0,15 %iger Essigsdure differenziert, in Aqua
dest. gespiilt, auf Filterpapier abgepresst und darauthin nochmal 10 Minuten in
Aceton/Athanol (1:1) getaucht sowie 10 Minuten in Xylol, um die Schnitte letztendlich

in Entellan” (Merck) einzubetten.
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3.11 Histologische Bewertung

Um die Schwere der lokalen Entziindung mit dem schmerzassoziierten Verhalten der
Tiere ins Verhiltnis setzen zu konnen, wurde anhand der histologischen Préiparate die
Leukozytenzahl pro Quadratmillimeter bestimmt. Dazu wurden je Préparat sechs 230
um x 170 um groBe Bildausschnitte bei 40-facher VergroBerung ausgezihlt. Dabei
wurde darauf geachtet, dhnliche Pfotenausschnitte zu verwenden, um die Fehlerquote so

gering wie moglich zu halten.

3.12 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS (Statistical Package fort the Social

Sciences, www.spss.com) fiir Windows, Version 17.

Zunichst wurden die Daten mittels Kolmogorov-Smirnov Tests auf Normalverteilung
tiberpriift. AnschlieBend wurden Messwiederholungs-ANOVAs durchgefiihrt, um
Haupteffekte nachzuweisen. Dabei wurde als Innersubjektfaktor der Faktor ,,Zeit*
(Testzeitpunkte Vortestung, 4, 6, 8 und 10 Stunden nach Entziindungsauslosung) und
als Zwischensubjektfaktor der Parameter ,,Gruppe definiert (Wildtyp gegen KO bzw.
1.p. gegen i.pl. und ohne Behandlung). Fiir die Beschreibung der Unterschiede zwischen
den Gruppen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten wurden zweiseitige, ungepaarte t-
Tests verwendet. Dariiber hinaus wurden Mittelwerte, Standardabweichung (standard
deviation, S.D.) und Standardfehler (standard error of mean, S.E.M.) mittels
deskriptiver ~ Statistik berechnet. Ebenso wurde bei der Uberpriifung der
Midazolamwirkung zwischen IFNy'/ -Miusen und Wildtypmiusen vorgegangen, sowie
bei den IFNy'/ -Méusen und Wildtypmausen, die kein Zymosan, wohl aber IFNy bzw.

anti- [FNy injiziert bekommen hatten.

Um die histologischen Unterschiede beschreiben zu konnen, wurden die Mittelwerte
mittels einer einfaktoriellen ANOVA verglichen und Mittelwerte sowie

Standardabweichung (standard deviation, S.D.) berechnet.

Generell wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen.
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4 [Ergebnisse

Ziel der Studie war es, Miuse mit unterschiedlich ausgeschalteten Genabschnitten fiir
Modulatoren des Immunsystems im Vergleich mit ihren entsprechenden
Wildtypméausen in Bezug auf schmerzassoziiertes Verhalten und Ausprigung der akuten
lokalen Entziindung zu untersuchen. Zudem sollte bei den IFNy”-Miusen untersucht
werden, ob durch die Gabe von Interferon oder die Beeinflussung von GABAA,-
Rezeptoren eine Hinterpfotenschwellung als Folge einer Entziindung sowie
mechanische und thermische Schwellen nach Auslosen einer Entziindung beeinflusst

werden.

4.1 IFNy -Miuse im Vergleich zu Wildtypméusen
4.1.1 Schwere der Entziindung

4.1.1.1 Schwellung

Die Schwellungen der linken Hinterpfoten bildeten sich innerhalb des
Beobachtungszeitraumes bei den IFNy’/ -Miéusen von Stunde 4 bis Stunde 6 zu ihren
grofiten Werten aus und bei den Wildtypméausen bis Beobachtungstunde 10. Bei den
IFNy”-Miusen konnte in Stunde 8 und 10 ein deutlicher Riickgang der Schwellung im
Vergleich zu den Wildtypméausen beobachtet werden, der statistisch signifikant war

(Abb. 4.1 A) [F(4,16) = 7,504; p = 0,001].

4.1.1.2 Histologie der plantaren Pfotenhaut

Wie man in Abbildung 4.1 B erkennen kann, war die Anzahl der eingewanderten
Leukozyten bei den IFNy'/ -Méusen etwas geringer als bei den Wildtypméausen. Ein
signifikanter Gruppenunterschied war jedoch nicht nachweisbar. Auch die histologische
Aufarbeitung der rechten Hinterpfoten als Referenz (Abbildung 4.1 C und D) und der
linken Hinterpfoten (Abbildung 4.1 E und F) zeigte keine auffélligen Unterschiede

zwischen beiden Tiergruppen.
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Abbildung 4.1: Differenz der Hinterpfotendurchmesser (links — rechts) der IFNy”-Miuse im Vergleich zu den
Wildtypmausen im Verlauf der akuten Entziindung (A), sowie Leukozyten pro mm? im Vergleich (B) Legende: VT —
Vortestung (ohne Entziindung, ohne Therapie). * - Signifikanzniveau p < 0,05. *** - Signifikanzniveau p < 0,001.
Mittelwerte + SEM, C/D: Hautschnittpréparate aus der rechten Hinterpfote einer IFN"-Maus (Abb. C) und einer
Wildtypmaus (Abb. D), E/F: Hautschnittpriparate aus der linken Hinterpfote einer IFN”-Maus (Abb. E) und einer
Wildtypmaus (Abb. F), die Pfeile zeigen vereinzelte Leukozyten.

4.1.2 Schmerzassoziierte Verhaltenstests

4.1.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

In der Vortestung unterschieden sich die mechanischen Schwellen der linken und
rechten Hinterpfoten zwischen den Wildtyp- und IFNy'/'-Méiusen nicht. Nach
Entziindungsinduktion sank bis Stunde 4 die Schwelle fiir den Druckschmerz der linken
Hinterpfote bei beiden Gruppen.
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Die Abnahme war bei den IFNy”-Méusen etwas geringer, jedoch nicht signifikant im
Vergleich zu den Wildtypméusen [F(4,34) = 1,381; p = 0,261] (Abb. 4.2 A). Wihrend
des weiteren Beobachtungszeitraums wurde kein deutlicher Unterschied auf der
entzliindeten Seiten zwischen den Schwellen bei den IFNy'/ -Méusen und

Wildtypméusen beobachtet.

Wie in Abbildung 4.2 B zu sehen ist, stieg die mechanische Schwelle der rechten nicht
entziindeten Hinterpfoten der Wildtypmduse wihrend des Beobachtungszeitraumes
gegeniiber der Vortestung noch an, wohingegen die Drucksensibilitit der IFNy'/'-Méiuse
auf etwa gleichem Niveau blieb. Die Differenzen der mechanischen Schwellen waren in
den Stunden 4 und 8 zwischen Wildtypmausen und IFNy”-Mausen signifikant [F(4,34)
=3,866; p=0,011].

Vergleicht man die Schwellenverdnderung der linken und der rechten Hinterpfote und
berechnet man deren Differenz links-rechts, so ist die mechanische Hyperalgesie bei

den IFNy”"-Miusen deutlich vermindert.

4.1.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung =zeigten die Hitzelatenzen zwischen IFNy’/ -Méusen und
Wildtypméusen zwischen rechten und linken Hinterpfoten keine Unterschiede. Sowohl
die IFNy”-Mduse als auch die Wildtypmause wurden nach Auslésung der Entziindung
stark fiir den Hitzeschmerz sensibilisiert, erkennbar an der Verkiirzung der Latenzzeiten
nach der Vortestung. Allerdings waren IFNy’/ -Méuse 1iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum (Stunden 4, 6, 8 und 10) signifikant weniger sensibel an der
entziindeten linken Hinterpfote reagierten als die Wildtypméuse [F(4,34) = 2,671; p =
0,049]. Keine der beiden Gruppen konnte sich innerhalb des Beobachtungszeitraums

dem Ausgangswert vollig anndhern, wie man in Abbildung 4.2 C erkennt.

Die nicht entziindete rechte Hinterpfote zeigte bei den Wildtypméusen eine deutlich
erniedrigte thermische Schmerzschwelle verglichen mit den IFNy'/'-Méiusen, wie
Abbildung 4.2 D zeigt. Zu Stunde 6 nahm die Empfindlichkeit fiir den Hitzereiz bei den
Wildtypmausen gegeniiber den IFNy”-Miusen signifikant zu, was bis zur Stunde 10

beobachtet werden konnte [F(4,34) = 2,958; p = 0,034].
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Insgesamt kann festgehalten werden, dass IFNy”-Miuse im Vergleich zu
Wildtypméusen eine weniger ausgepriagte Pfotenschwellung aufwiesen. Thre
mechanische Druckschmerzschwelle war geringfiigig niedriger zu Beginn der
Entzlindung, ihre thermische Schmerzschwelle dagegen signifikant niedriger. Die nicht
entziindeten Hinterpfoten wiesen bei den Wildtypmdusen signifikant hohere
Druckschmerzschwellen auf, die thermischen Schmerzlatenzen nahmen dagegen ab.
Damit ist festzustellen, dass das Ausschalten von IFNy die mechanische und thermische

Hyperalgesie im entziindeten Gewebe reduziert.
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Abbildung 4.2: Mechanische Schwellen der linken, entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten Pfoten der
IFNy”-Miuse im Vergleich zu den Wildtypmiusen im Verlauf der akuten Entziindung. Hitzelatenzen an den linken
Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen Versuchsgruppen. Legende: sieche Abbildung 4.1 *
=<0,05; ** =< 0,01; *** =< 0,001.
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4.2 Wirkung von IFNy und anti- IFNy unabhiingig von einer Entziindung

Um herauszufinden, ob der monoklonale Antikorper gegen IFNy selbst zu einer
Entziindung in unbeschiddigtem Gewebe fiihrt, wurde den Wildtypméusen anti-IFNy
bzw. den IFNy”-Miusen IFNy intraplantar injiziert. Es wurde keine Entziindung durch

Zymosaninjektion in die linke Hinterpfote ausgelost.

4.2.1 Schwere der Entziindung

4.2.1.1 Schwellung

Nachdem die IFNy”-Miuse IFNy intraplantar in die linke Hinterpfote injiziert
bekommen hatten, nahm der Pfotendurchmesser im Vergleich zu den mit anti-IFNy
behandelten Wildtypméusen geringfiigig zu, die Differenz wurde jedoch nicht
signifikant [F(4,7) = 1,900; p = 0,215] (Abb. 4.3 A). Allerdings nahm die Schwellung
bei den IFNy”-Miusen bis zur Stunde 8 fast bis auf das Niveau der Wildtypmause ab.

Eine geringfligige Zunahme in beiden Gruppen trat bis Stunde 10 noch einmal auf.

4.2.1.2 Histologie der plantaren Pfotenhaut

Analog zu den geringfiigigen Unterschieden der Pfotendurchmesser konnte in der
histopathologischen Auswertung kein Unterschied beziiglich der
Leukozyteneinwanderung festgestellt werden [F = 0,074; p = 0,791] (Abb. 4.3 B). In
der histologischen Aufarbeitung fiel bei den Wildtypmédusen eine grofere Anzahl an
Stromazellen auf, die durch lédngliche blaue Zellkerne charakterisiert waren. Diese

Zellen waren keine eingewanderten Leukozyten.
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Abbildung 4.3: Differenz der Pfotendurchmesser (links—rechts) der mit IFNy behandelten IFNy”-Miuse bzw. der
mit anti-IFNy behandelten Wildtypméusen in Abwesenheit der akuten Entziindung (A), sowie die Leukozyten pro
mm? beider Gruppen im Vergleich (B). Legende: siche Abbildung 4.1, C/D: Hinterpfotenschnittpriparate in
Pappenheimfirbung einer IFN”-Maus (Abb. C) und einer Wildtypmaus (Abb. D), die Pfeile zeigen auf einzelne
Leukozyten.

4.2.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.2.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung zeigten sich zwischen den Wildtypmausen und IFNy”-Mausen und
zwischen rechten und linken Hinterpfoten keine signifikanten Unterschiede. Die
mechanische Schwelle der linken behandelten Hinterpfote blieb nach der
Substanzinjektion bei beiden Gruppen iiber den Beobachtungszeitraum nahezu gleich
(Abb. 4.4 A). Wie in Abbildung 4.4 B zu sehen ist, konnte bei beiden Versuchsgruppen
auch keine signifikante Verdnderung der Wegzugsschwelle in den rechten Hinterpfoten

beobachtet werden.
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4.2.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Im Gegensatz zur mechanischen Schwelle zeigte sich bei den Hitzelatenzzeiten, dass die
alleinige Injektion von entweder anti-IFNy in die Wildtypmduse oder IFNy in die
IFNy'/ -Méusen schon zu einer Reduktion der Schmerzschwellen in den linken
Hinterpfoten fiihrte. Dieser Effekt bildete sich gruppengleich zwischen Stunde 4 und
Stunde 6 aus. Dabei nahm die Sensibilitdt bei den Wildtypméusen geringer zu als bei
den IFNy-Mausen, glich sich diesen jedoch in Stunde 8 und 10 an. Wie man in
Abbildung 4.4 C sieht, entwickelten sich dabei keine signifikanten
Schwellenunterschiede [F(4,7) = 1,411; p =0,323].

Auch bei der Untersuchung der rechten Hinterpfoten kam es bei beiden Gruppen zu
einem Anstieg der Sensibilitit fiir Hitze, der seinen Maximalwert in Stunde 10 des
Beobachtungszeitraumes ~ erreichte. Die IFNy -Miuse wiesen etwas geringere
Latenzzeiten auf als die Wildtypmduse (Abb. 4.4 D). Es gab keine signifikanten
Differenzen [F(4,7) = 0,766; p = 0,580].
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Abbildung 4.4: Mechanische Schmerzschwelle der linken entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten
Hinterpfoten (B) der behandelten Wildtypmiusen im Vergleich zu den IFNy"-Miusen in Abwesenheit der akuten
Entziindung. Sowie Hitzelatenzen an den linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen
Versuchsgruppen. Legende: siche Abbildung 4.1., alFNy — anti-IFNy.
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Sowohl bei der Betrachtung der Pfotenschwellung und der Leukozyteneinwanderung,
als auch bei der Betrachtung der Schwellenverdnderungen bei noxischer Stimulation
konnten keine signifikanten Gruppenunterschiede bestimmt werden. Vergleicht man
dagegen die mit IFNy behandelten IFNy'/ -Méuse mit den Tieren, die Zymosan in die
linke Hinterpfote appliziert bekamen (siche 4.1), so wird deutlich, dass Interferon
alleine keine charakteristischen Anderungen der Schwellen verursacht (siehe Abbildung
4.1-4.2). Bei den Wildtypmausen ist zu beobachten, dass ein Blockieren der Interferon-
Wirkung durch anti-Interferon in Abwesenheit von Zymosan zu keiner
Schwellenverdanderung fiihrt, im Gegensatz zu den mit Zymosan behandelten Tieren,
welche eine deutliche Abnahme der Schwellen der linken Hinterpfoten aufwiesen (siehe
Abbildung 4.1-4.2). Somit ergibt sich eine Zunahme der thermischen und mechanischen

Hyperalgesie, wenn IFNy den IFNy”-Miusen substituiert wird.

