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1 Einleitung

Bestandteile prokaryontischer Zellen wie zum Beispiel Lipopolysaccharid, Peptidoglykan,
Lipoteichonséure, Flagellin, bakterielle Lipoproteine, Zymosan oder unmethylierte bakte-
rielle DNA, die reich an CpG Sequenzen ist, iiben eine stimulatorische Wirkung auf das
Immunsystem aus (Janeway, C. A., Jr. et al. 2002); (Bsibsi, M. et al. 2002).

Diese sogenannten PAMPs (pathogen associated molecular patterns) entfalten ithre Wir-
kung iiber Toll-like Rezeptoren (TLRs). In diesem Zusammenhang interessieren in dieser
Arbeit besonders die unmethylierten CpG-Motive aus bakterieller DNA, die mit dem
Toll-like Rezeptor 9 interagieren (Takeshita, F. et al. 2004).

Mit synthetisch hergestellten CpG-Oligodeoxynukleotiden (CpG-ODN) konnte der im-
munstimulatorische Effekt bakterieller DNA erfolgreich nachgeahmt werden (Krieg, A.
M. 2000)

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass CpG-ODNs bei einigen Infektions-
krankheiten (Sethi, S. et al. 2002); (Dittmer, U. et al. 2003); (Pedras-Vasconcelos, J. A. et
al. 2006) und Tumoren (Carpentier, A. F. et al. 2000); (Baines, J. et al. 2003); (El
Andaloussi, A. et al. 2006) den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kénnen. Von
besonderem Interesse ist es, dass die Applikation von CpG-ODN den Krankheitsverlauf
bei der Prioninfektion giinstig beeinflusst (Sethi, S. et al. 2002), dieses ist auch von
anderen Arbeitsgruppen bestitigt worden (Spinner, D. S. et al. 2007)

Ein groBer Nachteil ist das rasche Nachlassen der Wirkung im Organismus. Dies limitiert
bisher den Einsatz als effektives Therapeutikum.

CpG-ODN:ss fithren im Organismus innerhalb von Minuten zu einem mRNA Anstieg und
innerhalb von Stunden zu einer kurzfristigen Zytokinsekretion und IgM Produktion
(Krieg, A. M. et al. 1995); (Klinman, D. M. et al. 1996), werden dann aber rasch abgebaut,
so dass der immunstimulatorische Effekt in der Regel nur kurz anhilt.

Um CpG-ODN jedoch effektiv als Therapeutikum nutzen zu konnen, wire ein ldnger
anhaltender Effekt wiinschenswert. In mehreren Untersuchungen konnte bereits gezeigt
werden, dass durch wiederholte, periphere CpG-ODN-Applikation die Wirkungsdauer im
Organismus verldngert werden kann und somit ein Schutz gegen bakterielle Infektionen
(Klinman, D. M. et al. 1999), Prionkrankheiten (Sethi, S. et al. 2002), (Spinner, D. S. et al.
2007), Zervikalkarzinome (Baines, J. et al. 2003) und Mamma-Adenokarzinome
(Sfondrini, L. et al. 2002) erzielt werden kann.

Die mehrmalige CpG-ODN-Applikation konnte deshalb moglicherweise ein effektiver
Weg sein, um Infektionen und Tumore zu bekimpfen. Andererseits diirfen auch mogliche
Nebenwirkungen durch eine Uberstimulierung des Immunsystems nicht auBer Acht
gelassen werden.

Es gibt Untersuchungen, die zeigen, dass eine einmalige, periphere CpG-ODN-
Applikation zu einem Zytokinanstieg im Gehirn fiihrt (Takeshita, S. et al. 2001); (Dalpke,
A. H. et al. 2002), der allerdings bereits nach einigen Stunden wieder Normalmalf erreicht.

In diesem Sinne ist diese Arbeit ausgerichtet, zum ersten Mal die immunmodulatorischen
Effekte und den =zeitlichen Verlauf von mehrmaliger intraperitonealer CpG-ODN-
Applikation im Gehirn und der Leber mittels Real-time PCR und Immunbhistologie zu
untersuchen.
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Begutachtet wird die Expression der mRNA von IL-12p40, TNFa, IFNYy, Cl1q und STAT3
in Zusammenhang mit der Haufigkeit der Applikation und dem Zeitraum nach der letzten
CpG-ODN-Applikation. Zusitzlich werden die Organe histologisch auf toxische Effekte
von CpG-ODN untersucht.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, den immunstimulatorischen Effekt von repetitiver CpG-
ODN-Gabe besser zu verstehen und durch die Repetition die Wirkung zu verldngern, um
CpG-ODNs somit als Therapeutikum bei bakteriellen Infektionen, Tumoren und gerade
bei Prionkrankheiten wirkungsvoll einsetzen zu konnen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem gliedert sich in einen angeborenen (unspezifischen) und einen
erworbenen (spezifischen) Teil.

Die Bestandteile des angeborenen Teils des Immunsystems sind von Geburt an vorhanden.
Man unterscheidet innerhalb dieses Systems zwischen den Zellen (= zelluléres,
angeborenes Immunsystem) und den 16slichen Botenstoffen (= humorales, angeborenes
Immunsystem). Die Hauptzellen des angeborenen Immunsystems sind Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen. Das Hauptsystem von Botenstoffen des angeborenen
Immunsystems, dem ,,humoralen* Anteil also, ist das Komplementsystem. Als weitere
losliche Komponenten zédhlen die Akute-Phase Proteine und das Interferonsystem dazu.
Sehr wichtige Mediatoren des angeboren humoralen Immunsystems sind z.B. TNFa, IL-
12 und IFNY. Da viele Komponenten dieses Systems stindig im Korper vorliegen bzw.
binnen weniger Stunden gebildet oder aktiviert werden konnen, kann das unspezifische
Abwehrsystem sehr schnell reagieren.

Die spezifische oder erworbene Immunantwort reagiert erst mit einer Verzdgerung von
Tagen bis Wochen auf solche Infektionserreger, die die unspezifische Abwehr
durchbrochen haben. In diesem Fall kommt es zur Aktivierung von Lymphozyten, die
entweder spezifische Antikorper zur Abwehr bilden oder infizierte Zellen des Korpers
toten und so den Infektionserregern das Uberleben und die Vermehrung erschweren oder
unmoglich machen. Das erworbene Immunsystem kann ein immunologisches Gedéchtnis
ausbilden und ist somit fahig bei wiederholtem Kontakt mit Krankheitserregern noch
schneller und effizienter zu reagieren.

Die einzelnen Komponenten der spezifischen und unspezifischen Abwehr interagieren
sehr eng miteinander und koénnen erst dadurch ihre volle Aktivitit entfalten. Eine
funktionelle Trennung beider Systeme existiert in vivo somit nicht.



Literaturiibersicht 11

1L-1 TIL=12
7 ML=6 FIL-15 T
NEST0 Ty

TL-T JL-10" Tn.

IL-a TL=12 ity

IL-8 A5 T !
P —

IL-3 " e T

IL-4 “ HnG | TnfR

IL-10" Iy

— Trfo -

I8 Wy
IL-3 " Tnf

IL-4

L8 Tnfp

Abbildung 1: Das Zytokinnetzwerk

(Quelle: www.biocarta.com)

Viele verschiedene Zelltypen teilen sich die Aufgabe der Inmunabwehr. Dazu gehoren
B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, Makrophagen, neutrophile, basophile und eosinophile Granulo-
zyten. Jede dieser Zellen hat eine spezifische Aufgabe und kommuniziert mit den anderen Zellarten
durch die Sekretion von so genannten Zytokinen wie z.B. Interleukine, TNFs und Interferone.
Makrophagen phagozytieren Fremdkorper und spielen als Antigen-préisentierende Zellen eine
wichtige Rolle. Dabei sezernieren sie Zytokine um eine spezifische Antigen-abhidngige Immun-
antwort durch B- und T-Zellen auszulosen oder auch um eine nicht spezifische Immunantwort bei
anderen Zellarten zu bewirken.

T-Zellen sezernieren verschiedenste Faktoren um die Immunantwort auf spezifische Antigene zu
stimulieren und zu koordinieren. So unterstiitzen T-Helfer-Zellen bei der B-Zell Aktivierung und
veranlassen die Aktivierung und Proliferation von neutrophilen, eosinophilen und basophilen Gra-
nulozyten. Die Kommunikation mit Hilfe von Zytokinen ist meist lokal begrenzt und findet inner-
halb des Gewebes oder zwischen Zellen in unmittelbarer Nachbarschaft statt. Jedes Zytokin wird
von einer Reihe von Zellen produziert und wirkt wiederum auf eine Reihe von Zielzellen, die Zel-
len, welche die Zytokine produzieren, meist eingeschlossen.

Einige Zytokine, wie IL-1, Interferone und TNF veranlassen eine breit geficherte Immunantwort
bei einer Infektion oder Verletzung. Andere Zytokine wirken spezifischer. IL-2 beispielsweise sti-
muliert die Proliferation und Aktivierung von B- und T-Zellen. IL-4 spielt eine Rolle bei der Th2
Differenzierung, bei Allergien und beim Antikorperklassenwechsel. IL-8 ist ein Chemokin, das
Neutrophile, Basophile und T-Zellen zum Entziindungsherd lockt. IL-12 und IL-18 sind in die T-
Zell Differenzierung eingebunden. IL-10 scheint die Sekretion von proinflammatorischen Zytoki-
nen zu unterdriicken.

Das komplexe Zusammenspiel all dieser verschieden Zytokinfunktionen ist essentiell fiir die kor-
rekte Funktion des Immunsystems.

2.2 Toll-like-Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren sind sehr alte, bestimmte Muster erkennende Rezeptoren in Ver-
tebraten und Nichtvertebraten. Sie sind darauf spezialisiert, eine Vielzahl hochkonservier-
ter Strukturmotive, sogenannte pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs), die von
vielen Krankheitserregern exprimiert werden, zu erkennen (Kopp, E. et al. 2003), (Akira,
S. 2001) und (Akira, S. et al. 2001). Der Name ,,Toll-like Rezeptor* ist abgeleitet von
einem Protein bei Drosophila melanogaster namens Toll, das durch die Nobelpreistrigerin
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Christiane Niisslein-Volhard bekannt wurde. TLRs bestehen aus Proteinen, die Toll dh-
neln, also ,,Toll-like* sind.

TLRs sind die wichtigsten Strukturen wenn es um die Erkennung von einwandernden
Pathogenen geht.

Bisher sind bei der Maus 13 TLRs identifiziert. Beim Menschen sind es derzeit 10. Durch
molekulare Analysen sind bisher 6 phylogenetische TLR Familien enthiillt worden
(Roach, J. C. et al. 2005), mit jeweils unterschiedlichen Aufgaben im Erkennen der ver-
schiedenen PAMPs (Lien, E. et al. 2002). Zur Familie der TLR 1 gehoren TLR 1, TLR 2,
TLR 6 und TLR 10. Sie sind fiir die Erkennung von bakteriellem Lipoprotein zustidndig.
Die TLR 3, TLR 4 und TLR 5 Rezeptorfamilien bestehen jeweils aus sich selbst als einzi-
gem Familienmitglied, wobei TLR 3 doppelstringige RNA (dsRNA), TLR 4 Lipopoly-
saccharide (LPS, auch Endotoxin genannt) und TLR 5 Flagellin, erkennt. Die TLR 7 Fa-
milie besteht aus TLR 7-9 und erkennt fremde Nukleinsduren. Wobei TLR 9 fiir die Er-
kennung eben solcher, an den Basen CG reicher unmethylierte DNA aus Bakterien, zu-
standig ist. Zur TLR Familie 11 gehoren TLR 11-13. Jedoch nur fiir TLR 11, der ein Pro-
filin-dhnliches Molekiil, wie es z.B. von Toxoplasma gondii oder E.coli exprimiert wird,
erkennt, ist etwas iiber die genauere Funktion bekannt (Yarovinsky, F. et al. 2005).

2.3 Der immunmodulatorische Effekt von CpG-ODN

Neben ihrer Funktion fiir die Codierung von genetischer Information, kann DNA auch
einen direkten immunstimulatorischen Effekt ausiiben. Da die chemische Struktur von
DNA aus einem polyanionischen Polymer besteht, ist es nicht verwunderlich, dass sie mit
anderen biologischen Molekiilen in verschiedenster Weise interagieren kann. Zum Bei-
spiel konnen Oligonukleotide nicht nur komplementire mRNAs binden und so in se-
quenzspezifischer Weise die Gen-Expression unterdriicken, sondern es sind zahlreiche
andere, nicht durch den komplementidren Effekt hervorgerufene Aktivititen, beschrieben.
Der spezifische immunstimulatorische Effekt von bakterieller genomischer DNA wurde
als erstes von Tokunaga et al. entdeckt. Er fand heraus, dass bakterielle DNA Natiirliche
Killerzellen (NK) aktiviert, die Interferon (IFN) Produktion anregt und in einigen Maus-
modellen zu einer Tumorregression fiihrt, wihrend diese Effekte bei DNA von Vertebra-
ten nicht beobachtet werden konnen (Tokunaga, T. et al. 1984); (Yamamoto, S. et al.
1988); (Yamamoto, S. et al. 1992b). Andere Forscher konnten unabhingig voneinander
zeigen, dass bakterielle DNA, nicht aber Sduger-DNA, in der Lage ist B-Zellen zu akti-
vieren und zur Immunglobulinsekretion anzuregen (Messina, J. P. et al. 1991). Dieser
Effekt konnte auch beim Gebrauch von synthetisch hergestellten Oligodeoxynukleotiden
beobachtet werden. Zuerst glaubte man, dass fiir den immunstimulatorischen Effekt von
bakterieller DNA so genannte Palindrome, also sich selbst wiederholende Sequenzen,
verantwortlich sind (Yamamoto, S. et al. 1992a). In unabhéngigen Studien konnte dann
aber belegt werden, dass weder die Komplementireffekte noch die Palindromsequenzen
der ODNs fiir den stimulatorischen Effekt auf B-Zellen verantwortlich sein konnen. In
ausfiihrlichen Studien konnte ermittelt werden, dass dafiir unmethylierte CpG Dinukleoti-
de in einem besonderen Basenkontext bendtigt werden (GACGTT fiir die Maus und
GTCGTT fiir den Menschen) (Krieg, A. M. et al. 1995). Im Sdugergenom sind CpG Di-
nukleotide ,,unterdriickt. Sie kommen nur ein Viertel so hdufig vor, wie man bei zufillig
angeordneter Basenabfolge erwarten wiirde (Bird, A. P. 1986). In bakterieller DNA hin-
gegen sind die CpG Motive nicht unterdriickt. Weiterhin sind bei dieser die CpG Sequen-
zen nicht methyliert, bei Sdugersequenzen hingegen schon. Das ldsst vermuten, dass sich
das Immunsystem deshalb Mechanismen angeeignet hat, eben solche unmethylierten CpG
Sequenzen als fremd zu erkennen und entsprechende Abwehrmaflnahmen zu ergreifen.
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Durch diese Entdeckung wurde nun in weiteren Studien untersucht, inwieweit sich das
Potential von unmethylierten CpG Motiven fiir therapeutische Zwecke einsetzen ldsst.

CpG-ODN wurde nun als eine Moglichkeit entdeckt um Infektionskrankheiten (Dittmer,
U. et al. 2003), Tumore (Baines, J. et al. 2003) oder allergisch bedingte Krankheiten
(Kline, J. N. et al. 1998) zu behandeln. Auch sein Einsatz als Adjuvans bei Vakzinen er-
wies sich als niitzlich (Krieg, A. M. 2000).

Aufgrund zahlreicher Studien wissen wir heute, dass CpG-ODN innerhalb von Minuten
zu einem mMRNA Anstieg fiihrt und innerhalb von Stunden die Zytokin- und IgM Produk-
tion anregt (Krieg, A. M. et al. 1995); (Klinman, D. M. et al. 1996). Dieser CpG-ODN
vermittelte Effekt kann bis zu 2 Wochen anhalten (Elkins, K. L. et al. 1999).

Fiir eine therapeutische Anwendung von CpG-ODNs wire jedoch eine linger andauernde
Wirkung erwiinscht. Deshalb wére es fiir das Bekdmpfen von Krankheiten essentiell, ei-
nen Weg zu finden, um den Effekt von CpG-ODN zu verlidngern. Eine mogliche Strategie
wire nun, durch kontinuierliche CpG-ODN-Applikation, das Immunsystem in stidndige
Alarmbereitschaft zu versetzen und so eine ldnger andauernde Protektion gegen Infektio-
nen und Tumore zu erzielen. Eine aktuelle Studie konnte zeigen, dass wiederholte Appli-
kationen von CpG-ODN einen lidnger andauernden Schutz gegen bakterielle Infektionen
mit sich bringen (Klinman, D. M. et al. 1999). Ahnliche Strategien konnten auch bei
Prioninfektionen (Sethi, S. et al. 2002), Zervikalkarzinomen (Baines, J. et al. 2003) und
Mamma-Adenokarzinomen (Sfondrini, L. et al. 2002) erfolgreich angewendet werden.

Nicht zu unterschitzen bleibt aber auch das toxische Risiko, das von einer therapeutischen
Nutzung von CpG-ODN ausgehen konnte.

Es konnte zwar gezeigt werden, dass durch CpG-ODN-Applikation, Autoimmunerkran-
kungen wie Lupus erythematosus nicht auszulosen sind, wie man frither geglaubt hat
(Krieg, A. M. 1995), es reduziert sogar die Ernsthaftigkeit der Symptome in genetisch
pradisponierten Tieren (Gilkeson, G. S. et al. 1996); (Mor, G. et al. 1997), dennoch kann
natlirlich eine {ibermiBlige Aktivierung des Immunsystems zu einem tddlichen
systemischen Entziindungssyndrom fithren. CpG-ODN kann Maiuse fiir eine LPS-
induzierte Toxizitét riisten (Cowdery, J. S. et al. 1996) oder direkt, durch die Behandlung
von D-Galaktosamine auf TNFa sensibilisierte Méuse todlich wirken (Sparwasser, T. et al.
1997).

2.4 Das Gehirn als immun-privilegiertes Organ

Das Gehirn geniet aufgrund der Blut-Hirn-Schranke im Vergleich zu den anderen Orga-
nen einen immunologischen Sonderstatus. Die Immunzellen der Peripherie haben im phy-
siologischen Zustand keinen Zugang zum Gehirn. Erst bei pathologischen Ereignissen wie
z.B. bei Entziindung wird die Blut-Hirn Schranke durchlissig und ermoglicht den Uber-
tritt von Immunzellen aus der Peripherie.

Die immunologischen Abwehrmafinahmen, die dem Gehirn zur Verfiigung stehen, sind
relativ eingeschrédnkt und immer auch eine Gratwanderung zwischen Schaden und Nutzen.

Die wichtigste immunologische Funktion im Gehirn iibernehmen die Mikrogliazellen,
wobei auch Astrozyten beteiligt sein konnen.

2.4.1 Mikroglia

Im Jahre 1932 wurden Mikrogliazellen, auch Mesoglia oder Hortega-Zellen genannt, zum
ersten Mal von anderen Gliazellen (Astrozyten und Oligodendrozyten) durch Del Rio-
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Hortega abgegrenzt. Eine Abstammung aus der monozytischen Zellreihe scheint mittler-
weile bestitigt (Ling, E. A. et al. 1980); (Streit, W. J. et al. 1988); (Boya, J. et al. 1991).

Morphologisch kann man zwei verschiedene Gruppen von Mikrogliazellen unterscheiden.
Zum einen ortsstiandige, ruhende Mikroglia mit kleinem Zellkorper und langen, verzweig-
ten Zellfortsdtzen, die etwa 20% der Gesamtpopulation an Gliazellen eines physiologi-
schen Gehirnes ausmachen und zum anderen die makrophagenéhnliche, aktivierte Form
(Murabe, Y. et al. 1981).

Bei pathologischen Ereignissen des ZNS (wie z.B. Traumatas, Ischimien, Autoimmuner-
krankungen, Intoxikationen) konnen die ortsstindigen Mikrogliazellen in ihre aktivierte,
amoboide Form tiberfiihrt werden (Giulian, D. et al. 1986); (Sawada, M. et al. 1990).
Auch ist im adulten Organismus bis zu einem gewissen Grad, zusitzlich eine Einwande-
rung von sich entwickelnden Mikrogliazellen aus dem Blut moglich (Lawson, L. J. et al.
1992); (Kennedy, D. W. et al. 1997).

Aktivierte Mikroglia sind zur Antigenpridsentation und zur Phagozytose befidhigt und
sekretieren unter anderem Proteasen, Wachstumsfaktoren und zytotoxisch wirkende Sub-
stanzen (Nakajima, K. et al. 1993); (Boje, K. M. et al. 1992); (Mallat, M. et al. 1989).

Neben ihrer herausragenden Rolle in der Inmunabwehr des Zentralnervensystems, wird
ebenfalls eine Beteiligung bei der Regulation des neuronalen Wachstums, der Synapto-,
Angio- und Gliogenese diskutiert (Giulian, D. 1987).

Mikroglia sekretieren eine Vielzahl von Zytokinen und neuronalen Wachstumsfaktoren.
Als wichtigste sind hier unter anderem die Interleukine IL-1, IL-3, IL-6, der ,nerve
growth factor" (NGF) und Tumornekrosefaktor (TNF) zu nennen. TNF auf den in dieser
Arbeit ein besonderes Augenmerk gelegt wurde, wirkt unter anderem zytotoxisch auf Oli-
godendrozyten, zerstort Myelin und hat einen stimulierenden Effekt auf die Angiogenese.
Mikrogliazellen zihlen als der Hauptproduzent von TNFa im Gehirn (Sawada, M. et al.
1989).

2.4.2 Astrozyten

Astrozyten oder auch Astroglia bilden die Mehrheit der Gliazellen im Zentralnervensys-
tem von Vertebraten. Morphologisch handelt es sich um sternférmig verzweigte Zellen,
deren Fortsidtze Grenzmembranen zur Pia mater und zu den BlutgefdBen (Blut-Hirn-
Schranke) bilden. Es sind zwei Arten von Astrozyten bekannt.

Zum einen kennt man die Faserglia (Astrocytus fibrosus), auch Langstrahler genannt.
Dieser Typ ist fibrillenreich und findet sich vor allem in der weillen Substanz des Gehirns.
Im Elektronenmikroskop ist er durch zahlreiche Mikrotubuli und intrazelluldre Faser-
strukturen charakterisiert.

Den zweiten Typ, Astrocytus protoplasmaticus, auch Kurzstrahler genannt, findet man
vor allem in der grauen Substanz. Eine spezielle Form ist die Radialglia, deren Hauptaus-
laufer z.B. die Molekularschicht in etwa parallel durchziehen und in EndfiiBen an der Pia
mater enden. Diese besitzen bei Vertebraten in der frithen Gehirnentwicklung eine wichti-
ge Rolle als Leitstruktur. Im ausgereiften Sdugergehirn ist sie nur noch im Kleinhirn
(Bergmannglia) und in der Retina (Miillerglia) vorhanden.

Astrozyten sind maBgeblich an der Fliissigkeitsregulation im Gehirn beteiligt und sorgen
fiir die Aufrechterhaltung des Kalium-Haushaltes. Die wéhrend der Erregungsleitung in
Nervenzellen frei werdenden Kalium-Ionen werden vor allem durch eine hohe Kalium-
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Leitfdhigkeit und zum Teil auch durch K* und CI" Kotransporter aufgenommen. Somit
tragen Astrozyten einen wesentlichen Teil zum extrazelluldren pH-Haushalt im Gehirn bei.

Astrozyten bilden nach Durchtrennung der Axone von Nervenzellen sogenannte ,,Glia-
narben®, die mafgeblich daran beteiligt sind, ein potentielles neuerliches Auswachsen der
Axone zu verhindern.

Als spezifischer Astrozytenmarker ist seit Jahren das GFAP etabliert (DeArmond, S. J. et
al. 1987); (Halliday, G. M. et al. 1996). Im Rahmen von manchen pathologischen Ereig-
nissen im Gehirn wird GFAP verstéirkt exprimiert.

