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Lebenslauf

Grofleres wolltest auch du, aber die Liebe zwingt
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Doch es kehret umsonst nicht

Unser Bogen, woher er kommt.

()

Alles priife der Mensch, sagen die Himmlischen,
Daf er, kriftig gendhrt, danken fiir alles lern,
Und verstehe die Freiheit,

Aufzubrechen, wohin er will.

Friedrich Hélderlin (1770-1843)
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1 Einleitung

1.1 Definition und Aufgaben des Immunsystems

Jedes Lebewesen befindet sich in sténdiger Auseinandersetzung mit seiner Umwelt. Der Organismus hoherer
Lebewesen muf} sich insbesondere vor der Infektion mit den, ihn stdndig umgebenden, Krankheitserregern
schiitzen, bzw. zur wirkungsvollen Bekdmpfung einer bereits erfolgten Infektion in der Lage sein. Eindringen
und Vermehrung von Krankheitserregern, also Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten, wiirden, ohne Schutz
durch ein spezielles Abwehrsystem, den sicheren Tod des betroffenen Organismus bedeuten. Die Gesamtheit

der Abwehrmechanismen in héheren Lebewesen wird als Immunsystem bezeichnet.

Neben der Inaktivierung von Fremdorganismen, stellt das Erkennen und Zerstéren abnormer korpereigener
Zellen, bspw. maligner Tumorzellen, eine weitere iiberlebenswichtige Aufgabe des Immunsystems dar. Diese
Aufgaben stellen eine wesentliche Forderung an das Immunsystem, ndmlich die der Fahigkeit zur Unter-
scheidung von Fremd und Selbst. Den sogenannten Autoimmunerkrankungen liegt dtiopathogenetisch eine
Storung dieses Selbsterkennungssystems zugrunde, da das Immunsystem der daran Erkrankten bestimmte
intakte korpereigene Strukturen filschlicherweise als kérperfremd, bzw. als infiziert, ansieht und demzufol-
ge zerstort. So werden bspw. die Insulinrezeptoren der an Diabetes mellitus Typ I erkrankten Menschen
spezifisch von sogenannten Auto-Antikorpern destruiert. Um solche Fehlerkennungen zu vermeiden, mufl

das Immunsystem folglich iiber eine hohe Spezifitit verfiigen.

1.2 Aufbau des Immunsystems

Man teilt das Immunsystem der Vertebraten, zu denen auch der Mensch gehort, in das unspezifische (ange-
borene) und das spezifische (erworbene) Immunsystem ein und unterscheidet in diesen beiden Teilbereichen
jeweils die humorale und die zelluldre Immunreaktion. Zum erworbenen Immunsystem, welches auch spe-
zifisches oder adaptives Immunsystem genannt wird, zdhlen alle Bestandteile des Abwehrsystems, die erst
durch Kontakt mit einem korperfremden Antigen gepriagt werden miissen, um hernach als spezifische Ab-
wehrmechanismen funktionieren zu konnen. Als Antigen wird jede Substanz bezeichnet, die in der Lage

ist, eine Immunantwort zu induzieren.

Bevor ein Krankheitserreger angegriffen werden kann, muf§ er jedoch zunéchst als kérperfremde Struktur
identifiziert werden. Hierzu haben sich im adaptiven Immunsystem die spezifisch gegen ein Antigen ge-
richteten T-Zellrezeptoren (s. sowie die spezifischen Antikérper (s. entwickelt, wobei die Spe-
zifitét der Antigenerkennung wesentlich von dem, im Kapitel [I.3] ausfiihrlich erliuterten, MHC-Komplex
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abhangt. Vergleichsweise jung dagegen ist die Erkenntnis, dass das angeborene Immunsystem einen art-
iibergreifenden hochkonservierten Mechanismus zur Erkennung von korperfremden Strukturen bereithélt:

Die Toll-like-Rezeptoren (TLR), iiber welche im anschlieffenden Kapitel zusammenfassend berichtet wird.

Die im Folgenden erlduterten, modellhaft abgegrenzten, vier Teilbereiche des Abwehrsystems, die in Tab.
nochmals zusammenfassend schematisch dargestellt sind, stellen im Organismus natiirlich keine streng
voneinander getrennten Systeme dar, sondern sind, im Sinne einer konzertierten Abwehreaktion, vielfach
miteinander verkniipft. Die Effektormechanismen des angeborenen und des erworbenen Immunsystems
weisen eine ausgeprigte Ahnlichkeit auf, was auch zu der Annahme gefiihrt hat, dafl das adaptive Immun-
system eine Weiterentwicklung des angeborenen Immunsystems darstellt (MEDZHITOV 1997, MEDZHITOV
1998).

Spezifisch Unspezifisch
Zelluldr T-Lymphozyten (1.2.4)) | Phagozyten ((1.2.1)
Zytotoxische T-Zellen Granulozyten
Regulatorische T-Zellen Monozyten
T-Helferzellen Nat. Killerzellen
Humoral | Antikérper (1.2.3)) Komplement (|1.2.2])
gebildet von: Lysozym
B-Lymphozyten Zytokine (1.8))
Plasmazellen Akut-Phase-Proteine 1)

Tab. 1.1: Schematische Darstellung der vier Bereiche des Abwehrsystems der Vertebraten.
Die Zahlen in den Klammern verweisen jeweils auf die entsprechenden Absitze im Text.