4.3 Abhéingigkeit des schmerzassoziierten Verhaltens vom Vorhandensein
von IFNy

4.3.1 Applikation von IFNy

Um zu iiberpriifen, ob der Effekt des fehlenden IFNy durch Substitution umkehrbar ist,
wurde im Folgenden untersucht, welchen Einfluss die intraplantare (lokale) bzw.
intraperitoneale (systemische) Substitution von IFNy bei IFNy’ -Miusen auf den
Verlauf der akuten Entziindung und auf die Empfindlichkeit gegeniiber schmerzhaften

Reizen hat.

4.3.1.1 Schwere der Entziindung

4.3.1.1.1 Schwellung

In der Vortestung gab es bei keiner der Gruppen eine Pfotenschwellung. Zwischen
intraplantarer, intraperitonealer oder fehlender Substitution zeigte sich eine signifikante
Zeit-Behandlungs-Interaktion [F(8,36) = 2,236; p = 0,047]: Im Vergleich zu den
unbehandelten IFNy”-Miusen zeigten die intraplantar behandelten Tiere in Stunde 10

eine signifikant groflere Schwellung der entziindeten Hinterpfoten.
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Weiterhin fiel auf, dass die intraperitoneal behandelten Tiere gegeniiber den intraplantar
behandelten Tieren eine weniger ausgepriagte Schwellung wéhrend des
Untersuchungszeitraumes hatten. Zwischen der unbehandelten und der intraperitoneal
behandelten Gruppe gab es keine signifikanten Unterschiede. Es ist festzuhalten, dass
die unbehandelten Tiere am Ende des Untersuchungszeitraums eine geringere

Pfotenschwellung aufwiesen als die librigen Gruppen (Abb. 4.5 A).
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Abbildung 4.5: Differenz der Pfotendurchmesser (links — rechts) der unbehandelten und der i.pl. bzw. i.p. mit IFNy
behandelten IFNy”-Miuse wihrend der akuten Entziindung (A), sowie die Leukozyten pro mm? aller 3 Gruppen im
Vergleich (B). Legende: 0.B. — unbehandelte IFNy’-Mzuse, ipl. — intraplantare IFNy-Applikation, ip. —
intraperitoneale IFNy-Applikation. * = p <0,05; ** = p <0,01. VT — Vortestung (ohne Entziindung, ohne Therapie).
Mittelwerte £ SEM, C-F: Ausschnitte aus Schnittpraparaten der linken Hinterpfoten in Pappenheimfarbung, C — IFN
"_Maus mit i.pl. Applikation von IFNy, D — Wildtypmaus mit i.pl. Applikation von alFNy, E - IFN""-Maus mit i.p.
Applikation von IFNy, F - Wildtypmaus mit i.p. Applikation von alFNy; die Pfeile zeigen auf eingewanderte
Leukozyten.
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4.3.1.1.2 Histologie der plantaren Pfotenhaut

Bei der histologischen Beurteilung der Leukozyteninvasion konnte zwischen keiner der
drei beobachteten Gruppen ein Unterschied festgestellt werden [F = 1,130; p = 0,337]
(Abbildung 4.5 B). Fiir einen besseren Vergleich sind hier die histologischen Bilder von
mit anti-IFNy behandelten Wildtypméusen (Abbildung 4.5 D und F) eingefiigt. Dabei
fallt auf, dass auch bei den Wildtypmaiusen keine andere Leukozyteneinwanderung zu

verzeichnen war.

4.3.1.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.3.1.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Die Vortestungen erfolgten an gesunden unbehandelten IFNy”-Miusen. Nach
Auslosung der Entziindung kam es zu einer Abnahme der Sensibilititsschwellen der
entziindeten linken Hinterpfoten, welche sich iiber den Untersuchungszeitraum nicht
wieder normalisierten (Abbildung 4.6 A). Die Gruppen reagierten tiberwiegend gleich
[F(8,52) = 1,791; p = 0,100]. Es fiel auf, dass bei den beiden mit IFNy substituierten
Gruppen initial eine etwas groflere Schwellenabnahme zu verzeichnen war, als bei der

nicht substituierten Gruppe.

An den rechten Hinterpfoten konnte man sehen, dass die mit IFNy behandelten Tiere
iiber den gesamten Untersuchungszeitraum hohere Schwellen aufwiesen, als die
unbehandelten Tiere (Abbildung 4.6 B). Die Unterschiede zwischen den behandelten
Gruppen und zur unbehandelten Gruppe sind nicht signifikant [F(8,52) = 0,595; p =
0,777].

4.3.1.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Die Latenzen gegeniiber den noxischen Hitzereizen nahmen bei den IFNy-substituierten
Tieren stirker ab, als bei den nicht substituierten IFNy”-M&usen (Abbildung 4.6 C).
Zwischen den beiden behandelten Gruppen und der unbehandelten Gruppe gab es bei
den linken Hinterpfoten [F(8,52) = 1,965; p = 0,070] und auch bei den rechten Kontroll-
Hinterpfoten [F(8,52) = 1,411; p = 0,214] zu keinem Zeitpunkt der Untersuchung
statistisch signifikante Unterschiede (Abbildung 4.6 D).
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Insgesamt ist festzuhalten, dass intraplantar und intraperitoneal appliziertes IFNy in
IFN""-Miusen bei einer Entziindung mit einer Zymosankonzentration von 12 mg eine
etwas stiarkere Schwellung der behandelten Hinterpfoten, sowie eine geringfligig

stiarkere thermische und mechanische Hyperalgesie induzieren kann.
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Abbildung 4.6: Mechanische Schwellen der linken, entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten Pfoten (B)
der unbehandelten IFNy”"-Méuse im Vergleich zu den i.pl. bzw. i.p. behandelten IFNy™-Mzuse im Verlauf der akuten
Entzindung. Hitzelatenzen an den linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen
Versuchsgruppen. Legende: siehe Abb. 4.5.

4.3.2 Applikation von anti-IFNy

Weiterhin war zu iiberpriifen, ob bei Wildtypméusen durch Applikation von anti-IFNy
eine Wegnahme des IFNy erzielt werden kann und damit ein Effekt dhnlich dem bei
unbehandelten IFNy”-Mzusen ausgeldst wird. Hierbei wurde eine Gruppe als Kontrolle
mit NaCl behandelt, der zweiten Gruppe wurde anti-IFNy intraplantar und einer
weiteren Gruppe anti-IFNy intraperitoneal injiziert, um eventuelle systemische Effekte

zu erfassen.
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4.3.2.1 Schwere der Entziindung

4.3.2.1.1 Schwellung

Die Vortestung erfolgte an gesunden unbehandelten Wildtypméusen und zeigte keine
Schwellungen. Bei allen drei Versuchsgruppen konnte eine deutliche Schwellung nach
Entziindungsinduktion festgestellt werden. Bei keiner der Gruppen wurde eine
merkliche Riickbildung der Schwellung beobachtet. Allerdings unterschied sich die
Ausbildung der Pfotenschwellung der intraplantar mit anti-IFNy behandelten Tiere
deutlich gegeniiber den unbehandelten, insofern sie zur 4., 8. und 10. Stunde eine
signifikant geringere Zunahme der Durchmesser der Pfoten aufwiesen [F(8,48) = 2,988;
p =0,008]. Abbildung 4.7 A zeigt weiterhin, dass die intraperitoneale Behandlung keine
so starken Effekte erzielte, was zur Stunde 8 besonders deutlich wurde, da hier bei der
intraplantaren Behandlung wiederum eine signifikant geringere Auspriagung der

Schwellung gemessen wurde.
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Abbildung 4.7: Differenz der Pfotendurchmesser (links — rechts) der unbehandelten und der i.pl. bzw. i.p. mit anti-
IFNy behandelten Wildtypmduse wihrend der akuten Entziindung (A), sowie die Anzahl der eingewanderten
Leukozyten aller 3 Gruppen im Vergleich (B). Legende: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. VT —

Vortestung (ohne Entziindung, ohne Therapie). Mittelwerte + SEM. 0.B. — unbehandelte Wildtypmause, i.pl. —
intraplantare alFNy-Applikation, i.p. — intraperitoneale alFNy-Applikation.

4.3.2.1.2 Histologie der plantaren Pfotenhaut

Durch die Auswertung der histologischen Préparate konnten keine eindeutigen
Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen beschrieben werden. Sowohl die
intraplantare, als auch die intraperitoneale Behandlung bewirkten eine &hnlich
ausgeprigte Leukozyteninvasion als histopathologisches Zeichen einer akuten
Entziindung, wie sie auch bei unbehandelten Wildtypmausen gesehen wurde (Abb. 4.7

B). Die Anzahl der Leukozyten pro Quadratmillimeter lag im Mittel bei ca. 65 Zellen.
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Diese Infiltration war etwa um den Faktor 3 groBer als bei Wildtypmausen ohne

Zymosanentziindung (siche Abbildung 4.3).

4.3.2.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.3.2.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung der gesunden Wildtypméduse zeigten sich bereits zwischen den drei
Versuchsgruppen Unterschiede. Wie in Abbildung 4.8 A dargestellt, waren die
mechanischen Schmerzschwellen der linken entziindeten Hinterpfoten wéhrend fast des
gesamten Untersuchungszeitraumes bei den intraplantar mit anti-IFNy behandelten

Tieren nicht so stark herabgesetzt wie bei den unbehandelten Wildtypmausen.

Der Effekt der intraperitonealen Behandlung unterschied sich dagegen kaum von der
Nichtbehandlung. So war zu Stunde 10 die mechanische Schmerzschwelle in beiden
Gruppen signifikant niedriger als bei der intraplantar behandelten Versuchsgruppe

[F(8,68) = 2,296; p = 0,031].

Bei der Betrachtung der mechanischen Schwellen an den rechten Hinterpfoten in
Abbildung 4.8 B kann man bei den drei Gruppen keine Verminderung, sondern sogar
eine Zunahme der Schwellen im Vergleich zur Vortestung und der entziindeten linken

Seite erkennen.

Die mechanischen Schwellen der unbehandelten Wildtypmause stiegen wéhrend des
Untersuchungszeitraumes geringfiigig an. Zwischen Stunde 4 und 8 kam es zu einer
weiteren Zunahme der mechanischen Schwellen bei den intraplantar und intraperitoneal
behandelten Tieren. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren jedoch

insignifikant [F(8,68) = 1,875; p = 0,078].

4.3.2.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Wie in Abbildung 4.8 C zu sehen ist, kam es nach der Entziindung bei allen
Versuchsgruppen {liber den gesamten Zeitverlauf zu einer Abnahme der

Hitzelatenzzeiten.
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Die intraperitoneale Substanzapplikation bewirkte {iber die Zeit keinen Unterschied der
Hitzelatenzen im Vergleich zu den unbehandelten Wildtypméusen. Dagegen konnte
zwischen Stunde 6 und 8 eine signifikant lingere Latenzzeit bei den intraplantar

behandelten Tieren im Vergleich zu unbehandelten Tieren nachgewiesen werden

[F(8,68) = 4,675; p < 0,001].

Die Messungen der Hitzelatenzen der rechten Hinterpfoten ergaben iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum sehr inhomogen Ergebnisse. Bei allen Gruppen kam es zu einer
Abnahme der Hitzelatenzzeiten auf der rechten Seite nach Entziindungsinduktion in der
linken Hinterpfote. Die intraplantar behandelten Tiere zeigten eine relative
Normalisierung der thermischen Latenzzeiten in Stunde 8 bis 10 des
Beobachtungszeitraumes. Bei den unbehandelten Wildtypmédusen und bei der
intraperitoneal behandelten Gruppe kam es im gleichen Zeitraum zu einer weiteren

Abnahme der thermischen Schmerzschwelle [F(8,68) = 2,580; p = 0,016] (Abb. 4.8 D).
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Abbildung 4.8: Mechanische Schmerzschwellen der linken entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten
Hinterpfoten (B) der behandelten Wildtypmause in Bezug auf die unbehandelten Kontrollen im Verlauf der akuten
Entziindung. Hitzelatenzen an den linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen
Versuchsgruppen. Legende: siche Abbildung 4.7; 0.B. — unbehandelte Wildtypmause, i.pl. — intraplantare alFNy-
Applikation, i.p. — intraperitoneale alFNy-Applikation.
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Insgesamt bewirkte die intraplantare Behandlung der Wildtypméduse mit anti-IFNy,
gemessen an der Hinterpfotenschwellung, eine Verringerung der akuten Entziindung

und eine verminderte Druck- und Hitzesensibilitdt gegeniiber ihren Vergleichsgruppen.

Die intraperitoneal behandelten Wildtypmause zeigten bei der Pfotenschwellung nahezu
den gleichen Verlauf wie die unbehandelten IFNy-Miuse und auch bei der
ipsilateralen Hitzelatenzzeit zeichnete sich ein dhnlicher Verlauf ab. Dagegen war die
Abnahme der mechanischen Schmerzschwelle bei den intraplantar behandelten

Wildtypmausen geringer als bei allen IFNy'/ -Méusen.

4.4 Abhangigkeit des schmerzassoziierten Verhaltens von der

Zymosankonzentration

In den bisher dargestellten Untersuchungen wurde zur Auslosung der Entziindung
immer eine Konzentration von 12 mg/ml Zymosan mit einem Injektionsvolumen von
20 pl verwendet. Diese Konzentration wurde fiir die weiteren Versuche auf 6 mg/ml
Zymosan bei gleichbleibendem Injektionsvolumen reduziert, um zu tiberpriifen, ob die
oben beschriebenen Beobachtungen hinsichtlich der Wirkung von IFNy von der Stirke

der Entziindungsreaktion abhingig sind.

4.4.1 Applikation von IFNy

4.4.1.1 Schwere der Entziindung

Um zu beschreiben, wie stark die akute Entziindung ausgeprégt ist, wurde wieder die
Differenz der Durchmesser zwischen linker und rechter Hinterpfote bestimmt.
Insgesamt gab es einen signifikanten Zeit-Gruppen-Effekt [F(8,36) = 2,236; p = 0,047].
Wie in Abbildung 4.9 zu sehen ist, kam es in allen drei Versuchsgruppen (keine
Behandlung, i.pl. und i.p. Substitution mit IFNy bei IFNy”-Mausen) nach Auslosen der
Entziindung zu einer deutlichen Volumenzunahme der linken Hinterpfote. Bis zur
Stunde 8 der Versuchszeit entwickelte sich jedoch kein eindeutiger Unterschied
zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen. Die Stirke der Schwellung nahm

kaum weiter zu.