2.5 Die Leber als Inmunorgan

Als immunologisch aktives Organ verfiigt die Leber iiber eine Reihe von Abwehrmecha-
nismen gegen Viren und Bakterien, die sie entweder vom Darm oder iiber den grof3en
Kreislauf erreichen. Aber auch die Erkennung und Elimination von Tumorzellen gehort
zu ihren Aufgaben. Als auf die Immunantwort spezialisierte Zellen, finden sich in der
Leber die Kupffer-Sternzellen. Sie werden auch als Kupffersche Sternzellen oder Bro-
wicz-Kupffer-Zellen bezeichnet, nach den Entdeckern Karl Wilhelm von Kupffer und
Tadeus Browicz. Dabei handelt es sich um sternférmige Makrophagen mit ovalem Zell-
kern. Sie befinden sich im Lebergewebe an der Innenwand der Leberkapillaren und diffe-
renzieren sich aus Monozyten. Die Sternzellen entnehmen dem Pfortader-Blut korperei-
gene und korperfremde Substanzen, meist Schadstoffe, Bakterien und Stoffwechselpro-
dukte, aber auch geschidigte und alte Erythrozyten und bauen selbige ab.

2.6 Das Komplementsystem mit dem Vertreter Clq

Das Komplementsystem besteht aus iiber 30 Proteinen, die entweder zellgebunden oder
im Blutplasma gelost, der Abwehr von Mikroorganismen wie z.B. Bakterien, Pilzen oder
Parasiten dienen und im Rahmen der Immunantwort aktiviert werden.

Urspriinglich entdeckt wurde es als erginzender (komplementierender) Teil der Antikor-
perantwort. Heute weill man aber, dass es auch am angeborenen Immunsystem beteiligt
ist. Wenn die Proteine des Komplementsystems jedoch unreguliert wirken, konnen sie
starke zellzerstorerische Eigenschaften entwickeln und somit fiir Gewebeschiaden im Ver-
lauf von Krankheiten wie z.B. Glomerulonephritis, hdmolytisch-urdimisches Syndrom,
systemischer Lupus erythematodes oder rheumatoide Arthritis verantwortlich sein.

2.6.1 Wirkungsweise

Die Hauptaufgabe des Komplementsystems ist die Opsonierung, d.h. die Andockung auf
Krankheitserregern, um so das Erkennen und Zerstoren derselben durch Phagozyten zu
ermoglichen. Daneben ist es Ausloser fiir einige Entziindungsreaktionen, die den Kampf
gegen die Infektion unterstiitzen. Die Fragmente einiger Komplementproteine wirken als
Chemoattraktoren, die weitere Phagozyten zum Infektionsherd locken. Ebenfalls ist das
Komplementsystem in der Lage die Zellmembran von Bakterien permeabel zu machen,
um diese so direkt zu zerstoren.

Ein tiberwiegender Teil der Komplementproteine sind Zymogene. Das sind Proteasen, die
ihrerseits durch proteolytische Spaltung aktiviert werden. Zymogene liegen iiberall im
Korper vor, ohne dass es zu einer Reaktion kommt. Erst im Falle einer Infektion werden
sie lokal aktiviert und aktivieren weitere Zymogene durch deren Spaltung. Dadurch wird
eine ganze Kaskade an Zymogenaktivititen ausgelost, was zu einer schneeballsystem-
artigen Verstiarkung der Immunantwort fiihrt.
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2.6.2 Bestandteile des Komplementsystems

Direkt an den Signalwegen des Komplementsystems beteiligt sind die Faktoren C1 bis C9,
das Mannose-bindende Lektin (MBL) und die an Cl1 bzw. MBL gebundenen Serin-
Proteasen Clr und Cls bzw. MASP-1 bis 3. Durch Protease-vermittelte Spaltung der
Komplementfaktoren C1 bis C5 und Zusammenlagerung mit den Faktoren C6 bis C9 ent-
steht eine Vielzahl an Proteinen und Proteinkomplexen. Dazu gehoren beispielsweise die
Anaphylatoxine C3a, C5a und C2b mit gefidlerweiternder und chemotaktischer Wirkung
(Entziindungsreaktion) und der Membranangriffskomplex (MAC). Negativregulatoren des
Sytems sind der C1-Inhibitor, Faktor H, Faktor I, C4bp, CD35, CD46, CD55, CD59 und
Vikronektin. Als einziger Positivregulator wirkt Properdin.

2.6.3 Die Komplementaktivierung

Es gibt drei verschiedene Wege fiir eine Aktivierung des Komplementsystems (vgl.
Abbildung 2). Das Produkt aller drei Wege ist eine als C3-Konvertase bezeichnete Serin-
Protease auf der Oberfldche der Zielzelle. Die von ihr ausgeltste Spaltungskaskade fiihrt
zu einer chemotaktischen Anlockung von Leukozyten, verstirkter Phagozytose und
schlieBlich zur Lyse der Zielzelle. Spaltprodukte der Komplementfaktoren C1 bis C5, die
in den jeweiligen Kaskaden entstehen, wirken zusétzlich als Anaphylatoxine und vermit-
teln somit eine Entziindungsreaktion.

2.6.3.1 Der Kklassische Weg

Der klassische Weg wird in der Regel iiber Antikorper vermittelt. Der Komplementfaktor
C1 ist das erste Komplementprotein des klassischen Weges und besteht aus dem sechs-
kopfigen Kollektin Clq und jeweils zwei Cls und Clr Molekiilen. C1q besitzt mehrere
Bindungsdominen fiir Antigen-gebundene Antikorper (IgG und IgM). Fiir die Aktivie-
rung, der an Clq gebundenen Serin-Proteasen (Clr und Cls) sind zwei 40 nm voneinan-
der entfernte Ig-Fc-Regionen nétig. Eine Aktivierung durch freie Antikorper findet daher
nicht statt. C1q ist aber auch in der Lage direkt an die Oberfliache von Pathogenen zu bin-
den und so den klassischen Weg auch ohne Hilfe von Antikdrpern zu aktivieren.

Nach der Aktivierung katalysiert die Protease Clq nun die beiden Startreaktionen des
klassischen Aktivierungsweges. Es folgt eine Spaltung von C2 in C2a und C2b und von
C4 in C4a und C4b. C2b und C4a diffundieren und entfalten dabei ihre Wirkung als
Anaphylatoxine. C2a und C4b lagern sich zum C4b2a-Komplex zusammen und bilden so
die C3-Konvertase des klassischen Weges. Weiterhin entsteht als Spaltprodukt in weiterer
Folge C4d, welches kovalent an das Endothel, an dem die Komplementreaktion stattge-
funden hat, binden kann. Die Funktion des C4d ist derzeit noch nicht verstanden. Es dient
aber in der Biopsie als Marker fiir eine Antikorper-induzierte Transplantatabstoung.

Der Cl-Esteraseinhibitor (C1-INH) verhindert eine mogliche Selbstaktivierung der Cl1-
Proteasen und sorgt fiir einen kontrollierten Ablauf der Reaktion. Ein angeborener oder
erworbener C1-INH-Mangel kann zu einer iibermiBigen Komplementreaktion fiihren,
was beim Auftreten von Angioddemen (heriditires oder erworbenes Angioddem) eine
Rolle spielt.

2.6.3.2 Der Lektin Weg

Im Lektin-Weg bindet das Mannose-bindende Lektin (MBL) an Mannose oder N-Acetyl-
Glukosamin auf der Oberfliche des Pathogens und aktiviert dann die MBL-aktivierten
Proteasen MASP-1, MASP-2 und MASP-3. Diese sind Katalysatoren fiir dieselbe Reakti-
on wie im klassischen Weg. Hier bilden C4b und C2a ebenfalls wieder ein C4b2a-
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Heterodimer und damit, analog dem klassischen Aktivierungsweg, die C3-Konvertase des
klassisches Weges.

2.6.3.3 Der alternative Weg

Der alternative Weg wird spontan und Antikorper unabhéngig aktiviert. Ausgelost wird er
durch den spontanen Zerfall des instabilen Komplementfaktors C3 in C3a und C3b. C3a
diffundiert und besitzt eine chemotaktische und entziindungsauslosende Wirkung als
Anaphylatoxin. C3b bindet kovalent an eine Zelloberflidche. Erfolgt die Bindung an eine
korpereigene Zelle wird es relativ rasch durch Regulatorproteine inaktiviert oder abgebaut.
Auf pathogenen Oberfldachen bleibt es aktiv und kann Faktor B binden. Am entstandenen
C3bB-Komplex wird durch den Serum-Faktor D ein Stiick des Faktors B, Ba genannt,
abgeschnitten. Bb bleibt an C3b gebunden. Der Komplex C3bBb wird als C3 Konvertase
des alternativen Weges bezeichnet. Da er sehr instabil ist, muss er um nicht zu zerfallen,
von Properdin stabilisiert werden.

2.6.3.4 C3-Konvertase ausgeloste Reaktionen

Die im alternativen, klassischen oder Lektin Weg gebildeten C3-Konvertasen, C3bBb und
C4b2a, spalten nun mit hoher Aktivitit C3 in C3a und C3b.

Die entstehenden C3b-Molekiile werden entweder, wenn sie keine geeignete Bindungs-
oberfldche finden, inaktiviert oder sie lagern sich an der Zelloberflache einer Zielzelle an
und aktivieren erneut den alternativen Weg des Komplementsystems. Eine positive Riick-
kopplung entsteht. Ebenso wirken sie als Opsonine und markieren die Zielzelle als loh-
nendes Ziel zur Phagozytose. Eine dritte Moglichkeit ist die Bindung an eine C3 Konver-
tase (C4b2a bzw. C3bBb). Die dabei entstehenden trimolekularen Komplexe C4b2a3b
und C3bBbC3b spalten nun nicht mehr C3 sondern C5. Man nennt diese jetzt auch C5
Konvertasen des klassischen bzw. alternativen Weges.

Die beiden Produkte der C5-Spaltung haben einerseits die Funktion als Anaphylatoxin
und chemotaktischer Lockstoff (C5a) und andererseits leiten sie die Bildung des Memb-
ranangriffskomplexes (MAC) ein (C5b). Dabei rekrutiert der ,,Anker* C5Sb nacheinander
die Faktoren C6, C7 und C8. Der entstandene C5b678-Komplex startet dann die Polyme-
risation von C9. Nach der Zusammenlagerung von bis zu 18 C9 Monomeren stellt der
C5b678poly9-Komplex den fertigen Membranangriffskomplex dar. Dieser attackiert die
Zielzelle unter anderem durch Porenbildung in der Zellmembran und fiihrt somit zu ihrer
Lyse (Janeway, C. A., Jr. et al. 2002).
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Abbildung 2: Die Komplementaktivierungskaskade
(Quelle: www.laborlexikon.de)
2.64 Clq

Clq im speziellen ist nun das Schliisselprotein zur Aktivierung des klassischen Komple-
mentweges. Es ist das wichtigste Verbindungsglied zwischen angeborenem und IgG- oder
IgM vermittelten erworbenen Immunsystem (Kishore, U. et al. 2000). Als ein Hauptan-
griffserkennungsmuster der angeborenen Immunantwort, kann C1q ein breites Spektrum
von Liganden durch seine kugelige (gC1q) Domine binden und Immunzellen, wahr-
scheinlich durch seine Kollagenregion modulieren. Die charakteristische gC1q Doméine
findet sich auch in vielen nicht Komplement-Proteinen. Sie besteht aus einer kompakten
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B-Faltblattstruktur dhnlich der, der multifunktionalen Liganden der Tumornekrosefaktor-
Familie. Die Mitglieder dieser neu zusammengefassten ,,C1q und TNF Superfamilie* sind
unter anderem beteiligt an der Wirtsverteidigung, am Entziindungsgeschehen, bei der
Apoptose, bei Autoimmunitit, bei Zelldifferzierung, bei der Organogenese, am Winter-
schlaf und an Insulin-resistenter Fettleibigkeit. Des Weiteren ist Clq auch noch in viele
andere immunologische Prozesse miteingebunden. Darunter beispielsweise das Aufrecht-
erhalten von immunologischer Toleranz durch die Beseitigung von apoptotischen Zellen,
die Phagozytose von Bakterien, die Neutralisation von Retroviren, die Zelladhésion und
die Modulation von Dentritischen Zellen (DCs), Fibroblasten und B-Zellen (Kishore, U.
et al. 2000). Ein solch breites Aufgabenspektrum erfiillen zu konnen, wird durch die Fa-
higkeit vermittelt, ein groes Angebot an Liganden binden zu konnen wie z.B. die Hiill-
proteine von einigen Retroviren, B-Amyloid-Fibrillen, Lipopolysaccharid (LPS), Trans-
membranproteine Gram-negativer Bakterien, Phospholipide, apoptotische Zellen und ei-
nige Akute-Phase-Proteine wie Pentraxin.

Dieses Zytokin wiirde ausgewihlt, da man davon ausgeht, dass Mikrogliazellen im Zent-
ralnervensystem die einzigen ortsansdssigen Zellen sind, die im lebenden Organismus
C1q produzieren. Man kann Clq deshalb als Marker fiir ihren Aktivierungsgrad heranzie-
hen. Wihrend die Clq Biosynthese in ruhenden, verzweigten Mikrogliazellen meist nied-
rig ist, steigt sie in aktivierter Mikroglia drastisch an (Lynch, N. J. et al. 2004).

2.7 Die TNF Superfamilie mit dem Vertreter TNFa

Tumornekrosefaktoren (TNFx) sind zu den Zytokinen zdhlende, korpereigene Botenstoffe
der Zellen des Immunsystems. Sie iibertragen Befehle einer Zelle an andere Zellen. Zur
Familie der Tumornekrosefaktoren gehort eine Vielzahl von Stoffen. Der erste therapeuti-
sche Nutzen des Tumornekrosefaktor (TNFa) wurde 1893 indirekt von William B. Coley
entdeckt. Er entdeckte, dass in manchen Féillen bei Patienten mit Tumorleiden, dieses
nach einer bakteriellen Infektion stark zuriickging. Der durch die bakterielle Stimulation
frei gesetzte Stoff lieB den Tumor nekrotisieren, daher der Name. Darauthin entwickelte
er eine Art Bakteriensuppe aus erysipelbildenden Streptokokken (Erreger der Wundrose)
und einer Bacillus-Art. Trotz Heilungserfolge geriet die Methode neben neu aufkommen-
den Moglichkeiten zur Tumorbekdmpfung auch wegen z. T. erheblicher Nebenwirkungen
spiter in Vergessenheit.

Von ihrer Struktur her sind alle Zytokine Polypeptide. Das TNF Molekiil besteht aus 157
Aminosduren.

Folgende Zytokine konnen aufgrund ihrer Sequenz, ihrer Funktion und Strukturdhnlich-
keiten zu der TNF-Familie gerechnet werden:

2.7.1 TNFa

Tumornekrosefaktor-o (Kachektin) wird von Makrophagen/Monozyten sowie Lymphozy-
ten und Mastzellen gebildet und ist ein Signalstoff, der auf Entziindungen, die Blutbil-
dung, die Immunabwehr, die Bildung von Blutgefden und Tumoren wirkt. Dabei ist er
dem Stoff Interleukin-1 in seiner Wirkungsweise sehr d@hnlich. Im Hypothalamus stimu-
liert er die Freisetzung des Kortikotropin-Releasing-Hormons (CRH), 16st Fieber aus und
unterdriickt den Appetit (daher, die von ,,Kachexie* abgeleitete Namensgebung). In der
Leber setzt er das C-reaktive Protein (CRP) frei.
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2.7.2 Lymphotoxin

Lymphotoxin-alpha (LT-a) und Lymphotoxin-beta (LT-B) sind einander sehr dhnliche
Zytokine und werden gelegentlich auch als TNF zusammengefasst. TNFB wird im Ge-
gensatz zu TNFa von bestimmten T-Zellen abgesondert. TNFB aktiviert dann Makropha-
gen, die infolgedessen Interleukin-1, Interleukin-6 und TNFa ausschiitten. TNFB hat eine
toxische Wirkung auf einige Tumorzell-Linien in vitro und in vivo.

2.7.3 Weitere Vertreter

e T-Zell Antigen gp39 (CD40L), ein Zytokin, das fiir die B-Zell Entwicklung und Akti-
vierung wichtig scheint

e (CD27L, ein Zytokin, das eine wichtige Rolle bei der T-Zell Aktivierung spielt. Es
induziert die Proliferation von Ko-stimulierten T-Zellen und verstéarkt die Bildung von
zytolytisch wirksamen T-Zellen

e (CD30L, induziert die T-Zell Proliferation

e 4-1BBL ein induzierbares T-Zelloberflaichenmolekiil, das zur T-Zell Stimulierung
beitragt

e OX40L, Ko-stimuliert die T-Zell Proliferation und die Zytokin Produktion
e TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) induziert Apoptose

TNFo wird als Typ II Membranprotein synthetisiert und wird dann einer post-
translationalen Spaltung unterzogen und von der extrazelluldiren Domine befreit. CD27L,
CD30L, CD40L, LT-beta, 41BBL und TRAIL scheinen ebenfalls Typ II Membranprotei-
ne zu sein. LT-alpha ist ein sekretorisches Protein. Alle diese Proteine scheinen homodi-
mere-Komplexe zu formen, im Fall von LT-alpha und beta sind es Heterodimere, die je-
weils ihren spezifischen Rezeptor erkennen. Das typische Erkennungsmuster fiir diese
Familie liegt auf dem Beta-Strang an der zentralen Schnittstelle des Proteins, die bei allen
Mitgliedern erhalten ist.
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Abbildung 3: Die TNF Signalkaskade

(Quelle: www.sigma.com)

Sobald der Tumornekrosefaktor (TNF) an den TNF Rezeptor gebunden hat (TNFR) (55kDa) wer-
den Wachstums-regulierende Signale ins Innere der Zelle iibertragen. TNF wirkt auf normale Zel-
len mitogen. In transformierten Zellen hingegen bewirkt TNF Apoptose durch DNA Fragmentie-
rung und Zytolyse. Funktionelle Studien konnten eine konservierte Region im Rezeptor ausmachen,
der die ,,Death Domain® (DD) genannt wird. Hierbei handelt es sich um ein Protein-Protein Inter-
aktionsmotiv, das nétig ist um das apoptotische Signal weiterzuleiten. Die TNF-induzierte Uberle-
benskaskade wird durch den Transkriptionsfaktor NF-kB vermittelt. Die Aktivierung von NF-kB
erfolgt durch die Phosphorylierung von I-kB am Ser’> und am Ser’®. Dadurch wird die Dissoziation
und anschlieende Lokation im Kern von NF-«kB ausgelost. Aktuelle Studien konnten zeigen, dass
Zellen mit ausgeschalteter NF-xB Signalkaskade sehr viel leichter, eine durch TNF ausgeldste
Apoptose durchleben. Daher konnte die Verfiigbarkeit von NF-kB eine zentrale Rolle spielen, ob
TNF eine Apoptose induziert und als anti-Tumor Faktor wirken kann.

TNFo wurde fiir diese Studie herangezogen, da es ein wichtiger Marker fiir eine Aktivie-
rung des Immunsystems ist und in der Literatur bereits eine, wenn auch nur kurzfristige
stimulatorische Wirkung nach einer einmaligen Applikation von CpG-ODN fiir das Ge-
hirn beschrieben ist (Dalpke, A. H. et al. 2002); (Takeshita, S. et al. 2001).

2.8 Das Interferonsystem mit dem Vertreter IFNy

Interferone stellen eine Gruppe von Glykoproteinen dar, die von fast allen Zellen des
Korpers innerhalb weniger Stunden nach viraler Infektion gebildet werden. Sie schiitzen
andere Zellen vor der Infektion und begrenzen so die Infektion und die Virusvermehrung
bis eine effektive Immunabwehr in Gang kommt. Diese antivirale Aktivitit wird vor al-
lem auf Typ-I Interferone zuriickgefiihrt, zu denen die Interferone a, 3, ® und T gezéhlt
werden. Sie beruht auf der Induktion antiviraler Mechanismen, durch die in den meisten
Fillen die Synthese viraler Proteine gehemmt wird.

Dagegen besitzt Interferon-y als einziger Vertreter der Typ-II Interferone vorwiegend
immunmodulatorische Fahigkeiten. Von besonderer Bedeutung bei unspezifischen Ab-
wehrreaktionen ist dabei seine aktivierende Wirkung auf Makrophagen, was es fiir diese
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Arbeit interessant machte. Des Weiteren ist eine kurzfristige Hochregulierung nach ein-
maliger CpG-ODN-Gabe bekannt (El Malky, M. et al. 2005)

Abbildung 4: Das Interferonsystem

(Quelle:www.biocarta.com)

Interferon gamma wird von CD4+, Thl Zellen, CD 8 Zellen und von gamma/delta T-Zellen sezer-
niert und ist in der Lage NK Zellen zu aktivieren. Es spielt eine Rolle bei der Aktivierung von
Lymphozyten um den anti-mikrobiellen und anti-Tumoreffekt zu verstirken. Des Weiteren ist es
wichtig fiir die Proliferation, die Differenzierung und die Immunantwort einer Lymphozytensub-
population. Die Signalvermittlung erfolgt iiber einen IFN-Rezeptorkomplex, der aus 2 alpha Ketten
(Typ I Rezeptor) und 2 beta Ketten (Typ II Rezeptor) besteht. Durch die Phosphorylierung von
JAK1 und STAT1 (alpha) wird das Signal fiir die Transkription umgewandelt.

2.9 Interleukine mit dem Vertreter I1L-12

Interleukine (IL) sind Peptidhormone, die zu den Zytokinen zihlen, d.h. korpereigene
Botenstoffe der Zellen des Immunsystems. Sie sind beteiligt an der Kommunikation zwi-
schen Leukozyten, aber auch zwischen anderen an der Immunreaktion beteiligten Zellen.
Nach der Reihenfolge ihrer Entdeckung werden sie in verschiedene durch Zahlen klassifi-
zierte Untergruppen eingeteilt (IL-1 bis zurzeit IL-32).

Die Wirkung der einzelnen Interleukine ist hochst verschieden. Wahrend z.B. IL-2 von
T-Zellen ausgeschiittet wird und das Wachstum dieser Zellen fordert, hemmt z.B. IL-10
die Aktivitit von Makrophagen und dimmt somit die Abwehrreaktion ein. Interleukine
regen also spezifisch bestimmte Zellen des Immunsystems zu Wachstum, Reifung und
Teilung an oder verhindern genau diese Prozesse.

Die Interleukin-12 (IL-12) Familie sind mit die wichtigsten Zytokine fiir die angeborene
Immunantwort (Trinchieri, G. 1995). Sie werden fiir die Differenzierung von Th1-Zellen
benotigt. IL-12 veranlasst die Sekretion von IFNY, interagiert mit ruhenden Natiirlichen
Killerzellen (NK), aktiviert CD 8" T-Zellen zu zytotoxischer Aktivitit und fiihrt zur Akti-
vierung von Makrophagen, die wiederum dadurch ihrerseits veranlasst werden, intrazellu-
ldr infizierte oder entartete Zellen zu beseitigen (Trinchieri, G. 1995).

Weiterhin differenziert IL-12 native T-Zellen zu Thl-Effektor Zellen und unterdriickt
gleichzeitig die Th2-Differenzierung, die wiederum die humorale Immunitit bei der Pro-
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duktion von Immunglobulinen wie IgG1, IgE und IgA kontrolliert (Murphy, K. M. et al.
2000)

Im Gegensatz zu den positiven Eigenschaften von IL-12 in der Wirtsverteidigung, kann
tiberméfBige IL-12 Sekretion zu Autoimmunerkrankungen oder TransplantatabstoBung
filhren (Gately, M. K. et al. 1998); ( Gazzinelli, R. T. et al. 1996). Zur IL-12-Familie ge-
horen IL-12, IL-23 und IL-27. Funtionell ist IL-12 ein Heterodimer aus p35 und p40. IL-
23 ist ein iiber Disulfidbriicken verkniipftes Heterodimer aus p19 und IL-12p40. Antigen-
prasentierende Zellen wie Makrophagen und Dentritische Zellen produzieren Zytokine
der IL-12-Familie.