1.2.1 Die unspezifische zellvermittelte Abwehrreaktion

Die zellvermittelte unspezifische Abwehr wird im Wesentlichen von Phagozyten vermittelt. Diese gewahr-
leisten u.a. die Entsorgung des, bereits von Abwehrmechnanismen angegriffenen, korperfremden Zelldetri-
tus. Zu den Phagozyten gehoren die Zellen des Mononukledren Systems, also auch Makrophagen, sowie die
Leukozyten. Zu den phagozytierenden Leukozyten zéhlen in erster Linie Granulozyten, die dendritischen
Zellen (DZ) sowie die natiirlichen Killerzellen (NK). Natiirliche Killerzellen sind grofle, granulére Lympho-
zyten, die weder B- noch T-Zellantigene tragen und die Erreger ohne vorangegangene Sensibilisierung und
ohne Beteiligung von Antikorpern oder des Komplementsystems toten konnen. Phagozyten werden chemo-
taktisch von Zytokinen, durch Faktoren des Komplementsystems oder Faktoren eines Erregers angelockt.
Die zu phagozytierenden Partikel werden vom Komplementsystem opsonisiert, um den Kontakt mit den
Phagozyten zu erleichtern. Opsonisierung bedeutet, dass die Antigen-tragenden Strukturen durch Anlage-
rung von Plasmabestandteilen den Phagozyten im iibertragenen Sinne ,schmackhaft® gemacht werden. Der
Phagozyt umfliesst im Folgenden den opsonierten Partikel (Ingestion), iiberstiilpt diesen mit seiner Zell-
membran und bildet so ein Phagosom. Durch die Verschmelzung der Phagosomen mit den Lysosomen des
Phagozyten entstehen Phagolysosomen, in denen die Granulainhalte der Lysosomen ihre Wirkung entfalten
konnen. Die Granula enthalten u.a. eine Reihe von Enzymen und kationische Proteine, die zur Zerstérung

des korperfremden Materials beitragen.

Die Phagozyten haben, neben der Phagozytose, noch eine zweite wichtige Aufgabe, ndmlich die der An-
tigenprisentation, man nennt sie daher auch Antigen-prisentierende Zellen (APZ). Der Begriff der APZ
wird nicht ganz einheitlich verwendet; prinzipiell ist jede kernhaltige Zelle in der Lage, Antigen zu pra-

sentieren, wie bspw. das Antigen eines Virus nach stattgehabter viraler Infektion der Zelle. Die APZ im
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engeren Sinne verfiigen hingegen {iber die Féahigkeit, 16sliche Antigene aus der Umgebung aufzunehmen,
zu prozessieren und anschlieBend den T-Lymphozyten zu prisentieren. Die APZ bilden eine morphologisch
heterogene Gruppe. Zu ihr gehéren Monozyten und Makrophagen (MiNaMI 1980), B-Lymphozyten (LAN-
ZAVECCHIA 1988) und dendritische Zellen (STEINMAN 1983). Letztere gehoren ebenfalls zu den Leukozyten.
Ausgehend von einer CD34-positiven (CD34™) pluripotenten Stammzelle fithren verschiedene Differenzie-
rungswege zur Entstehung von dendritischen Zellen (HART 1997). Zu unterscheiden ist hierbei grundsétzlich
eine lymphoide und eine myeloiden Differenzierungslinie. Nur die Abkémmlinge der myeloiden Linie fun-
gieren als professionelle Antigen-prisentierende Zellen, welche in der Lage sind, T-Zell-Proliferation und
T-Zell-Aktivierung zu generieren (WILLIAMS 1994).

Bevor ein Erreger jedoch vernichtet werden kann, mufl er zunéchst einmal als Eindringling erkannt wer-
den. Hierfiir stehen dem angeborenen Abwehrsystem Erkennungsmechanismen zur Verfiigung, die als so
genannte ,pattern recognition receptors‘ (PRR), also Struktur-erkennende Rezeptoren, bezeichnet werden.
Dabei handelt es sich um Rezeptoren, die sich im Laufe der Evolution gegen spezifische charakteristische
molekulare Strukturen von Pathogenen, die ,,pathogen associated molecular patterns“ (PAMP), entwickelt
haben (MEDZHITOV 2002). Zu den PRR gehoren bspw. die Toll-Rezeptoren und CD14 (JANEWAY 1998).
Bekannte Vertreter der PAMPs sind z.B. Mannane in der Hefezellwand oder Bakterienzellwandbestandteile
wie Lipopeptide, Peptidoglycane, Teichonsiduren und Lipopolysaccharid (LPS). LPS wird im Zusammen-
hang mit der Pathophysiologie des Septischen Schocks in den Kapiteln [[.4] und [I.6] néher beschrieben. Die
APZ analysieren mit Hilfe ihrer PRR die Pathogene, also die PAMP. Wird ein PAMP identifiziert, wer-
den die APZ entsprechend aktiviert, phagozytieren und prozessieren das entsprechende PAMP-tragende
Pathogen, um es anschliefend den B- und T-Lymphozyten (s. Kapitel und zu présentieren.
Die Erkenntnis, dass die Toll-Rezeptoren in Insekten und ihre Aquivalente bei Séugetier und Mensch, die
,Toll-like-Rezeptoren“ (TLR) als PRR bei der Identifikation der PAMP in der ersten Reihe stehen, hat das
Interesse der Wissenschaft an den Mechanismen der angeboren Abwehr erneut geweckt (WAGNER 2001).
Die Toll-Rezeptoren der Insekten, bzw. die TLR von Mensch, Tieren und sogar Pflanzen, bestehen aus
einer hochkonservierten zytoplasmatischen Domiine, TIR (toll/interleukin-1 receptor domain) genannt, so-
wie aus einer Leucin-reichen extrazelluliren Doméne, welche den Kontakt mit dem PAMP herstellt. APZ,
die diese TLR exprimieren, haben also eine Schliisselrolle bei der Antigenerkennung und {iben somit auch
Kontrolle iiber die nachgeschaltete adaptive Immunantwort aus (WAGNER 2001). Bis dato sind bereits 11
verschiedene TLR beim Menschen und 13 TLR bei der Maus identifiziert worden. (DUNNE 2005) DNS, die
CpG-Motive tragt, wird ebenfalls von den TLR erkannt - Néheres hierzu im Kapitel

1.2.2 Die unspezifische humorale Abwehrreaktion

Das Komplementsystem gehort gemeinsam mit u.a. Lysozym, den Zytokinen und den Akut-Phase-Proteinen
zum humoralen angeborenen Abwehrsystem, dass sich unspezifisch gegen alle PAMPs richtet und daher

auch als unspezifisches Immunsystem bezeichnet wird.