44



Ergebnisse

Erst zu Stunde 10 konnte beobachtet werden, dass die Pfotenschwellung der
unbehandelten Tiere signifikant stdrker abnahm als bei den intraplantar behandelten
Tieren. Auch die Schwellung der intraperitoneal behandelten Gruppe nahm gegeniiber
den intraplantar behandelten Tieren stidrker ab, welche sogar noch eine geringfiigige

Zunahme der Pfotenschwellung erkennen lieSen.

Der Verlauf der Pfotenschwellung dieser mit 6 mg/20 pul Zymosan behandelten IFNy™-
Maiuse unterscheidet sich insgesamt nicht von den Messdaten der mit 12 mg/20 pl

Zymosan behandelten IFNy'/ -Maéuse (vgl. Abb. 4.5 mit Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9: Differenz der Pfotendurchmesser (links — rechts) der unbehandelten, i.pl. bzw. i.p. mit IFNy
behandelten IFNy "-Méause wihrend der akuten Entziindung. Legende: siche Abbildung 4.5.

4.4.1.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.4.1.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung gab es zwischen den Untersuchungsgruppen keine Unterscheide.
Die mechanischen Schwellen nahmen in den entziindeten linken Hinterpfoten in allen
drei Versuchsgruppen zu Beginn der Testung auf etwa die Hilfte des Ausgangswertes
(Vortestung) ab. In Abbildung 4.10 A ist zu sehen, dass sich die drei Gruppen nicht
unterschieden [F(8,36) = 1,235; p = 0,307].

Die mechanischen Schwellen der gesunden rechten Hinterpfoten nahmen wéhrend der
gesamten Versuchszeit gegeniiber der Vortestung zu und verblieben auf dem Niveau

von Stunde 4 [F(8,36) = 0,515; p = 0,837] (Abbildung 4.10 B).
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4.4.1.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Die Messung der Hitzelatenzzeiten zeigte zu Testbeginn (wie bei der mechanischen
Schwelle) eine Verminderung auf etwa ein Drittel des Ausgangswertes, der in allen
Gruppen gleich auspragt war. Wihrend der weiteren Beobachtungszeit konnte auch hier

kein signifikanter Gruppenunterschied ermittelt werden [F(8,36) = 0,832; p = 0,580].

Zu Stunde 6 und 8 wurden die drei Versuchsgruppen noch sensibler gegeniiber den
Hitzereizen als in Stunde 4. Die Latenzen bei den intraplantar behandelten Tieren

stiegen in Stunde 10 etwas an (Abb. 4.10 C).
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Abbildung 4.10: Mechanische Schwellen der linken, entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten Pfoten der
unbehandelten IFNy”-Mzuse im Vergleich zu den i.pl. bzw. i.p. mit IFNy substituierten IFNy”"-Muse im Verlauf der
akuten Entziindung. Hitzelatenzen an den linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen
Versuchsgruppen. Legende: siche Abbildung 4.5.

Kontralateral sanken die Latenzzeiten ebenfalls ab, wenn auch nicht so ausgepriagt wie
an der entziindeten linken Hinterpfote. Doch hier zeigte sich im Vergleich zu den
behandelten Gruppen, dass die unbehandelten IFNV'/ -Méuse wesentlich sensibler

gegeniliber dem Hitzereiz reagierten.
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Besonders in Stunde 8 war der Unterschied am deutlichsten, wie in Abbildung 4.10 D
zu sehen ist. Die Differenz bildete sich aber bis zu Stunde 10 fast vollstindig zuriick,
sodass insgesamt keine signifikante Zeit-Gruppen-Interaktion vorlag [F(8,36) = 0,640; p
=0,739].

Die Hitzelatenzzeiten der mit 6 mg/20 ul Zymosan entziindeten IFNy'/ -Méuse sanken
im Vergleich zu den mit 12 mg/20 ul Zymosan entziindeten IFNy”-Mzusen zur Stunde
4 weniger ab, doch im weiteren Verlauf verhielten sich die mit Interferon intraplantar
bzw. intraperitoneal behandelten Gruppen nahezu deckungsgleich (vgl. Abb. 4.6 C mit
Abb. 4.10 C).

Insgesamt kommt es auch bei einer Applikation von 6 mg/20 pl Zymosan zu einer
Entziindungsreaktion der linken Hinterpfote mit eindeutig zuordenbaren
Schwellenverdanderungen. Der Entziindungsverlauf scheint sich nicht von dem bei 12
mg / 20 pl Zymosan zu unterscheiden. Die Effekte der IFNy-Substitution waren gering
ausgeprigt. Signifikante IFNy-Effekte sind offensichtlich nur bei stirkeren
Entziindungen (12 mg / 20 pul Zymosan) von Bedeutung.

4.4.2 Applikation von anti-IFNy bei Wildtypméiusen

Es sollte iiberpriift werden, ob die Effekte von IFNy auf die akute Entziindung bei
Wildtypméusen durch die Wegnahme von IFNy umkehrbar sind. Es wurden im
Folgenden wieder drei Gruppen gebildet, eine blieb als Kontrollgruppe unbehandelt, die
beiden anderen erhielten entweder eine intraplantare bzw. intraperitoneale Applikation

von anti-IFNy.
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Abbildung 4.11: Differenz der Pfotendurchmesser (links — rechts) der unbehandelten, i.pl. bzw. i.p. mit anti-IFNy
behandelten Wildtypméause wihrend der akuten Entziindung. Legende: siche Abbildung 4.7.
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4.4.2.1 Schwere der Entziindung

In der Vortestung gab es in keiner Gruppe eine Pfotenschwellung. Bei allen drei
Versuchsgruppen konnte nach Auslosen der Entziindung eine deutliche Zunahme des
linken Hinterpfotendurchmessers bestimmt werden. Allerdings zeigten die intraplantar
IFNy-neutralisierten Tiere von Stunde 8 bis Stunde 10 eine signifikant stdrkere
Abnahme der Pfotenschwellungen, sowohl gegeniiber den unbehandelten
Wildtypmaéusen, als auch gegeniiber den intraperitoneal behandelten Tieren [F(8,36) =

5,324; p <0.001] (Abb. 4.11).

Vergleicht man die Schwellungen dieser Wildtypméuse mit den Wildtyp-Gruppen,
welche 12 mg/20 pl Zymosan injiziert bekamen, féllt auf, dass die intraplantar
behandelten Wildtypmause in Abbildung 4.11 die deutlichste Abnahme der Schwellung
aufweisen; dagegen verhalten sich die anderen Behandlungsgruppen sowohl in

Abbildung 4.7 als auch in Abbildung 4.11 nahezu gleich.

4.4.2.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.4.2.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung unterschieden sich die mechanischen Schwellen der drei
Versuchsgruppen nicht. Nach Auslosung der Entziindung mit 6 mg/20 pul Zymosan
konnte man beobachten, dass sich auch hier die Wegzugsschwellen aller drei
Versuchsgruppen auf etwa die Haélfte des Ausgangswertes aus der Vortestung
verminderten. Dabei war in Stunde 4 die Verminderung der mechanischen Schwellen
bei den unbehandelten Wildtypméausen geringer verglichen mit den beiden anderen
Gruppen. Bis zum Ende der Beobachtungszeit nahmen die mechanischen Schwellen
aller drei Gruppen wieder leicht zu, blieben aber insignifikant unter dem

Vortestungswert [F(8,36) = 1,209; p =0,321] (Abb. 4.12 A).

In Abbildung 4.12 B kann man sehen, dass sich bei allen drei Gruppen die mechanische
Schmerzschwelle der Hinterpfoten auf der gesunden Seite verdnderten und leicht
anstiegen. Ab Stunde 8 lief3 sich wiederum eine Abnahme der Schwelle in Richtung des
Vortestniveaus verzeichnen. Signifikante Gruppenunterschiede gab es nicht [F(8,36) =

1,301; p = 0,274].
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Verglichen mit den mit 12 mg/20 pul Zymosan substituierten Wildtypméausen zeigten die
mit 6 mg/20 ul entziindeten Wildtypméause (Abb. 4.12 A) gegeniiber der Vortestung
eine geringere Zunahme der mechanischen Hyperalgesie. Die mechanischen Schwellen
der intraperitoneal bzw. nicht behandelten Gruppen der mit 6 mg/20 pl Zymosan
entziindeten Wildtypmause normalisierten sich besser als in der Behandlungsgruppe mit

hoherer Zymosan-Konzentration (vgl. Abb. 4.8 A mit Abb. 4.12 A).
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Abbildung 4.12: Mechanische Schmerzschwellen der linken entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten
Hinterpfoten (B) der behandelten Wildtypmause in Bezug auf die unbehandelten Kontrollen im Verlauf der akuten
Entziindung. Hitzelatenzen an den linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen
Versuchsgruppen. Legende: siche Abbildung 4.7.

4.4.2.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung unterschieden sich die Schwellenwerte zwischen den Gruppen und
den rechten und linken Hinterpfoten nicht. Alle Tiere zeigten iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum kiirzere Wegzugslatenzen der entziindeten linken Hinterpfote
gegentiber der Vortestung. Es gab zwischen den Gruppen bei den Hitzelatenzzeiten der

linken Hinterpfoten keinen Unterschied [F(8,36) = 0,456; p = 0,878] (Abb. 4.12 C).
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Die Wegzugszeiten der nicht entziindeten rechten Hinterpfoten verminderten sich nur
gering im Vergleich zur Vortestung und zur linken Hinterpfote. Es gab auch hier keine

signifikanten Gruppenunterschiede [F(8,36) = 0,348; p = 0,940] (Abb. 4.12 D).

Gegeniiber den mit 12 mg/20 pl Zymosan entziindeten Wildtypméusen war bei den
weniger stark entziindeten Tieren (6 mg/12 pl Zymosan) die Abnahme der Hitzelatenz-
zeiten nicht so stark ausgeprigt. Sie normalisierten sich jedoch nicht deutlich besser.
Letztendlich kam es zu nahezu gleichen Endwerten wie in den Behandlungsgruppen aus

Kapitel 4.5.1 (vgl. Abb. 4.8 C mit Abb. 4.15 C).

Zusammenfassend lieBen sich zwischen den drei mit 6 mg/20 ul Zymosan entziindeten
Wildtyp-Gruppen unabhingig von einer Behandlung mit anti-IFNy keine signifikanten
Unterschiede in den Schwellen fiir schmerzhafte Reize finden. Dagegen unterschied
sich die Pfotenschwellung der intraplantar mit anti-IFNy behandelten Tiere deutlich von

den Werten der anderen Gruppen.

4.5 Untersuchung der systemischen Midazolam-Wirkung in Abhiangigkeit
von der IFNy-Applikation

Ein weiterer Teil der Untersuchungen war, zu iiberpriifen, inwiefern das GABAerge
System eine Rolle bei der Ausbildung einer akuten Entziindung spielt und welchen
Einfluss es auf die mechanische und Hitzesensibilitit nimmt. Aus diesem Grund wurde
im folgenden Teilversuch das Benzodiazepin Midazolam, welches an GABAAa-
Rezeptoren als Agonist wirkt, vor Stunde 8 intraperitoneal appliziert. Die

Entziindungsinduktion erfolgte mit 12 mg/ 20 ug Zymosan.

50



Ergebnisse

4.5.1 Schwere der Entziindung

4.5.1.1 Schwellung

Nachdem nach Induktion der Entziindung bei den IFNy”-Miusen und den
Wildtypméusen die linken Hinterpfoten sichtbar angeschwollen waren, konnte im
weiteren Verlauf beobachtet werden, dass zur Stunde 6 die Pfoten der Wildtypméuse
noch weiter anschwollen, wohingegen die Schwellungen bei den IFNy'/'-Méiusen bis

zum Versuchsende nahezu konstant blieben [F(4,7) = 4,863; p = 0,034].

Wie in Abbildung 4.13 A dargestellt ist, konnte nach Applikation von Midazolam vor
Stunde 8 (7 Stunden nach Auslésen der Entziindung) eine Angleichung der
Pfotenschwellung bei den Wildtypmiusen auf das Niveau der I[FNy”-Miuse beobachtet

werden.
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Abbildung 4.13: Midazolam-Applikation vor Stunde 8 nach Entziindungsinduktion. Differenz der
Hinterpfotendurchmesser (links — rechts) der IFNy”-Miuse im Vergleich zu den Wildtypméusen im Verlauf der
akuten Entziindung (A), sowie Leukozyten pro mm’ im Vergleich (B) Legende: siche Abbildung 4.1; C/D:
representative Schnittpriparate der linken Hinterpfoten nach i.p. Applikation von Midazolam bei IFN”"-Miusen
(Abbildung C) und bei Wildtypmausen (Abbildung D); die Pfeile zeigen auf eingewanderte Leukozyten.
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4.5.1.2 Histologie der plantaren Pfotenhaut

Die Auswertung der histologischen Schnitte ergab, dass sich die IFNy’-Mause nur
unerheblich von den Wildtypméusen unterschieden, wie Abbildung 4.13 B deutlich
macht. Die durchschnittliche Anzahl der eingewanderten Leukozyten unterschied sich
nicht signifikant zwischen den beiden Untersuchungsgruppen. Dies wird auch in

Abbildung 4.13 C (IFNy”"- Miuse) und D (Wildtypmause) illustriert.

4.5.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.5.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Infolge der Entziindung zeigten die IFNy”-Miuse und die Wildtypmiuse eine
reduzierte mechanische Schwelle. Dabei war zur Stunde 4 die Sensibilitdtszunahme bei
den IFNy"-Mausen deutlich geringer ausgeprigt, jedoch glichen sich beide Gruppen im
weiteren Verlauf der Untersuchung nahezu aneinander an. Abbildung 4.14 A zeigt, dass
zu Beginn der 8. Stunde nach Entziindungsinduktion bis zum Ende der Messung bei
beiden Gruppen die mechanische Schwelle bis auf den Ausgangswert der IFNV’/ -Méuse
zu Stunde 4 anstieg [F(4,7) = 1,519; p = 0,295]. Bei der Betrachtung der mechanischen
Schwelle fiir die rechten Hinterpfoten lie8 sich kein signifikanter Gruppenunterschied
nachweisen, wie in Abbildung 4.14 B zu erkennen ist [F(4,7) = 0,686; p = 0,624].
Sowohl die IFNy'/ -Méuse als auch die Wildtypmiuse wiesen iiber den gesamten
Zeitverlauf eine leichte Zunahme der Schwellen fiir die rechten Hinterpfoten auf, ohne

dabei signifikante Abweichungen voneinander auszubilden.