In dieser Arbeit wurde nun die mRNA Expression von IL-12p40 im Gehirn und in der
Leber nach repetitiver CpG-ODN-Gabe untersucht, da bekannt ist, das CpG ein spezifi-
scher Aktivator von IL-12p40 im Vergleich zu LPS ist (Dalpke, A. H. et al. 2002) und
selbstverstindlich auch ein Marker fiir eine Aktivierung des Immunsystems im Allgemei-
nen ist.
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Abbildung 5: NO-2 abhéngige IL-12 Signalkaskade in Natiirlichen Killerzellen

(Quelle: www.biocarta.com)

Makrophagen und NK Zellen unterstiitzen das angeborene Immunsystem bei Infektionen mit intra-
zelluldren Krankheitserregern und kommunizieren untereinander, um diesen Prozess zu regulieren.

Werden Makrophagen stimuliert, sezernieren sie IL-12, das essentiell fiir die Aktivierung der zyto-
toxisch wirkenden NK Zellen ist. IL-12 stimuliert die Antwort der NK Zellen durch die Aktivie-
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rung der JAK/STAT Signalkaskade. Sobald IL-12 an seinen Rezeptor auf NK Zellen bindet,
kommt es zur Phosphorylierung des Tyrosins und somit zur Aktivierung von JAK?2 und einer ande-
ren JAK Kinase, TYK2. TYK2 wiederum phosphoryliert den Transkriptionsfaktor STAT4, der
dann in den Kern wandern kann und dort Gene aktiviert, einschlieBlich der Expression von IFNYy.
IFNYy und IL-12 induzieren die Differenzierung von TH1 T-Helfer Zellen, die ihrerseits durch IFNy
Makrophagen aktivieren.

2.10 Die STAT Familie mit dem Vertreter STAT3

Bis heute sind sieben STATs (Signal transducers and activators of transcription) bei Sdu-
getieren identifiziert (STAT 1, 2, 3, 4, 5a, 5b und 6). Die Aktivitit von STATs wird mit
Hilfe von Phosphorylierung gesteuert.

Nach Phosphorylierung der Tyrosinreste bilden die STATs Homo- oder Heterodimere
und wandern in den Zellkern, wo sie Zielgene aktivieren (Kimmelman, A. et al. 2001).
Die wichtigste Phosphorylierung fiir STAT3 geschieht am Serin 727. Die Signalkaskade
von STAT3 wird aktiviert iiber Rezeptoren fiir verschiedene Zytokine wie EGFR (epi-
dermal growth factor receptor), PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) und den
Rezeptor fiir CSF-1 (colony-stimulating factor-1) (Kimmelman, A. et al. 2001). Beson-
ders beeinflusst wird, durch eine Hochregulierung von STAT3 das Zell-Uberleben und
der Ubergang von der G1 in die S Phase durch die Induktion verschiedener Zytokine und
Onkogene. STAT3 wirkt auf mehrere Zielgene, die am Zellzyklus beteiligt sind. Zu nen-
nen sind hier c-myc, Zyklin A, Zyklin D2 und Zyklin D3 (Hirano, T. et al. 2000). Eine
erhohte Expression von STAT3 konnte sowohl in menschlichen Primértumoren als auch
in neoplastischen Zelllinien einschlieBlich Brustkrebs nachgewiesen werden (Garcia, R. et
al. 1998); (Sartor, C. I. et al. 1997); (Watson, C. J. et al. 1995).

Die phosphorylierte Form des Proteins spielt als Aktivator fiir die Gentranskription im
Verlauf des Zellzyklus und als Inhibitor fiir Gene, die an der Apoptose beteiligt sind eine
grofe Rolle. Die Stelle der Phosphorylierung diirfte fiir die biologische Aktivitit von
STATS3 eine wichtige Rolle spielen. STAT3 kann entweder am Tyrosin-705 oder am Se-
rine-727 phosphoryliert sein. Die Tyrosin-Phosphorylierung wird vermittelt durch Janus-
Kinasen (JAKSs) und ist hauptséchlich fiir die Translokation von Kernproteinen und DNA
Bindung zustindig. Die Serine-Phosphorylierung findet durch mitogen-aktivierte Protein-
kinasen statt. Die Phosphorylierung von STAT3 wird kontrovers diskutiert, aber die meis-
ten Daten sprechen fiir eine positive Bedeutung der Phosphorylierung am Serine-727
(pSTA3-ser727) (Levy, D. E. et al. 2002)

STATSs sind Transkriptionsfaktoren, die von JAK Kinasen phosphoryliert werden, als
Antwort auf die Aktivierung eines Zelloberflichenrezeptors durch Zytokine. Nach der
Aktivierung bilden die STATs Dimere und wandern in den Nukleus, wo sie die
Transkription von Zytokin-abhingigen Genen aktivieren. Insgesamt sind an diesem kom-
plexen Signaltransduktionsweg drei JAK Kinasen und sechs STAT Proteine beteiligt.
Sowohl STAT3 als auch STATS sind fiir den Verlauf des Zellzyklus zustindig, sie beu-
gen Apoptose vor und regulieren Onkogene, wie c-myc und bcl-X hoch und spielen da-
durch vermutlich eine Rolle bei der Onkogenese. STAT3 soll auBlerdem eine wichtige
Rolle in der Hamatopoese spielen. Die Wichtigkeit von STAT3 wird dadurch untermauert,
dass Miuse, denen STAT?3 fehlt, die Embryogenese nicht iiberleben. Auch andere Signal-
kaskaden wie die von mTOR (Ziel von Rapamycin oder der p70 S6 Kinase) oder der
MAP Kinase fiihren zur Phosphorylierung und somit zur Aktivierung von STATS3.

In der Literatur sind bereits Studien bekannt, in denen durch einmalige CpG-ODN-
Applikation eine kurzfristige STAT3 Expression im Gehirn beschrieben ist (Sako, K. et al.
2005).
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Abbildung 6: Die STAT3 Signalkaskade
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STATSs (Signal Transducers and Activators of Transkription) sind Transkriptionsfakoren, die durch
JAK Kinasen phosphoryliert werden. STAT3 spielt eine wichtige Rolle in der Hamatopoese. Die
Wichtigkeit von STAT3 wird weiterhin dadurch unterstrichen, dass knock out Tiere die Embryo-
genese nicht tiberleben. Auch Signaleffekte anderer Signalkaskaden aufler den JAK Kinasen fiihren
zur Phosphylierung und Aktivierung von STAT3. Dazu gehoren die mTOR (das Angriffsziel von
Rapamycin im menschlichen Organismus oder p70 S6 Kinase) und die MAP Kinasen Signalkas-
kade, die ebenfalls in der Lage sind, STAT3 zu aktivieren und den Signalweg in Gang zu bringen.

2.11 Problemstellung

In fritheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass eine intraperitoneale, repetitive Gabe
von CpG-ODN zu einer Verlingerung der Inkubationszeit bei Prioninfektionen fiihrt
(Sethi, S. et al. 2002). Ahnliche Ergebnisse einer anderen Arbeitsgruppe bestitigen dies
(Spinner, D. S. et al. 2007). Beziiglich der Mechanismen, die einer Protektion bei der
mehrmaligen Gabe von CpG-ODN zugrunde liegen, besteht weitgehend Unklarheit. Stu-
dien haben gezeigt, dass die Induktion Thl-assoziierter Antikdrper (Sethi S. et al. 2005),
sowie eine Vermehrung der Makrophagenpopulation (Sethi, S. et al. 2005) dabei eine
Rolle spielen.

Da eine Prioninfektion sich vornehmlich im Gehirn abspielt, ist es von groBem Interesse
herauszufinden, ob eine mehrmalige Gabe von CpG-ODN dazu genutzt werden kann, im
Gehirn eine langerwihrende Immunitét zu induzieren. Bisher ist in der Literatur nur eine
kurzfristige Immunstimulation im Gehirn nach einmaliger i.p. Gabe von CpG-ODN be-
schrieben (Takeshita, S. et al. 2001); (Dalpke, A. H et al. 2002). Daher ist ein besonderer
Schwerpunkt dieser Arbeit, die Untersuchung der immunstimulierenden Wirkung von
repetitiver CpG-ODN-Gabe auf das Gehirn.
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Eine andere Frage ist, ob es zu pathologischen Veridnderungen nach mehrmaliger CpG-
ODN-Gabe kommt. Die meisten Studien haben gezeigt, dass bei einer nicht zu hohen Do-
sierung von CpG-ODN, nach mehrmaliger Applikation keine pathologischen Veréinde-
rungen auftreten (Klinman, D. M. et al. 1999); (Sethi, S. et al. 2005). Wenn allerdings
extrem hohe Dosierungen eingesetzt werden, die doppelt so hoch sind wie in den von
Sethi et al. 2002 beschriebenen Versuchen, kann es zu pathologischen Verdnderungen
kommen (Heikenwalder, M. et al. 2004). Daher ist es von Interesse herauszufinden, ob es
bei der urpriinglich verwendeten niedrigeren Dosis von Sethi et al. 2002 bereits zu patho-
logischen Verdnderungen im Gehirn oder in der Leber kommt.

In diesem Sinne ist diese Arbeit ausgerichtet, die zum ersten Mal die immunmodulatori-
schen Effekte und den zeitlichen Verlauf von mehrmaliger intraperitonealer CpG-ODN-
Applikation im Gehirn und der Leber mittels Real-time PCR und Immunhistologie unter-
sucht.

Begutachtet wird die Expression der mRNA von IL-12p40, TNFa, IFNYy, Cl1q und STAT3
in Zusammenhang mit der Héaufigkeit der Applikation und dem Zeitraum nach der letzten
CpG-ODN-Applikation. Zusitzlich werden die Organe histologisch auf toxische Effekte
von CpG-ODN untersucht.

Ziel dieser Arbeit ist, den immunstimulatorischen Effekt von repetitiver CpG-ODN-Gabe
besser zu verstehen und mit der Repetition die Wirkung zu verldngern, um CpG-ODNs
somit als Therapeutikum, bei bakteriellen Infektionen, Tumoren und gerade bei Pri-
onkrankheiten wirkungsvoll einsetzen zu konnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Tierversuch und Tierhaltung

Insgesamt 112 je 8 Wochen alte weibliche C57/BL6 Miuse von Charles River (Sulzfeld
Deutschland) wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen gehalten. Die Tiere
hatten freien Zugang zu Futter und Wasser, der Gesundheitszustand wurde regelméBig
von den Tierdrzten und Tierpflegern des Instituts kontrolliert.

Die Tiere wurden in 12 Gruppen zu je 10 Tieren unterteilt. 5 Miuse pro Gruppe waren fiir
Kryohistoblocke bestimmt, die anderen 5 fiir natives Schockgefrieren. Den Mausen wur-
den téglich synthetische Oligodeoxynucleotide intraperitoneal verabreicht. Fiir die dafiir
verwendeten CpG-ODN 1826 ist eine stimulierende Wirkung auf das angeborene Immun-
system aufgrund der zwei enthaltenen CG Sequenzen (TCC ATG ACG TTC CTG ACG
TT) beschrieben (Elvin, S. J. et al. 2006).

Als Negativkontrolle (Neg-ODN) wurde ODN 1982 verwendet. Es enthilt keine CG Se-
quenzen (TCC AGG ACT TCT CTC AGG TT).

Beide Sequenzen wurden durch einen phosphorylierten Hintergrund Nuklease-stabiler
gemacht. Die synthetischen Oligodeoxynucleotide wurden bei MWG (Ebersberg,
Deutschland) bezogen.

Je 10 Mause einer Gruppe erhielten nun an 5 aufeinander folgenden Tagen tiglich eine
intraperitoneale Injektion von 32ug (5nmol) CpG-ODN 1826 (5x-CpG-ODN behandelte
Mause), oder sie erhielten an 7 aufeinander folgenden Tagen eine tédgliche Injektion von
32ug (Snmol) CpG-ODN 1826 (7x-CpG-ODN behandelte Méduse) bzw. an 21 aufeinander
folgenden Tagen (21x-CpG-ODN behandelte Miuse).

Die Kontrollgruppen erhielten jeweils 5/7/21 mal 0,9% NaCl-Losung (Braun Melsungen
AG, Deutschland) (5x-NaCl behandelte Miuse; 7x-NaCl behandelte Miuse, 21x-NaCl
behandelte Miuse) oder 32ug (Snmol) ODN 1982 (5x-Neg-ODN behandelte Miuse, 7x-
Neg-ODN behandelte Méuse, 21x-Neg-ODN behandelte Méuse). Die Tiere wurden nun
nach 5, 7 oder 28 Tagen wihrend bzw. nach der Behandlung durch eine Athernarkose
getotet.

Die Organe der Miuse wurden entnommen, von den 10 Méusen jeder Gruppe wurden
jeweils 5 in Tissue Tek (Sakura, Japan) eingebettet und in fliissigem Stickstoff schockge-
froren, wihrend die jeweils anderen 5 Organe nativ in einem Eppendorf-Rohrchen eben-
falls in fliissigen Stickstoff schockgefroren wurden.

Die Lagerung aller Organe erfolgte bei -80°C bis zur weiteren Verwendung.
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Abbildung 7: Multiple Applikation von CpG Oligodeoxynukleotiden

! Kontrollen wurden mit NaCl bzw. Neg-ODN an identischen Zeitpunkten behandelt

blaue Pfeile: Zeitpunkte der Applikation von CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN

rote Pfeile: Zeitpunkte der Gewinnung von Miusen nach der ersten CpG-ODN-Applikation; das
Zeitintervall zwischen letzter Applikation und der Gewinnung der Méuse betrug bei der 7x-CpG-
ODN an Tag 7 getoteten Gruppe 18h.

? Gewinnung der Miuse: 5x-CpG-ODN behandelte Miuse

7 Tag: 5 aufeinander folgende Applikationen, Gewinnung der Méuse an Tag 7

28 Tag: 5 aufeinander folgende Applikationen, Gewinnung der Miuse an Tag 28

* Gewinnung der Miuse: 7x-CpG-ODN-behandelte Miuse und 21x-CpG-behandelte Miiuse

7 Tag: 7 aufeinander folgende Applikationen, Gewinnung der Miuse 18h nach der letzten Applika-
tion

28 Tag: 21 aufeinander folgende Applikationen, Gewinnung der Mause an Tag 28

Material

3.2.1 Puffer und Losungen

Tris Puffer 60,55 g Tris Base, 87,66 g NaCl

in 300ml a. dest. 16sen, mit konz. HCL auf pH 7,6 einstellen
und auf 1000ml mit a. dest auffiillen= Stamml&sung

Gebrauchslosung: Stammlosung 1:10 verdiinnt mit VE Was-
ser

PBS Puffer 12,7 g Na, HPO4

3,9 g Na H,PO,
85 g NaCl
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In dieser Reihenfolge in 1000ml a dest. 16sen= Stammlo-
sung

Gebrauchslosung: Stammlosung 1:10 verdiinnen und auf pH
7.3 einstellen

TAE Puffer

242,2 g/1 2M Tris und 37,2g/1 100mM EDTA einwiegen und
auf 500ml mit VE Wasser auffiillen. Mit konz. Essigsdure
auf pH 8 einstellen; anschlieBend auffiillen auf 1000ml =
Stammlosung x50

Gebrauchslosung: 1 Teil Stammlosung auf 49 Teile VE
Wasser

DAB Losung

1 Tablette in 10ml Tris Puffer, Lagerung bei -20 °C bis zur
weiteren Verwendung

Pararosanilin-Losung fiir
Chloracetatfirbung

3.2.2 Chemikalien

1.) 50 mg Pararosanilin in 3 ml HCI heif3 16sen, abkiihlen

2.) 2 ml eisgekiihltes 1 M Na Nitrit (0,69 g Na Nitrit + 10 ml
a. dest.) unter Schiitteln bis zum Farbumschlag von braun
nach gelb zu 1. geben (wurde aliquotiert und eingefroren bei
-20°C)

3.) 18 mg Naphtol-AS-D-Chloracetat wurden in 1 ml Di-
methylformamid gelost, und zur unter 2.) entstandenen Lo-
sung gegeben und mit PBS pH 7,3 auf 100 ml aufgefiillt.
Der flockige Niederschlag wurde filtriert.

Aquamount Immumount
Brij 35 Sigma
BSA, Serum-Albumin vom Rind AmpliChem
Eosin Merck
Ethanol, absolut Merck
DAB (Diaminobenzidin) Tabletten Dako
Hiamalaun Merck
Isopropanol Fluka

NaC(Cl Merck

Na, HPO,4 Merck

Na H,PO, Merck
NaOH Merck
Tissue Tek Sakura
Trisbase Sigma
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Trizol Invitrogen
Xylol Merck
Wasser Millipore
DEPC Wasser Amplichem
RNAse off Amplichem
Chloroform Merck
B-Mercaptoethanol Merck
Agarose Merck
SYBR Gold Roche
H,0, Merck
Pararosanilin Merck

Na Nitrit Merck
Naphtol-AS-D-Chloracetat Sigma
Dimethylformamid Merck
Mausnormalserum Dako
Coverquick Labonord
3.2.3 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Mastercycler Eppendorf
Lightcycler Roche
Einmalpasteurpipetten VWR
Objekttriger Superfrost VWR
Kryostat 3540 Leica
Photometer Nano Drop
Lightcycler Kapillaren 20pul Roche
3.2.4 Antikorper

3.24.1 Primérantikorper

Rat anti mouse CD 11 b (1:20 Gehirn; 1:100 Leber)  Serotec
Rabbit anti mouse GFAP (1:500 nur Gehirn) Dako

Rat anti mouse B220 (1:20 nur Leber) BD Pharmingen
Rat anti mouse CD 8 alpha (1:100 nur Leber) Serotec
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3.24.2 Sekundarantikorper
Rabbit anti rat biotinyliert (1:100) Dako

Goat anti rabbit biotinyliert (1:100) Dako

3.2.4.3 Tertidrantikorper
Streptavidin (1:100) Dako

3.2.5 Kits

Mini Kit Qiagen
cDNA Synthese Kit (Superschript II) Invitrogen
Lightcycler-Fast Start DNA Master Plus SYBR Roche
Green

3.2.6 Primer

Der Literatur entnommen und auf ihre Richtigkeit tiberpriift wurden die Primer fiir IL-
12p40 (Sonobe, Y. et al. 2005) und IFNYy (Byun, H. J. et al. 2007). Die Primer fiir TNFa,
Clq, GAPDH, GFAP und STAT3 wurden mit Hilfe des Primerdesignprogramms LC Pro-
be Design entworfen. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Primer jeweils Intron-Exon
Grenzen liberspannen, um die Amplifikation von genomischer DNA auszuschliefen.

Alle Primer wurden von MWG (Ebersberg, Germany) bezogen. Die Primer wurden nach
Herstellerangaben in RNase freiem Wasser gelost und fiir den Gebrauch nochmals im
Verhéltnis 1:10 verdiinnt.

Zielgen Sequenz (5°-3°) Acc. Nr. Linge (bp)

GAPDH NM_008084 175bp

Sense Primer GAG AAA CCT GCC AAG TAT GA
Antisense Primer GGA TGG AAA TTG TGA GGG

GFAP NM_010277  225bp

Sense Primer AGT CCC TCC GCG GCA CGA ACG A

Antisense Primer ACC ATC CCG CAT CTC CAC AGT
CTT TAC CAC

TNFo NM_013693 275 bp

Sense Primer ATG AGC ACA GAA AGC ATG ATC
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Antisense Primer TAC AGG CTT GTC ACT CGA ATT

Clq NM_009777 193 bp

Sense Primer CCA ACG CGA ACG AGA ACT AT
Antisense Primer GTG GTC ACC TGG AAG GTGTT

STAT3 NM_213659- 286 bp
variant]

Sense Primer GCT ATA AGA TCA TGG ATG CG
Antisense Primer CGT GAG CGA CTC AAA C

IFNy NM_08337 129 bp

Sense Primer GCG TCA TTG AAT CAC ACCTG
Antisense Pimer TGA GCT CAT TGA ATG CTT GG

IL-12p40 BC103608 80 bp

Sense Primer GAG CACTCCCCATICCTACT
Antisense Primer CCC TCC TCT GTC TCC TTC AT

3.3 Methoden
3.3.1 Das Prinzip der Real-time PCR

Die Real-time-PCR ist eine Vervielfiltigungsmethode fiir Nukleinsduren, die auf dem
Prinzip der herkommlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) geruht. Sie bietet zusitz-
lich die Moglichkeit der Quantifizierung. Mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen kann wéh-
rend (daher der Name ,,Real Time*) bzw. am Ende eines PCR-Zyklus eine Quantifizie-
rung durchgefiihrt werden. Dadurch unterscheidet sie sich von herkmmlichen quantitati-
ven PCR Methoden (qPCR), die erst nach Ablauf der PCR quantitiativ ausgewertet wer-
den (z.B. kompetitive PCR). Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der
PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung moglich macht. Eine gelelektrophoretische
Auftrennung der Fragmente ist nicht notig, die Daten sind sofort verfiigbar und das Kon-
taminationsrisiko ist gering.

Mithilfe der Real-time PCR kann man auch homozygote von heterozygoten Zellen unter-
scheiden.

Fiir die Real-time-PCR wird oft die Abkiirzung RT-PCR verwendet, was aber zu Ver-
wechslungen fithren kann, da auch die Reverse-Transkriptase-Polymeraseketten-Reaktion
so abgekiirzt wird. Korrekt wird in diesem Fall also von quantitativer Real-time RT-PCR
gesprochen.
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3.3.1.1 Detektionsmethoden

3.3.1.1.1 Interkalierende Farbstoffe

Die einfachste Moglichkeit der Quantifizierung der PCR-Produkte ist die Nutzung von
DNA Farbstoffen (z.B. Ethidiumbromid oder SYBR Green I). Diese Fluoreszenzfarbstof-
fe lagern sich in die DNA ein (interkalieren) bzw. binden an die doppelstringige DNA,
wodurch die Fluoreszenz dieser Farbstoffe ansteigt. Die Zunahme der untersuchten DNA
korreliert daher mit der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus.

Ein Nachteil dieses Verfahrens ist die geringe Spezifitit, da zwischen verschiedenen
PCR-Produkten nicht unterschieden werden kann. Auflerdem konnen keine Multiplex-
Messungen durchgefiihrt werden.

Nach abgelaufener PCR wird eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Anhand dieser
wird die Fragmentlinge und dadurch die Spezifitit bestimmt. Bei einer Schmelzkurven-
analyse wird die DNA aufgeschmolzen, indem die Temperatur langsam kontinuierlich
erhoht wird (50°C—>95°C). Bei einer Fragment-spezifischen Schmelztemperatur wird der
Doppelstrang wieder ein einzelstriangiges Molekiil. Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff
(z.B. SYBR Green I) freigesetzt und es wird eine Fluoreszenzzunahme registriert, da die
doppelstringige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen héheren Schmelzpunkt hat
als unspezifisch entstehende Primerdimere. So ist eine Unterscheidung moglich. Die Ho-
he des Peaks der Schmelzkurve gibt anndhernd Auskunft tiber die Menge des gebildeten
Fragments. In dieser Arbeit wurde mit SYBR Green I gearbeitet.

3.3.1.1.2 FRET-Sonden

Eine andere Moglichkeit ist, den Forster resonance energy transfer (FRET) auszunutzen.
Ein Donor-Fluorochrom (Reporter), das durch eine Lichtquelle angeregt wird, gibt einen
Teil seiner Energie an ein sich in ausreichender Nihe befindliches Akzeptor-Fluorochrom
(bzw. einen "dunklen" Quencher) ab. Nimmt der Abstand zwischen Akzeptor und Donor
zu, so nimmt FRET und somit das Fluoreszenzsignal des Akzeptors ab, wihrend das des
Donors zunimmt. Diese Methode ist sehr aufwendig und teuer, bietet aber die Vorteile der
hohen Spezifitit des Essays.

3.3.1.1.3 LightCycler-Sonden (auch Hybridisierungs-Sonden)

Die einfachste Moglichkeit der Nutzung des FRET zur Quantifizierung von Nukleinsédu-
ren besteht in der Verwendung von LightCycler-Sonden. Zwei verschiedene, jeweils mit
einem FRET-Donor bzw. FRET-Akzeptor markierte Oligonukleotide, die nebeneinander
an die Ziel-Sequenz binden und damit die Fluorochrome in eine fiir den FRET ausrei-
chende Nihe bringen, konnen als Sonden fiir die Quantifizierung der PCR-Produkte ein-
gesetzt werden.