Das Komplementsystem besteht aus einer Kaskade von iiber 20 Proteinen, die im Blutplasma gelést und
teilweise auch zellgebunden vorliegen. Diese Kaskade kann sowohl Antikérper-vermittelt (so genannte klas-

sische Aktivierung) als auch Antikérper-unabhingig (alternative Aktivierung) aktiviert werden.

Lysozym ist ein Enzym, welches beim Menschen vor allem in der Trénenfliissigkeit, im Bronchialsekret und

in der Lymphfliissigkeit vorkommt. Dieses Enzym wirkt bakterizid, da es durch Spaltung der glykosidischen
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Bindung zwischen N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsidure die Mureinschicht der Zellwénde einiger

grampositiver Bakterien zerstéren kann.

Zytokine sind korpereigene, 16sliche Faktoren (Peptide), die von unterschiedlichen Zellen wie bspw. Makro-
phagen und T-Zellen gebildet werden, und ihre Wirkung abhéngig von der Art der Zielzelle durch Bindung
an einen Zytokinrezeptor entfalten. Zu den Zytokinen gehoren u.a. die Interleukine (IL), die Interfero-
ne, Wachstumsfaktoren und die chemotaktischen Peptide. Interferone sind niedermolekulare Proteine, die
streng speziesspezifisch tiber spezifische Rezeptoren als Hemmstoffe der intrazellularen Virusreplikation
wirken. Es gibt eine Vielzahl von Interleukinen, die ebenso vielfiltige Funktionen haben. IL-2 wird von
aktivierten T-Zellen (s. gebildet und stimuliert u.a. das Wachstum der T-Zellen, sowie die Prolife-
ration der B-Zellen und die Produktion anderer Zytokine. IL-1 und IL-6 induzieren u.a. die Synthese der
Akut-Phase-Proteine, welche im Kapitel gesondert besprochen werden.

1.2.3 Die durch B-Zellen und Antikérper vermittelte spezifische humorale

Immunreaktion

Die spezifische humorale Immunreaktion wird iiber die B-Lymphozyten, beziehungsweise iiber die von
ihnen gebildeten Antikérper, vermittelt. Die B-Lymphozyten entstehen, wie auch die T-Lymphozyten (s.
, aus pluripotenten hdmatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks. Die B- und T-Lymphozyten
wurden nach ihren jeweiligen priméren Differenzierungsorten benannt: Der primére Differenzierungsort der
B-Lymphozyten wurde erstmalig bei Vigeln beschrieben, ndmlich die ,bursa fabricii“, von der sich das ,,B“
der B-Lymphozyten also ableitet. Beim Menschen wird das Knochenmark daher in diesem Zusammenhang
auch als , bursafiquivalentes Organ“ bezeichnet. T stellt eine Abkiirzung fiir Thymus dar, in welchen die im

Knochenmark ausgebildeten T-Lymphozyten zur priméren Differenzierung einwandern.

Sowohl B- als auch T-Lymphozyten werden erst durch Kontakt mit einem spezifischen Antigen aktiviert und
durchlaufen anschliefend beide den Prozess der klonalen Selektion, was im anschlieBenden Unterabschnitt
genauer erlautert wird. Im Unterschied zu den T-Lymphozyten tragen die B-Lymphozyten jedoch keine
echten Rezeptoren, sondern membranstindige Antikorper, die hochspezifisch frei zirkulierende Antigene
erkennen. Nachdem diese, an der Zellmembran der B-Lymphozyten, haftenden Antikérper ihr spezifisches
Antigen gebunden haben, differenziert sich der B-Lymphozyt zur Plasmazelle aus. Plasmazellen sezernie-
ren Antikorper, die identisch mit jenen sind, die ihre Vorlduferzelle, also der B-Lymphozyt, vor seiner
Ausdifferenzierung auf der Zellmembran prisentiert hatte. Diese Antikorper, die auch Immunglobuline ge-
nannt werden, zirkulieren frei in fast allen Korperfliissigkeiten. Antikorper sind Glykoproteine, die anhand
struktureller Merkmale in unterschiedliche Klassen unterteilt werden, jedoch eine gemeinsame Eigenschaft
besitzen, ndmlich die spezifische Bindung von Antigen. Immunglobuline sind aus zwei schweren (H)- und
zwei leichten (L)-Ketten aufgebaut, die jeweils durch mehrere Disulfidbriicken zusammengehalten werden,
wodurch sie ihre typische Y-formige Grundstruktur, bestehend aus einem konstanten und einem variablen
Teil, erhalten. Letzterer bestimmt die Spezifitit der Antigenbindung. Diese Spezifitit wird dadurch ga-
rantiert, dass jeder Antikorper ausschlielich zu Bindung eines einzigen Antigens in der Lage ist, ndmlich
jenem, welches urspriinglich zur Aktivierung des B-Lymphozyten gefithrt hat. Anhand ihres konstanten
Teils werden die Antikorper in fiinf verschiedene Klassen eingeteilt, ndmlich in IgG, IgM, IgA, IgD und
IgE. In den einzelnen Klassen werden wiederum Subpopulationen unterschieden. Durch spezifische Bin-
dung an Oberflichenmolekiile pathogener Erreger konnen sowohl die fiir die Pathogenitéit verantwortlichen

Rezeptoren blockiert werden, als auch verschiedene sekundére, antigenunspezifische Reaktionen ausgelost
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werden, die zur Inaktivierung und Elimination der Erreger fithren. Reaktionen dieser Art sind die Bildung
von Antigen-Antikorperkomplexen, welche bspw. zur Prézipitation der Erreger fithren kénnen, und die Ak-
tivierung des Komplementsystems, einer Proteinkaskade, welche zur Zerstérung von Zellmembranen und
Opsonisierung der Erreger fiihrt (s. Kapitel [1.2.2).