4.5.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Wihrend die Hitzelatenz bei den IFNy”-Miusen zur Vortestung deutlich hoher lag als
bei den Wildtypméusen, verschwand diese Differenz nach Auslosen der Entziindung
und beide Gruppen wiesen {liber den gesamten Zeitverlauf eine Abnahme der Latenzen

auf, wie in Abbildung 4.14 C zu erkennen ist [F(4,7) =2,357; p=0,152].

Die Tendenz einer Normalisierung der thermischen Latenzzeiten wurde durch die

Midazolamgabe kaum beeinflusst.
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Dagegen waren die thermischen Latenzzeiten bei den rechten nicht entziindeten
Hinterpfoten zunéchst deutlich verkiirzt, stiegen zur Stunde 6 in beiden Gruppen leicht
an und nahmen nach Gabe von Midazolam wieder in beiden Gruppen auf das Niveau

des 4-Stundenwertes ab [F(4,7) = 0,422; p = 0,789] (Abb. 4.14 D).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Behandlung mit Midazolam im
Wesentlichen dazu fiihrte, dass die mechanischen und thermischen Schwellen der
entziindeten Hinterpfoten sich wieder tendenziell normalisierten. Die Schwellung der
Pfoten verstirkte sich nicht weiter. Ein Unterschied zwischen den Genotypen war nicht

nachzuweisen
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Abbildung 4.14: Mechanische Schmerzschwellen der linken entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten
Hinterpfoten (B) der IFNy”-Miuse in Bezug auf die Wildtypmiuse im Verlauf der akuten Entziindung. Hitzelatenzen
an den linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen Versuchsgruppen. Legende: siche
Abbildung 4.3.
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4.6 Effekte weiterer Zytokine und Zytokinmodulatoren auf den

Entziindungsschmerz

In den nachfolgenden Experimenten wurde die Entziindung mittels einer
Zymosankonzentration von 12 mg/ 20 ul induziert. Das Protein p19 und das Protein p35
sind wichtige Bestandteile der Interleukine IL-12 und IL-23. In den nachfolgenden
Untersuchungen sollte gepriift werden, ob ein Ausschalten dieser Bestandteile ein
anderes schmerzassoziiertes Verhalten bzw. andere Entziindungsverldufe nach

Zymosaninjektion nach sich zieht.

4.6.1 p19-KO-Miiuse im Vergleich zu den Wildtypméiusen

4.6.1.1 Schwere der Entziindung

Vor Auslosung einer Entziindung gab es in beiden Gruppen keine Pfotenschwellungen.
Die Schwellungen der entziindeten linken Hinterpfoten nahmen bei den p19”-Miusen
zwischen der 4. und 6. Teststunde zu, gingen jedoch bis Stunde 10 wieder etwas zuriick
und blieben auf dem Niveau von Stunde 4. Im Gegensatz dazu blieben die
Schwellungen bei den Wildtypmédusen tliber die gesamte Zeit auf gleichem Niveau. In
Abbildung 4.16 ist zu sehen, dass der Unterschied zwischen beiden Tiergruppen zur

Stunde 6 signifikant wird [F(4,19) = 3,808; p = 0,019].
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Abbildung 4.16: Differenz der Hinterpfotendurchmesser (links — rechts) der p19”-Miuse im Vergleich zu den
Wildtypmausen im Verlauf der akuten Entziindung. Legende: siche Abbildung 4.1.
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4.6.1.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.6.1.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

In der Vortestung konnten keine Gruppenunterschiede bei den mechanischen und
thermischen Schwellen in den linken und rechten Hinterpfoten gemessen werden.
Abbildung 4.17 A zeigt die mechanischen Schwellen der entziindeten linken
Hinterpfoten, die nach der Entzlindungsinduktion fiir beide Gruppen etwa 5 Gramm
unter denen der nicht entziindeten rechten Hinterpfoten waren. Zwischen den
Tiergruppen gab es dabei nur geringe, nicht signifikante Unterschiede. Abbildung 4.17
B zeigt, dass die mechanischen Schwellen der rechten Hinterpfoten nach Auslosung der
Entziindung links leicht anstiegen, aber in beiden Gruppen auf einem gleich bleibenden

Niveau blieben.

4.6.1.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Bei der Messung der Hitzelatenzzeiten wiesen beide Versuchsgruppen bei den
entziindeten linken Hinterpfoten eine starke Abnahme der Zeiten auf, die sich bis zum
Ende der Testung nicht mehr normalisierten (Abb. 4.17 C). Auch bei den nicht-
entzlindeten rechten Pfoten wurde bei beiden Gruppen iiber die Zeit von 10 Stunden
eine geringfiigige Abnahme der Wegzugszeiten beobachtet (Abb. 4.17 D). Zwischen
beiden Tiergruppen konnten sowohl fiir die entziindeten [F(4,29) = 1,822; p = 0,151],
als auch fiir die nicht-entziindeten Hinterpfoten [F(4,29) = 1,476; p = 0,235] keine

signifikanten Unterschiede gemessen werden.

Aus diesen Ergebnissen ist zu schlieBen, dass eine Ausschaltung von pl9 die
Entziindungsreaktion nicht beeinflusst. Die mechanische Hyperalgesie bei den p197-
Maiusen wird geringfiigig abgeschwicht, die thermische Hyperalgesie im entziindeten

Gewebe dagegen nicht.
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Abbildung 4.17: Mechanische Schwelle der linken, entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten Pfoten der
p197-Miuse im Vergleich zu den Wildtypméusen im Verlauf der akuten Entziindung. Sowie Hitzelatenzen an den
linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen Versuchsgruppen. Legende: siche Abbildung
4.1.

4.6.2 p35-KO-Miiuse im Vergleich zu den Wildtypméiusen

4.6.2.1 Schwere der Entziindung

Vor Auslosung der Entziindung gab es keine Schwellungen in den Hinterpfoten beider
Tierversuchsgruppen. Vier Stunden nach Entziindungsauslosung waren die
Schwellungen der linken Hinterpfoten im Vergleich zu den rechten bei den p357-
Miusen etwas geringer als bei den Wildtypmdusen. Die Differenz der
Hinterpfotendurchmesser nahm bis zum Ende der Testung nur geringfiigig ab [F(4,19) =
3,156; p =0,038] (siche Abb. 4.18).
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Abbildung 4.18: Differenz der Hinterpfotendurchmesser (links — rechts) der p35”-Miuse im Vergleich zu den
Wildtypméusen im Verlauf der akuten Entziindung. Legende: siche Abbildung 4.1.

4.6.2.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.6.2.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung fanden wir keine Unterschiede in den mechanischen oder
thermischen Schwellen der linken und rechten Hinterpfoten beider Tiergruppen. Vier
Stunden nach Entziindungsinduktion waren die mechanischen Schwellen etwa 3,5 g
niedriger als zur Vortestung. Dabei war kein Unterschied der Wegzugslatenzen der
linken Hinterpfoten zwischen den p3 5"-Musen und den Wildtypméusen zu erkennen.
(Abb. 4.19 A). In den nicht entziindeten rechten Hinterpfoten stiegen die mechanischen
Schwellen in beiden Gruppen um etwa 2 g an und &dnderte sich bis zum Ende des

Beobachtungszeitraumes nicht (Abb. 4.19 B).

4.6.2.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Die thermische Hyperalgesie beider Gruppen von Versuchstieren zeigte liber den
Untersuchungszeitraum einen dhnlichen Verlauf wie bei den pl19”-Miusen (siche
4.6.1.2.2.). Auch hier fanden wir eine starke Verkiirzung der thermischen Latenzzeiten
fiir die entzilindeten linken Hinterpfoten (Abb. 4.19 C). In beiden Gruppen kam es iiber
den Beobachtungszeitraum zu einer langsamen Abnahme der thermischen Latenzen in

den rechten nicht entziindeten Hinterpfoten (Abb. 4.19 D).
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Die Ausschaltung von p35 nimmt offenkundig keinen Einfluss auf die Ausprigung

einer Entziindung. Mechanische und

thermische

Hyperalgesie nach einer

Entziindungsinduktion unterscheiden sich nicht von den Wildtyp-Tieren.
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Abbildung 4.19: Mechanische Schwellen der linken, entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten (B) Pfoten
der p357-Miuse im Vergleich zu den Wildtypméusen im Verlauf der akuten Entziindung. Hitzelatenzen an den
linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen Versuchsgruppen. Legende: siche Abbildung

4.1.

4.6.3 p35p19-KO-Miuse im Vergleich zu den Wildtypmiusen

4.6.3.1 Schwere der Entziindung

Es galt zu priifen, ob ein Ausschalten beider Proteine (p35 und p19) in einem Tier einen

anderen Effekt als das Ausschalten nur eines der beiden Proteine bewirken konnte.

Auch die p35pl19”-Miuse unterschieden sich in der Vortestung nicht von den

Wildtyptieren und hatten keine Pfotenschwellungen.
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Nachdem bei beiden Gruppen durch Zymosaninjektion (12 mg/ 20 pl) die Entziindung
der linken Hinterpfote ausgelost wurde, konnte man zur Stunde 4 ein signifikant
geringeres Anschwellen der Pfoten bei den p35p19'/ -Méusen beobachten [F(4,16) =
3,184; p = 0,042] (Abb. 4.20). Dieser Unterschied war in den darauffolgenden
Versuchszeiten nicht mehr zu beobachten und die durchschnittliche Schwellung glich
sich der der Wildtypmiuse an, welche iiber die gesamte Zeit auf gleichem Niveau

verblieben war.
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Abbildung 4.20: Differenz der Hinterpfotendurchmesser (links — rechts) der p35p19™-Mause im Vergleich zu den
Wildtypméusen im Verlauf der akuten Entziindung. Legende: sieche Abbildung 4.1.

4.6.3.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.6.3.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung zeigten die beiden Versuchsgruppen weder in den mechanischen
noch in den thermischen Schwellen signifikante Unterschiede. Bei der Messung der
mechanischen Schwellen fand man bei den p35p19”-Miusen geringfiigig weniger
verminderte Wegzugsschwellen der entziindeten linken Hinterpfoten als bei den
Wildtypméusen. Dieser insignifikante Unterschied blieb bis zum Ende des

Beobachtungszeitraumes erhalten [F(4,26) = 1,361; p =0,275] (Abb. 4.21 A).

Bei der Betrachtung der rechten nicht entziindeten Hinterpfoten zeigte sich in beiden
Gruppen ein Anstieg der Wegzugsschwellen, der bis zur Stunde 10 erhalten blieb. Zur
Stunde 4 war die Zunahme der Wegzugslatenzen fiir die Wildtypméuse signifikant

groBer als bei den p35p19'/'-Méiusen [F(4,26) =2,781; p = 0,048] (Abb. 4.21 B).
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Abbildung 4.21: Mechanische Schwellen der linken, entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten Pfoten (B)
der p35p19”-Miuse im Vergleich zu den Wildtypméusen im Verlauf der akuten Entziindung. Hitzelatenzen an den
linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen Versuchsgruppen. Legende: siche Abbildung
4.1.

4.6.3.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Die Anderungen der thermischen Latenzzeiten waren fast deckungsgleich zu den
Beobachtungen bei p35'/ - oder p19'/’-Méiusen. Vier Stunden nach Induktion der
Entziindung waren in beiden Gruppen sehr geringe Schwellen fiir thermische Reize zu
verzeichnen, die in der p35p19”-Gruppe bis zu Stunde 10 wieder leicht anstiegen und
damit signifikant héher waren als die der Wildtypmause [F(4,26) = 3,341; p = 0,025]
(Abb. 4.21 C). Uber den Beobachtungszeitraum sanken die thermischen Latenzzeiten
der nicht entziindeten rechten Hinterpfoten beider Tiergruppen leicht ab, die
Unterschiede zwischen den Gruppen waren insignifikant [F(4,26) = 0,896; p = 0,481]
(Abb. 4.21 D).

Die Ausschaltung beider Proteine p19 und p35 in einem Tier brachte keine anderen
Ergebnisse, als die Ausschaltung jedes der beiden Proteine einzeln. Ein synergistisches
Wirken auf die Entziindungsausprigung und/oder die Verdnderung des

schmerzassoziierten Verhaltens kann daher nicht angenommen werden.
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Mit dieser Versuchsreihe wurde im Wesentlichen der Effekt der alleinigen

Ausschaltung von p19 reproduziert.

4.6.4 IL-17p35-KO-M:iuse im Vergleich zu den Wildtypmiusen

Die Ausschaltung des Zytokins IL-17 nimmt den Hauptfaktor der Ty;7-Zellen bei der
Induktion einer Entziindung weg. Die zusétzliche Ausschaltung von p35 als
Untereinheit des Zytokins IL-12 unterbindet weitere Signaliibertragungswege bei der
Entziindungsauslosung (siehe Einfiihrung Abb. 2.2). Wenn beide Zytokine in einem
Tier ausgeschaltet werden, konnte ein anderer Entziindungsverlauf entstehen. Dieses

sollte mit einer Entziindung mit 12 mg / 20 ul Zymosan getestet werden.

2,0-

_ 15

3

£

o

s 1,04

2

i

S ;

» 05 | —m— Wildtyp (n=14)

| D IL-17p35” (n=10)

0,0

ﬁ n
VT 4 6 8 10
Stunden nach Zymosaninjektion

Abbildung 4.22: Differenz der Hinterpfotendurchmesser (links — rechts) der IL-17p35”-Méause im Vergleich zu den
Wildtypméusen im Verlauf der akuten Entziindung. Legende: siehe Abbildung 4.1.

4.6.4.1 Schwere der Entziindung

Vor Auslésung einer zymosaninduzierten Entziindung gab es in beiden Tiergruppen
keine Pfotenschwellung. In Abbildung 4.22 ist zu sehen, dass die Durchmesser der
linken entziindeten Hinterpfoten bei den IL-17p357-Miusen im Vergleich zu den
Wildtypméusen weniger zunahmen. Besonders zur 4. und 10. Teststunde wurde der
Unterschied signifikant [F(4,19) = 5,972; p = 0,003]. Die Schwellungen gingen jedoch

nicht bis auf das Niveau der gesunden rechten Hinterpfoten zuriick.
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4.6.4.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.6.4.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Bei den Vortestungen konnten keine Unterschiede fiir mechanische oder thermische
Schwellen in den rechten und linken Hinterpfoten beider Tiergruppen gefunden werden.
Die Untersuchung der mechanischen Schwellen zeigt, dass die Wegzugslatenzen der
linken entziindeten Hinterpfoten bei den IL-17p35'/ -Méusen in Stunde 4 nach
Entziindungsinduktion signifikant weniger abnahmen als die der Wildtypmause [F(4,29)
= 2,952; p = 0,037]. Im weiteren Beobachtungsverlauf unterschieden sich die
mechanischen Schwellen der linken Hinterpfoten dann nicht mehr, von Stunde 8 bis
Stunde 10 des Beobachtungszeitraumes war fiir beide Gruppen eine geringfiigige

Tendenz der Normalisierung zu verzeichnen (Abb. 4.23 A).