3.3.1.1.4 TagMan®-Sonden (auch Hydrolyse-Sonden)

Eine weitere hiufig genutzte Moglichkeit des FRET besteht in der Anwendung einer
Sonde, die an ihrem einen Ende mit dem Quencher, an ihrem anderen Ende mit einem
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (z.B. TAMRA und FAM) markiert wird (Double-Dye-
Oligos, TagMan®-Sonde). Wenn die Tag-Polymerase, die zusitzlich eine Exonuklease-
Aktivitit besitzt, die Sonde wihrend der Synthese des Gegenstranges am 5'-Ende abbaut,
entfernen sich dadurch Quencher und Fluorophor voneinander und eine steigende Repor-
ter-Fluoreszenz kann gemessen werden.
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3.3.1.1.5 Molecular Beacons

Eine weitere Moglichkeit der Echtzeit-Quantifizierung von PCR-Produkten unter Ausnut-
zung des FRET bietet die Nutzung von Molecular Beacons als Sonden. Molecular Bea-
cons sind Oligonukleotide, die sowohl mit einem Reporter-Fluorophor als auch mit einem
Quencher gekoppelt sind. Die Nukleotide am 5'-Ende der Sonde sind denen am 3'-Ende
komplementir, so dass sich eine fiir Molecular Beacons charakteristische Sekundirstruk-
tur ausbilden kann. In diesem als stem-loop (=Stamm-Schleife) bezeichneten Zustand
zeigt der Reporter durch seinen geringen Abstand zum Quencher keine Fluoreszenz.
Durch Anlagerung der Schleifen-Region an eine komplementdre DNA-Sequenz wihrend
eines PCR-Zyklus wird der Abstand zwischen Quencher und Reporter vergroflert. Eine
Reporter-Fluoreszenz kann somit beobachtet werden.

3.3.1.1.6 Scorpion-Primer

Scorpion-Primer sind komplexe Oligonukleotide, welche die Eigenschaften von Real-
Time-PCR-Sonden und PCR-Primern in einem (Uni-Scorpion) oder zwei Molekiilen (Bi-
Scorpion) vereinigen. Ahnlich den Molecular Beacons besitzen sie eine charakteristische
Sekundirstruktur mit einer selbstkomplementidren Schaft-Region, deren Enden mit einem
Reporter-Fluorophor und einem Quencher modifiziert wurden. Zusitzlich tragen diese
Sonden am 3'-Ende einen PCR-Primer. Wihrend eines PCR-Zyklus kann mit steigender
DNA-Konzentration eine Reporter-Fluoreszenz durch Anlagerung der Loop-Region an
eine komplementidre DNA-Sequenz und ein damit verbundener vergrof3erter Abstand zwi-
schen Quencher und Reporter beobachtet werden.

3.3.1.1.7 Lux®-Primer

Lux®-Primer sind mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Oligonukleotide, deren Fluo-
reszenzintensitit von ihrer jeweils chemischen Umgebung abhéngt. Werden diese Primer
wihrend einer PCR in eine DNA eingebaut, kann eine Zunahme der Fluoreszenz beo-
bachtet werden (www.wikipedia.de).

3.3.1.2 Das Lightcycler Instrument

Der Lightcycler besteht im Wesentlichen aus einem Thermocycler (Wittwer, C. T. et al.
1990) und einer optischen Einheit. Im Thermocycler wird die Temperatur wihrend der
einzelnen Schritte der PCR reguliert. Im Gegensatz zum Heizblock der konventionellen
PCR wird hier Raumluft durch einen kleinen Ventilator in das Instrument und dort iiber
eine Heizspirale geleitet und erwiarmt. Aufgrund der geringen Wirmekapazitit der Luft
ermdglicht dies eine sehr schnelle Temperaturdnderung des Probenmaterials von bis zu
20°C/Sekunde sowie eine Genauigkeit von +0,3°C. In dieser Einheit befindet sich weiter-
hin das Probenkarussell, in dem 32 Borosilikat-Glaskapillaren mit einem Probenvolumen
von je 20 bzw. 100ul Platz finden. Das gro3e Oberflachen- zu Volumen-Verhiltnis der
Glaskapillaren begiinstigt dabei ebenfalls die kurze Zyklendauer durch rasches Aufheizen
und Abkiihlen der Proben in den Kapillaren. Ein Motor im Probenkarussell bringt die ein-
zelnen Kapillaren in die korrekte Position zur optischen Einheit. Dort findet die Detektion
der PCR Produkte statt. Die optische Einheit misst iiber Photodioden die Fluoreszenz, die
von der Spitze der Kapillare ausgeht. Damit kann die Amplifikation in Echtzeit am Moni-
tor simultan dargestellt und verfolgt werden. Die Messzeit pro Kapillare liegt bei ca. 20
Millisekunden. Die Analyse der Daten erfolgt durch die Lightcyclersoftware (Version 3.5).
Mit dem Lightcycler ldsst sich somit eine komplette PCR in weniger als einer Stunde
durchfiihren.
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines Lightcyclers
(Quelle: Roche)

3.3.1.3 Quantifizierung

Fiir die Quantifizierung konnen verschiedene Rechenmodelle herangezogen werden. In
den meisten Fillen wird ein Referenzgen (z.B. GAPDH oder -Aktin) mit gemessen, um
einen relativen Mengenvergleich zu bekommen (relative Quantifizierung). Andere, weit-
aus kompliziertere Methoden ermdoglichen eine absolute Quantifizierung, wobei die ge-
naue Anzahl der in der Probe vorhandenen Templates bestimmt werden kann.

3.3.1.3.1 CT-oder auch Cp-Wert

Der Verlauf einer PCR lisst sich in drei Phasen unterteilen. Zuerst eine frithe Phase, bei
der die Templatemenge begrenzt und die Wahrscheinlichkeit, dass sich Template, Primer
und Polymerase treffen suboptimal ist. In der frithen Phase iibertreffen Hintergrundsignale
diejenigen des PCR-Produktes. Die zweite Phase ist eine exponentielle Wachstumsphase
(Log-Phase). Die dritte Phase wird als Plateau-Phase bezeichnet. Hier ist die Menge des
DNA Produktes derart angestiegen, dass es zur Hemmung durch dieses kommt. Produkt-
fragmente hybridisieren jetzt haufiger miteinander. Die Substrate werden langsam ver-
braucht und letztlich werden die Polymerasen und Nukleotide durch die Hitze langsam
zerstort. Ein exponentieller und daher quantifizierbarer Anstieg findet daher nur in der
Log-Phase statt. Um immer am Anfang der exponentiellen Phase messen zu konnen wird
hiufig der CT-Wert (Threshold Cycle= ,,Schwellenwert-Zyklus*) bzw. Cp-Wert (Cros-
sing Point) verwendet, der den Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszenz erstmalig signi-
fikant iiber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.
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Darstellung der gemessenen Fluoreszenz gegen die Zyklenzahl. Cp= Crossing Point

3.3.1.3.2 Effizienz

Die Effizienz kann auf verschiedene Arten berechnet werden, die sich in ithrem Ergebnis
leicht unterscheiden. Die einfachste Art ist die Effizienz E mit Hilfe der Steigung m einer
Standardkurve zu berechnen.

E=10"""1

Eine andere Moglichkeit ist die Darstellung der ermittelten Crossing Points (Cp) gegen
die Kopienzahl (Ty) der Verdiinnungen.

Cp=-(1/1ogE)*logT,+(logK/logE)

(K) beschreibt die Kopienzahl am Crossing Point, die fiir alle Verdiinnungen an diesem
Punkt gleich ist. Die Amplifikationseffizienz (E) kann Werte zwischen groflergleich 1 und
kleinergleich 2 annehmen. Ein Wert von 2 entspricht der Verdoppelung der DNA pro
PCR-Zyklus und damit der theoretisch besten Effizienz. Ein Wert von 1 ist hingegen
gleichbedeutend mit keiner Amplifikation. Die Effizienz ist unter anderem von der Ziel-
DNA abhingig. Da das Ausgangsmaterial dasselbe ist, liegen in den Verdiinnungsstufen
auch gleiche Amplifikationseffizienzen vor.
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3.3.1.3.3 Absolute Quantifizierung

Eine absolute Quantifizierung ist aufwindig und fehleranféllig. So muss fiir diese Art der
Quantifizierung beispielsweise die Effizienz der reversen Transkription bestimmt werden,
die zwischen 5 und 95% liegen kann. Das wird z.B. durch die Verwendung synthetisierter
RNA bekannter Mengen bewerkstelligt.

3.3.1.3.4 Relative Quantifizierung

Hierfiir wird eine interne Kontrolle bendtigt. Eine interne Kontrolle kann ein Gen-
Transkript sein, dessen Signal verwendet wird, um Variationen in der Ausgangsmenge der
eingesetzten RNA auszugleichen. Dieses wird als Normalisierung bezeichnet. Weil die
Gesamtanalyse auf diesem Signal basiert, ist die Wahl der internen Kontrolle ein wichti-
ger Aspekt des Experiments. Die ideale interne Kontrolle ist leicht zu detektieren und
seine Expression sollte wihrend des Zellzyklus, zwischen Zelltypen oder als Antwort auf
die experimentelle Behandlung nicht variieren. Fiir diesen Zweck werden gerne die Hou-
sekeeping-Gene B-Aktin oder GAPDH verwendet.

Dabei entsteht eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem Logarith-
mus der eingesetzten Menge und dem CT- Wert. Ist die Ausgangsmenge bekannt, kann
eine Standardkurve durch Auftragen des Logarithmus der Ausgangsmenge gegen den CT-
Wert konstruiert werden. Durch die Geradengleichung x=(CT-b)/m kann an der Standard-
kurve fiir jede unbekannte Probe der Logarithmus der Kopienzahl bestimmt werden. Alle
Proben werden normalisiert, indem die errechnete Kopienzahl des Target-Gens durch die
Kopienzahl der internen Referenz geteilt wird: Gen (normalisiert)=Kopienzahl Target/
Kopienzahl Referenz.

Die unterschiedliche Expression zweier Proben relativ zueinander lésst sich als Quotient
darstellen und ergibt eine n-fache Expression: Gen (normalisiert) (Gruppe A)/Gen (nor-
malisiert) (Gruppe B) = n-fache Expression Gruppe A zu Gruppe B.

3.3.1.3.5 Berechnung nach der AA-CT-Methode

Die unterschiedliche Expression wird als n-fache Expression mit Hilfe des AA-CT-Wertes
angegeben. Wichtig bei diesem Verfahren ist eine gleiche Effizienz der beiden beteiligten
PCR-Reagenten. Die CT-Werte werden hierbei einfach voneinander abgezogen (A-CT),
die beiden A-CT-Werte der einzelnen Gruppen (z.B. krank/gesund, mit/ohne Behandlung)
werden weiterhin voneinander abgezogen (AA-CT-Wert) und in die Gleichung n-fache
Expression /Gruppe A zu Gruppe B) = 2 eingesetzt. Um die Genauigkeit der Methode
noch zu erhdhen, wurde die Formel um die Effizienz des jeweiligen PCR-Ansatzes, die
zuvor in einem Probelauf iiber eine Standardkurve bestimmt wurde, erweitert
(www.wikipedia.de).

3.3.1.4 RNA Isolierung

Die Isolierung der RNA der Gehirne und Lebern erfolgte mittels TRIzol (Invitrogen,
Karlsruhe) nach Herstellerangaben.

Von den zu untersuchenden Organen wurden immer 5 Stiick gleichzeitig bearbeitet um
eine ausreichend hohe Arbeitsgeschwindigkeit zu ermoglichen und um eine RNA Dege-
nerierung moglichst auszuschlieBen. Die Organe, die bei -80°C gelagert waren, wurden
auf Eis gestellt und es wurden so schnell wie moglich zu jedem Gehirn, die im Schnitt ca.
280g wogen und zu jeder Leber, die im Schnitt 380g wogen 3ml TRIzol zugegeben. Die
Gehirne wurden daraufhin in einen Erlenmeyerkolben aus Glas iiberfiihrt, der vorher mit
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RNase off und DEPC Wasser gespiilt worden war. Nun wurden die Organe in dem Er-
lenmeyerkolben homogenisiert.

Nach vollstindiger Homogenisation wurden die Proben zu jeweils einem Milliliter in
neue 1,5ml Eppis aliquotiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 10min und 12000g
bei 4°C. Der Uberstand wurde in ein neues Eppi gekippt, die Zellreste verworfen. Das
Gemisch wurde 5Smin bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschlieend wurden 200ul Chloroform dazugegeben. Die Proben wurden nun ca. 15sek
von Hand geschiittelt und dann 3min bei Raumtemperatur inkubiert.

Nun wurden die Proben 15min bei 4°C und 12000g zentrifugiert.

Durch diesen Ablauf erhilt man nun 3 Phasen. Die unterste rosafarbene Phase besteht aus
Phenol-Chloroform und enthilt die DNA und die Proteine. Die mittlere Phase ist sehr
schmal und weiBlich und enthélt ebenfalls einiges an Protein. Die oberste Phase ist wiss-
rig und enthilt die RNA.

Nun wurde ganz vorsichtig die wissrige, oberste Phase abpipettiert und in ein neues Eppi
tiberfiihrt. Es wurde penibel darauf geachtet nichts aus der Interphase zu verschleppen.

Jetzt wurden der wissrigen Phase 500ul Isopropanol zugesetzt, kurz geschiittelt und die
Probe 10min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend 10min bei 4°C und 12000g
zentrifugiert.

Dadurch entsteht ein Gel-artiges RNA Prizipitat, das sich am Boden absetzt. Das Isopro-
panol wurde vorsichtig und moglichst vollstiandig entfernt und das Pellet luftgetrocknet.

Nach der Trocknung wurden 1ml 75% Ethanol zugegeben und das Pellet bis zur weiteren
Verwendung bei -20° C gelagert.

3.3.1.5 RNA clean up

Um eine hochwertige, reine RNA zu erhalten wurde an die TRIzol Isolierung eine Aufrei-
nigung inklusive DNA Verdau, mit dem Mini Kit (Qiagen, Hilden), dem Protokoll des
Herstellers folgend, angeschlossen.

Die durch TRIzol isolierten Proben wurden bei 7000g und 4°C fiir Smin zentrifugiert. Das
Ethanol wurde abgenommen und das Pellet an der Luft getrocknet. Nun wurden 100ul
H,0 dazugegeben und fiir Smin bei 55°C inkubiert um das Pellet vollstindig zu 16sen.

Den Proben wurden nun 350ul RLT Puffer und 250ul 100% Ethanol zugegeben und alles
durch pipettieren gut vermengt.

Nun wurde das gesamte Volumen von 700ul auf eine RNeasy Mini Sédule geladen und
durch Zentrifugation fiir 15sek und 8000 g in ein 2 ml Réhrchen tiberfiihrt.

Die durchgeflossene Fliissigkeit wurde verworfen und die RNeasy Mini Siule in ein neu-
es 2ml Rohrchen iiberfiihrt.

Es folgte die Zugabe von 350ul RW 1 Puffer mit anschlieBender Zentrifugation fiir 15sek
bei 8000g. Der Durchfluss wurde verworfen.

Auf die Membran der Sdule wurden nun 10ul DNase I Losung und 70ul RDD Puffer zu-
gegeben und fiir 15min bei Raumtemperatur inkubiert, um einen moglichst vollstindigen
DNA Verdau zu gewihrleisten.

Nun wurde die Sdule nochmals mit 350ul RW 1 Puffer gespiilt. Der dazugehorige Zentri-
fugationsschritt wiirde ebenfalls fiir 15sek bei 8000g durchgefiihrt.
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Nun wurden 500ul RPE Puffer dazugegeben und das Ganze fiir 15sek und 8000g zentri-
fugiert, um die Sdule zu waschen.

Der Durchfluss wurde abermals verworfen und es wurden nochmals 500ul RPE Puffer
dazugegeben und diesmal fiir 2min bei 8000g zentrifugiert. Jetzt wurde die Sdule sehr
vorsichtig aus dem Rohrchen gehoben, um es zu keiner Ethanolverschleppung kommen
zu lassen.

Die Sdule wurde nun in ein 1,5ml Roéhrchen gesteckt und 30ul RNase freies Wasser auf
die Membran gegeben und fiir Imin bei 8000g zentrifugiert, um die RNA zu eluieren.

3.3.1.6 Bestimmung des RNA Gehalts

Die Bestimmung des RNA Gehaltes erfolgte gleich im Anschluss an die RNA Aufreini-
gung. Der RNA Gehalt wurde mit einem Spektrophotometer (Nano, Drop, USA) gemes-
sen. Dazu wurde das Gerit zuerst mit 1,5ml RNase freiem Wasser geeicht und dann der
Leerwert anhand desselben Wassertropfens eingestellt.

Nun wurde erneut 1,5ul RNase freies Wasser aufgetragen und gemessen. Diese Prozedur
wurde wiederholt bis bei 3 hintereinander gemessenen Wasserproben der gemessene Wert
nicht mehr als + 0,4 von 0 abwich.

Nun wurde mit dem Messen der RNA Proben begonnen.

Es wurden ebenfalls 1,5ul Probe aufgetragen und gemessen. Jede Probe wurde mit einem
jeweils neuen Tropfen zweimal gemessen und der Mittelwert gebildet. Auerdem wurde
auf eine schone Extinktionskurve bei der Wellenldnge 280/260 Wert gelegt, um eventuel-
le RNA Degenerationen auszuschlieBen. Der ungefihre durchschnittliche RNA Gehalt lag
bei 2000ng/ul.

Nach der Messung wurde die RNA bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.3.1.7 c¢DNA Synthese

Da man fiir die Real time PCR DNA benétigt, muss die RNA zuerst in DNA umgeschrie-
ben werden. Dies wird mit Hilfe der copy DNA bewerkstelligt.

Fiir die cDNA Synthese wurde immer eine RNA Menge von 3ug eingesetzt. Das war bei
jeder Probe eine unterschiedlich gro3e Menge in ul. Entsprechend dem RNA Gehalt wur-
de mit einer unterschiedlichen Menge an RNase freiem Wasser auf 11ul aufgefiillt. Nun
wurden jeweils 1ul Oligo dT15 Primer (Konz: 500ug/ml) und 1ul 10mM dNTP Mix da-
zugegeben.

Die Mischung wurde kurz zentrifugiert, fiir Smin auf 65°C erhitzt, anschlieend kurz auf
Eis abgekiihlt und noch mal kurz zentrifugiert.

Nun wurden 4ul 5x First-strand Puffer und 2ul 0,1 M DTT dazugegeben.
Das Ganze wurde durch pipettieren gut vermengt und bei 42°C 2min inkubiert.

Danach folgte die Zugabe von 1ul reverser Transkriptase in Form der Superscript II. Nach
einer darauf folgenden Inkubation von 50min bei 42°C wurde die Temperatur fiir weitere
15min auf 70°C gesteigert.

Als Kontrolle wurde in jedem Lauf eine zusitzliche Probe wie oben beschreiben mitge-
fiihrt, bei der aber anstelle des Enzyms Superscript II RNase freies Wasser zugegeben
wurde (RT"), die dann bei der jeweiligen Real time PCR mitgetestet wurde um sicherzu-
gehen, dass keine genomische DNA amplifiziert wird.
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Die gewonnene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.3.1.8 Real-time PCR

Die mittlerweile gut etablierte Technik der Real-time PCR erlaubt eine sehr sensitive und
spezifische Quantifizierung von Nukleinsduren (Arya, M. et al. 2005); (Overbergh, L. et
al. 2003); (Giulietti, A. et al. 2001).

Als Housekeeping-Gen wurde in dieser Studie das dafiir geeignete GAPDH verwendet
(Winer, J. et al. 1999).

Die Real-time PCR wurde mit dem Lightcycler (Roche, Deutschland) nach der SYBR
Green Methode durchgefiihrt.

Die Bereitung des Master Mix erfolgte, indem pro Reaktion 12ul H,O, je ein 1ul Primer
(Konz. im Endvolumen 10uM) und 4ul SYBR Green vorgelegt wurden. Es wurde immer
1 Reaktion mehr angesetzt als benotigt wurde.

Die cDNA wurde, soweit nicht anders erwéhnt 1:10 verdiinnt. Es wurden Duplikate ange-
setzt und in die vorgekiihlten Kapillaren pipettiert, so dass sich am Ende in jeder Kapillare
18ul Master Mix und 2ul cDNA befanden. Die Kapillaren wurden 15sek bei 700 g zentri-
fugiert. In jedem Lauf wurde eine Probe mitgefiihrt, in die statt cDNA H,O gegeben wur-
de und eine Probe aus der cDNA Synthese, die keine reverse Transkriptase enthielt, um
sicher zu gehen, dass keine genomische DNA mit amplifiziert wurde.

AufBerdem wurde in jedem Lauf immer ein Duplikat eines sogenannten Kalibrators mitge-
fiihrt, das heift, es wurde immer ein und dieselbe Probe mit amplifiziert, um Abweichun-
gen zwischen den Laufen standardisieren zu kdnnen.

Fiir jedes Gen wurde auflerdem eine Standardkurve erstellt mit den Verdiinnungen 1:10,
1:20, 1:40, 1:80 und 1:160. Fiir IL-12p40, IFNY und TNFa wurden niedrigere Verdiin-
nungstufen gewdhlt. Hier wurde eine Verdiinnungsreihe mit unverdiinnter cDNA, 1:2, 1:4,
1:8 und 1:16 verwendet. Da es sich um ,,Jow copy Gene* handelt, konnten bei den hohe-
ren Verdiinnungen keine sicheren Ergebnisse erzielt werden.

Mit den Standardkurven konnte die Amplifizierungseffiziens bestimmt werden, die bei
allen untersuchten Genen ~ 2 betrug.

Die Zyklusbedingen fiir die Amplifikation lauteten wie folgt: Initiale Denaturierung bei
95°C fiir 10 Minuten, 45 Zyklen (50 fiir IL-12p40 und TNFa) bei 95°C fiir 10 Sekunden
(Denaturierung), gefolgt von einer Annealingtemperatur (Hybridisierung) von 59°C (57°C
fir GAPDH, 62°C fiir IL-12p40) fiir 5 Sekunden und einer Elongation bei 72°C fiir
10 Sekunden. Es folgte eine finale Extension bei 40 °C fiir 30 Sekunden. Die entstande-
nen Schmelzkurven wiesen jeweils nur einen Peak auf, was auf eine spezifische Amplifi-
kation der entsprechenden Gene zuriickzufiihren ist. In der negativ- und RT ~ Kontrolle
fanden sich keine Peaks. In seltenen Fillen kam es zu einem Peak an anderer Stelle als der
Gen-spezifische Peak selbst, was auf die Bildung von Primerdimeren zuriickzufiihren ist.
Da diese Peaks jedoch nicht auf den, fiir das Gen spezifischen Peaks und des Weiteren in
einem niedrigerem Temperaturbereich liegen, konnen sie vernachlidssigt werden.
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Abbildung 10: Real Time PCR

A: schone Amplifikationskurven mit sauberer Neg-Kontrolle auf der Null-Linie
B: Neg-Kontrolle offenbar kontaminiert (griin)

C: Genspezifischer Schmelzpunkt mit sauberer Neg-Kontrolle auf der Null-Linie
D: unspezifische Reaktion

3.3.1.9 Agarose Gelelekrophorese

Obwohl bei der Real-time PCR in einer Melting Peak Analyse jeweils nur eine spezifi-
sche Spitze erkennbar war, ist die Richtigkeit der amplifizierten Gene zusétzlich mit Hilfe
einer Gelelektrophorese bestétigt worden.

Fiir ein kleines Gel wurden 0,8 g Agarose abgewogen und in 50 ml TAE Buffer unter
Erhitzen in der Mikrowelle gelost. Nach Losen der Agarose wurde 1ul SYBR Gold dazu-
gegeben und das Gel gegossen.

0,5ul der Probe wurde mit 0,5ul Loading Solution und 0,5u1 TAE gemischt und aufgetra-
gen. Als Marker diente ein 100 Basenpaarmarker.

Die amplifizierten Stiicke hatten jedes Mal die richtige Grof3e und waren auch das einzige
sichtbare Bruchstiick.