1.2.4 Die durch T-Lymphozyten vermittelte spezifische zellulire

Immunreaktion

Die T-Lymphozyten sind die Tréger der spezifischen zellvermittelten Immunitét. Sie erkennen spezifisch
die Antigene, welche sich in gebundener Form auf der Oberfliche anderer, korpereigener Zellen, den bereits
unter [1.2.2lerwéhnten APZ, befinden. Die Erkennung des jeweiligen Antigens wird bei den T-Lymphozyten
durch ein Oberflichenmolekiil, den T-Zellrezeptor (TZR), vermittelt und ist hochspezifisch, da einzelne
T-Lymphozyten stets nur eine einzige Sorte dieses antigenspezifischen Rezeptors exprimieren und somit
auch nur ein einziges Antigen erkennen koénnen. Es gibt jedoch auch Antigene, die dieses hochspezifische
»Schliissel-Schloss-Prinzip“ unterlaufen kénnen: Die Superantigene. Thre Entdeckung widerlegte das bis
dahin geltende Dogma, dass die Interaktion vom présentierten Antigen und TZR ausschliefilich nach dem
Schliissel-Schloss-Prinzip funktioniere und damit hochspezifisch sei, wie im Abschnitt[I.4) ausgefithrt werden

wird.

Wie oben erwihnt, erkennen T-Lymphozyten ihr Antigen nur gebunden auf der Oberfliche anderer Zellen.
Diese Bindung findet an Molekiilen statt, die von den Genen des sog. Haupthistokompatibilitdtskomplexes
(MHC) kodiert werden. Struktur und Funktion des T-Zellrezeptors im Zusammenspiel mit den MHC-
Molekiilen wird gesondert im anschlieenden Kapitel besprochen. Die Antigenspezifitit wird bereits wih-
rend der Entwicklung der T-Zellen im Thymus, auch priméres lymphatisches Organ genannt, festgelegt,
also schon vor dem ersten Antigenkontakt. Die ruhenden T-Lymphozyten werden erst durch Erkennung
ihres jeweiligen Antigens aktiviert, d.h. im Zusammenspiel mit anderen Faktoren zur Proliferation und Rei-
fung angeregt, deren terminales Differenzierungsstadium als Effektorzelle bezeichnet wird. Man bezeichnet
diese spezifische Aktivierung durch Antigenkontakt als klonale Selektion. Diese klonale Selektion findet
vorwiegend in den sekundéren lymphatischen Organen, in denen sich auch der Grofiteil APZ befindet, also

in der Milz, den Lymphknoten und den Peyerschen Plaques, statt.

Es lassen sich drei wesentliche Hauptgruppen von T-Zellen unterscheiden, welche jeweils noch in Subpopula-
tionen unterteilt werden kénnen: Erstens so genannte zytotoxische T-Zellen, die bei spezifischer Erkennung
des Antigens die antigenprisentierende Zelle zerstoren, zweitens die T-Helferzellen, welche durch Freiset-
zung von Proteinen, den Interleukinen, Wachstum und Funktionen anderer Zellen beeinflussen und auf
diese Weise die Abwehrreaktion unterstiitzen kénnen und drittens die T-Suppressorzellen, auch regulative
T-Zellen genannt, welche dem UberschieBen einer Immunreaktion, bspw. via Ausschiittung von Interleukin
10, entgegenwirken (MALOY 2001, WALDMANN 2001). Die verschiedenen Subpopulationen der Lympho-
zyten konnen auch immunphénotypisch unterschieden werden: Bspw. tragen T-Helferzellen das Merkmal
CD4-positiv und zytotoxische T-Zellen sowie regulative T-Zellen jeweils das Merkmal CD8-positiv. CD
ist hierbei die Abkiirzung fiir ,,cluster of differentiation und bezeichnet eine internationale Nomenklatur
fiir Gruppen immunphénotypischer Oberflichenmerkmale von Zellen, im engeren Sinne - also von Antige-
nen in Form membranstdndiger Glykoproteine, die sich nach biochemischen oder funktionellen Kriterien
ordnen lassen. Die Einteilung CD41 T-Helfer-Zellen bzw. CD8% zytotoxische T-Zellen gilt jedoch nicht
streng, da auch CD4" zytotoxische T- und CD8*" T-Helfer-Zellen identifiziert wurden (FiscH 1997). CD8™
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TK-Zellen werden nach ihrem Zytokinprofil auflerdem auch in TH1 (Interferon-y-produzierende) und TH2
(Interleukin-4-produzierende) T-Zellen eingeteilt (VUKMANOVIC-STEJIC 2000).

Ein Teil der durch Antigene spezifisch aktivierten T- und B-Lymphozyten bleiben als so genannte Ge-
déchtniszellen iiber Jahre hinaus wirkungsvoll. Gedéchtnis T- und B-Zellen gewihrleisten, dass bei einer
Reinfektion mit einem dem Immunsystem bereits ,bekannten“ Erreger, eine Immunantwort schneller und
wirkungsvoller aktiviert werden kann (LANZAVECCHIA 2000). Diese Zellen vermdgen auf erneuten Anti-
genkontakt zu reagieren und aus dem Status der Gedéchtniszelle rasch in den der aktiven B- bzw. T-
Effektorzelle iiberzugehen. Streng genommen, sollte man folglich alle unspezifischen Abwehrmechanismen,
die in den Abschnitten und[L.2:2]erliutert wurden, nicht als Teil des Inmunsystem bezeichnen, sondern
hierfiir besser den Begriff Abwehrsystem verwenden, da Immunitét, also das immunologische Gedéchtnis,
ausschliellich durch das adaptive, spezifische Immunsystem vermittelt werden kann. In der wissenschaftli-

chen Literatur ist jedoch der Begriff ,,unspezifisches Immunsystem* ebenso gebriuchlich.