Abbildung 4.23 B zeigt, dass nach Induktion der Entziindung in beiden Tiergruppen die
mechanischen Schwellen um ca. 2 g anstiegen. Die Wegzugsschwellen lagen fiir die IL-
17p357-Méuse zur Stunde 6 und 8 etwas hoher gegeniiber ihrer Vergleichsgruppe,
unterschieden sich jedoch nicht signifikant [F(4,29) =2,354; p = 0,077].

4.6.4.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Die Messungen der thermischen Latenzzeiten ergaben eine in Ausmall und Zeitgang
sehr dhnlichen Verlauf wie bei den vorher untersuchten p35'/'— bzw. p19'/'—Tieren. Die
Hitzelatenzzeiten der entziindeten linken Hinterpfoten der IL—17p35'/'—M'aiuse waren zur
Stunde 4 extrem niedrig und unterschieden sich nur insignifikant von denen der
Wildtypméiuse [F(4,29) = 2,634; p = 0,054]. Uber den Beobachtungszeitraum blieben
die thermischen Hitzelatenzzeiten in beiden Gruppen unverdndert niedrig (Abb. 4.23 C).

Die Latenzzeiten der rechten nicht entziindeten Hinterpfoten nahmen iiber den
Untersuchungszeitraum leicht und kontinuierlich ab, zwischen den Versuchsgruppen

gab es keine Unterschiede [F(4,29) = 0,305; p = 0,873] (Abb. 4.23 D).

Die Ausschaltung des Zytokins IL-17 und des Proteins p35 in einem Tier fiihrte zu einer
etwas geringeren Ausprigung der Entziindung und in der Anfangsphase nach
Entziindungsauslosung zu einer geringeren Ausprdgung der mechanischen

Hyperalgesie. Fiir die thermische Hyperalgesie konnte kein Einfluss festgestellt werden.
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Abbildung 4.23: Mechanische Schwellen der linken, entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten (B) Pfoten
der IL-17p35™-Méuse im Vergleich zu den Wildtypméusen im Verlauf der akuten Entziindung. Hitzelatenzen an den
linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen Versuchsgruppen. Legende: siehe Abbildung
4.1.

4.6.5 IL-17-KO-Miuse im Vergleich zu den Wildtypméiusen

4.6.5.1 Schwere der Entziindung

Vor Ausldsen der Entziindung mit 12 mg / 20 ul Zymosan gab es in beiden Tiergruppen
keine Pfotenschwellungen. Nach dem Auslosen der Entzindung in der linken
Hinterpfote konnte eine deutliche Zunahme der Durchmessers sowohl bei den IL-17"-
Miusen als auch bei den Wildtypmiusen beobachtet werden. Uber den
Beobachtungszeitraum von 10 Stunden gingen die Schwellungen bei den IL-177-
Mausen leicht zuriick und waren ab Stunde 8 bis zum Beobachtungsende signifikant

geringer als bei den Wildtypmausen [F(4,19) = 4,774; p = 0,008] (Abb. 4.24).
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Abbildung 4.24: Differenz der Hinterpfotendurchmesser (links — rechts) der IL-17"-Miuse im Vergleich zu den
Wildtypméusen im Verlauf der akuten Entziindung. Legende: siche Abbildung 4.1.

4.6.5.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.6.5.2.1 Messung der primiren mechanischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung zeigten die beiden Versuchsgruppen weder in den mechanischen
noch in den thermischen Schwellen signifikante Unterschiede. Die mechanischen
Schwellen nahmen nach Entziindungsinduktion in beiden Tiergruppen in den
entzlindeten linken Hinterpfoteen ab. Die Schwellen der IL-17"-Méuse waren
geringfiigig grofer, als die der Wildtypmiuse. Uber den Beobachtungszeitraum von 10
Stunden stiegen die mechanischen Schwellen der IL-17""-Miuse zwischen Stunde 8 und
10 deutlich an, unterschieden sich aber nur insignifikant von denen der Wildtypmé&use

[F(4,29) = 0,762; p = 0,559] (Abb. 4.25 A).

Dagegen stiegen die Schwellen der rechten nicht entziindeten Hinterpfoten in den
IL-17"-Méusen etwas weniger an als in den Wildtypmiusen [F(4,29) = 2,166; p =
0,098]. Ab Stunde 6 bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes glichen sich die

Schwellen beider Gruppen nahezu an und verdnderten sich kaum weiter (Abb. 4.25 B).

4.6.5.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Zu Beginn der Untersuchung sanken die Wegzugslatenzen der entziindeten linken
Hinterpfoten in beiden Gruppen sehr stark ab. Die niedrigen Latenzzeiten blieben bei

den Wildtypmausen iiber den Beobachtungszeitraum unverdndert.
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Dagegen stiegen die Schwellen bei den IL-17"-Méusen ab Stunde 8 nach
Entziindungsinduktion wieder leicht an und waren in Stunde 10 signifikant hoher als bei
den Wildtypmausen [F(4,29) = 3,334; p = 0,023] (Abb. 4.25 C). Die Analyse der
Hitzelatenzzeiten der rechten nicht entziindeten Hinterpfoten ergab eine langsame und
kontinuierliche Verkiirzung in beiden Versuchsgruppen, die bei den Wildtypméusen
etwas stirker ausgeprdgt war und iiber den Beobachtungszeitraum insignifikant

niedrigere Hitzelatenzzeiten erreichte [F(4,29) = 2,159; p = 0,099] (Abb. 4.25 D).
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Abbildung 4.25: Mechanische Schwellen der linken, entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten (B) Pfoten
der IL-17"-Muse im Vergleich zu den Wildtypmausen im Verlauf der akuten Entziindung. Hitzelatenzen an den
linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen Versuchsgruppen. Legende: sieche Abbildung
4.1

Mit der Ausschaltung des Zytokins IL-17 konnte eine verringerte Ausprigung der
Entziindung beobachtet werden. Die Entwicklung der mechanischen Hyperalgesie auf
der entziindeten Seite war in den IL-17"-M&usen weniger ausgepragt, auch auf der
nicht entziindeten rechten Seite dnderten sich die mechanischen Schwellen dieser Tiere
kaum. Die thermische Hyperalgesie schien bei den IL-17"-Miusen zum Ende der

Beobachtungszeit etwas abgeschwicht.
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Diese Ergebnisse belegen die Bedeutung von IL-17 fiir die Ausbildung thermischer und

mechanischer Hyperalgesie und die Auspriagung von Entziindungszeichen.

4.6.6 TIM-3 KO-Miuse im Vergleich zu den Wildtypmiiusen

Das Protein TIM-3 reguliert die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine. Seine
Ausschaltung konnte den Entziindungsverlauf bzw. das schmerzassoziierte Verhalten
beeinflussen, was in Tieren mit Zymosanentziindung (12 mg/ 20 ul) gepriift werden
sollte. Da aus Voruntersuchungen bekannt war, dass TIM-3-defiziente Tiere hinsichtlich
threr Pfotenschwellungen bei Entziindung keine Unterschiede zu Wildtyptieren
aufweisen, wurde auf eine Analyse dieses Parameters bei den nachfolgenden

Tiergruppen verzichtet.

4.6.6.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung zeigten die beiden Versuchsgruppen weder in den mechanischen
noch in den thermischen Schwellen signifikante Unterschiede. In Abbildung 4.26 A
wird dargestellt, dass die Wegzugsschwellen der entziindeten linken Hinterpfoten der
TIM-3"-Miuse nach Entziindungsinduktion iiber den Versuchszeitraum niedrigere
Werte annahmen als die der Wildtypméuse. Die mechanischen Schwellen der
Hinterpfoten der Wildtypméause waren in Stunde 8 und 10 signifikant hoher [F(4,15) =
3,133; p = 0,046]. Dagegen verdnderten sich die mechanischen Schwellen der nicht
entziindeten rechten Hinterpfoten in beiden Tiergruppen kaum und wiesen keine

signifikanten Unterschiede auf [F(4,15) = 0,213; p =0,927] (Abb. 4.26 B).

4.6.6.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Nach Auslosung der Entziindung nahmen die thermischen Latenzzeiten in beiden
Versuchsgruppen —auf der entziindeten Seite deutlich ab. Uber den
Beobachtungszeitraum konnte zwischen Stunde 8 und 10 eine tendenzielle
Normalisierung beobachtet werden, dabei erreichten die TIM-3"-Miuse geringfiigig

hohere Werte als die Wildtypmause [F(4,7) = 1,411; p = 0,323] (Abb. 4.26 C).
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Auf der nicht entziindeten rechten Seite verdnderten sich die thermischen Latenzzeiten
nur geringfligig. Zwischen den Versuchsgruppen gab es keine signifikanten

Unterschiede im Beobachtungszeitraum [F(4,7) = 0,766; p = 0,215] (Abb. 4.26 D).
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Abbildung 4.26: Mechanische Schwellen der linken, entziindeten (A) bzw. der rechten, nicht-entziindeten (B) Pfoten
der TIM-3""-Miuse im Vergleich zu den Wildtypméusen im Verlauf der akuten Entziindung. Hitzelatenzen an den
linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen Versuchsgruppen. Legende: siche Abbildung
4.1

Das Ausschalten von TIM-3 fiihrte zu einer Verstirkung der mechanischen
Hyperalgesie und Abschwichung der thermischen Hyperalgesie auf der entziindeten
linken Seite. Damit ist zu folgern, dass TIM-3 Einfluss auf das schmerzassoziierte
Verhalten nimmt, wobei offensichtlich verschiedene Zytokine in die Ausprigung

mechanischer bzw. thermischer Hyperalgesie einbezogen werden.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit zeigen wir, dass das entziindungsbedingte Schmerzverhalten iiber
verschiedene Immunmodulatoren beeinflusst werden kann. Insbesondere der Mangel an
IFNy, dem Leitzytokin der Ty;-Antwort, fiihrt zu einer verminderten thermischen und
mechanische Hyperalgesie, wenn eine Entziindung in der Pfote besteht. Die Zufuhr von
[FNy intraplantar oder intraperitoneal kann das Defizit an IFNy bei Knockout-Tieren
ausgleichen und eine stirkere Schwellung, sowie eine stidrkere thermische und
mechanische Hyperalgesie bewirken. Dieses trifft allerdings nur zu, wenn eine
Entziindung mit 12 mg Zymosan vorher ausgelost wurde. Der Effekt von intraperitoneal
systemisch appliziertem IFNy war dabei geringer als bei einer intraplantaren
Substitution in die entziindete Pfote. Wenn IFNy in Wildtypmausen durch anti-IFNy in
der entziindeten Hinterpfote neutralisiert wurde, schwichten sich Schwellung,
thermische und mechanische Hyperalgesie nach Entziindung ab. Dagegen hatte die
systemische Gabe von anti-IFNy nur einen Effekt auf die Auspridgung der Entziindung,
nicht aber auf die Hyperalgesie. Die Aktivierung des GABAergen Systems beeinflusste
die Ausprigung der Entziindung kaum. Die Verdnderung der mechanischen
Hyperalgesie wurde durch GABA-Aktivierung kaum beeinflusst, die thermische
Hyperalgesie schien bei entziindeten Hinterpfoten leicht gemindert, in den gesunden

Hinterpfoten dagegen etwas verstarkt zu sein.

Weitere Zytokine und Immunmodulatoren, welche die Ty;-Antwort beeinflussen, z.B.
TIM-3, IL-17, p19 (IL-23) und p35 (IL-12) bewirkten einen gering ausgeprigten
antinozizeptiven und anti-inflammatorischen Phénotyp bzw. keine Abweichung von den

entsprechenden Wildtyp-Tieren im Vergleich zu den Knockout-Tieren.

Dringt ein Fremdstoff in den Kdorper ein, oder wird, wie in unserem Experiment, eine
Entziindung mittels Zymosan induziert, erkennen Ty-Zellen Peptid-MHC-1I-Komplexe
und setzen daraufhin inflammatorische Zytokine frei. Je nach Beteiligung verschiedener
Entziindungszellen (Tyi, Twa, Thai7, Makrophagen) sind dies vorrangig IFNy, IL-17 oder
TNF-a. In der sich anschlieBenden Sensibilisierungsphase werden in lokalen
Lymphknoten Gedédchtniszellen gebildet, die in die Dermis einwandern, um durch

weitere Antigenprisentation aktiviert zu werden (Verri Jr. et al., 2007).
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Im Zuge dessen werden noch mehr Zytokine, wie IFNy und IL-17 im betroffenen
Gewebe freigesetzt, welche zur Pathogenese der entziindlichen Symptome (Schwellung,
Rotung, Uberwirmung) beitragen. Diese bedingen wiederum eine Freisetzung anderer
Zytokine, wie IL-1 und IL-6 aus den Keratinozyten, wodurch letztendlich die

inflammatorische Antwort weiter verstarkt wird (Janeway, 2001).

Es ist bekannt, dass IFNy ebenso wie der IFNy-Rezeptor o bei der Abwehr mikrobieller
Pathogene unabdingbar ist (Huang et al., 1993, Kamijo et al., 1993). Bei einem Mangel
an IFNy konnten Maiuse, die mit subletalen Dosen von Erregern behandelt wurden,
keine ausreichende Immunantwort mehr aufbauen und verstarben (Buchmeier and
Schreiber, 1985). Zudem ist IFNy notwendig, um die TNF-a und TNF-a-Rezeptor-

Expression zu fordern (Farrar and Schreiber, 1993).

5.1 Entziindungsmodell

Die Zymosan-induzierte subkutane Pfotenentziindung ist ein etabliertes Modell zur
Erfassung einer akuten Entziindung, einhergehend mit Schmerz und Schwellung, die am
Tier gut messbar sind. Zymosan war deshalb fiir uns eine geeignete Substanz, um die
Entziindung auszulosen, da es in Versuchen mit Ratten bereits 2,5 bis 4 h nach
Applikation verstirkte pronozizeptive und proinflammatorische Wirkungen zeigte, die
bis 24 h post injectionem andauerten. Dariliber hinaus zeigten die Tiere kein
ungewohnliches Verhalten, wie z.B. Pfotenschiitteln, -kratzen, -beiflen (Glihring et al.,
2001). Meller et al. postulierten ebenfalls, dass die intraplantare Zymosan-Injektion bei
Ratten ein bewihrtes und quantifizierbares Modell sei, um thermische und mechanische
Schmerzschwellen bestimmen zu kénnen (Meller and Gebhart, 1997).