3.3.1.10 Statistische Auswertung

Die Rohdaten der quantitativen Real-time PCR wurden anhand der Z'AACt Methode (Livak,
K. J. et al. 2001) ausgewertet. Die Primereffizienzen aller untersuchten Gene waren sehr
dhnlich (~2). Die absoluten Expressionswerte wurden gegen das Housekeeping Gen
GAPDH normalisiert und eine Ratio zu NaCl behandelten Médusen gebildet. Die mRNA
Induktion wurde als Z'MCt dargestellt.

Fiir die Auswertung der darauthin entstandenen Daten wurde das Statistikprogramm Sig-
ma Plot (Version 2; Seriennummer: 7408643) verwendet. Um die statistische Signifikanz
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zu iiberpriifen wurde mit dem Students t-test gearbeitet. In den Fillen in denen eine zu
grof3e Varianz vorlag, wurde der Mann-Whitney Test verwendet.

Eine statistische Relevanz wurde ab einem P-Wert von <0,05 als gegeben erachtet.
3.3.2 Histologische Fiarbungen

3.3.2.1 Schnittherstellung

Mit einem Kryostat (Leica) wurden von den in Tissue Tek eingebetteten Kroyhistoblo-
cken jeweils Sum (Leber) bzw. 10um (Gehirn) dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden
ca. 30min an der Luft getrocknet und anschlieend bis zur weiteren Verwendung bei
-20°C gelagert.

3.3.2.2 Hiamotoxylin-Eosin-Firbung

3.3.2.2.1 Prinzip der Methode

Die Hidmatoxylin-Eosin-Farbung (HE) ist ein Féarbeverfahren der histologischen Technik,
mit dem die verschiedenen Strukturen eines feingeweblichen Schnittes angefirbt werden
konnen. Es ist die weltweit iibliche Routinefarbung fiir die morphologische Diagnostik
zur Erstellung von feingeweblichen Befunden. Der Pathologe kann mithilfe dieser Uber-
sichtsfarbung krankhafte Verdnderungen in Biopsien und Operationspriparaten erkennen.
Sie dauert je nach verwendeten Protokollen und Firbelosungen zwischen 5 und 45 Minu-
ten und ist Teil einer umfangreichen Gewebeverarbeitung, die ein bis mehrere Tage um-
fasst.

Héamatoxylin ist ein natiirlicher Farbstoff aus dem Blauholzbaum. Um seine fiarbenden
Eigenschaften zu entwickeln muss es zu Himalaun (basischer Himateinlack) aufbereitet
werden. Hamalaun farbt alle sauren/basophilen Strukturen blau (DNA; Zellkern; raues
Endoplasmatisches Retikulum usw.). Eosin (synthetischer Farbstoff) farbt alle acidophi-
len/eosinophilen/basischen Strukturen rot, was vor allem die Zellplasmaproteine umfasst.
Nach der H-Firbung erscheinen die Zellkerne zunichst rétlich-braun aufgrund des niedri-
gen pH-Wertes der Firbelosung. Durch Erhohung des pH-Wertes (Blduen) schlidgt der
Farbton in das typisch blau-violett um. Gebldaut wird durch Spiilen in Leitungswasser.
Anschlieend folgt die Zytoplasma-Fiarbung in einer alkoholischen oder wissrigen Lo-
sung von Eosin. Durch weitere Spiilschritte iber Alkoholldsungen in aufsteigender Kon-
zentration bis hin zu absolutem Alkohol, wird das Wasser aus dem Gewebeschnitt ver-
driangt. SchlieBlich wird der entwésserte Schnitt in einem organischen Losungsmittel (z.B.
Xylol) geklart und kann nun mit einem acrylathaltigen Eindeckmedium und einem Deck-
glidschen bedeckt werden. So bleiben Schnitt und Féarbung fiir Jahrzehnte erhalten und
mikroskopierbar.

3.3.2.2.2 Durchfiihrung

Die Schnitte wurden unmittelbar aus dem Gefrierschrank in 100% Alkohol getaucht um
Gefrierartefakten vorzubeugen. Die Schnitte durchliefen nun eine absteigende Alkohol-
reihe und wurden jeweils ca. 1min in 96% und 70% Alkohol und anschliefend in Aqua
dest. getaucht. Es folgten 10min in Himalaun und anschlieBend ein 5 miniitiges Bliduen in
Leitungswasser. Darauthin wurden die Schnitte fiir 30sek in Eosin getaucht und dann in
Aqua dest. gespiilt. Die Schnitte durchliefen nun eine aufsteigende (70%, 96%, 100%)
Alkoholreihe an deren Ende ein Bad in Xylol lag. Die Schnitte wurden aus dem Xylol
heraus mit Coverquick eingedeckelt.
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3.3.2.3 Chloracetat-Esterase-Firbung

3.3.2.3.1 Prinzip der Methode

Die Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase bewirkt die enzymatische Hydrolyse von Naph-
tol AS-D Chloracetat zu einer Naphtholverbindung. Diese reagiert in einer Kopplungsre-
aktion mit einem Diazoniumsalz zu einem wasserunldslichen rotvioletten Azofarbstoff.

Die Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase zeigt in reifen und unreifen Granulozyten eine
deutliche Reaktion. In Myelozyten, Metamyelozyten, Stabkernigen und Mastzellen lassen
sich intensive Enzymaktivititen nachweisen. Enzymaktivititen werden teilweise in leu-
kdmischen Myeloblasten, Promyelozyten und in Auer-Stibchen gefunden. Monozyten
zeigen gelegentlich Aktivitdten. Keine bzw. sehr schwache Reaktionen zeigen Eosinophi-
le, Basophile, Megakaryozyten, Lymphozyten, Plasmazellen und die Vorldufer der roten
Blutzellen.

3.3.2.3.2 Durchfiihrung

50 mg Pararosanilin wurden in 3ml HCI 1N heil} gelost und abgekiihlt. 2 ml eisgekiihltes
IM Na Nitrit (0,69g Na Nitrit + 10 ml a. dest.) wurde unter standigem Schiitteln zu der
Pararosanilin-Losung gegegeben bis ein Farbumschlag von braun nach gelb erfolgte und
anschliefend Smin bei Raumtemperatur inkubiert. Die dabei entstandene Losung wurde
auf Vorrat aliquotiert und bei -20°C eingefroren.

18 mg Naphtol-AS-D-Chloracetat wurde in 1 ml Dimethylformamid-gelost. Das Ganze
wurde zu einem Aliquot Pararosanilinlosung gegeben und mit PBS pH 7,3 auf 100 ml
aufgefiillt. Die dabei entstehende rosa Losung wurde durch Filtration von dem entstehen-
den flockigen Niederschlag befreit.

Die Schnitte durchliefen eine absteigende Alkoholreihe bis zum a. dest, wurden in PBS
gespiilt und anschlieBend 1 h in der rosa Pararosanilin-Losung inkubiert. Es folgte ein
Spiilschritt in Leitungswasser und eine Kernfarbung mit Hamalaun. Die Schnitte wurden
mit Aquamount eingedeckt.

3.3.2.4 Immunhistochemie

3.3.2.4.1 Das Prinzip der ABC-Methode mit DAB als Substrat

Heutzutage ist diese Fidrbemethode die am meisten eingesetzte. Die Avidin-Biotin-
Komplex (ABC) Methode ist ein immunhistochemisches Verfahren zum indirekten
Nachweis von Antigenen. Das Prinzip beruht dabei auf einem die Farbreaktion verstir-
kenden Effekt von Enzym-anti-Enzym Immunkomplexen.

Dazu wird zuerst der Primérantikérper mit dem zu untersuchenden Gewebeschnitt inku-
biert, wobei er an das nachzuweisende Antigen bindet. Je nach Spezies, in welcher der
Primirantikorper erzeugt wurde, muss anschlieBend ein passender Briickenantikorper
aufgetragen werden. Dieser Briickenantikorper ist biotinyliert und stellt die Verbindung
zum als néchstes aufgetragenen Streptavidin da. Das Prinzip basiert auf der hohen Affini-
tiat von Streptavidin (Streptomyces avidinii) oder auch Avidin (Hiihnereiweif3) fiir Biotin.
Streptavidin und Avidin besitzen jeweils vier Bindungsstellen fiir Biotin.

Die Reihenfolge der Applikation ist unkonjugierter Primérantikorper + biotinylierter Se-
kundirantikorper + enzymmarkiertes Streptavidin + Substratlosung/Chromogen (in die-
sem Fall DAB)—> Farbe. Als Enzym wird Meerrettichperoxidase verwendet. Die ABC-
Methode hat eine sehr hohe Sensitivitiit.



Material und Methoden 44

{Strept-) Avidin-
Biotin-

\ x Enzymkomplex

Briicken-
antikérper,
biotinyliert

)k Primérantikdrper

(Strept-) Avidin-Biotin-Complex
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Abbildung 11: Prinzip der ABC-Methode

(Quelle: www.pathologie-online.de)

3.3.2.4.2 Der GFAP Antikorper

Dieser Antikorper ist ein sehr spezifisches Mittel das fibrilldre saure Gliafaserprotein
(GFAP), das hauptsichliche Zwischenfilament der gereiften Astrozyten (Eng, L. F. et al.
2000), darzustellen. GFAP ist astrozytenspezifisch und somit ein spezifischer Marker zur
Identifikation der Astrozyten im zentralen Nervensystem (ZNS) unter normalen und pa-
thologischen Konditionen.

GFAP ist ein 50 kDa intrazytoplasmatisches filamentoses Protein, welches einen Anteil
des Zellskeletts in Astrozyten bildet. Es ist der spezifischste Marker fiir Zellen astrozyti-
rer Herkunft. Funktionell wird GFAP als wichtig in der astrozytischen Motilitdt und der
Form erachtet, die den astrozytischen Prozessen strukurelle Stabilitit bietet. Bei einer
Verletzung des ZNS, verursacht durch Trauma, genetische Stérungen oder Chemikalien,
proliferieren Astrozyten und zeigen eine extensive Hypertrophie des Zellkorpers und der
Fortsidtze, GFAP wird merklich hochreguliert. Im Gegensatz dazu gibt es bei einer erhoh-
ten astrozytischen Malignitidt einen progressiven Verlust der GFAP-Produktion. Somit
haben maligne Astrozytome weniger Tumorzellen, die sich positiv und intensiv nach
GFAP verfirben, als es weniger maligne Astrozytome und normale Gehirnspezies tun
(Rutka, J. T. et al. 1997) (www.dakogmbh.de).

3.3.2.4.3 Der B220 Antikorper

Der Klon RA3-6B2 Antikorper reagiert mit einem Epitop auf der extrazellular Domaine
des CD45 Glykoproteins, das wiederrum abhéngig ist von der Expression von Exon A
und spezifischen Zuckerresten (Kitamura, K. et al. 1995). Es wird auf B-Lymphozyten
jeder Entwicklungsstufe, von unreif bis zur aktivierten B-Zelle, exprimiert. Das
CD45R/B220 Antigen findet sich weder auf hamatopoetischen Stammzellen oder Plasma-
zellen, noch auf T-Zellen oder MHC-assoziierte Zellen. CD 45R/B220 ist Mitglied der
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Protein Tyrosine Phosphatase (PTP) Familie. Die CD 45 Isoformen, die in der Maus ge-
funden wurden sind abhéngig von Zelltyp, Reife- und Aktivierungsgrad. Die CD45 Iso-
formen spielen eine komplexe Rolle in der T-und B-Zell Antigen Rezeptor Signal Trans-
duktion. CD45R/B220 wird meistens als umfassender B-Zell Marker verwendet
(www.bdbiosciences.com).

3.3.2.4.4 Der CD 11b Antikorper

Rat anti mouse CD 11b (MCA711) reagiert mit den Maus-Komplement Rezeptor Typ 3
(CR3) und préazipitiert ein Heterodimer aus 165 und 95kD. CD 11b kann ebenfalls ein
Rezeptor fiir Fibrinogen, Faktor X und ICAM 1 sein. Es erkennt P1 und P2 Peptide der
Fibrinogen gamma Kette. CD 11b wird zu 8% in der Milz, zu 44% im Knochenmark und
zu weniger als 1% im Thymus exprimiert. Im Nervengewebe dient es gemeinhin als
Mikrogliamarker (Giese, A. et al. 1998). Ebenfalls werden andere aktivierte Makrophagen
markiert. Der Klon 5C6 verhindert in vitro eine Adhésion und in vivo eine Verstirkung
von Entziindung. Er verhindert des Weiteren eine verzogerte Hypersensitivitit, Entziin-
dung und Typ I Diabetes und ermdglicht bakterielle Infektionen. Zum Teil beugt er LPS-
induzierter myelomonozytischer Zellrekrutierung vor (www.serotec.com).

3.3.2.4.5 Der CD 8 Antikorper

Der Rat anti mouse MCA1768 Antikorper erkennt das murine CD 8 Oberflachenantigen,
das auf einer Subpopulation von T-Lymphozyten exprimiert wird. Das CD 8-Antigen ist
ein Oberflichen-Glykoprotein, das auf den meisten zytotoxischen T-Lymphozyten expri-
miert wird und welches effizient Zell-Zell Interaktionen innerhalb des Immunsystems
vermittelt. In seiner Rolle als Ko-Rezeptor erkennt es gemeinsam mit dem T-Zell-
Rezeptor auf T-Lymphozyten das von den Antigen-priasentierenden Zellen (APC) darge-
botene Antigen im Rahmen der Klasse I MHC Molekiile. Der funktionelle Ko-Rezeptor
bildet entweder ein Homodimer bestehend aus 2 alpha Ketten oder ein Heterodimer be-
stehend aus einer alpha und einer beta Kette. Sowohl die alpha, als auch die beta Kette
teilen maBgebliche Homologin mit der variablen, leichten Kette der Immunglobuline. CD
8 wird von den meisten Thymozyten und auf annihernd einem Drittel aller T-Zellen im
peripheren Blut des Menschen exprimiert. CD 8 alpha/beta Heterodimere werden nur auf
TCR alpha/beta T-Zellen exprimert, wiahrend CD 8 alpha Homodimere auf alpha/beta und
gamma/delta T-Zellen und einigen NK Zellen des Menschen exprimiert werden. Das Wis-
sen iiber das Expressionsmuster bei anderen Spezies ist noch etwas rudimentir.
(www.abcam.com)

3.3.2.4.6 Durchfiihrung

Die bei -20°C gelagerten Schnitte wurden unmittelbar aus dem Gefrierschrank in 100%
Alkohol iiberfiihrt, um Kryoartefakten vorzubeugen. Die Schnitte durchliefen daraufhin
eine absteigende Alkoholreihe (96%, 70%) und wurden dann 3x Smin in PBS gespiilt.
Nun wurden die Schnitte Smin mit 3% H,0, in PBS inkubiert um die endogene Peroxida-
se zu inaktivieren. Die Schnitte wurden nun wieder 3x Smin in PBS gespiilt und anschlie-
Bend 20min mit 2% BSA behandelt, um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen. Fiir
alle Leberfarbungen wurde an dieser Stelle ein Schritt zum Blocken des endogenen Bio-
tins eingeschaltet. Dazu wurden die Schnitte zuerst 15min mit einer Avidinlosung und
dann 15min mit einer Biotinldsung inkubiert (beides Vektor). Es folgte ein kurzes Tauch-
bad in PBS.

Nun wurde der Primérantikorper, der zuvor mit PBS verdiinnt worden und mit 1% Maus-
normalserum fiir 1 Stunde bei 37° inkubiert worden war, aufgetragen. Pro Schnitt wurde
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jeweils eine Gesamtfliissigkeitsmenge von 150ul Fliissigkeit verwendet. Als Priméranti-
korper wurde fiir die Mikrogliafirbung der monoklonale Rattenantikorper CD 11b (Sero-
tec) mit einer Verdiinnung von 1:20 eingesetzt, in der Leber wurde er mit der Verdiinnung
1:100 verwendet. Fiir die GFAP Firbung wurde ein polyklonaler Antikorper mit der Ver-
diinnung 1:500 (Dako) verwendet. Fiir die Farbung von B-Lymphozyten wurde ein mo-
noklonaler Rat anti mouse Antikoérper in der Verdiinnung 1:20 verwendet, der B220 bin-
det (BD Pharmingen). Zur Darstellung einer T-Lymphozyten Subpopulation wurde ein
CD 8 bindender monoklonaler Rat anti mouse Antikorper (Serotec) in der Verdiinnung
1:100 eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 1 Stunde bei Raumtemperatur in einer feuch-
ten Kammer, wobei der Schnitt mit einer Folie {iberschichtet wurde, um die gleichmifige
Verteilung der Fliissigkeit zu gewihrleisten.

Die Schnitte wurden nun wieder 3x 5min in PBS gewaschen. Anschliefend wurde der
Sekundérantikorper (Dako) in einer Verdiinnung von 1:100 in PBS aufgetragen, mit einer
Plastikfolie iiberschichtet und 30min inkubiert. Die Schnitte wurden anschliefend 3x
Smin in Tris-Puffer gespiilt und mit 1:100 in PBS verdiinntem Streptavidin (Dako) fiir
30min inkubiert. Nun folgten 3 weitere Waschschritte fiir Smin in PBS. Nun wurde die
DAB-Losung (Dako) (1 Tablette gelost in 10ml Tris-Puffer pH 7,6) pro ml mit 1ul H,O,
versetzt und fiir 20min auf den Schnitt getrdaufelt. Die Schnitte wurden nun 2 X 2min in
Aqua dest. gespiilt, 30sek in Hiamalaun gegengefirbt, Smin in Leitungswasser gebliut,
durchliefen eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 100%) und wurden am Ende aus
Xylol heraus mit Coverquick eingedeckelt.

Als Positivkontrolle wurde stets ein Scrapie-infiziertes Gehirn mitgefiarbt. Hier weill man,
dass die Mikroglia stark aktiviert wird (Giese, A. et al. 1998) und die GFAP Expression
ansteigt (Mackenzie, A. 1983). Fiir die B220 und CD 8 Farbung der Leber wurde jeweils
ein Milzschnitt mitgefarbt. Als Negativkontrolle wurde stets ein Schnitt anstelle des Pri-
mirantikorpers mit PBS inkubiert.

3.3.2.4.7 Auswertung

Pro Tier wurde jeweils ein Schnitt angefertigt, gefarbt und mikroskopiert, so dass pro
Gruppe fiinf Schnitte fiir die Auswertung herangezogen werden konnten. Die Schnitte
wurden geblindet fiir die jeweilige Behandlung mikroskopiert.

Die Firbeintensitidten im Gehirn wurde in den Regionen Cortex, Hippocampus, Cerebel-
lum, Striatum, Mittelhirn und der periventrikular Region anhand einer Skala (e Basisfir-
bung; + milde Firbung; ++ miBige Firbung; +++ starke Fiarbung) eingruppiert (Colburn,
R. W. et al. 1997). In der Leber erfolgte die Auswertung an 10 zufillig ausgewihlten Ge-
sichtsfeldern.
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4 Ergebnisse

4.1 Veranderungen im Gehirn

4.1.1 Histologische Untersuchung des Gehirns

4.1.1.1 Hiamatoxylin-Eosin-Firbung

Die Gehirnregionen Cortex, Hippocampus, Cerebellum, Striatum, Mittelhirn und die peri-
ventrikular-Region wurden auf Zelldichte, mogliche Invasion von Entziindungszellen und
Pathologien der Gewebsarchitektur untersucht.

Bei der histologischen Untersuchung von 5x-CpG-ODN, 7x-CpG-ODN und 21x-CpG-
ODN behandelten Miusen konnten in der Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung (HE) keine patho-
logisch veridnderten Merkmale der Gewebearchitektur, keine Invasion von Entziindung-
zellen und auch kein sonstiger Einfluss der CpG-ODN-Gabe festgestellt werden. Somit
zeigte sich kein Unterschied zwischen den CpG-ODN behandelten Tieren und den NaCl
bzw. Neg-ODN behandelten Kontrolltieren.
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Abbildung 12: HE-Fiarbung der CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behandelten Gehirnschnitte

Histologische Auswertung von Gehirnschnitten nach wiederholter peripherer CpG-ODN, NaCl
oder Neg-ODN Applikation.
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10um dicke Gefrierschnitte wurden mit Himatoxylin/Eosin (HE) gefarbt. Hier jeweils ein repré-
sentativer Schnitt pro behandelter Gruppe.

Darstellung des Hippocampus in 100-facher VergroBerung.

Morphologische Veridnderungen der Gehirnarchitektur konnen weder bei den CpG-ODN behandel-
ten Tieren, noch bei den entsprechenden Kontrollen beobachtet werden.

4.1.1.2 Immunbhistologie

4.1.1.2.1 CD1I1b

Die Gehirnregionen Cortex, Hippocampus, Cerebellum, Striatum, Mittelhirn und die peri-
ventrikular-Region wurden auf CD 11b positive Zellen untersucht und anhand einer Skala
(e Basisfarbung; + milde Firbung; ++ mifBige Firbung; +++ starke Farbung) eingruppiert
(Colburn, R. W. et al. 1997).

Der Antikorper CD 11b, der an aktivierte Makrophagen und Mikroglia bindet, konnte bei
den CpG-ODN behandelten Gruppen keine signifikant stirkere Mikrogliaaktivierung
nachweisen als bei den NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Tieren.
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5x-Neg-ODN-behandelt
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i R N
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Abbildung 13: CD 11b Féarbung der CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behandelten Gehirnschnitte

Histologische Auswertung von Gehirnschnitten nach wiederholter peripherer CpG-ODN, NaCl
oder Neg-ODN Applikation.

10um dicke Schnitte des Gehirns, gefirbt mit dem Antikdrper CD 11b zum Nachweis von aktivier-
ten Mikrogliazellen.

Darstellung des Cerebellums in 200-facher Vergroerung.
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Zwischen den Gruppen zeigt sich unabhingig von ihrer Behandlung bei manchen Tieren eine
leichte Aktivierung der Mikroglia, diese zeigt aber keine signifikante Verstiarkung durch die repeti-
tive CpG-ODN-Applikation.

4.1.1.2.2 GFAP

Die Gehirnregionen Cortex, Hippocampus, Cerebellum, Striatum, Mittelhirn und die peri-
ventrikular-Region wurden auf GFAP positive Zellen untersucht und anhand einer Skala
(e Basisfarbung; + milde Firbung; ++ mifBige Firbung; +++ starke Farbung) eingruppiert
(Colburn, R. W. et al. 1997).

Bei den immunbhistologisch gefirbten Gehirnschnitten konnte mit einem GFAP bindenden
Antikorper als Indikator fiir eine Gliose keine signifikanten Unterschiede zwischen CpG-
ODN behandelten Miusen und den entsprechenden Kontrollen festgestellt werden.
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Abbildung 14: GFAP-Fiarbung der CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behandelten Gehirnschnitte

Histologische Auswertung von Gehirnschnitten nach wiederholter peripherer CpG-ODN, NaCl
oder Neg-ODN Applikation.

10um dicke Schnitte des Gehirns, gefarbt mit einem GFAP bindenden Antikdrper zum Nachweis
von Astrozyten.

Darstellung des Hippocampus in 200-facher VergroBerung.

Zwischen den Gruppen zeigt sich unabhédngig von ihrer Behandlung bei manchen Tieren eine
leichte verstirkte Anfiarbbarkeit der Astrozyten, diese zeigt aber keine signifikante Verstirkung
durch die repetitive CpG-ODN-Applikation.



Ergebnisse 50

4.1.2 Verianderungen der mRNA Expression bei der Real-time PCR

Die in der Real-time PCR gewonnenen Rohdaten wurden mit Hilfe der 2'AACt Methode
(Livak, K. J. et al. 2001) ausgewertet (siehe auch 3.3.1.10).

41.2.1 TNFa

Im Gehirn konnte nach Beendigung der CpG-ODN-Applikation eine mindestens einwo-
chig bestehende Hochregulierung der TNFo mRNA Expression nachgewiesen werden.

Die Hochregulierung mit der deutlichsten statistischen Signifikanz fand sich bei den 5x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren, gefolgt von den 7x-CpG-ODN behan-
delten, an Tag 7 getoteten Tieren. Eine, wenn auch schon deutlich niedrigere signifikante
Hochregulierung fand sich in den 21x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 gettteten Tieren.
Keine Signifikanz ergab sich fiir die 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tie-
ren verglichen mit ihren jeweiligen Kontrollen.