1.3 Struktur und Funktion des T-Zellrezeptors und der
MHC-Molekiile

MHC/Peptid

T-Zellrezeptor

€0 €Y

CD3-Komplex

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des T-Zell-Rezeptorkomplex

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel erwéhnt, wird die Antigenerkennung der T-Lymphozyten durch
den T-Zellrezeptor (TZR) gesteuert, der Antigene hochspezifisch iiber die MHC-Molekiile bzw. bestimmte
Aminosiurereste eines Peptids in Verbindung mit einem definierten, koérpereigenen MHC-Allel erkennt.
Dieses Phéinomen dieser bedingten, also von der Assoziation mit eigenen MHC-Molekiilen abhiingigen,
Erkennung prozessierter Peptidantigene bezeichnet man als MHC-Restriktion (ZINKERNAGEL 1974a, ZIN-
KERNAGEL 1974Db). Der TZR setzt sich aus einem Glykoprotein-Heterodimer und einer, nicht kovalent ge-
bundenen, Signaltransduktionseinheit zusammen, welche als CD3 bezeichnet wird (WHETSELL 1991). Das
CD3 Molekiil besteht aus 3 Dimeren, einem €d-, einem ~ye- und einem (¢-Dimer (Abb. 1). Die beiden Gly-

koproteinketten, die auch zur Superfamilie der Immunoglobuline gehoren, besitzen einen konstanten (mem-
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branéren) sowie einen variablen Teil und werden durch eine Disulfidbriicke miteinander verbunden (BORST
1996). Das durch eine APZ priisentierte Antigen bindet an die Glykoproteindimere des TZR. Die Diversitét
dieser Gylykoproteinketten des TZR, beruht auf den gleichen Mechanismen, die auch fiir die Entstehung der
Antikérper-Vielfalt verantwortlich sind (WooD 1983), jedoch finden sich keine somatischen Hypermutatio-
nen in den variablen Regionen. Diese variablen Regionen setzen sich bei der a- und y-Kette jeweils aus zwei
verschiedene Segmenten, némlich dem V(variablen)- und dem J(joining)- Segment, zusammen. Bei der (-
und 0-Kette - findet sich, neben V- und J-Segment, zusétzlich ein D(diversity)-Segment. Die enorme Vielfalt
von bis zu 1015 Spezifitédten (DAvIS 1988) entsteht somit zum einen durch somatische Rekombination von
V-, D-, und J-Segmenten aus der Keimbahn und zum anderen durch die Ungenauigkeit der Verkniipfung
der einzelnen Regionen durch die terminalen Transferasen (WANG 1997, GILFILLAN 1995). T-Zellen, deren
TZR o- und p-Ketten trigt, lassen sich grob in zwei Gruppen einteilen: Die eine Klasse besitzt neben
dem TZR ein als CD4 bezeichnetes, membranstindiges Glykoprotein und die Antigenerkennung erfolgt
nur im Kontext mit MHC-Klasse-II-Molekiilen. Die zweite Gruppe von T-Zellen tragt auf ihrer Oberflache
das sog. CD8-Glykoprotein und diese T-Zellen zeigen sdmtlich eine MHC-Klasse-I-Restriktion (LITTMAN
1987). Sowohl CD4 als auch CD8 stabilisieren dabei den jeweiligen trimeren MHC-Peptid-TZR-Komplex.
Wie bereits in Kapitel erwiahnt, tragen T-Helferzellen im Allgemeinen das CD4- und zytotoxische
T-Lymphozyten das CD8-Antigen. Die Glykoproteine stellen also Korezeptoren des TZR dar, die festlegen,
mit welcher MHC-Klasse der jeweilige T-Lymphozyt via TZR interagieren kann. Um eine klonale Expan-
sion der T-Lymphozyten zu erreichen, sind nicht nur spezifische Liganden, sondern auch kostimulatorische
Signale der APZ notwendig, d.h. neben dem iiber den TZR vermittelten Signal (Signal 1) ist eine zu-
sitzliche Aktivierung des T-Lymphozyten durch ein zweites Signal erforderlich, welches bspw. iiber CD28
vermittelt werden kann (LENSCHOW 1996). Denn die alleinige Stimulation iiber den TZR-CD3-Komplex
ohne Kostimulus fiithrt zu einem Zustand der als Anergie bezeichnet wird (MEDEMA 1999). Wird nach
der TZR-Stimulation IL-2 synthetisiert, fiihrt dieses zur Zellzyklusprogression und zur Proliferation der
T-Zelle. Andere, durch den TZR stimulierte, Signalwege fithren zur Anderung des Zytoskeletts, sowie zur
Produktion von Adhésionsmolekiilen und Zytokinen (DUSTIN 2000).

MHC-Molekiile werden in zwei Klassen eingeteilt, ndmlich in MHC I- und MHC II-Molekiile. Klasse I-
Molekiile (MHC I) finden sich auf fast allen kernhaltigen Zellen des Kérpers, und prisentieren zytosolische
Proteine, die zuvor im Proteosom prozessiert wurden. Alle zytosolischen Proteine, somit auch Virusprotei-
ne oder mutierte Proteine, werden routineméfig proteolytisch abgebaut (YORK 1999). Klasse II-Molekiile
(MHC II) werden nur von antigenprisentierenden Zellen, bspw. Makrophagen und dendritischen Zellen ex-
primiert. Wie unter [L.2.4] ausgefiihrt, werden die Antigene von den APZ durch Phagozytose aufgenommen.
Anschlielend werden die prozessierten Antigene gemeinsam mit den MHC II-Molekiilen prisentiert. Alle
Zellen eines Individuums bekommen also durch den MHC-Komplex ein gemeinsames Merkmal. Unter MHC
wird der Locus eines Genoms verstanden, an welchem die charakteristischen gemeinsamen Oberfléichenei-
genschaften aller Zellen eines Individuums codiert sind. Beim Menschen wird der MHC im Unterschied
zu anderen Arten als HLA (Humanes-Leukozyten-Antigen) bezeichnet. Dieser MHC bzw. HLA ist beim
Menschen am Chromosom 6 lokalisiert und 148t sich, in Abhéngigkeit von den AG-Klassen fiir die codiert

wird, in verschiedene Loci unterteilen.
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1.4 Superantigene