Andere Entziindungsmodelle, wie z.B. das Carrageenan-Modell oder komplettes
Freund’s Adjuvans (CFA), sind ebenfalls in der Literatur beschrieben. Allerdings bieten
diese Modelle fiir unser Versuchsmodell eine Reihe von Nachteilen hinsichtlich der
zeitlichen Entwicklung der Entziindungsreaktion. Im Carrageenan-Modell wird eine
maximale Ausprigung der Hyperalgesie erst etwa 7 Stunden nach Injektion erwartet.

Die Erstbeschreibung dieses Modells geht auf Winter (1962) zuriick.
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Stein beobachtete 12 Stunden nach der Applikation von CFA, welche unilateral
intraplantar in die Hinterpfoten von Ratten erfolgte, eine Entziindungsentstehung,
welche ihr Maximum in der 2. bis 3. Woche ausprigte. Die Folgen waren verminderte
lokomotorische Aktivitdt, verstirkt kratzendes Verhalten an der behandelten Stelle,
sowie verminderte Futter- und Wasseraufnahme und andere unerwiinschte

Nebenwirkungen (Stein et al., 1988).

Letztendlich haben all diese Modelle Vor- aber auch Nachteile. Wir entschieden uns fiir
Zymosan, da der Zeitverlauf der Entziindung fiir den Beobachtungszeitraum adiquat
war, die Handhabbarkeit relativ einfach war, bereits Vergleichsdaten vorlagen, die
Entziindungsauslosung gut reproduzierbar war und im Gegensatz zum CFA-Modell z.B.

keine neuropathischen Schaden ausgelost werden.

5.2 Wabhl einer geeigneten Zymosankonzentration

In der Literatur gibt es verschiedene Angaben, welche Zymosankonzentration
verwendet werden sollte. So verwendeten Schmidtko und Kollegen in ihren
Experimenten meist eine Konzentration von 5 mg/ml zur Induktion einer mechanischen
Hyperalgesie (Schmidtko et al., 2005). Giihring et al. verwendeten bei der
Untersuchung von Ratten auf thermische Hyperalgesie eine Konzentration von 12,5
mg/ml (Giihring et al., 2001). In der Studie von Meller und Gebhardt zur am besten
geeigneten Zymosankonzentration stellte sich heraus, dass die dort behandelten Ratten
bis zu einer Dosis von max. 12,5 mg/ml Zymosan keinen Spontanschmerz zeigten.
Dosen unter 6 mg/ml bzw. liber 12,5 mg/ml zeigten entweder keine/geringe Wirkungen
oder Spontanschmerz. Weiterhin zeigte sich bei der thermischen Hyperalgesie eine zeit-
und  konzentrationsabhdngige  Entwicklung, = wobei  sowohl bei  einer
Zymosankonzentration von 6 mg/ml als auch von 12 mg/ml die hitzesensible Phase
nach 4 Stunden begann und bis 72 Stunden nach Injektion anhielt. Allerdings zeigten
die mit 6 mg/ml behandelten Tiere eine ca. 40% hohere Latenz als die andere Gruppe.
Bei der mechanischen Hyperalgesie konnte die Studie ebenfalls fiir eine Konzentration
von 12,5 mg/ml eine erhohte Schmerzschwelle fiir mindestens 24 h nachweisen,
dagegen zeigte die 6 mg/ml Dosis keine bleibende Verdnderung der mechanischen

Schmerzsensibilitit.
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Ahnlich verhielt es sich bei der Ausbildung der Pfotenschwellung, auch hier war der
Pfotendurchmesser bei geringerer Konzentration kleiner als bei 12,5 mg/ml Zymosan
(Meller and Gebhart, 1997). Deshalb entschieden wir uns in unserer Arbeit dazu, diese
beiden Konzentration (12,5 mg/ml bzw. 6 mg/ml) fiir die Untersuchung des

schmerzassoziierten Verhaltens von IFNy-defizienten Tieren zu verwenden.

Generell wiesen die unbehandelten und intraplantar behandelten Gruppen der IFNy-
defiziente Maiuse wund Wildtypméuse in unserer Studie bei halbierter
Zymosankonzentration eine geringere Pfotenschwellung auf, dagegen waren bei allen
drei Beeinflussungen des Interferons die Latenzen gegeniiber Hitze- und mechanischem
Schmerzreizen hoher. Unsere Ergebnisse decken sich mit denen der hier aufgezeigten
Literatur, da auch dort verminderte Pfotenschwellungen und erhohte Latenzen
gegenliber den  thermischen und mechanischen Stimuli bei halbierter

Zymosankonzentration beobachtet wurden.

Wir konnen festhalten, dass Zymosan dosisabhéngig die Entziindungsreaktion erhdhte
und dass die von uns eingesetzte halbierte Zymosankonzentration zu einer weniger
ausgepragten Entziindungsreaktion fiihrte, die noch fiir die Beobachtung der Effekte der
mechanischen und thermischen Hyperalgesie ausreichend war, jedoch nicht mehr flir

den Nachweis der Wirkung der Supplementierung von IFNy.

5.3 Einfluss von IFNy auf das schmerzassoziierte Verhalten

Die grundlegende Hypothese dieser Arbeit war, dass das Fehlen spezieller T-Helfer-
Zell-Zytokine zu einer Verminderung des schmerzassoziierten Verhaltens beitragt.
Demzufolge erwarteten wir bei entsprechenden KO-Méusen eine geringere
Schmerzempfindlichkeit gegeniiber Hitze- und mechanischen Reizen. Um einen
eventuellen Einfluss der Zytokine auf die periphere Entziindungsstirke evaluieren zu
konnen, wurden die Durchmesser der Hinterpfoten miteinander in Bezug gebracht und
auf diese Weise die Schwellung bestimmt. In unseren Untersuchungen unterschieden
sich die Schmerzschwellen wihrend der Vortestung nicht. Dagegen waren die
Schmerzschwellen der IFNy”-Mause nach Entziindung mit Zymosan signifikant héher

als die der Wildtypmaéuse.

71



Diskussion

Dabei fiel besonders auf, dass die IFNy”-Miuse im Vergleich zu den Wildtypméusen
eine deutlich geringere Hitzesensibilitit, sowie eine verminderte Pfotenschwellung der

entzlindeten linken Hinterpfoten aufwiesen.

In zahlreichen Studien zur Bedeutung von IFNy bei Entziindung wurden
unterschiedliche Wirkungen von IFNy beobachtet, die sowohl pro-inflammatorisch, als
auch anti-inflammatorisch waren, wie z.B. bei der Experimentellen Autoimmunen
Enzephalomyelitis (Irmler et al., 2007, Willenborg et al., 1996). Dabei handelte es sich
um Mehrtages- oder Langzeit-Modelle mit Beobachtungszeiten von bis zu zwei
Wochen. Kim et al. beobachteten in ihren Autoimmun-Entziindungsmodellen einen
krankheits-protektiven Effekt von IFNy (Kim et al., 2008). IFNy ist als ein pro-
inflammatorisches Zytokin dafiir verantwortlich, die Expression anderer pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-12 und TNF-o anzutreiben, was zumindest
theoretisch fiir eine verstirkte Entziindungsreaktion sprechen wiirde. Robertson et al.
verOffentlichten, dass IFNy'/'—Méuse im Vergleich zu Wildtypmiusen in einem
Tiermodell fiir neuropathischen Schmerz ein deutlich geringeres Schmerzverhalten

aufwiesen (Robertson et al., 1997).

Kwon et al. beschrieben bei der intrathekalen Applikation von IFNy in gesunden Mause
ein ausgepragtes starker schmerzassoziiertes Verhalten (Kwon et al., 2005). Irmler et al.
beschreiben dagegen, dass im Langzeitmodell der AIA gerade in der akuten
Entziindungsphase (d1 - d3 nach Entziindungsinduktion) IFNy'/'—Méiuse eine signifikant
verstirkte Entzlindungsreaktion im Vergleich zu den Kontrolltieren aufwiesen,
erkennbar an einer erhohten Knieschwellung, sowie einer massiven Einwanderung
neutrophiler Granulozyten in das behandelte Kniegelenk. Erst ab Tag 9 erreichten beide
Gruppen ein niedrigeres Niveau der Entziindungsreaktion (Irmler et al., 2007).
Weiterhin stellten Irmler und Kollegen fest, dass die Gabe von rekombinantem IFNy in
das Knie der IFNy-Miuse bereits an Tag 1 zu einer Verminderung der Schwellung
fiihrte. Die gleiche Behandlung fithrte bei den Wildtypméusen zum gleichen Effekt.
Jedoch hielten diese Effekte nicht {iber die akute Gabe hinaus an und waren an Tag drei
bereits verschwunden. Es ist daher anzunehmen, da3 mit unterschiedlichen Modellen
und bei der Betrachtung verschiedener Zeitrdume auch unterschiedliche Effekte zu

finden sind.
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Die Mechanismen, mit denen IFNy Entziindungsparameter beeinflussen kann, sind
derzeit noch nicht vollstaindig aufgekldrt. In einer Arbeit von Mizuno et al. ist
beschrieben, dass IFNy zentral mit der AMPA-Untereinheit GluR1 einen Komplex
bilden kann, infolge dessen mehr NO gebildet wird, was letztendlich zur Férderung
entziindlicher und degenerativer ZNS-Erkrankungen beitragen kann (Mizuno et al.,
2008). Zudem schildern Meller et al. in ihren Arbeiten, dass I[FNy im ZNS {iber AMPA-
Rezeptoren, metabotrope Glutamat-Rezeptoren und eine dadurch bedingte vermehrte
CO-Bildung zur Ausbildung mechanischer Hyperalgesie flihrt, sowie dass NMDA-
Rezeptoren iiber NO-Bildung zu vermehrter thermischer Hyperalgesie beitragen (Meller
et al., 1993, Meller et al., 1994). Es ist also moglich, dass auch zentrale Angriffspunkte
bei der Entziindungsausprigung eine Rolle spielen. Bislang ist nicht vollig geklért,
inwieweit diese Rezeptoren auch Einfluss auf periphere Nerven nehmen. Meller und
Mitarbeiter nehmen an, dass IFNy peripher iiber den NMDA-Rezeptor oder andere
Glutamat-Rezeptoren féahig ist, Einfluss auf die thermische Hyperalgesie zu nehmen und
es daher bei einem Mangel von IFNy zu einer Verminderung der selbigen fiihrt (Meller

et al., 1993, Meller et al., 1994).

Wir nutzten ein Kurzzeitmodell zur Schmerzschwellenbestimmung. Damit beobachteten
wir nur einen Zeitraum von 10 Stunden und befinden uns noch unterhalb des von Irmler
et al. gezeigten Bereiches der akuten Entziindungsphase und setzten die Behandlung
bzw. Supplementierung vor der 4. Untersuchungsstunde bzw. 6. Untersuchungsstunde
(Midazolam) ein. Wir bestimmten die Schmerzschwellen fiir mechanische und
thermische Reize, sowie die Hinterpfotenschwellung und die Leukozyteneinwanderung
nach Auslosen der Entziindung. Es wurden alle Leukozyten ausgezihlt und nicht, wie
bei Irmler et al., in die Subklassen (wie Neutrophile Granulozyten) unterteilt. Dagegen
wurde bei den Langzeitmodellen die Entziindung immer erst am Tag nach Induktion
behandelt und untersucht, wogegen wir in unseren Versuchen bereits 4 Stunden nach
Auslosen der Entziindung erste Verhaltenstests unternahmen. Daher konnte die
Differenz unserer Ergebnisse zu den Arbeiten von Irmler et al. in der Abhangigkeit vom
Zeitfenster begriindet werden. Auch die Bestimmung der Leukozyteninvasion erfolgte
bei den Arbeitsgruppen erst einige Tage nach Entziindungsinduktion und Behandlung,
wogegen unsere Histologie die Zelleinwanderung bis 10 Stunden nach

Entzlindungsauslosung widerspiegelte.
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Zusammenfassend kann postuliert werden, dass IFNy einerseits zur Induktion und
Aufrechterhaltung von Entziindungen von Bedeutung ist (Trinchieri, 2003), was sich
mit unseren Beobachtungen deckt. Wir beobachteten, dass der Mangel an IFNy als
Kurzzeiteffekt weniger Schwellung und hohere Schmerzschwellen bewirkte.
Andererseits kann IFNy ab einer bestimmten Entziindungsdauer (Langzeiteffekt)
offensichtlich regulatorische Mechanismen triggern, welche die weitere Exazerbation
der Entzlindung unterbinden (Kim et al., 2008). Aus unseren Versuchen lédsst sich
zumindest feststellen, dass [FNy-defiziente Tiere eine verminderte Entziindungsreaktion
und eine verminderte thermische Hyperalgesie und eine leicht verminderte mechanische

Hyperalgesie aufweisen.

5.4 Vergleich der Interferon-Behandlungsgruppen hinsichtlich des
schmerzassoziierten Verhaltens

Hier sollen nur die Hauptergebnisse der mit 12 mg/ml Zymosan entziindeten IFN™-
Miéuse und Wildtypmiuse diskutiert werden, da die Ergebnisse der mit 6 mg/ml

Zymosan entziindeten Tiere weniger ausgepragt waren.

Ziel der Supplementierung von IFNy in IFNy”-Miusen bzw. des Ausschaltens von
IFNy durch Gabe von anti-IFNy in Wildtypméausen war es, zu iiberpriifen, ob einerseits
IFNy’/ -Maéuse eine Verminderung der Schwellen erfahren oder ob durch Blockieren von
IFNy in Wildtypméusen die Schmerzschwelle auf ein Niveau der unbehandelten IFNy™"-

Maéuse gehoben werden kann.

Die Pfotenschwellung konnte durch das Blockieren von IFNy in Wildtyp-Tieren durch
die intraplantare Zugabe von anti-IFNy deutlich gesenkt werden. Die Zugabe von IFNy,
sowohl intraplantar als auch intraperitoneal, zu den IFNy”-Miusen ergab einen
Schwellungszuwachs der linken Hinterpfote bis auf das Niveau der unbehandelten
Wildtypmause. Zudem war die Schwellung der unbehandelten IFNy”-Méuse signifikant
geringer im Vergleich zu den mit IFNy supplementierten Tieren. Die Beobachtung, dass
die Zugabe von IFNy eine Schwellung férdert, bzw. dass ein Blockieren dieses Zytokins
zu einer Verminderung der Pfotenschwellung fiihrt, unterstreicht die

entziindungsfordernde Komponente des IFNy (Schreiber and Farrar, 1993).
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Dabei scheint es von Bedeutung zu sein, IFNy direkt am Ort der Entziindung zu
beeinflussen, da die systemische (intraperitoneale) Applikation weniger ausgeprigte
Effekte zeigte, obwohl sie hoher dosiert war. Einschrinkend muss hier jedoch

angemerkt werden, dass keine lokalen IFNy-Konzentrationen gemessen wurden.