Die Hochregulierung durch CpG-ODN betrug maximal ca. den doppelten Wert verglichen
mit der Expression in NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Tieren.

An Tag 7 konnten erhohte TNFa Werte bei den CpG-ODN behandelten Tieren im Gegen-
satz zu den jeweiligen NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollen sowohl in den 5x-
CpG-ODN (p= 0,005; p<0,001) behandelten als auch in den 7x-CpG-ODN behandelten
Mausen (p<0,012; p<0,011) beobachtet werden. An Tag 28 zeigten sich bei den 5x-CpG-
ODN behandelten Tiere verglichen mit den jeweiligen NaCl bzw. Neg-ODN Kontrollen
keine erhohten TNFo Werte, wihrend die 21x-CpG-ODN Gruppe signifikant hohere
TNFo mRNA Werte als die entsprechenden Kontrollen zeigte (p<0,032; p<0,008).

Die TNFa Werte in 5x-CpG-ODN behandelten Midusen an Tag 28 waren signifikant nied-
riger als an Tag 7 (p<0,001), ebenso wie in 7x-CpG-ODN behandelten Tieren an Tag 7
(p<0,015) und in 21x-CpG-ODN behandelten Tieren an Tag 28 (p<0,003). Die TNFa
Spiegel waren an Tag 28 bei den 21x-CpG-ODN behandelten Méusen niedriger als an
Tag 7 in 7x-CpG-ODN behandelten Méusen.
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Abbildung 15: ZNS-assoziierte TNF alpha mRNA Werte
nach mehrmaliger Applikation von CpG-ODN

Durch Real-time PCR erhobene TNFo mRNA Werte in 5x-CpG-ODN-, 7x-CpG-ODN-und 21x-
CpG-ODN behandelten Méusen und entsprechenden Kontrollen.
Die Daten sind als Fold increase (2-AACt) verglichen zu NaCl behandelten Miusen dargestellt. Als
Referenzgen diente GAPDH. Abgebildet ist der Mittelwert+ Standardabweichung von drei bis fiinf
Tieren. Zur Erhebung der Expressionsunterschiede wurde der Student’s t-test mit den jeweils zu-
gehorigen Kontrollgruppen durchgefiihrt.
Die Symbole (*, +, #) stehen fiir einen signifikanten Unterschied zwischen CpG-ODN behandelten
Tieren und ihren NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollgruppen (p<0,05).
* Signifikanter Unterschied zu 5x-NaCl behandelten, an Tag 7 getoteten Méusen (p<0,005) und
5x-Neg-ODN behandelten Tieren, getotet an Tag 7 (p<0,001). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getéteten Mausen (p<0,001).
+ Signifikanter Unterschied zu 7x-NaCl-behandelten, an Tag 7 getdteten Méausen (p<0,012) und zu
7x-Neg-ODN behandelten Mdusen, an Tag 7 getdteten Miusen (p<0,011). Es besteht auch ein sig-
nifikanter Unterschied zu 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getdteten Méusen (p<0,015).
# Signifikanter Unterschied zu 21x-NaCl-behandelten, an Tag 28 getdteten Miusen (p<0,032) und
zu 21x-Neg-ODN behandelten, an Tag 28 getdteten Mausen (p<0,008). Es besteht auch ein signifi-
kanter Unterschied zu 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getdteten Méiusen (p<0,003).

4122 Clq

Die Clq Expression zeigt im Gegensatz zur TNFo Expression keine linger andauernde
Erhohung der Expression.

Auch fiir die mRNA Expression von Clq findet sich nach peripherer CpG-ODN-Gabe
eine Hochregulierung, diese ist jedoch, ebenso wie beim anschlieBend beschriebenen
IFNYy nur wihrend der CpG Behandlung bzw. bis 2 Tage nach der Beendigung der Appli-
kation nachweisbar.
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Genau betrachtet zeigten 5x-CpG-ODN behandelte, an Tag 7 getdtete Miuse eine signifi-
kant hohere Expression um das ca. doppelte als 5x-NaCl behandelte Tiere (p<0,032) und
hohere C1q Werte verglichen mit den entsprechenden Neg-ODN behandelten Méusen.

7x-CpG-ODN behandelte, an Tag 7 getotete Tiere zeigten statistisch signifikant hohere
Clq Werte als 7x-NaCl-behandelte Mause (p<0,028) und 7x-Neg-ODN behandelte Tiere
(p<0,018) an Tag 7. 5x-CpG-ODN behandelte, an Tag 7 getotete Tiere zeigten eine signi-
fikant hohere Clq Expression als 5x-CpG-ODN behandelte, an Tag 28 getitete Miause
(p<0,022).

Sehr interessant ist hier, dass die C1qg mRNA Werte der 5x-CpG-ODN behandelten Méau-
se hoher waren als die Vergleichswerte in 7x-CpG-ODN behandelten Mausen an Tag 7.
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Abbildung 16: ZNS-assoziierte C1qg mRNA Werte
nach mehrmaliger Applikation von CpG-ODN

Durch Real-time PCR erhobene C1q mRNA Werte in 5x-CpG-ODN-, 7x-CpG-ODN und 21x-
CpG-ODN behandelten Méusen und entsprechenden Kontrollen.

Die Daten sind als Fold increase (2-AACt) verglichen zu NaCl behandelten Miusen dargestellt. Als
Referenzgen diente GAPDH. Abgebildet ist der Mittelwert+ Standardabweichung von drei bis fiinf
Tieren. Zur Erhebung der Expressionsunterschiede wurde der Student’s t-test mit den jeweils zu-
gehorigen Kontrollgruppen durchgefiihrt.

Die Symbole (*, +) stehen fiir einen signifikanten Unterschied zwischen CpG-ODN behandelten
Tieren und ihren NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollgruppen (p<0,05).

* Signifikanter Unterschied zu 5x-NaCl-behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,032). Es be-
steht auch ein signifikanter Unterschied zu 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Miu-
sen (p<0,022).

+ Signifikanter Unterschied zu 7x-NaCl behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen (p<0,028) und
7x-Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Méusen (p<0,018).
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4.1.2.3 IFN gamma

Die IFN gamma Expression zeigt im Gegensatz zur TNFa Expression keine langer an-
dauernde Erhohung der Expression. Es verhilt sich dhnlich dem Clq. Die Werte fiir die
IFNYy Expression sind nur in den Tieren die wihrend bzw. 2 Tage nach der letzten CpG-
ODN-Gabe getotet wurden signifikant um das ca. 10-fache erhoht.

Genau betrachtet finden sich in den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren
verglichen mit ihren jeweiligen NaCl bzw. Neg-ODN Gruppen signifikante Hochregulie-
rungen der IFNy Expression (p<0,001; p<0,001). Ebenso verhilt es sich mit den 7x-CpG-
ODN behandelten an Tag 7 getoteten Tieren verglichen mit ihren jeweiligen Kontrolltie-
ren (p<0,013; p<0,014). Beim Vergleich der CpG-ODN behandelten Gruppen untereinan-
der fand sich eine signifikant hohere Expression bei den 5x-CpG-ODN behandelten, an
Tag 7 getoteten Tieren im Vergleich sowohl zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28
getoteten als auch zu den 21x-CpG-ODN behandelten an Tag 28 getdteten Méausen
(p<0,001; p<0,018).

Eine signifikant hohere Expression zeigten auch die 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7
getoteten Miuse verglichen mit den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tie-
ren (p<0,016). Sehr interessant ist auch, dass die [IFNyY mRNA Werte an Tag 7 der 5x-
CpG-ODN behandelten Miuse hoher waren als die Vergleichswerte in 7x-CpG-ODN
behandelten Méusen.

20 4 *
5 [ Kontrolle
ol e oM

K 7Tag 28Tag [ CpG-ODN-behandelte Miuse

5x-behandelt 5x-behandelt

+
[] NaCl-behandelte Miuse

fold increase der mRNA als 2 ™4

B Neg-ODN-behandelte Miuse

N ‘ﬁg‘ﬁﬁL

K 7 Tag 28 Tag
7x-behandelt 7x-behandelt

Abbildung 17: ZNS-assoziierte IFNY mRNA Werte
nach mehrmaliger Applikation von CpG-ODN

Durch Real-time PCR erhobene IFNY mRNA Werte in 5x-CpG-ODN-, 7x-CpG-ODN und 21x-
CpG-ODN behandelten Méusen und entsprechenden Kontrollen.

Die Daten sind als Fold increase (2-AACt) verglichen zu NaCl behandelten Mausen dargestellt. Als
Referenzgen diente GAPDH. Abgebildet ist der Mittelwert+ Standardabweichung von drei bis fiinf
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Tieren. Zur Erhebung der Expressionsunterschiede wurde der Student’s t-test mit den jeweils zu-
gehorigen Kontrollgruppen durchgefiihrt.

Die Symbole (*, +) stehen fiir einen signifikanten Unterschied zwischen CpG-ODN behandelten
Tieren und ihren NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollgruppen (p<0,05).

* Signifikanter Unterschied zu 5x-NaCl-behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,001) bzw. zu
5x-Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,001). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Miusen (p<0,001) und zu 21x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,018).

+ Signifikanter Unterschied zu 7x-NaCl behandelten, an Tag 7 getdteten Mausen (p<0,013) und
7x-Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Miausen (p<0,014). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Mausen (p<0,016).

4.1.24 IL-12p40

Die Hochregulierung von IL-12p40 lisst sich durch repetitive CpG-ODN-Gabe im Gehirn
nicht verlangern. Der Effekt einer signifikant erhohten Expression war nur in den Méusen,
die unter der CpG-ODN-Gabe getotet wurden nachzuweisen.

Eine signifikante Erhohung der IL-12p40 Expression um das ca. 1,5-fache fand sich so
nur in den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen im Vergleich mit ihrer
NaCl-Kontrollgruppe (p<0,03). Bei den Vergleichen der anderen CpG-ODN behandelten
Maiusen mit ihren jeweiligen NaCl bzw. Neg-ODN Kontrollen fiel auf, dass die Expressi-
onswerte der CpG-Tiere jeweils hoher waren als in den NaCl bzw. Neg-ODN Tieren.
Diese Erhohung war aber bei keiner der weiteren Gruppen signifikant.
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Abbildung 18: ZNS-assoziierte IL-12p40 mRNA Werte

nach mehrmaliger Applikation von CpG-ODN

Durch Real-time PCR erhobene IL-12p40 mRNA Werte in 5x-CpG-ODN, 7x-CpG-ODN und 21x-
CpG-ODN behandelten Miéusen und entsprechenden Kontrollen.

Die Daten sind als Fold increase (2-AACt) verglichen zu NaCl behandelten Mausen dargestellt. Als

Referenzgen diente GAPDH. Abgebildet ist der Mittelwert+ Standardabweichung von drei bis fiinf



Ergebnisse S5

Tieren. Zur Erhebung der Expressionsunterschiede wurde der Student’s t-test mit den jeweils zu-
gehorigen Kontrollgruppen durchgefiihrt.

Das Symbol (+) steht fiir einen signifikanten Unterschied zwischen CpG-ODN behandelten Tieren
und ihren NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollgruppen (p<0,05).

+ Signifikanter Unterschied zu 7x-NaCl behandelten, an Tag 7 getdteten Méusen (p<0,03)

4.1.2.5 STAT3

Die Untersuchungen fiir STAT3 im Gehirn ergaben keine verwertbaren, signifikanten
Hochregulierungen fiir CpG-ODN behandelte Tiere verglichen mit ihren jeweiligen NaCl
bzw. Neg-ODN behandelten Kontrolltieren.

4.1.2.6 GFAP

Die Untersuchungen fiir GFAP im Gehirn ergaben keine verwertbaren, signifikanten
Hochregulierungen fiir CpG-ODN behandelte Tiere verglichen mit ihren jeweiligen NaCl
bzw. Neg-ODN behandelten Kontrolltieren.

4.2 Verinderungen in der Leber

4.2.1 Histologische Untersuchung der Leber

4.2.1.1 HE-Farbung

Die Leberschnitte wurden geblindet an 10 iiber das gesamte Organ verteilten, zufillig
gewihlten Gesichtsfeldern auf die Zelldichte, die Invasion von Entziindungszellen und die
Gewebearchitektur untersucht.

In der HE-Firbung zeigen sich sowohl bei den 5x als auch bei den 7x-CpG-ODN behan-
delten an Tag 7 getoteten Tieren zahlreiche diffus verteilte Leukozyteninfiltrate im ge-
samten Leberparenchym. Vorwiegend finden sich Lymphozyten und Makrophagen. In
den NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Tieren finden sich deutlich weniger und deutlich
kleinere bis keine Areale solcher Infiltrate. An Tag 28 finden sich auch in den 5x-CpG-
ODN behandelten und in den 21x-CpG-ODN behandelten Tieren sehr wenige bis keine
dieser Leukozyteninfiltrate mehr.
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x 40 x 100 x 200
Charakteristisches Bild aller 5x bzw. 7x CpG-ODN behandelten Méuse an Tag 7

x 40 x 100 x 200

Charakteristisches Bild aller 5x bzw. 21x- CpG-ODN behandelten Miuse an
Tag 28, aber auch fiir alle 5x bzw. 7x NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Miu-
se an Tag 7 und fiir alle 5x bzw. 21x-NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Miuse
an Tag 28

Abbildung 19: HE-Firbung der CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behandelten Leberschnitte

Histologische Auswertung der Leberschnitte nach wiederholter peripherer CpG-ODN, NaCl

oder Neg-ODN Applikation.

Sum dicke Gefrierschnitte wurden mit Hamatoxylin/Eosin (HE) gefarbt.

Zahlreiche Leukozyteninfiltrate bei 5 bzw. 7x behandelten an Tag 7 getdteten Tiere. Wenige bis
keine Leukozyteninfiltrate fanden sich in simtlichen NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Tieren und
auch nicht in 5 bzw. 21x-CpG-ODN behandelten Tieren an Tag 28.

4.2.1.2 Chloracetat-Esterase-Firbung

Wie in der HE- Firbung schon erkennbar war, handelt es sich bei den Zellen der diffusen
Infiltrate um Lymphozyten und Makrophagen. Um aber sicherzugehen, dass nicht doch
Granulozyten an der Reaktion beteiligt sind wurde eine Chloracetat- Esterase- Firbung
durchgefiihrt.

In der Chloracetat-Esterase-Farbung waren keine angefarbten Granulozyten sichtbar.

4.2.1.3 Immunbhistologie

Durch die Immunhistologie wurde versucht speziell die Zellen der Infiltrate und ihre Ver-
teilungmuster noch genauer zu charakterisieren.

4.2.1.3.1 CD1Ib

An Tag 7 findet sich sowohl in den 5x-CpG-ODN als auch in den 7x-CpG-ODN behan-
delten Tieren eine grofe Zahl deutlich CD 11b positiver Makrophagen. Diese finden sich
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verstédrkt in den in der HE-Firbung beobachteten Infiltraten, sind allerdings nicht auf die-
se beschridnkt, sondern finden sich im gesamten Leberparenchym, wobei es sich hier vor-
wiegend um die Darstellung der Kupfferschen-Sternstellen handelt, die dem retikulo-
endothelialen System angehoren. Auch an Tag 28 finden sich bei den 21x-CpG-ODN
mehrere und bei den 21x-CpG behandelten Tieren vereinzelt noch CD 11b positive Zellen.
In den NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrolltieren finden sich hingegen keine posi-
tiv gefdrbten Zellen.
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28. Tag
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Abbildung 20: CD 11b Féarbung der CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behandelten Leberschnitte

Histologische Auswertung von Leberschnitten nach wiederholter peripherer CpG-ODN, NaCl oder
Neg-ODN Applikation.

Sum dicke Schnitte der Leber, gefirbt mit einem CD 11b bindenden Antikérper zum Nachweis
von aktivierten Makrophagen.

Darstellung in 200-facher Vergroferung.

Stark positive Zellen inner- und auflerhalb der Infiltrate an Tag 7 in 5x-CpG-ODN und in 7x-CpG-
ODN behandelten Tieren. Vereinzelt positive Zellen im Leberparenchym an Tag 28 in 5x-CpG-
ODN und 21x-CpG-ODN behandelten Miusen. Keine CD 11b positiven Zellen in den jeweiligen
Kontrollgruppen.

4.2.1.32 CD8

In den Infiltraten finden sich an Tag 7 sowohl in 5x-CpG-ODN behandelten, als auch in
7x-CpG-ODN behandelten Tieren zahlreiche CD 8 positive T-Lymphozyten. In den je-
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weiligen NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrolltieren finden sich keine CD 8 positi-
ven Lymphozyten. Auch an Tag 28 fanden sich weder in den 5x-CpG-ODN noch in den
21x-CpG-ODN behandelten Méusen CD 8 positive Zellen. In den entsprechenden NaCl
bzw. Neg-ODN behandelten Kontrolltieren fanden sich ebenfalls keine CD 8 positiven
Zellen.
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Abbildung 21: CD 8 Firbung der CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behandelten Leberschnitte

Histologische Auswertung von Leberschnitten nach wiederholter peripherer CpG-ODN, NaCl oder
Neg-ODN Applikation.

Sum dicke Schnitte der Leber, gefdarbt mit einem CD 8 bindenden Antikdrper zum Nachweis einer
T-Lymphozytensubpopulation.

Darstellung in 200-facher Vergroferung.

CD 8 positive Zellen vorwiegend innerhalb der Infiltrate an Tag 7 in 5x-CpG-ODN und in 7x-
CpG-ODN behandelten Tieren. Keine CD 8 positiven Zellen sowohl in den jeweiligen NaCl bzw.
Neg-ODN behandelten Tieren, als auch an Tag 28 in den 5x-CpG-ODN und in 21x-CpG-ODN be-
handelten Tieren.

4.2.1.3.3 B220

An Tag 7 finden sich sowohl bei den 5x-CpG-ODN als auch bei den 7x-CpG-ODN be-
handelten Tieren innerhalb der Infiltrate, aber auch verteilt im gesamten Leberparenchym,
B220 positive B-Lymphozyten. Auch an Tag 28 finden sich im Leberparenchym verein-
zelte aktivierte B-Lymphozyten in 5x-CpG-ODN und in 21x CpG-ODN behandelten Tie-
ren. Keine B220 positiven Zellen finden sich hingegen in den jeweiligen Kontrollgruppen.
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Abbildung 22: B220 Farbung der CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behandelten Leberschnitte
Histologische Auswertung von Leberschnitten nach wiederholter peripherer CpG-ODN, NaCl oder

Neg-ODN Applikation.

Sum dicke Schnitte der Leber, gefarbt mit einem B220 bindenden Antikorper zum Nachweis von

B-Lymphozyten.
Darstellung in 200-facher VergréBerung.

Stark positive Zellen inner- und auB3erhalb der Infiltrate an Tag 7 in 5x-CpG-ODN und in 7x-CpG-
ODN behandelten Tieren. Mehrere positive Zellen im Leberparenchym an Tag 28 in 5x-CpG-ODN
und in 21x-CpG-ODN behandelten Miusen. Keine B220 positiven Zellen in den jeweiligen Kon-

trollgruppen.

4.2.2 Verinderungen der mRNA Expression bei der Real-time PCR

4.2.2.1 IL-12p40

In der Leber konnte fiir dieses Zytokin der lingste Wirkungseffekt von CpG-ODN nach-
gewiesen werden. Nach Beendigung der CpG-ODN-Applikation konnte eine dreiwdchige
Hochregulierung der IL-12p40 mRNA nachgewiesen werden.

Die stirkste Hochregulierung um das ca. 100-fache fand sich bei den 5x-CpG-ODN be-
handelten, an Tag 7 getoteten Tieren, gefolgt von den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag
7 getoteten Tieren, um ca. Faktor 80. Eine, wenn auch schon deutlich niedrigere Hochre-
gulierung um das ca. 4-fache fand sich in den 21x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28
getoteten Tieren. Uberraschend war jedoch das fiir dieses Zytokin einzigartige Ergebnis
der zwar deutlich weniger ausgeprigten, aber verglichen mit den jeweiligen Kontroll-
gruppen immer noch signifikanten Hochregulierung um das doppelte, drei Wochen nach

der letzten CpG-ODN-Applikation.
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Im Einzelnen konnten an Tag 7 erhohte 1L-12p40 Werte bei den CpG-ODN behandelten
Tieren im Gegensatz zu den jeweiligen NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollen
sowohl in den 5x-CpG (p<0,001; p<0,001) behandelten, als auch in den 7x-CpG behan-
delten Mausen (p<0,001; p<0,001) beobachtet werden.

Auch an Tag 28 zeigten sich sowohl bei den 21x-CpG-ODN behandelten (p<0,002;
p<0,001) als auch bei den 5x-CpG-ODN behandelten Mausen (p<0,001; p<0,001) signifi-
kante Unterschiede zu ihren jeweiligen NaCl bzw. Neg-ODN Kontrollgruppen.

Beim Vergleich aller CpG-ODN behandelten Gruppen zeigte sich bei den 5x-CpG-ODN
behandelten, an Tag 7 behandelten Miusen jeweils ein signifikant hoherer IL-12p40 Wert
als in 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,001) und als in 21x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,002). In 7x-CpG-ODN behan-
delten, an Tag 7 getoteten Tieren fand sich eine signifikant hohere IL-12p40 Expression
als in 21x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,029) und als in 5x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,001). In 5x-CpG-ODN behan-
delten, an Tag 28 getdteten Méusen fanden sich signifikant niedrigere IL-12p40 Spiegel
als in 21x-CpG-ODN behandelten Miusen (p<0,003).

Auch hier zeigt sich das interessante Phinomen, dass die Expression in 5x-CpG-ODN
behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren hoher ist als in 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag
7 getoteten Tieren.
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Abbildung 23: Leber-assoziierte IL-12p40 mRNA Werte
nach mehrmaliger Applikation von CpG-ODN

Durch Real-time PCR erhobene IL-12p40 mRNA Werte in 5x-CpG-ODN, 7x-CpG-ODN und 21x-
CpG-ODN behandelten Méusen und entsprechenden Kontrollen.

Die Daten sind als Fold increase (2-AACt) verglichen zu NaCl behandelten Mausen dargestellt. Als
Referenzgen diente GAPDH. Abgebildet ist der Mittelwert+ Standardabweichung von drei bis fiinf
Tieren. Zur Erhebung der Expressionsunterschiede wurde der Student’s t-test mit den jeweils zu-
gehorigen Kontrollgruppen durchgefiihrt.
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Die Symbole (*, §, +, #) stehen fiir einen signifikanten Unterschied zwischen CpG-ODN behandel-
ten Tieren und ihren NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollgruppen (p<0,05).

* Signifikanter Unterschied zu 5x-NaCl-behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,001) und 5x-
Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Miusen (p<0,001). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Miausen (p<0,001) und 21x-CpG-
ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,002).

§ Signifikanter Unterschied zu 5x-NaCl behandelten, an Tag 28 getdteten Méusen (p<0,001) und
zu 5x-Neg-ODN behandelten, an Tag 28 getdteten Tieren (p<0,011). Es besteht auch ein signifi-
kanter Unterschied zu 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,001), den 7x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Méusen (p<0,001) und den 21x-CpG-ODN behandel-
ten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,003)

+ Signifikanter Unterschied zu 7x-NaCl behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen (p<0,001) und
7x-Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Méusen (p<0,001). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu den 21x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getdteten Mausen (p<0,029) und den
5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,001).

# Signifikanter Unterschied zu 21x-NaCl-behandelten, an Tag 28 getoteten Mausen (p<0,002) und
zu den 21x-Neg-ODN behandelten, an Tag 28 getdteten Miusen (p<0,001). Es besteht auch ein
signifikanter Unterschied zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Mausen (p<0,002),
den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Miusen (p<0,029) und den 5x-CpG-ODN be-
handelten, an Tag 28 getoteten Mausen (p<0,003).

4.2.2.2 TNFa

In der Leber konnte nach Beendigung der CpG-ODN-Applikation eine einwodchige Hoch-
regulierung der TNFa mRNA Expression nachgewiesen werden.