Wie im Kapitel [I.2.4] bereits angesprochen, widerlegte die Entdeckung der Superantigene das bis dahin gel-
tende Dogma, dass die Interaktion vom présentierten Antigen und TZR ausschlieflich nach dem Schliissel-
Schloss-Prinzip funktioniere und damit stets hochspezifisch sei. Im Jahr 1973 berichtete Festenstein erstma-
lig iiber Antigene, die Lymphozyten in einem ungewohnlichen Ausmaf stimulieren konnten. Er bezeichnete
diese zunéchst als ,Minor Lymphocyte-stimulating“-Antigene. Der Begriff Superantigen wurde erst spé-
ter eingefithrt, um eine Gruppe mikrobieller Antigene zu beschreiben, die sich in verschiedenen Aspekten
von konventionellen Antigenen unterscheiden (WHITE 1989). Wie im vorigen Kapitel ausgefiihrt, wird
die Spezifitit der Bindung der ,herkémmlichen“ Antigene von den variablen Genen des TZR bestimmt
und funktioniert nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip. Superantigene unterlaufen dieses Prinzip, indem sie
den variablen Bindungsstellen fiir Antigene an den MHC-Molekiilen und T-Zell-Rezeptoren ,,ausweichen
und stattdessen spezifisch mit der V3-Kette des TZR sowie den MHC II, und zwar jeweils auferhalb der
Antigen- bzw. Peptidbindungsdomiine, interagieren (DAvis 1988, GASCOIGNE 1993). Superantigene werden
auch nicht phagozytiert sondern binden unprozessiert als komplettes Protein auflerhalb der peptidbinden-
den Grube am nichtpolymorphen Teil von MHC Klasse IT Molekiilen (DELLABONA 1990, FRASER 2000).
Die Spezifitdt der Interaktion von Superantigen und TZR ist also von der V(-Kette abhéngig. Da man
beim Menschen aufgrund ihrer Sequenz nur etwa 25 V3-Konifigurationen unterscheiden kann, ist die Wahr-
scheinlichkeit der Bindung des Superantigens an den TZR bedeutend hoher, als die Wahrscheinlichkeit der
spezifischen Interaktion eines herkémmlichen Antigens mit seinem hochspezifischen TZR. In Abhéngigkeit
von Beschaffenheit und Konzentration des jeweiligen Superantigens fithrt dieses zur initialen Proliferation
von bis zu 25% des individuellen T-Zellrepertoires, wihrend die Reaktionshiufigkeit bei der konventionellen
Antigenpriisentation zwischen 0,001% und 0,1% der Zellen liegt (IRWIN 1993). Superantigene stellen keine
PAMPs dar und werden somit nicht von TLR (s. Kapitel erkannt (DALPKE 2003).

Die iiberwiegende Zahl der bisher bekannten Superantigene wird von grampositiven Bakterien produziert.
Am besten untersucht sind hiervon die Exotoxine von Staphylococcus aureus und Streptococcus pyogenes. Bei
den Superantigenen von S. aureus handelt es sich um dessen pyrogene Exotoxine, ndmlich Staphylokokken-
Enterotoxine (SE), das Toxic-Shock-Syndrome-Toxin-1 (TSST-1) welches die gleichnamige Erkrankung
auslost (MARRACK 1990), sowie das Exfoliative Toxin (MONDAY 1999). Die Staphylokokken-Enterotoxine
umfassen eine Gruppe sehr hitzebestédndiger, nicht glykosylierter, globuldrer Proteine mit einer Grofle von
228 bis 239 Aminosduren und einem Molekulargewicht von 26,4 bis 28,4kD, die transepithelial als intakte
Proteine aufgenommen werden kénnen (WHITE 1989, KOTZIN 1993). Sie bestehen alle aus einer einfachen
Polypeptidkette, die eine einzelne Disulfid-Schleife enthélt und lassen sich serologisch differenzieren. Die
ersten Hauptantigentypen des Staphylokokken-Enterotoxine wurden als SEA und SEB bezeichnet, inzwi-
schen sind eine Reihe weiterer Hauptantigentypen identifiziert worden. Aktuell sind die Typen SEA - SEQ
bekannt (SMYTH 2005). Die bakteriellen Superantigene weisen untereinander eine hohe Sequenzhomologie
auf, wohingegen die Sequenzen vom Mycoplasma arthridis Mitogen (COLE 1991) sowie vom Yersinia pseu-
dotuberculosis Mitogen (ITO 1995) jeweils keine bedeutende strukturelle Ahnlichkeit mit den bakteriellen
Toxinen aufweisen. Virale Superantigene sind beim vom Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) entdeckt
worden (ACHA-ORBEA 1995) und werden beim Cytomegalovirus (CMV) (DOBRESCU 1995) und Epstein-
Barr Virus (EBV) (FRASER 2000) vermutet. Beim sogenannten ,human immunodeficiency-virus® (HIV)-
assoziierten Protein Nef wurden Eigenschaften entdeckt, die charakteristisch fiir Superantigene sind (LA-
PATSCHEK 2001).

Die durch Superantigene vermittelte Stimulation der T-Lymphozyten fiihrt zu polyklonaler Proliferation,
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zur Induktion von Apoptose und/oder Anergie der Zellen (HERMAN 1991, HUANG 1993). Ahnliche Beobach-
tungen konnten auch bei Superantigen-présentierenden Zellen, also MHC-Klasse-II-positiven Makrophagen
und deren Varianten, sowie bei B-Zellen, gemacht werden (AoupuIT 1995). Auch diese Zellen kénnen nach
Superantigenkontakt aktiviert oder getdtet werden. Im Mausmodell konnte nach parenteraler Verabrei-
chung von bakteriellen Enterotoxinen bereits nach 30-60 Minuten post injectionem ein deutlicher Anstieg
der Serumspiegel von TNF (Tumor-Nekrose-Faktor) beobachtet werden, der vom Anstieg der Serumspiegel
von IL-2 dicht gefolgt wurde. (MIETHKE 1992Db). Ferner wurde, neben einer Reihe anderer pathophysiologi-
scher Verdnderungen, die Reduktion der Expression von L-Selektin in vivo beobachtet (MIETHKE 1993b).
L-Selektin ist ein Leukozyten-Adh#sionsmolekiil und steht am Anfang einer Kaskade, die zur Extravasation

von Leukozyten, also bspw. ihrer Rekrutierung in akute Entziindungsherde, fiihrt.