Bei der Bestimmung der thermischen und mechanischen Schmerzschwellen zeigte sich,
dass die intraplantar vorgenommenen Applikationen von IFNy zu einer deutlichen
Verminderung der Schmerzschwellen fiihrten. Dabei war die intraplantare Applikation
geringfiigig stirker wirksam als die intraperitoneale. Aufgrund der besseren Wirkung
der Applikation geringerer Substanzdosen intraplantar gegeniiber einer kaum messbaren
Wirkung der intraperitoneal applizierten hoheren Dosen ldsst sich vermuten, dass sich
eine intraplantare Applikation der IFNy-Konzentration stirker auf die Hyperalgesie am

Ort der Entziindung auswirkt als eine systemische Substitution.

Griinde dafiir kdnnten sein, dass IFNy lokal appliziert direkt am Ort der Entziindung
wirken kann wund somit schon geringere Dosen zur Beeinflussung der
Hyperalgesieentstehung und Entziindungsausbildung ausreichen. Die systemische Gabe
dagegen scheint trotz hoherer Dosen nicht wirken zu konnen, was eventuell daran liegen
konnte, dass jede kernhaltige Zelle IFNy-Rezeptoren exprimiert und somit die
zugegebene Dosis zu schnell systemisch von den Korperzellen gebunden wird, bevor
der Wirkstoff zum Ort der Entziindung gelangen kann (Farrar and Schreiber, 1993).
Weiterhin konnte auch das groBere Verteilungsvolumen bei der systemischen

Applikation eine Rolle spielen.

Insgesamt ldsst sich postulieren, dass IFNy nicht nur entziindungsférdernd wirkt,
sondern auch zumindest direkt oder indirekt im entziindeten Gewebe sensibilisierend
auf die dort befindlichen Nozizeptoren einwirkt. Gestiitzt werden kann diese Aussage
durch das bereits bekannte Wissen dariiber, dass Nozizeptoren durch eine Vielzahl
korpereigener Substanzen aktiviert und in ihrer Erregbarkeit beeinflusst werden kénnen
(Verri Jr., 2007; Vikman, 2003). Weiterhin sind IFNy-Rezeptoren auf sensorischen
Neuronen im Hinterwurzelganglion beschrieben worden, was auf die Moglichkeit einer
Expression dieser Rezeptoren an den afferenten Nervenfasern oder nozizeptiven

Endigung hindeutet (Neumann, 1997, Edstrom, 2004).
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5.5 Einfluss des Benzodiazepins Midazolam (GABA ,-Rezeptor-Agonist)
auf das schmerzassoziierte Verhalten

Bei der Behandlung von Wildtypmédusen und IFNy-Miusen mit dem GABA,-
Rezeptor-Agonisten Midazolam beobachteten wir einen Anstieg der mechanischen und
thermischen Schmerzschwelle. Im Vergleich zu den Gruppen unbehandelter
Wildtypmause und IFNy-Miuse stiegen die Schwellen sogar noch deutlicher, aber
nicht signifikant. Die Pfotenschwellung der IFNy”-Miuse verdnderte sich nicht und die
Pfotenschwellung der Wildtypmiuse nahm nach einer geringen Zunahme bis auf das

Niveau der IFNy”-Mduse ab.

GABA st der wichtigste inhibierende Neurotransmitter im zentralen Nervensystem
(Anseloni and Gold, 2008). Es beeinflusst {iber Primérafferenzen das Hinterhorn und
das Vorderhorn des Riickenmarkes und reguliert dort die neuronale Erregbarkeit (De
Groat, 1972, Curtis and Felix, 1971). So finden sich zum Beispiel in Laminae I und IV
des spinalen Hinterhorns im Riickenmark GABAerge inhibitorische Interneurone (Enna
and McCarson, 2006). Weiterhin kommen in supraspinalen Gebieten GABAerge
Neurone und ihre Rezeptoren vor, die fiir die Koordination der Wahrnehmung und
Reaktion auf schmerzhafte Stimuli zustindig sind und die Kontrolle sensorischer
Informationsverarbeitung im Riickenmark regulieren (Enna and McCarson, 2006). Uber
auf- und absteigende GABAerge Kreisldufe ist das System dadurch stark in die
Modulation der Nozizeption auf der Ebene des spinalen Hinterhorns involviert (Price et
al., 2005). In gesundem Gewebe wirken GABA s-Rezeptor-Agonisten, wie Midazolam
(Agonist fiir zentrale GABAx-Rezeptoren und periphere Benzodiazepin-Rezeptoren)
analgetisch (Dirig and Yaksh, 1995). GABA-Rezeptor-Antagonisten fiihren dennoch
zu thermischer und mechanischer Hypersensibilitit (Sivilotti and Woolf, 1994, Yaksh,
1989).

Fir GABAA-Agonisten wie Midazolam wurden in verschiedenen Tiermodellen fiir
(Entziindungs-)Schmerz bereits antinozizeptive Wirkungen nachgewiesen (Enna and
McCarson, 2006). Midazolam flutet nach intravendser Injektion (systemisch,
intraperitoneal) schnell im ZNS an. Werden die Benzodiazepinrezeptoren von
Midazolam besetzt, verbessert sich die Kopplung zwischen dem GABA 5-Rezeptor und

dem Chlorid-Ionenkanal.
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Unter normalen Umstinden nimmt dadurch die Permeabilitit des Chloridkanals zu und
der Einstrom von Chloridionen in die Nervenzelle wird erleichtert. Dadurch wird die

Erregbarkeit der Neuronenmembran gehemmt (Jantzen, 2009).

Es ist bekannt, dass IFNy-Rezeptoren im Hinterhorn des Riickenmarks exprimiert
werden (Vikman et al., 1998) und dass deren Aktivierung durch IFNy das
Antwortverhalten entsprechender Neurone iiber das Anionenpotenzial beeinflusst. Es
konnte insbesondere gezeigt werden, dass nach ldangerer intrathekaler Applikation von
IFNy die inhibierende Wirkung von GABA aufgehoben bzw. sogar umgekehrt werden
kann (Vikman et al., 2007). Dabei spielt das Anionenpotenzial eine wichtige Rolle bei
der Hyperalgesie- und Allodynieentstehung bei peripheren Entziindungen (Price et al.,
2009). Dieses Anionenpotenzial wird unter gesunden Bedingungen bei einem
neuronalen Ruhemembranpotenzial von ca. -70 mV durch den Kationen-Chlorid-
Transporter NKCC1 aufrechterhalten (Price et al., 2009, Sung et al., 2000).
Normalerweise fithrt die GABA-Kanal6ffnung iiber diesen Transporter zu einem
Chlorideinstrom in die Zelle und somit zu einer Hyperpolarisation postsynaptischer
Membranen, was gleichbedeutend mit einer Antinozizeption ist (Price et al., 2009,
Pitcher et al., 2007, Sung et al., 2000). Unter entziindlichen Bedingungen und unter
chronischer Einwirkung von IFNy konnen Ap-Fasern antidrom iiber GABAerge
Mechanismen Nozizeptoren direkt erregen, wodurch die Nozizeptoren orthodrom an
Aktivitdt zunehmen und so die entziindungsinduzierte Allodynie hervorrufen kénnen
(Pitcher et al., 2007, Garcia-Nicas et al., 2006). Dabei kann der Chloridtransporter
NKCCI1 herunter reguliert werden. Daraufhin konnte es zu einer Akkumulation von
Chlorid im Intrazellularraum kommen. Dies kénnte nachfolgend bei einer Offnung der
Chloridkanile statt zu einer Hyper- zu einer Depolarisation fithren. Da die Chloridionen
nun von intra- nach extrazelluldr flieBen wiirden, wiirde somit die hemmende Wirkung
von GABA vermindert, bzw. erhohte Nozizeption bedingt werden (Eccles, 1964, Price
et al., 2009).

In unseren Versuchen gaben wir nur einmalig Midazolam innerhalb der Versuchszeit
von 10 Stunden - entsprechend dem von uns verwendeten Akutmodell fiir
Entziindungsschmerz. Entziindungmediatoren wie IFNy wirkten daher nur fiir eine

kurze Zeit auf das Rickenmark ein.
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Bei der systemischen Applikation von Midazolam zeigte sich, dass die Toleranz
gegeniiber thermischen und mechanischen Schmerzreizen sowohl bei den
Wildtypmausen als auch bei den IFNy'/ -Maéusen geringfiigig stieg. Diese Beobachtung
deutet auf eine antinozizeptive Wirkung von Midazolam hin (Enna and McCarson,
2006). Insgesamt scheint in unseren Experimenten Midazolam und damit die

Aktivierung von GABA s-Rezeptoren antinozizeptiv zu wirken.

5.6 Einfluss von p35 (IL-12) auf das schmerzassoziierte Verhalten und den
Entziindungsprozess

Das Protein p35 ist als Untereinheit des IL-12 notwendig, um als Reaktion auf
Entziindungsreize die IFNy-Produktion anzutreiben (Trinchieri et al., 2003). Der
Prozess wird durch Pathogenbindung am Toll-Like-Rezeptor 2 (TLR-2) stimuliert;
dieser Komplex wird Makrophagen prisentiert, welche NO freisetzen und dadurch die
IL-12-Freisetzung bedingen. In Folge dessen werden die T-Zellen zur IFNy-Freisetzung
bewegt, welches wiederum mehr Makrophagen zum Ort der Entziindung lockt, um den
Fremdstoft zu beseitigen (Janeway, 2001, Kastelein et al., 2007). Somit stimuliert IL-12
die systemische Immunantwort und ist iiber den sog. IL-12/IFNy-Signalweg zur
Induktion vor allem zytotoxischer Faktoren notwendig, um Mikroben oder infizierte
Zellen direkt abzutoten (Kastelein et al., 2007). IL—23p35'/'—Méuse sind nur zu einer
geringen Bildung von IFNy fihig, wogegen die IL-17-Produktion erhdht ist, sodass es
so scheint, als konnte IFNy die IL-17-Expression supprimieren (Iwakura and Ishigame,
20006). Dieser Befund wurde auch in anderen Arbeiten bestdtigt, in denen IL-12p35- und
IFNy-defiziente Méuse eine erhdhte Autoimmunitit aufwiesen, was fiir eine erhdhte

Ty17-Antwort spricht (Cua et al., 2003, Murphy et al., 2003, Ferber et al., 1996).

Vergleicht man unsere Ergebnisse mit den Angaben aus der Literatur, fand sich ein
Riickgang der Schwellung der entziindeten Hinterpfoten bei den p35”-Mausen ab
Stunde 8 gegeniiber den Wildtypmausen. Diese Verminderung der Schwellung war
etwas geringer als bei den IFNy”-Miusen, weshalb vermutet werden kann, dass auch
noch andere Mechanismen und Pathways zustidndig sind. So beschreiben zumindest
Oppmann et al.,, dass auch IL-23 zur Induktion der IFNy-Expression fédhig ist
(Oppmann, 2000).
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Andererseits konnte zu Beginn der akuten Entziindung auch erst der IL-23/IL-17-
Signalweg dominieren und spdter dann der IL-12/IFNy-Signalweg greifen. Da es in der
Literatur keine genauen Zeitangaben gibt, wann der Ubergang von dem einen zum
anderen Signalweg stattfindet, konnte man postulieren, dass dieser Ubergang eventuell

ab Stunde 8 nach Entziindungsbeginn stattfindet (McKenzie et al., 2006).

Da bei der Bestimmung der Schmerzschwellen keine Unterschiede im Vergleich zu den
Wildtypméusen gemessen werden konnten, ist anzunehmen, dass IL-12 mit seinen
Funktionen eher das Entziindungsgeschehen beeinflusst und weniger Einfluss auf die

Schmerzschwelle nimmt.

5.7 Einfluss von p19 (IL-23) auf das schmerzassoziierte Verhalten und den
Entziindungsprozess

IL-12 und IL-23 sind grundlegende Interleukine fiir die Regulationsmechanismen der
adaptiven Immunantwort (siche Abb. 2.2). Beide werden in haut- und mukosa-stindigen

Dendritischen Zellen, sowie in Makrophagen gebildet.

Das Protein p19 ist eine der zwei Zytokin-Untereinheiten von IL-23 und ist notwendig,
um die IL-17-Expression zu stimulieren, bzw. mit IL-17 den IL-23/IL-17-Signalweg zu
ermoglichen (Kastelein et al., 2007).

Bisher weil man, dass IL-23 die initiale Entziindungsantwort im geschidigten
peripheren Gewebe dominiert und erst spiter vom IL-12/IFNy-Signalweg ersetzt wird
(Kastelein et al., 2007). Bereits wenige Stunden nach Fremdkorper-Exposition greift
dieser Mechanismus in immunpotenten Organismen, worauthin IL-17 freigesetzt wird
und die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in das betroffen Gewebe
ermoglicht wird. Dadurch kommt es bei der lokalen Gewebeschiddigung zu Schwellung,
Erwérmung und Schmerz und bildet somit ein Umfeld verstirkter Immunantwort
(Kastelein et al., 2007). Zudem induziert IL-23 in M&usen eine massive Gedéachtnis-T-
Zell-Proliferation (Oppmann, 2000). In IL-23p19”-Miusen ist die IL-17-Produktion
vollstdndig aufgehoben, wobei die IFNy-Expression unangetastet bleibt (Iwakura and

Ishigame, 2006).
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Jedoch kann IL-17 von Ty 7-unabhéngigen Zellen gebildet werden und konnte somit in
andere Regulationsmechanismen der Entziindung eingebunden sein, wobei die
Unterscheidung diese Mechanismen noch nicht geklart werden konnte (Iwakura and
Ishigame, 2006). Da nun in den pl19-defizienten Méusen nur bedingt IL-17 gebildet
werden kann, wiirde man vermuten, dass auch die Entziindungsreaktion geringer
ausfallen wiirde als in den Kontrolltieren. Wir konnten solche Unterschiede jedoch nicht

beobachten.

Es scheinen also noch andere Signalwege Einfluss zu nehmen, wie zum Beispiel der
oben beschrieben IL-12/IFNy-Signalweg, oder auch der IL-4/IL-5/IL-13-Signalweg,
welcher ebenfalls Einfluss auf die Entziindungsreaktion nehmen kann (Iwakura and
Ishigame, 2006). Diese Annahme wird zusitzlich durch das nahezu gleiche
schmerzassoziierte Verhalten der pl9-defizienten Méiuse und Wildtypmiuse
unterstrichen. Dagegen scheint eine Fehlregulation der IL-23/IL-17-Antwort eine
wesentlich ~ bedeutendere Position  bei der  Entstehung organischer

Autoimmunerkrankungen einzunehmen (McKenzie et al., 2006).