Die Hochregulierung mit der deutlichsten statistischen Signifikanz, ca. 150 mal hoher
verglichen mit der Expression bei den Kontrolltieren, fand sich bei den 5x-CpG-ODN
behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren, gefolgt von den 7x-CpG-ODN behandelten, an
Tag 7 getoteten Tieren um das iiber 100-fache. Eine, wenn auch schon deutlich niedrigere
signifikante Hochregulierung um das beinahe 3-fache fand sich in den 21x-CpG-ODN
behandelten, an Tag 28 gettteten Tieren. Keine Signifikanz ergab sich fiir die 5x-CpG-
ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren verglichen mit ihren jeweiligen Kontrollen.

Genau dargestellt konnten an Tag 7 bei den CpG-ODN behandelten Tieren im Vergleich
zu den NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Tieren sowohl in den 5x-CpG-ODN behandel-
ten Miausen (p<0,029; p<0,016) als auch in den 7x-CpG-ODN behandelten Méiusen
(p<0,008; p<0,008) signifikant erhohte TNFo Werte festgestellt werden. Bei den 21x-
CpG-ODN behandelten Miusen, zeigten sich an Tag 28 signifikant hohere TNFa Werte
als in den jeweiligen Kontrolltieren (p<0,001; p<0,001).

Beim Vergleich der CpG-ODN behandelten Gruppen untereinander fand sich, dass die
Expressionshohe in 5x-CpG-ODN behandelten Mausen an Tag 28 signifikant niedriger
war als an Tag 7 (p<0,016). Ebenso verhielt es sich im Vergleich mit den 7x-CpG-ODN
behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen (p<0,008) und den 21x-CpG-ODN behandelten,
an Tag 28 getoteten Méusen (p<0,001). Bei den 21x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28
getdteten Miausen konnten signifikant niedrigere TNFo Werte beobachtet werden als in
5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 behandelten Miusen (p<0,004). Sehr interessant
auch hier, dass an Tag 7 die TNFa Expressionshohe in 5x-CpG-ODN behandelten Tieren
hoher war als in 7x-CpG-ODN behandelten Tieren.
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Abbildung 24: Leber-assoziierte TNF alpha mRNA Werte
nach mehrmaliger Applikation von CpG-ODN

Durch Real-time PCR erhobene TNFo mRNA Werte in 5x-CpG-ODN, 7x-CpG-ODN und 21x-
CpG-ODN behandelten Méusen und entsprechenden Kontrollen.

Die Daten sind als Fold increase (2-AACt) verglichen zu NaCl behandelten Mausen dargestellt. Als
Referenzgen diente GAPDH. Abgebildet ist der Mittelwert+ Standardabweichung von drei bis fiinf
Tieren. Zur Erhebung der Expressionsunterschiede wurde der Student’s t-test mit den jeweils zu-
gehorigen Kontrollgruppen durchgefiihrt.

Die Symbole (*, +, #) stehen fiir einen signifikanten Unterschied zwischen CpG-ODN behandelten
Tieren und ihren NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollgruppen (p<0,05).

* Signifikanter Unterschied zu 5x-NaCl-behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,029) und den
5x-Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,016). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,016) und den 21x-
CpG behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,004)

+ Signifikanter Unterschied zu 7x-NaCl behandelten, an Tag 7 getdteten Miausen (p<0,008) und
7x-Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Miausen (p<0,008). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,008).

# Signifikanter Unterschied zu den 21x-NaCl behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,001)
und den 21x-Neg-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,001). Es besteht auch ein
signifikanter Unterschied zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Mausen (p<0,004)
und zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,001).

4223 Clq

In der Leber konnte nach Beendigung der CpG-ODN-Applikation eine einwodchige Hoch-
regulierung der C1qg mRNA Expression nachgewiesen werden.

Die hochsten C1g-Spiegel fanden sich an Tag 7 in den 5x und 7x-CpG-ODN behandelten
Maiusen. Hier war eine Hochregulierung um den Faktor 10 nachweisbar. Eine, wenn auch
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schon deutlich niedrigere signifikante Hochregulierung fand sich in den 21x-CpG-ODN
behandelten, an Tag 28 gettteten Tieren. Keine Signifikanz ergab sich fiir die 5x-CpG-
ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren verglichen mit ihren jeweiligen Kontrollen.

Genauer gesagt konnten an Tag 7 bei den CpG-ODN behandelten Tieren im Vergleich zu
den NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Tieren sowohl in den 5x-CpG-ODN behandelten
Mausen (p<0,029; p<0,001) als auch in den 7x-CpG-ODN behandelten Mausen (p<0,008;
p<0,008) erhohte C1q Werte festgestellt werden. An Tag 28, konnten bei den 5x-CpG-
ODN behandelten Tieren, verglichen mit den jeweiligen Kontrollen kein erhohter Clq
Spiegel nachgewiesen werden. Bei den 21x-CpG-ODN behandelten Miusen hingegen,
zeigten sich signifikant hohere Clq Werte als in der jeweiligen NaCl-Kontrollgruppe
(p<0,015).

Die Expression in 5x-CpG-ODN behandelten Médusen an Tag 28 war signifikant niedriger
war als an Tag 7 (p<0,001). Ebenso verhielt es sich im Vergleich mit den 7x-CpG-ODN
behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen (p<0,001) und den 21x-CpG-ODN behandelten,
an Tag 28 getoteten Mausen (p<0,007). Bei den 21x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28
getdteten Miusen konnten signifikant niedrigere C1q Werte beobachtet werden als in 5x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 7 behandelten Miusen (p<0,001). Die C1q Werte waren
bei den 21x-CpG-ODN behandelten Mausen an Tag 28 signifikant niedriger als bei den
7x-CpG-ODN behandelten Tieren an Tag 7 (p< 0,006).
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Abbildung 25: Leber-assoziierte C1q¢ mRNA Werte nach mehrmaliger Applikation von CpG-ODN

Durch Real-time PCR erhobene C1q mRNA Werte in 5x-CpG-ODN, 7x-CpG-ODN und 21x-CpG-
ODN behandelten Mausen und entsprechenden Kontrollen.

Die Daten sind als Fold increase (2-AACt) verglichen zu NaCl behandelten Mausen dargestellt. Als
Referenzgen diente GAPDH. Abgebildet ist der Mittelwert+ Standardabweichung von drei bis fiinf
Tieren. Zur Erhebung der Expressionsunterschiede wurde der Student’s t-test mit den jeweils zu-
gehorigen Kontrollgruppen durchgefiihrt.
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Die Symbole (*, +, #) stehen fiir einen signifikanten Unterschied zwischen CpG-ODN behandelten
Tieren und ihren NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollgruppen (p<0,05).

* Signifikanter Unterschied zu 5x-NaCl-behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,029) und 5x-
Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Miusen (p<0,001). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,001) und den 21x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getdteten Tieren (p<0,001).

+ Signifikanter Unterschied zu 7x-NaCl behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen (p<0,008) und
7x-Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen (p<0,008). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu den 21x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,006) und den 5x-
CpG-ODN behandelten an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,001).

# Signifikanter Unterschied zu den 21x-Neg-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Miausen
(p<0,015). Es besteht auch ein signifikanter Unterschied zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag
7 getoteten Tieren (p<0,001), den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen
(p<0,006) und den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,007).

4.2.2.4 IFNy

In der Leber konnte nach Beendigung der CpG-ODN-Applikation eine einwodchige Hoch-
regulierung der IFNY mRNA Expression nachgewiesen werden.

Die Hochregulierung mit der deutlichsten statistischen Signifikanz fand sich bei den 5x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren, um das knapp 150-fache iiber der Ex-
pression der Kontrolltiere, gefolgt von den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten
Tieren ca. um den Faktor 50. Eine, wenn auch schon deutlich niedrigere signifikante
Hochregulierung fand sich in den 21x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getdteten Tieren
um das knapp 3-fache. Keine Signifikanz ergab sich fiir die 5x-CpG-ODN behandelten,
an Tag 28 getoteten Tieren verglichen mit ihren jeweiligen Kontrollen.

Genauer gesagt konnten an Tag 7 bei den CpG-ODN behandelten Tieren im Vergleich zu
den NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Tieren sowohl in den 5x-CpG-ODN behandelten
Mausen (p<0,029; p<0,016) als auch in den 7x-CpG-ODN behandelten Mausen (p<0,001;
p<0,001) erhohte IFNy Werte festgestellt werden. An Tag 28, konnten bei den 5x-CpG-
ODN behandelten Tieren, verglichen mit den jeweiligen Kontrollen kein erhohter IFNy
Spiegel nachgewiesen werden. Bei den 21x-CpG-ODN behandelten Miusen hingegen,
zeigten sich signifikant hohere IFNy Werte als in der jeweiligen NaCl-Kontrollgruppe
(p<0,024) bzw. der Neg-ODN behandelten Kontrolle (p<0,009).

Beim Vergleich der 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Méuse fand sich ein
signifikant hoherer C1q Spiegel als in den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten
Miusen (p<0,014). Die Expressionshohe in 5x-CpG-ODN behandelten Méusen an Tag 28
war signifikant niedriger als an Tag 7 (p<0,016). Ebenso verhielt es sich im Vergleich mit
den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen (p<0,001). Bei den 21x-CpG-
ODN behandelten, an Tag 28 getdteten Miusen konnten signifikant niedrigere [IFNy Wer-
te beobachtet werden als in 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Méiusen
(p<0,037) und in 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Miusen (p<0,027).
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Abbildung 26: Leber-assoziierte IFNYy mRNA Werte nach mehrmaliger Applikation von CpG-ODN

Durch Real-time PCR erhobene IFNY mRNA Werte in 5x-CpG-ODN, 7x-CpG-ODN und 21x-
CpG-ODN behandelten Miéusen und entsprechenden Kontrollen.

Die Daten sind als Fold increase (2-AACt) verglichen zu NaCl behandelten Miusen dargestellt. Als
Referenzgen diente GAPDH. Abgebildet ist der Mittelwert+ Standardabweichung von drei bis fiinf
Tieren. Zur Erhebung der Expressionsunterschiede wurde der Student’s t-test mit den jeweils zu-
gehorigen Kontrollgruppen durchgefiihrt.

Die Symbole (*, +, #) stehen fiir einen signifikanten Unterschied zwischen CpG-ODN behandelten
Tieren und ihren NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollgruppen (p<0,05).

* Signifikanter Unterschied zu 5x-NaCl-behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,029) und 5x-
Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Miusen (p<0,016). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,014), den 5x-CpG-
ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,016) sowie zu den 21x-CpG-ODN behandelten,
an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,037).

+ Signifikanter Unterschied zu 7x-NaCl behandelten, an Tag 7 getdteten Miausen (p<0,001) und
7x-Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Miusen (p<0,001). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Tieren (p<0,014), den 21x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,027), sowie den 5x-CpG-ODN behandel-
ten an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,001).

# Signifikanter Unterschied zu den 21x-NaCl behandelten, an Tag 28 getdteten Méusen (p<0,024)
und den 21x-Neg-ODN behandelten, an Tag 28 getdteten Méusen (p<0,009). Es besteht auch ein
signifikanter Unterschied zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen (p<0,037)
und den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,027).

4.2.2.5 STAT3

In der Leber konnte nach Beendigung der CpG-ODN-Applikation nur eine kurzfristige
zwel Tage bestehende Hochregulierung der STAT3 mRNA Expression nachgewiesen
werden.
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Die Hochregulierung mit der deutlichsten statistischen Signifikanz fand sich bei den 5x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren, um das knapp 2,5-fache verglichen
mit der Expression der Kontrolltiere, gefolgt von den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag
7 getoteten Tieren um das 1,7-fache. An Tag 28 gab es weder bei den 5x-CpG-ODN noch
bei den 21x-CpG-ODN behandelten Tieren signifikante Unterschiede zu ihren jeweiligen
NaCl oder Neg-ODN Kontrollen.

Genauer gesagt konnten an Tag 7 bei den CpG-ODN behandelten Tieren im Vergleich zu
den NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Tieren sowohl in den 5x-CpG-ODN behandelten
Mausen (p<0,001; p<0,001) als auch in den 7x-CpG-ODN behandelten Mausen (p<0,001;
p<0,003) erhohte STAT3 Werte festgestellt werden. Beim Vergleich der CpG-ODN be-
handelten Gruppen untereinander ergab sich folgendes: An Tag 7 zeigten die 5x-CpG-
ODN behandelten Tiere interessanterweise einen signifikant hoheren STAT3 Spiegel als
die 7x-CpG-ODN behandelten Tiere (p<0,001). Die Expressionshohe in 5x-CpG-ODN
behandelten Méusen an Tag 28 war signifikant niedriger als an Tag 7 (p<0,001). Ebenso
verhielt es sich im Vergleich mit den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Méu-
sen (p<0,001). Bei den 21x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getdteten Midusen konnten
signifikant niedrigere STAT3 Werte beobachtet werden als in 5x-CpG-ODN behandelten,
an Tag 7 behandelten Miusen (p<0,005) und den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7
getoteten Méusen (p<0,004).
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Abbildung 27: Leber-assoziierte STAT3 mRNA Werte nach mehrmaliger Applikation von CpG-ODN

Durch Real-time PCR erhobene STAT3 mRNA Werte in 5x-CpG-ODN, 7x-CpG-ODN und 21x-
CpG-ODN behandelten Miéusen und entsprechenden Kontrollen.

Die Daten sind als Fold increase (2-AACt) verglichen zu NaCl behandelten Miusen dargestellt. Als
Referenzgen diente GAPDH. Abgebildet ist der Mittelwert+ Standardabweichung von drei bis fiinf
Tieren. Zur Erhebung der Expressionsunterschiede wurde der Student’s t-test mit den jeweils zu-
gehorigen Kontrollgruppen durchgefiihrt.
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Die Symbole (*, +) stehen fiir einen signifikanten Unterschied zwischen CpG-ODN behandelten
Tieren und ihren NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollgruppen (p<0,05).

* Signifikanter Unterschied zu 5x-NaCl-behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,001) und 5x-
Neg-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Mausen (p<0,001). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren (p<0,018) sowie zu den
5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,001) und zu den 21x-CpG-ODN be-
handelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,005).

+ Signifikanter Unterschied zu 7x-NaCl behandelten, an Tag 7 getdteten Miausen (p<0,001) und
7x-Neg-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen (p<0,003). Es besteht auch ein signifikanter
Unterschied zu den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 gettteten Tieren (p<0,018), zu den 21x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren (p<0,004) und zu den 5x-CpG-ODN behandel-
ten, an Tag 28 getoteten Mausen (p<0,001).
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5 Diskussion

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der immunstimulatorische Effekt durch
eine repetitive Gabe von CpG-ODN verliangert werden kann, wobei im Gehirn keine An-
zeichen einer potentiellen Organschidigung nachweisbar waren. Weder in der HE-
Farbung zeigten sich pathologische Verdnderungen noch waren mit CD 11b bzw. GFAP
bindenden Antikorpern reaktive Zellen feststellbar. In der Real-time PCR jedoch war eine
Aktivierung des Immunsystems iiber einen langerfristigen Zeitraum nachweisbar.

In der Leber waren sowohl bei den Tieren, die wihrend der CpG-ODN-Behandlung geto-
tet worden waren als auch bei den Tieren, die zwei Tage nach der letzten CpG-ODN-
Gabe getotet worden waren, pathologische Veridnderungen sowohl in der Hamatoxylin-
Eosin-Firbung als auch in der Immunhistologie nachweisbar, die aber nach dem Absetzen
der CpG-ODN-Gabe rasch reversibel waren und somit der Leber keinen histologisch
sichtbaren Schaden zufiigen, wihrend, anhand der Ergebnisse der Real-time PCR gezeigt,
der immunstimulatorische Effekt beibehalten werden konnte. Somit wire es denkbar, re-
petitive CpG-ODN-Gabe als Therapeutikum einzusetzen und moglicherweise organ-
spezifische Immunitit zu induzieren. Allerdings miissten noch genauere Studien durchge-
fiihrt werden, welche die inflammorische Wirkung genauer untersuchen, vor allem bezo-
gen auf die Hepatotoxizitt.

5.1 Gehirn

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mehrmalige periphere CpG-ODN-Gabe zu
linger anhaltender TNFa mRNA und kurzzeitiger IFNy und C1qg mRNA Uberexpression
fithren kann. Die Hochregulierung von IL-12p40 im Gehirn kann hingegen durch die re-
petitive CpG Gabe nicht verldngert werden. Da keine pathologisch sichtbaren Veridnde-
rungen und keine verstirkte reaktive Gliose im Gehirngewebe sichtbar waren, spricht das
dafiir, dass die Hochregulierung der TNFa, IFNYy, IL-12p40 und C1qg mRNA Werte nicht
zu einem entziindungsbedingten Gehirngewebsschaden fiihrt.

5.1.1 Histologie

5.1.1.1 Himatoxylin-Eosin-Fiarbung

Dass sich in der HE Firbung keine pathologischen Veridnderungen zeigen, kann als Zei-
chen gewertet werden, dass eine repetitive CpG-Gabe im Gehirn zwar einen immunstimu-
latorischen Effekt bewirkt, wie in der Real-time PCR nachgewiesen werden konnte, dieser
sich aber in Bezug auf die Immunstimulation positiv duflert und es zu keiner Gewebs-
schidigung durch die Aktivierung kommt.

5.1.1.2 CD11b

In der Immunhistologie konnte mit diesem Antikorper keine verstirkte Mikroglia-
Aktivierung bei den CpG-ODN behandelten Tieren nachgewiesen werden. Hier ist aber
anzunehmen, dass zumindest eine kurzfristige Aktivierung besteht, was in der Real-time
PCR mit Clq als Mikrogliamarker gezeigt werden konnte. Da die signifikante Erhohung
des mRNA Wertes von Clq nur etwa das 1,5-fache der Kontrolltiere betrigt, ist es sehr
wahrscheinlich, dass die Erhohung mit der weniger sensitiven Methode der Immunhisto-
logie unterhalb der Nachweisschwelle liegt.
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5.1.1.3 GFAP

Auch mit dieser Firbung konnten keine Unterschiede der GFAP Expression zwischen den
CpG-ODN behandelten Tieren und ihren jeweiligen Kontrolltieren nachgewiesen werden.
Zwar konnte auch hier angenommen werden, dass die Sensitivitit der Immunhistologie
nicht ausreicht um eine Hochregulierung nachzuweisen, da aber auch in der Real-time
PCR fiir diesen Marker keine signifikante Hochregulierung erfolgte, kann angenommen
werden, dass Astrozyten weniger auf eine CpG-ODN-Gabe ansprechen als Mikrogliazel-
len oder erst ab einer hoheren Dosis reagieren. Ebenfalls denkbar wire eine extrem kurze
Reaktion von nur einigen Stunden, die wir mit diesem Versuchsaufbau nicht nachweisen
konnten.

5.1.2 Real-time PCR

5.1.2.1 TNFa

An Tag 7 konnten erhohte TNFa Werte bei den CpG-ODN behandelten Tieren im Gegen-
satz zu den jeweiligen NaCl bzw. Neg-ODN behandelten Kontrollen sowohl in den 5x-
CpG behandelten als auch in den 7x-CpG behandelten Mausen beobachtet werden, was
auf eine Induktion von ZNS-assoziierter TNFa. mRNA nach peripherer Applikation hin-
deutet.

Es gab keinen nennenswerten Unterschied zwischen 5x-CpG-ODN behandelten und 7x-
CpG-ODN behandelten Méusen an Tag 7, was deutlich macht, dass zwei zusitzliche CpG
Applikationen keine signifikante Verdnderung der TNFo mRNA bewirken. An Tag 28
zeigten sich bei den 5x-CpG-ODN behandelten Tiere verglichen mit den jeweiligen NaCl
bzw. Neg-ODN Kontrollen keine erhohten TNFoa Werte, wihrend die 21x-CpG-ODN
behandelte Gruppe signifikant hohere TNFo mRNA Werte als die entsprechenden Kon-
trollen zeigte. Das spricht dafiir, dass die Induktion von TNFo mRNA direkt an die Ap-
plikation von CpG-ODN gekniipft ist, auch weil die TNFa Spiegel 2 Wochen nach Been-
digung der CpG-ODN-Applikation wieder annidhernd Normalmal} erreicht haben, was
sich in 5x-CpG-ODN behandelten Tieren an Tag 28 und den entsprechenden Kontrollen
ablesen lasst.

Das Abfallen des TNFa Spiegels wird weiterhin dadurch verifiziert, dass die TNFo Werte
in 5x-CpG-ODN behandelten Miusen an Tag 28 signifikant niedriger waren als an Tag 7,
ebenso wie in 7x-CpG-ODN behandelten Tieren an Tag 7 und in 21x-CpG-ODN behan-
delten Tieren an Tag 28. Die TNFa Spiegel waren an Tag 28 bei den 21x-CpG-ODN be-
handelten Mausen niedriger als an Tag 7 in 7x-CpG-ODN behandelten Miusen, was ein
Indiz dafiir ist, dass nach Beendigung der CpG-ODN-Applikation der TNFa Spiegel kon-
stant abfillt.

51.2.2 Clq

5x-CpG-ODN behandelte Méuse zeigten eine signifikant hohere Expression als 5x-NaCl
behandelte Tiere und hohere C1q Werte verglichen mit Neg-ODN behandelten Miusen.

7x-CpG-ODN behandelte Tiere zeigten statistisch signifikant hohere C1q Werte als 7x-
NaCl-behandelte Miuse und Neg-ODN behandelte Tiere. Der Anstieg von Clq zeigte
hingegen einen anderen zeitlichen Verlauf als die TNFa Induktion. Sowohl 5x-CpG-ODN
als auch 21x-CpG-ODN-behandelte Miuse zeigten beide beinahe normale Clq Werte,
wie ein Vergleich mit Kontrollen an Tag 28 zeigt. Diese Beobachtung spricht fiir eine nur
kurze Induktion des Clgs nach peripherer CpG-ODN-Applikation mit merklich anderem
zeitlichen Verlauf als TNFa.
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Clq mRNA Werte waren an Tag 7 sowohl in 5x-CpG-ODN als auch in 7x-CpG.ODN
behandelten Mausen erhoht. An Tag 28 hingegen hatten sowohl 5x-CpG-ODN als auch
21x-CpG-ODN behandelte Miuse eine annidhernd normale C1q mRNA Expression, so
dass unabhéngig von mehrmaliger CpG-ODN-Gabe keine Verldngerung der Hochregulie-
rung nachgewiesen werden konnte. Diese Hochregulierung ist weitgehend auf eine
Mikroglia Aktivierung zuriickzufiihren (Johnson, S. A. et al. 1994); (Pasinetti, G. M. et al.
1992); (Schafer, M. K. et al. 2000). Die Tatsache, dass histologisch mit dem CD 11b bin-
denden Antikorper keine sichtbaren Zeichen einer starken Mikrogliaaktivierung beobach-
tet werden konnten, spricht fiir einen niedrigen Mikrogliaaktivierungszustand, der sich nur
in der mRNA Expression bemerkbar macht, nicht aber mit der wesentlich weniger sensi-
tiven Methode der Immunhistologie nachzuweisen ist. Alternativ kann nicht vollstdndig
ausgeschlossen werden, dass die Clq Hochregulierung von anderen Zelltypen ausgeht,
auch wenn bei Lynch et al. (Lynch, N. J. et al. 2004) beschrieben ist, dass Mikroglia die
einzigen Zellen im Gehirn sind, die in vivo Clq synthetisieren. Die Folgen einer Clq-
Hochregulierung miissten noch weiter erforscht werden. Interessanterweise konnte ge-
zeigt werden, dass Clq wichtig ist beim Schutz gegen eine Streptokokkenmeningitis
(Rupprecht, T. A. et al. 2007). Demzufolge, konnte man durch eine repetitive CpG-ODN-
Gabe das angeborene Immunsystem aktivieren und somit eine Schutzwirkung gegen
Streptokokken induzieren.

Clq Werte waren niedriger bei den 7x-CpG-ODN behandelten Méausen als bei den 5x-
CpG-ODN behandelten Miusen an Tag 7. Das spricht fiir eine Induktion von Hypo-
response nach 7 aufeinander folgenden Tagen, wie sie auch fiir Makrophagen beschrieben
ist (Yeo, S. J. et al. 2003).