Staphylokokken-Enterotoxine sind an der Pathogenese verschiedener Erkrankungen beteiligt, bspw. an
bestimmten Arten der Lebensmittelvergiftungen (BALABAN 2000). Auflerdem kann das bekannte Toxic-
Shock-Syndrome sowohl von Staphylokokken-Enterotoxinen als auch von Streptokokken-Enterotoxinen her-
vorgerufen werden (MIETHKE 1993a,NORRBY-TEGLUND 2001). Superantigene sind an der Pathogenese des
plotzlichen Kindstodes beteiligt (Csukas 2001, Moscovis 2004). Ebenso werden sie mit der Pathogenese
von Autoimmunkrankheiten wie bspw. der rheumatoiden Arthritis (PALIARD 1991), der Encephalomye-
litis disseminata (WUCHERPFENNIG 1992) und dem Sjogren Syndrom (SUMIDA 1992) in Zusammenhang
gebracht. Auch bei HIV-Infektionen wird eine dtiopathogenetische Beteiligung der Superantigene disku-
tiert (MULLER 1997, LAPATSCHEK 2001).

Eine zentrale Rolle spielen die bakteriellen Superantigene in der Pathogenese des Septischen Schocks (WAG-
NER 1992, MIETHKE 1992b), einem lebensbedrohlichen Krankheitsbild, welches unter Kapitel beschrie-
ben wird. Experimente in Mausmodellen ergaben, dass die Induktion des Septischen Schocks durch das
Superantigen SEB iiber die T-Zellen vermittelt wird, wohingegen die Induktion des Septischen Schocks
durch das bakterielle Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) Makrophagen-vermittelt ist (MIETHKE 1992b).
LPS befindet sich auf der Oberflache gramnegativer Bakterien und wird im allgemeinen wissenschaftlichen
Sprachgebrauch mit dem Begriff Endotoxin gleichgesetzt, eigentlich besteht LPS jedoch aus einem spezies-
spezifischen Oberflichenantigen, einem so genannten Core-Polysaccharid, welches iiber Ketodesoxyoctonat
mit dem eigentlichen Endotoxin, dem Lipid A, verbunden ist. Endotoxine sind im Gegensatz zu Exotoxinen,
die sezerniert werden, ein fester Bestandteil der Bakterienzelle selbst und werden somit erst bei Destruktion

oder Autolyse der Bakterien liberiert.

1.5 Die TNF/TNF-Rezeptor-Superfamilie

Wie im vorangegangenen Kapitel bereits erlautert, spielt das Zytokin TNF« eine Schliisselrolle in der Patho-
genese des Septischen Schocks. Zytokine miissen, im Gegensatz zu vielen Hormonen, nicht in die Zelle ein-
dringen, um eine Wirkung zu erzielen. Sie docken stattdessen an spezifische membranstéindige Rezeptoren
an. Durch die Bindung des Zytokinliganden an diese Rezeptoren wird eine intrazelluldre Reaktionskaskade
ausgelost. Dieser Vorgang wird auch als Signaltransduktion bezeichnet. Die Expression von Rezeptormole-
kiilen ist also wesentlich fiir die Wirkung eines Zytokins. Fiir TNFa gibt es zwei Rezeptoren, namlich den
TNFRp55 und den TNFRp75. Diese beiden Rezeptoren sind die namensgebenden Vertreter einer Gruppe
strukturell und funktionell verwandter Rezeptoren: Der TNF-Rezeptor-Superfamilie. Zu dieser Superfami-

lie werden momentan etwa 40 Rezeptoren gezdhlt, zu ihnen gehoren, neben den beiden Hauptvertretern
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TNFRp55 und TNFRp75, bspw. der Lymphotoxin §-Rezeptor (LTR3), TRAIL, LIGHT und FAS (HEHL-
GANS 2005). Alle Mitglieder der TNF-Rezeptor- Superfamilie sind transmembranire Proteine vom Typ I
die zudem, als weiteres gemeinsames Merkmal, Cystein-reiche Doménen besitzen. Hierbei handelt es sich
um sogenannte "Pseudorepeats”, welche aus, die Proteinstringe verbindenden, Disulfidbriicken bestehen.

Diese Disulfidbriicken resultieren wiederum aus hochkonservierten Cysteinresiduen (SMITH 1994).

Das Lymphotoxin « (LT«a) kann als Homotrimer an TNFRp55 und TNFRp75 binden. Die Lymphotoxine,
ebenfalls Zytokine, wurden frither als TNF3 bezeichnet und weisen mit TNF« eine hohe Sequenzhomo-
logie auf. Zusammen mit dem membrangebundenen Lymphotoxin 8 (LT/) bindet LT« als Heterotrimer
(LT 82) an den Lymphotoxin-3-Rezeptor (LTR/3), kann aber auch als Homotrimer daran binden. LIGHT,
ein neueres Mitglied der TNFR-Superfamilie, ist ebenfalls ein Ligand des LTR8-Rezeptors (ZHAI 1998). Es
wurde gezeigt, dass LTa im Zusammenspiel mit dem TNFRp55 eine entscheidende Rolle bei der Abwehr
intrazelluldrer Erreger spielt (ALIMZHANOV 1997). LT« und LTS werden von aktivierten Lymphozyten
und NK-Zellen exprimiert (WARE 1992), TNF hingegen wird von einer Vielzahl an lymphoiden und nicht-
lymphoiden Zellen, entweder membrangebunden oder als 15sliches Trimer, exprimiert (ALIMZHANOV 1997).
Die gezielte gentechnische Deletion ("knock out”) von LTRS, TNFRp55, LT«, LTS fiihrt im Mausmodell je-
weils zu unterschiedlichen pathoanatomischen Verinderungen der Organe des Immunsystems, insbesondere
zu Verdnderungen der Lymphknotenarchitektur (ALIMZHANOV 1997, FUTTERER 1998).