Bei den IL-17/p35-KO-Maéusen, sowie den p35/p19-KO-Méausen wurde ein Riickgang
der Pfotenschwellung sowie eine verminderte Schmerzlatenz kurz nach
Entziindungsinduktion beobachtet. Daher nehmen wir wie die Arbeitsgruppen von
McKenzi und Iwakura an, dass beide hier ndher besprochenen Signalwege einen

gewissen Anteil an der Entziindungsauspridgung haben (McKenzie et al., 2006, Iwakura

and Ishigame, 20006).

5.8 Einfluss von IL-17 auf das schmerzassoziierte Verhalten und den

Entziindungsprozess

Bei den Untersuchungen IL-17-defizienter Méuse machten wir eine &dhnliche
Beobachtung wie bei den IFNy-defizienten Maéusen, némlich verminderte
Pfotenschwellung und eine hohere Hitzeschmerzschwelle im Vergleich zu den
Wildtypméausen. Im Gegensatz zu den [FNy-defizienten Miusen bildete sich die héhere

Hitzeschmerzlatenz erst zu Stunde 8 nach Auslosen der Entziindung aus.
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Wie bereits in der Einleitung beschrieben wurde, nehmen beide Zytokine eine
wesentliche Rolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Entziindungen und
Autoimmunreaktionen ein. So unterstiitzt IL-17 die Entstehung einer kutanen
Entziindung (Teunissen et al., 1998), wie sie bei der Zymosan-Injektion entsteht. Da die
Mechanismen zur IL-6-, IL-1- und IL-8-Freisetzung durch IL-17 gesteuert werden, wird
bei den IL-17-defizienten Mdusen die Entziindung nicht in diesem Umfang stattfinden

konnen.

Moglicherweise ist durch den Mangel an mit IL-17 assoziierten proinflammatorischen
Zytokinen die geringere Pfotenschwellung erklérbar, weil es zu einer geringeren
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten kommt. Ebenso konnte in Studien zur
Arthritis in Ratten und Maiusen ein hoher Anteil von IL-17 im entziindeten Gelenk
nachgewiesen werden, was wiederum den FEinfluss auf Entziindungsprozesse
unterstreicht (Moseley et al., 2003). Hinsichtlich der Beobachtung von
Schwellenverdnderungen bei Hitzereizen gibt es derzeit keine vergleichbaren Daten in
der Literatur. Es wird beschrieben, dass bei Ableitungen von Nozizeptoren des
Gelenkes IL-17 im gesunden Knie der Ratte bei mechanischer Stimulation
sensibilisierend wirken kann (Richter et al., 2010). Ob eine solche Sensibilisierung auch
fir thermische Reize existiert, wurde bisher nicht untersucht und ist derzeit noch
unbekannt. Da die Unterschiede zwischen Wildtypmausen und IL-17""-M#usen erst spat

auftraten, konnten sekundére Prozesse eine Rolle spielen.

5.9 Einfluss von TIM-3 auf das schmerzassoziierte Verhalten und den

Entziindungsprozess

TIM-3 ist fiir die Regulation der Ty;-Antwort zustindig (Meyers et al., 2005, Sabatos et
al., 2003). Die TIM-3-defizienten Mause zeigten wihrend unserer Experimente bei der
Testung auf die mechanische Schmerzschwelle signifikant geringere Schwellen als ihre

entsprechenden Wildtypmaéduse. Sie waren somit empfindlicher auf Druckschmerz.

TIM-3 reguliert die vermehrte Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine wie IFNy
und IL-17, was durch die Blockade von TIM-3 gezeigt wurde (Hastings et al., 2009).
Somit ist TIM-3 zumindest teilweise an der Zytokinproduktion beteiligt und beeinflusst

unter normalen Umstidnden die IFNy- und IL-17-Produktion negativ.
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Es kontrolliert auf diesem Weg das Ausmal} eines pro-inflammatorischen Prozesses
durch Verzogerung der iiber IFNy und IL-17 ablaufenden Signalwege. Ohne TIM-3
wiirde die pro-inflammatorische Immunantwort unkontrollierter ablaufen und so dem
Organismus mehr schaden als nutzen (Meyers et al., 2005). Entgegen unseren
Erwartungen beobachteten wir vermindertes schmerzassoziiertes Verhalten. Da auch
dieser Effekt erst mehrere Stunden nach Zymosan auftrat, beruht auch dieser Effekt

moglicherweise auf Sekundarprozessen.

5.10 Verianderung des schmerzassoziierten Verhaltens der kontralateralen

Pfote

Wihrend der Untersuchungen auf das schmerzassoziierte Verhalten priiften wir nicht
nur die entziindete linke Hinterpfote, sondern auch die nicht entziindete rechte
Hinterpfote. Dabei fiel auf, dass in allen Versuchsgruppen wihrend der Testphase die
thermische Schmerzschwelle der kontralateralen nicht entziindeten Hinterpfoten sank,
dagegen stieg die Latenz flir mechanische Hyperalgesie hdufig an. Ein einfacher
Erklarungsversuch fiir das verdnderte Schmerzverhalten der nicht-entziindeten
Hinterpfoten bei mechanischer Stimulation und fiir die erh6hte mechanische Schwelle
der nicht-entziindeten Pfote wire, dass bei einer entziindeten Pfote diese mit weniger
Korpergewicht belastet wird. Dementsprechend wird dieses Gewicht auf die drei
iibrigen Pfoten umverteilt. Somit trdgt die kontralaterale Pfote mehr Gewicht, wodurch
sich auch die Werte zur Bestimmung der mechanischen Schmerzschwelle erhohen.
Diese Theorie wird durch Studien zur Gewichtsverlagerung beim sog. Incapacitance-
Test bei Ratten mit einseitiger Arthritis untermauert (Boettger et al., 2008) sowie durch

neuere Daten von Bottger et al. mittels Videoradiographie (Boettger et al., 2011).

Allerdings hitte man ein solches Reaktionsmuster auch bei thermischer noxischer
Reizung erwartet. Die Griinde fiir das Absenken der Latenz auf der kontralateralen Seite
sind nicht bekannt. Die Absenkung der Schwelle in einem gesunden Areal konnte als

sekunddre Hyperalgesie angesehen werden.
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Es wird angenommen, dass zentrale Mechanismen bei der Weiterleitung erhohter
Reflexantworten aus entfernten Geweben eine Rolle spielen (Millan, 1999). Ebenso
flihrten in Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen Gewebeschdden zu einer
Hypersensibilitdt der geschadigten Extremitét gegeniiber nicht noxischen mechanischen
Reizen (Allodynie) in Regionen, die vom geschidigten Gewebe weiter entfernt sind und
fiihrten somit zu einer VergroBerung der rezeptiven Felder der dazugehorigen
Hinterhornneurone (Cook et al., 1987, McMahon and Wall, 1984, Neugebauer and
Schaible, 1990). Analog dazu konnte gezeigt werden, dass durch eine lokalisierte
noxische Stimulation der ipsilateralen Pfote in der Ratte eine Hyperalgesieentstehung in
der kontralateralen Pfote erzeugt werden konnte, welche mittels Anisthesie der
stimulierten Pfote zwar vermindert, aber nicht aufgehoben werden konnte (Coderre and
Melzack, 1991, Coderre et al., 1993, Wiertelak et al., 1994). Das 148t aber die Frage
offen, weshalb bei mechanischer Reizung keine Schwellensenkung auf der
kontralateralen Seite zu beobachten war. Entweder ist die zentrale Sensibilisierung fiir
thermische Reize besonders ausgepréigt oder es handelt sich um eine Besonderheit der
Maus, denn bei Ratten wurde dieses Muster bisher nicht beobachtet. Die Erklarung muf3

offen bleiben.

5.11 Ubertragbarkeit und Nutzen des Modells

In der Schmerz- und Entziindungsforschung werden Tiermodelle vielfach verwendet, da
sie zur Aufkldrung von Mechanismen und Therapiestrategien unabdingbar sind. Um
Versuche zur Erforschung des Immunsystems vornehmen zu konnen, eignen sich
besonders KO-Maiuse. Sie konnen leicht unter Laborbedingungen gehalten werden. Eine
standardisierte Anwendung des Modells an der Maus gewéhrleistet dabei eine gute
Vergleichbarkeit mit verschiedenen anderen Studien. Somit stellt das Mausmodell eine
gute Strategie zur Erforschung der Mechanismen des schmerzassoziierten Verhaltens
dar. Des Weiteren bietet das Tiermodell die Moglichkeit, z.B. auch weiterfiihrende
elektrophysiologische Untersuchungen durchzufiihren, die beim Menschen nicht

moglich wiren.
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Das Schmerzempfinden ist ein Zusammenspiel verschiedenster Komponenten, welche
nur an einem lebenden Organismus ausreichend gut beobachtet werden kann. /n vitro-
Versuche reichen dabei nicht aus, da einzelne Zellen oder Zellkulturpréparate nicht die

Wirkmechanismen eines ganzen Organismus widerspiegeln konnen.

Die Verwendung von KO-Méusen, welche von Geburt an das Gen fiir das
entsprechende Zytokin nicht mehr haben (sog. konstitutive KO) (in unserer Studie
verwendet), birgt spezifische Probleme. Wiirde man anstelle konstitutiver KO-Mause
konditionale KO-M4éuse verwenden, also Tiere, die erst im Laufe ihres Lebens oder
kurz vor der Testung das Gen z.B. fiir [IFNy ausgeschaltet bekdmen, konnten die Effekte
von IFNy noch stirker hervortreten. In konstitutiven KO-Miusen kommt es
beispielsweise vor, dass andere Proteine die Funktion des ausgeknockten Gens
iibernehmen bzw. zumindest teilweise kompensieren konnen (Boettger et al., 2007). Fiir
zukiinftige Studien bestiinde die Moglichkeit, gewebsspezifische KO-Méuse zu
verwenden (Briining et al., 1999), die zum Beispiel eine Depletion von IFNy nur in
Entziindungszellen oder nur im Nervensystem aufweisen, um so bessere Aussagen
dartiber treffen zu kdnnen, wo die einzelnen Zytokine gebildet werden und ihre grofte

Wirksamkeit zeigen.

Die Beurteilung von Schmerz stellt sowohl beim Menschen als auch beim Tier ein
generelles Problem dar, da jeder Organismus Schmerz anders wahrnimmt und
ausdriickt. So ist es beim Menschen moglich, iiber Schmerzskalen oder benétigte
Schmerzmittelmengen den Schmerz in seiner Intensitdt zu beschreiben (Wieck and
Lehrl, 1980, Redegeld et al., 1995). Dahingegen ist bei der Maus, wie auch bei jedem
anderen Tier, die Bewertung des Schmerzempfindens schwierig. So kann die
Einschédtzung, ob ein Tier Schmerzen hat oder nicht, nur durch das Erfassen von
Surrogaten wie Wegziehen der Pfote, Lecken oder Ausschiitteln der Pfote oder
Vokalisieren abgeschitzt werden. Hierfiir haben wir Verhaltenstests verwendet, welche
die primédre Hyperalgesie erfassen (Neugebauer et al., 2007). Dabei wird die Validitét
der getroffenen Aussage durch Verwendung mehrerer Methoden erhoht. Langford et al.
zeigten in ihrer Studie, dass Maiuse, wie es auch Menschen tun, iiber ihre Mimik
ebenfalls Schmerzempfinden zum Ausdruck bringen koénnen (Langford et al., 2010).
Dieses Verfahren wire eine zusétzliche Moglichkeit, Schmerzwahrnehmungen

evaluieren zu konnen, wobei es dabei einer sehr aufmerksamen Beobachtung bedarf.
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Allgemein wird die Ubertragbarkeit des Tiermodells auf den Menschen zuweilen
kritisch hinterfragt, da es sich trotz des fast gleichen Genoms immer noch um zwei
weitestgehend verschiedene Organismen handelt und nicht vollkommen ausgeschlossen
werden kann, dass diese auch zumindest teilweise verschieden funktionieren. Jedoch
stellt das Tiermodell im Rahmen der biomedizinischen Forschung eine anerkannte
Methode zur Untersuchung von Mechanismen und Wirksamkeiten von Wirkstoffen dar,
auch wenn letzteres durch Unterschiede in der Pharmakokinetik bzw. —dynamik nicht

vollsténdig iibertragbar ist (Whiteside et al., 2008).

Es ist klar, dass auch zukiinftig die Schmerzforschung am Tiermodell ein notwendiger
Bestandteil sein wird, um genaue Kenntnisse iiber die Pathophysiologie des Schmerzes
zu erlangen und objektive Aussagen beziiglich qualitativer und quantitativer

Wirkungsweisen der wesentlichen Zytokine des Immunsystems treffen zu konnen.

5.12 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das fiir die Twyj-Antwort
charakteristische Zytokin IFNy und in einem geringeren Ausmal} auch das fiir die Ty;7-
Antwort mafB3gebliche Zytokin IL-17 an der Auspragung schmerzassoziierten Verhaltens
beteiligt sind. Fiir IFNy konnte dies anhand IFNy-defizienter Tiere gezeigt werden, die
ein signifikant vermindertes schmerzassoziiertes Verhalten zeigten. Fiir diesen Effekt
scheint in erster Linie lokal am Entziindungsort wirkendes IFNy von Bedeutung zu sein,
da einerseits eine lokale Substitution bei den KO-Tieren, aber auch eine lokale
Blockade bei den Wildtypmédusen, nicht jedoch entsprechende systemische

Behandlungsformen, zu entsprechenden Verhaltensdnderungen fiihrten.

Andere im Rahmen dieser Studie untersuchte Zytokine bzw. Zytokinbestandteile wie
p35, p19 oder der Immunmodulator TIM-3 zeigten in unseren Versuchen eine geringere
Bedeutung als IFNy und IL-17 fiir den Entziindungsschmerz, obwohl sie teilweise in

dhnliche Signalkaskaden eingreifen.
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Diskussion

Die Blockade bzw. Neutralisation von [FNy kénnte in Zukunft, analog zur Behandlung
mit anti-TNF-o-Medikamenten (Boettger et al., 2008), neben einer Verminderung der
Entzlindung auch als antinozizeptives Prinzip therapeutisch Verwendung finden, wenn
entsprechende Substanzen wie z.B. neutralisierende Antikorper fiir den Menschen
verfiigbar wiren. In ersten klinischen Studien wurde der Einsatz des G-CSF als
Hemmstoff fiir die Freisetzung von IFNy erfolgreich getestet (Boneberg, 2000). Ein
kommerzielles Medikament zur Hemmung von IFNy ist nach unseren Erkenntnissen

bislang nicht auf dem Markt.
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