5.1.2.3 IFNy

An Tag 7 zeigten sowohl 5x-CpG-ODN behandelte Miuse eine signifikant hohere Ex-
pression als 5x-NaCl bzw. Neg-ODN behandelte Tiere als auch 7x-CpG-ODN behandelte
Tiere verglichen mit ihren jeweiligen NaCl bzw. Neg-ODN Kontrollgruppen. IFNy zeigt
hier einen dhnlichen zeitlichen Verlauf wie Clq.

Sowohl 5x-CpG-ODN und 21x-CpG-ODN-behandelte Miuse zeigten beide beinahe nor-
male IFNy Werte, wie ein Vergleich mit Kontrollen an Tag 28 zeigt. Auch hier zeigt sich
eine gleichméBiger Abfall der IFNY Werte, da die IFNY Expression in den 21x-CpG-ODN
behandelten, an Tag 28 getiteten Tieren auf einem etwas hoheren Niveau liegt als in den
5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 28 getoteten Tieren, bei welchen die letzte Applikati-
on um zwei Wochen linger zuriick liegt.

Sehr interessant ist auch hier, dass die IFNy mRNA Werte der 5x-CpG-ODN behandelten
Maiuse hoher waren als die Vergleichswerte in 7x-CpG-ODN behandelten Méusen an Tag
7. Auch hier wird als mogliche Erklarung eine Art Hyporesponse angenommen (Yeo, S. J.
et al. 2003).
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5.1.2.4 IL-12p40

Als einzige signifikante Hochregulierung wurden erhohte IL-12p40 Werte in den 7x-
CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getdteten Miusen gefunden. Das spricht dafiir, dass
sich IL-12p40 im speziellen von einer ldngerfristigen CpG Gabe nicht beeinflussen lisst,
obwohl dieses Zytokin ja relativ spezifisch auf die Anwesenheit von CpG, verglichen mit
LPS, reagieren soll (Dalpke, A. H. et al. 2002); (Takeshita, S. et al. 2001). Die hochste
Expression findet sich weiterhin auch hier in den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7
getoteten Tieren und nicht in den 7x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tieren.

5.1.2.5 STAT3

Die repetitive CpG-ODN Gabe scheint im Gehirn keine Wirkung auf die Hohe der
STAT3 mRNA Expression zu besitzen. Es kann dennoch sein, dass es zu einer Hochregu-
lierung kommt, die aber nur maximal einige Stunden anhélt und somit in unserem Ver-
suchsaufbau, bei dem die erste Untersuchung in den 7x CpG-ODN behandelten, an Tag 7
getoteten Tieren 18 Stunden nach der letzten CpG Gabe stattfand, nicht mehr erfasst wur-
de. Hier kann man davon ausgehen, dass sich keine verldngerte STAT3 Expression durch
eine repetitive CpG Gabe erzielen ldsst.

Es wire durchaus denkbar, dass die verminderte Verlidngerung der Zytokinexpression
spezifisch ist fiir C1q und IFN7y und dass TNFa in einer anderen Art und Weise im Gehirn
hochreguliert wird. Ein dhnliches Phanomen ist bei Makrophagen beschrieben, wo einige
Zytokine durch Selbstinduzierte-Hyporesponse beeinflusst werden, andere hingegen nicht
(Yeo, S. J. et al. 2003). Hinzu kommt die Tatsche, dass die CpG-ODN vermittelte Hypo-
response nicht blof3 eine Induktion von Zellabbau ist, sondern vielmehr eine hochst unter-
schiedliche Umprogrammierbarkeit von Zellen widerspiegelt. Das wiirde bedeuten, dass
die Induktion von Selbst-Hyporesponse, genauso wie fiir Makrophagen bestitigt (Yeo, S.
J. et al. 2003), auch im Gehirn existiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine mehrmalige periphere CpG-ODN-Applikation einen
verstirkten Anstieg von TNFo mRNA im Gehirn bewirkt, der anndhernd zwei Wochen
nach Beendigung der CpG-ODN-Applikation zuriick auf Normalniveau absinkt. Das zeigt
der Vergleich mit nahezu normalen mRNA Werten in 5x-CpG-ODN behandelten Tieren
an Tag 28, aber erhohten TNFa mRNA Werten in 21x-CpG-ODN behandelten Tieren an
Tag 28. Daher ist es nicht einfach nur eine Induktion der Immunaktivierung iiber die Lin-
ge der CpG-ODN-Applikation, sondern wie der hohe TNFa Wert der 21x-CpG-ODN an
Tag 28 getoteten Tieren beweist, bleibt der hohere Wert {iber eine Woche nach der letzten
Applikation erhalten.

Das konnte einerseits als Depot-Effekt nach mehrmaliger CpG-ODN-Gabe interpretiert
werden. Andererseits konnten die TNFa produzierenden Zellen iiber den untersuchten-
Zeitraum hinweg aktiviert bleiben. Da man sehr genau weil}, dass CpG-ODN den Effekt
bakterieller DNA nachahmt (Takeshita, S. et al. 2001), hitten das zur Folge, dass ein
mehrfacher, peripherer Kontakt mit bakterieller DNA, wie er z.B. bei Patienten mit Sepsis
vorkommt, zu erhohten TNFo mRNA Werten im ZNS fiihrt. Patientenbezogene klinische
Studien mit Sepsis Patienten miissten zur Bestidtigung dieser Theorie herangezogen wer-
den. Man weil}, dass ZNS-assoziierte Zytokine, wie TNFa einen immunoprotektiven Ef-
fekt beim Schutz vor ZNS Infektionen (Chao, C. C. et al. 1994); (Cheeran, M. C. et al.
2000) und Tumoren (Nakaichi, M. et al. 1996) besitzen. Hierfiir bietet das Aufrechterhal-
ten von erhohten TNFa Werten durch mehrmalige periphere CpG-ODN-Applikation ei-
nen moglichen therapeutischen Ansatz, um eine linger andauernde Immunoprotektivitéit
zu erzielen.
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Dennoch sollte im Auge behalten werden, dass ebenfalls Studien vorliegen, bei denen
Miuse CpG-ODN verabreicht bekamen und anschliefend basischem Myelin-Protein aus-
gesetzt wurden. Diese Tiere hatten ein erhohtes Risiko eine experimentelle allergische
Enzephalomyelitis (EAE) zu entwickeln (Segal, B. M. et al. 1997). Deshalb ist hier Vor-
sicht geboten. Betrachtet man den Mdoglichkeiten, die zur Aktivierung der ZNS Zellen
nach peripherer CpG-ODN-Gabe fiihren, ist es denkbar, dass CpG-ODN direkt die Blut-
Hirn-Schranke iiberwindet. Aufgrund des hohen Molekulargewichts von CpG, ist diese
Moglichkeit aber vorwiegend bei einer nicht mehr intakten Blut-Hirn Schranke gegeben.
Wabhrscheinlicher ist, dass CpG-ODN einen second-messenger aktiviert, der zu einer Zy-
tokinhochregulierung im Gehirn fiihrt. Weitere Studien sind dringend notig, um die Ver-
mittlung der Wirkungsweise von CpG-ODN auf das Gehirn besser zu verstehen und um
die Folgen von anhaltender ZNS-Immunaktivierung nach mehrmaliger CpG-ODN-
Applikation genauer zu untersuchen.

5.2 Leber

In der Leber kam es sowohl histologisch als auch in der Real-time PCR nachweisbar zu
einer lingerfristigen Immunaktivierung. Das histologische Bild zeigte kurzfristig deutli-
che Leukozyteninfiltrate, die als pathologische Verdnderung der Leber zu werten sind. Da
diese jedoch nur kurzfristig nach der CpG-ODN-Applikation auftraten und sich nach de-
ren Absetzen rasch zuriickbildeten, die immunstimulatorische Wirkung jedoch anhielt,
wird angenommen, dass der positive Effekt iiberwiegt.

5.2.1 Histologie

5.2.1.1 Himatoxylin-Eosin-Farbung

Es fanden sich wihrend und zwei Tage nach der letzten CpG-ODN-Applikation verstirkt
Lymphozyteninfiltrate, die auf eine Hepatitis zuriickzufiihren sind. Da sich die Infiltrate
jedoch mit dem Absetzten der CpG-ODN-Applikation rasch zuriickbildeten, ist die Le-
berpathologie reversibel und scheint der Leber keine bleibenden Schiden zuzufiihren.
Dennoch miissten, um CpG-ODN als Therapeutikum nutzen zu konnen noch genauere
Studien iiber Lebertoxizitit durchgefiihrt werden.

5.2.1.2 Chloracetat-Esterase-Fiarbung

Da in der Chloracetat-Esterase-Fiarbung keine angefiarbten Granulozyten sichtbar waren,
lasst sich daraus ableiten, dass die Leukozyteninfiltrate hauptsidchlich aus Zellen des er-
worbenen Immunsystems bestehen. Es handelt sich hier, wie durch die anderen Immun-
histologischen Farbungen gezeigt werden konnte, um T-und B-Lymphozyten aber auch
Makrophagen.

5.2.1.3 CD11b

Eine Aktivierung der Kupffer-Sternzellen war bis zu zwei Tage nach der letzten CpG-
ODN-Gabe nachweisbar. Eine allgemein verstiarkte Makrophagen-Invasion ist bis zu drei
Wochen nach der letzen CpG-ODN-Gabe nachweisbar. Makrophagen scheinen zu den
durch die CpG-ODN-Gabe am stirksten beeinflussbaren Zellen zu gehoren. Es wird da-
von ausgegangen, dass sie eine der Hauptquellen fiir die Hochregulierung der Zytoki-
nexpression darstellen. Die Makrophagen ihrerseits aktivieren wiederum verstiarkt B- und
T-Lymphozyten, die ebenfalls an der Immunreaktion beteiligt sind.



Diskussion 73

5214 CD8

Es fanden sich kurzfristig CD 8 positive T-Lymphozyten, vorwiegend in den Infiltraten.
Das konnte bedeuten, dass es kurzfristig zu einer Aktivierung der T-Lymphozyten kommt,
diese aber nach dem Ende der CpG-ODN-Applikation rasch wieder abnimmt. Somit be-
stiinde ein potentielles Risiko fiir eine Autoimmunitétsreaktion.

5.2.1.5 B220

Es kam zu einer lidngerfristigen B-Lymphozyten Aktivierung. Diese Zellen sind jedoch
nicht ausschlieBlich auf die Infiltrate beschridnkt, sondern verteilen sich im gesamten Le-
berparenchym. Es scheint also zu einer verstidrkten Antikdrperproduktion zu kommen, wie
sie bisher nur fiir der Milz beschrieben ist (Sethi, S. et al. 2005).

5.2.2 Real-time PCR

5.2.2.1 IL-12p40

IL-12p40, das eine relativ spezifische Reaktion auf CpG-ODN im Vergleich zu LPS zei-
gen soll (Dalpke, A. H. et al. 2002), war in der Leber bis zu drei Wochen nach Ende der
CpG-ODN-Applikation hochreguliert. Von allen untersuchten Zytokinen in der Leber
hatte es die lingste Nachweisbarkeit. Im Gegensatz dazu war es im Gehirn wiederum nur
sehr kurzfristig hochreguliert. Das konnte an der noch nicht vollstindig erforschten Weise
liegen, wie die Wirkung von CpG-ODN die Blut-Hirn Schranke passiert.

Auch hier zeigte sich die hochsten mRNA Expression bei den 5x-CpG-ODN behandelten,
an Tag 7 getoteten Tieren, anstatt wie zu erwarten wire, in den 7x-CpG-ODN behandel-
ten, an Tag 7 getoteten Tieren. Auch hier wird als Ursache eine Art Hyporesponse ange-
nommen. Auch fillt der Zytokinspiegel konstant ab, was auf jeden Fall fiir eine CpG-
ODN indizierte Stimulierung spricht.

5.2.2.2 TNFo, Clq und IFNy

Die drei Zytokine TNFa, Clq und IFNy scheinen in der Leber demselben Aktivierungs-
muster und demselben zeitlichen Verbleib im Organismus zu folgen, da diese sowohl je-
weils mindestes eine Woche nach der letzten CpG-ODN-Gabe noch signifikant hochregu-
liert waren, als auch mit demselben zeitlichen Verlauf abgebaut werden und auch hier das
Phinomen der Hyporesponse in den 5x-CpG-ODN behandelten, an Tag 7 getoteten Tie-
ren zu beobachten ist. Das konnte hei3en, dass sie alle einem gleichen Reaktionsspektrum
eines bestimmten Zelltyps, hier vermutlich vorwiegend Makrophagen, unterliegen.

5.2.2.3 STAT3

Da STAT3 in der Leber auch nur eine sehr kurze Hochregulierung erfiahrt, scheint fiir
dieses Zytokin eine anderer zeitlicher Verlauf vorzuliegen, der sich auch durch die repeti-
tive Gabe von CpG-ODN nur um 2 Tage verldngern ldsst. Jedoch auch hier findet sich,
wie bei den anderen Zytokinen, das Phianomen der selbstregulierenden Hyporesponse. Es
scheint, dass STAT3 anderen Signalkaskaden unterliegt, die durch eine repetitive CpG-
ODN-Gabe weitgehend unbeeinflusst bleiben.

AbschlieBend fillt auf, dass die Expressionswerte in der Leber oft das 100-fache der Ge-
hirnspiegel erreichen. Wie das CpG-ODN seine Wirkung durch die Blut-Hirn-Schranke
entfaltet, ist wie bereits erwihnt, noch unerforscht. Es scheint eine positive immunstimu-
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latorische Wirkung zu zeigen, allerdings miisste man noch genauere Studien iiber eine
potentielle Hepatotoxizitidt oder Autoimmunitit durchfithren, um mehr Sicherheit beim
Einsatz als Therapeutikum zu gewéhren.



Zusammenfassung 75

6 Zusammenfassung

Unmethylierte bakterielle DNA, die reich an CG Sequenzen ist stimuliert das angeborene
Immunsystem. Die Vermittlung dieser Wirkung erfolgt iiber den Toll-like Rezeptor 9.
Reine CG Sequenzen sind im Organismus nicht stabil, da sie sehr rasch von den korperei-
genen Nukleasen abgebaut werden. Mit synthetisch hergestellten Oligodeoxyribonukleo-
tiden, sogenannten CpG-ODNs, kann eine Nukleaseresistenz erzielt werden und der im-
munstimulatorische Effekt nachgeahmt werden.

Weiterhin wirken sich CpG-ODNs positiv auf den Verlauf von bakteriellen Infektionen,
Tumoren und Prioninfektionen aus.

Man weil}, dass eine Aktivierung des Immunsystems durch einmalige Gabe von CpG-
ODNs nur iiber einen kurzen Zeitraum stattfindet. Die CpG-ODNs fithren im Organismus
innerhalb von Minuten zu einem mRNA Anstieg und innerhalb von Stunden zu einer
kurzfristigen Zytokinsekretion und IgM Produktion, werden dann aber rasch abgebaut, so
dass der immunstimulatorische Effekt in der Regel nur kurz anhilt.

Um CpG-ODN als Therapeutikum besser nutzen zu konnen liegt der Wunsch nahe, die
Wirkung von CpG-ODN zu verldngern. Eine mogliche Strategie ist hierbei eine repetitive
Applikation.

Ziel dieser Arbeit war, den immunstimulatorischen Effekt von repetitiver CpG-ODN-
Gabe besser zu verstehen und mit der Repetition die Wirkung zu verldngern. Damit konn-
te CpG-ODN als Therapeutikum bei bakteriellen Infektionen, Tumoren und bei Prio-
nerkrankungen wirkungsvoll eingesetzt werden.

In dieser Arbeit wurden jeweils 12 Gruppen zu je 5 Médusen gebildet, wobei die jeweili-
gen Gruppen an 5, 7 oder 21 aufeinanderfolgenden Tagen jeweils eine CpG-ODN, NaCl
oder Neg-ODN Applikation i.p. erhielten. Die Miduse wurden anschlieBend an Tag 7 oder
28 wihrend bzw. nach der Behandlung getotet. So erhielt man folgende Gruppen:

5x-CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behandelte, an Tag 7 getotete Miuse
5x-CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behandelte, an Tag 28 getttete Miduse
7x-CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behandelte, an Tag 7 getotete Miuse
21x-CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behandelte, an Tag 28 getotete Mause

Im Verlauf der Arbeit, die die immunmodulatorische Wirkung auf das Gehirn und die
Leber der Maus untersucht, konnten zusammenfassend folgende Ergebnisse herausgear-
beitet werden, die mittels Real time PCR und Immunbhistologie gewonnen wurden.

Im Gehirn fithrt CpG-ODN zu einer mindestens einwochigen Hochregulierung der
mRNA von TNFa. Des Weiteren kommt es zu einer mindestens zweitdgigen Cl1q und
IFNy Hochregulierung. Eine IL-12p40 Hochregulierung findet nur ca. 18 Stunden statt,
wihrend eine STAT3 Hochregulierung nicht nachweisbar ist. In der histologischen Be-
trachtung finden sich in der HE Firbung keine pathologischen Veridnderungen der Hirnar-
chitektur und in einer immunhistologischen Fiarbung mit CD 11b und GFAP bindenden
Antikorpern keine Unterschiede zwischen den CpG-ODN, NaCl oder Neg-ODN behan-
delten Tieren.

In der Leber findet sich eine signifikante Hochregulierung von IL-12p40 iiber mindestens
drei Wochen und eine Clq, TNFa und IFNY Hochregulierung von mindestens einer Wo-
che. Histologisch finden sich in der HE Firbung massive Leukozyteninfiltrate iiber min-
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destens zwei Tage. In der Immunhistologie sieht man an den Infiltraten beteiligte aktivier-
te Makrophagen, T und B-Lymphozyten, jeweils dargestellt mit CD 11b, CD 8 und B220
bindenden Antikorpern.

Es zeigte sich, dass eine repetitive CpG-ODN-Gabe eine verldngerte stimulatorische Wir-
kung auf das Immunsystem ausiibt, was Voraussetzung fiir den Einsatz als Therapeutikum
ist. Besonders bemerkenswert ist die Tatsache, dass man durch periphere Gabe von CpG-
ODN im Gehirn eine Immunstimulierung erreichen kann. Diese konnte im Rahmen einer
Therapie von Prionerkrankungen, anderen Gehirninfektionen, Morbus Alzheimer oder
Gehirntumoren Anwendung finden. Allerdings sind noch weitere Studien notig, um Risi-
ken wie Hepatotoxizitit oder Autoimmunitit besser abschidtzen zu konnen und den Me-
chanismus zu erforschen, wie durch periphere Gabe von CpG-ODN eine immunologische
Gehirnaktivierung erreichen wird. Eine wichtige Frage fiir die Zukunft ist hierbei, ob die
Wirkung von CpG-ODN direkt auf die Gehirnzellen wirkt oder ob es einen second mes-
senger gibt, der die Blut-Hirn-Schranke {iberwindet.
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7 Summary

Immunstimulatory effect of repeated CpG-ODN-administration to the murine brain
and the liver

It is well known, that unmethylated bacterial DNA, which contains CG motifs has a
stimulatory effect to the immune system. The recognition of this effect is mediated via the
toll-like receptor 9. This immunstimulatory effect was mimicked by synthetic oligodeoxy-
ribonucleotides (CpG-ODNs5s), which are much more stable in the living organism.

It has been shown that CpG-ODN administration has a positive effect on infection dis-
eases, tumors and prion infections.

This study wanted to investigate whether the strategy of consecutive CpG-ODN admini-
stration could be used to induce brain relevant immune activation as prion infection pre-
dominantely effects the brain.

Furthermore it was investigated whether the consecutive administration of CpG-ODN led
to detrimental sideeffects in brain and liver tissue.

We choose four application patterns for CpG-ODN including a saline or Neg-ODN
treated control respectively. So we got 12 groups following the proximate pattern:

5x-CpG-ODN, saline or Neg-ODN treated mice, sacrificed at day 7
5x-CpG-ODN, saline or Neg-ODN treated mice, sacrificed at day 28
7x-CpG-ODN, saline or Neg-ODN treated mice, sacrificed at day 7
21x-CpG-ODN, saline or Neg-ODN-treated mice, sacrificed at day 28

We were able to detect the following results by Real-time PCR and immunohistology on
the immunmodulatory effect and chronological sequence on the murine brain and the liver.

In the brain mRNA TNFa levels are upregulated up to 1 week, mRNA levels of C1q und
IFNYy are upregulated up to at least two days. Upregulation of 1L-12p40 is detectable for a
minimum of 18 h. An upregulation of STAT3 was not detectable in the brain. In immuno-
histology we didn’t observe any pathological changes in brain morphology and no en-
hanced staining of microglia and astrocytes using antibodies for GFAP and CD 11b.

In the liver a significant upregulation for IL-12p40 mRNA for a minimum of 3 weeks was
detected. Furthermore we observed upregulated mRNA levels for Clq, TNFa and IFNy
for minimum 1 week. STAT3 mRNA levels were upregulated up to two days.

By HE staining we observed massive infiltrates of leukocytes for at least 2 days. In im-
munohistology we detected active macrophages, T-and B-Lymphozytes by the antibodies
CD 11b, CD 8 and B220.

Our study showed that it was possible to induce brain specific immune activation without
observable side effects this may indicate the possibility to use such a strategy to combat
brain diseases like prion infection, Alzheimer's disease etc.

Regarding the liver no longterm side effects were observed however further studies are
needed to completely rule out relevant liver toxicity.
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10 Abkiirzungsverzeichnis

Aqua dest. Aqua destillata

BSA Bovines Serum Albumin

BSE Bovine Spongiforme Enzephalophathie
bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

C Complementfactor

CD Cluster of Differentiation

cDNA Copy DNA

CI Chlorid

c-myc Myelocytomatosis Cellular Oncogene
CO, Kohlendioxid

Cp Crossing Point

CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanosin
CR Complement-Receptor

CRH Cortikotropin-Releasing-Hormon
CRP C-reaktives Protein

CSF Colony-Stimulating-Factor

Ct Threshold Cycle

Da Dalton

DAB Diaminobenzidin

DC Dentritic Cell

DD Death Domain

DEPC Diethylpyrocarbonate

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNAse Deoxyribonuklease

dNTP 3"-desoxy-Ribonukleosid-5"triphosphat
dsRNA Doppelstringige RNA

DTT Dithiothreitol

EAE Experimentelle allergische Enzephalomyelitis

E.coli Eschericha coli
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EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
FRET Forster Resonance Energy Transfer
G-Phase Gap-Phase

g Gramm

g Konstante fiir die Schwerebeschleunigung
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GFAP Acides Gliafaserprotein

h Hora (Stunde)

HCI Salzsdure

HE Hématoxylin-Eosin

H>O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

ICAM Intrazellulidres Adhédsionsmolekiil
Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IFN Interferon

INH Inhibitor

i.p. intraperitoneal

JAK Januskinase

K" Kalium

kDA Kilo-Dalton

konz. konzentriert

LPS Lipopolysaccharide

LT Lymphotoxin

M molar

MAC Membranangriffskomplex

MBL Mannose-bindendes-Lektin

MHC Major Histocompatibility Complex
min Minuten

ml Milliliter

mRNA Messenger RNA

u My (Mikro)

n Nano

NaCl Natriumchlorid
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NaOH Natriumhydroxid

Neg Negativ

NF-xB Nukleirer Faktor kB

NGF Nerve-Growth-Factor

NK Natiirliche Killerzelle

NO Stickstoffmonoxid

ODN Oligodeoxynukleotid

0X Oxidation

PAMP Pathogen-associated molecular patterns
PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

P DGFR Platelet-derived growth factor receptor
pH Potential Hydrogenium

PTP Tyrosin Phosphatase

q PCR quantitative PCR

RNA Ribonukleinsédure

RNAse Ribonuklease

RT ohne reverse Transkpriptase

sek Sekunde

Ser Serin

STAT Signal Transducers and Activators of Transcription
S-Phase Synthese-Phase

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Th T-Helfer Zelle

TLR Toll-like-Receptor

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Trail TNF-related apoptosis inducing ligand
x (5/7/21x) mal

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentralnervensystem

z.T. zum Teil
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