Funktionell kann man die TNF-Rezeptor-Superfamilie in 2 Gruppen unterteilen: Die erste Gruppe, zu der
u.a. TNFRp55 und FAS gehoren, fithrt nach Ligandenbindung zur Apoptose der Zelle. Zu dieser Untergrup-
pe gehorige Rezeptoren tragen in ihrer zytoplasmatische Doméne eine sogenannte ,,death domain®, welche
die Caspase-Enzymkaskade aktiviert, welche schlufiendlich in der zelludren Apoptose miindet. Zur zweiten
Gruppe zéhlen u.a. der LTRS und der TNFRp75. Die Mitglieder dieser Gruppe fithren nach Liganden-
bindung zur Aktivierung von Proteinen aus der TRAF-Familie, d.h.“TNF-Rezeptor-assoziierte Faktoren®,
wodurch verschiedene Signaltransduktionswege wie bspw. der ERK-pathway (ERK engl.: extrazelluére

signal-related kinase) aktiviert werden (HEHLGANS 2005).

FAS, auch CD 95 oder APO1 genannt, ist also ein weiteres wichtiges Mitglied der TNF-Rezeptor-Super-
familie. Die Bindung an seinen spezifischen Liganden, den FAS-Liganden (FAS-L), fiihrt zur Apoptose.
Der FAS-Ligand aktiviert die FADD (engl. "FAS associated death-domain”), die auch durch TNF«a via
TRADD ("TNF-Receptor-associated detah domain”) aktiviert werden kann (GAUR 2003). FAS wird ubi-
quitér exprimiert, wohingegen die Expression des FAS-Liganden vorwiegend auf aktivierte T-Lymphozyten,
NK-Zellen und Makrophagen (vgl. hierzu auch Kapitel und beschriankt ist. Der FAS-Rezeptor
kann sowohl durch menbrangebundenen, als auch durch solubilisierten FAS-L aktiviert werden (NAGATA
1997). Das murine Gen lpr kodiert fiir eine aberrante, dysfunktionale Form des FAS-Rezeptors und das
murine gld-Gen fiir eine mutierte, dysfunktionale Form des FAS-Liganden. Die Expression von Ipr sowie
die Expression von gld verursachen jeweils ein lymphoproliferatives Syndrom im Sinne einer Autoimmuner-
krankung (REAP 1995). Diese lpr - Miuse zeigen interessanterweise eine jeweils erhohte Suszeptibilitét fiir
einen Enterotoxin-vermittelten Schock, was auf eine potententielle protektive Wirkung des FAS-Rezeptors

gegeniiber einem Superantigen-vermittelten septischen Schock hinweist (MOUNTZ 1995).
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1.6 Definition, Symptome und Pathophysiologie des Septischen
Schocks

Der Begriff |, Sepsis* stammt aus dem Griechischen und bedeutet ,,Faulnis“. Die klassische infektiologische
Definition der Sepsis geht auf Hugo Schottmiiller im Jahre 1914 zuriick: , Eine Sepsis liegt dann vor, wenn
sich innerhalb des Korpers ein Herd gebildet hat, von dem konstant oder periodisch pathogene Bakte-
rien in den Blutkreislauf gelangen, und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgeldst werden“ (SCHOTTMULLER 1914). Nachfolgende Definitionen der Sepsis
haben diese Erstdefiniton zwar variiert, aber nicht wesentlich veréindert (BoDMANN 2001). 1991 fand in
in Northbrook (USA) die Konsensus-Konferenz der Vertreter des ,,American College of Chest Physicians®
und der ,Society of Critical Care Medicine“ statt, auf der die Begriffe Infektion, Bakteriimie, SIRS (engl.
systemic inflammatory response syndrome), Sepsis, schwere Sepsis, Septischer Schock und MODS (multiple
organ dysfunction syndrome) jeweils im Sinne einer klinischen Definition festgelegt wurden (BONE 1991).
Demzufolge liegt ein SIRS dann vor, wenn zwei oder mehr der folgenden Symptome auftreten: Kérpertem-
peratur iiber 38°C oder unter 36°C, Tachykardie mit einer Herzfrequenz von iiber 90 Schlégen pro Minute,
Hyperventilation mit einem Kohlendioxid-Partialdruck von weniger als 32 mm/Hg sowie entweder eine

Leukozytose oder eine Leukopenie.

Bakteriimie ist die Anwesenheit von vitalen Bakterien in der Blutbahn. Sepsis ist die systemisch inflam-
matorische Reaktion auf eine Infektion, also eine Fortentwicklung des oben beschriebenen klinischen Bild
des SIRS, wobei die Sepsis ein dynamischer Krankheitsprozess ist und ihre getrennt voneinander definier-
ten Stadien, ndmlich Sepsis, schwere Sepsis, Multiorganversagen sowie Septischer Schock, jeweils einzelne
Stadien eines kontinuierlich ineinander iibergehenden Krankheitsgeschehens darstellen. Neben den klini-
schen Symptomen ist natiirlich der Erregernachweis aus dem Blut von entscheidender Bedeutung fiir die
Diagnosestellung. Das Modell von Bone geht weiterhin davon aus, aus dafl das SIRS im davon betroffenen
Organismus ein so genantes CARS (compensatory anti-inflammatory response syndrome) auslost. Stellt
sich im Erkrankten zwischen diesen beiden gegensétzlich wirksamen Reaktionen kein Gleichgewicht ein, so
schreitet die Erkrankung in den beschriebenen Stadien weiter fort und fiihrt gef. auch zum Tode (BONE
1996).

Etwa die Hilfte der an einer Sepsis erkrankten Patienten erleidet einen Septischen Schock, welcher mit

einer Mortalitéitsrate von iiber 50% einhergeht (PARRILLO 1993).

Wie in Kapitel [[.4] bereits angefiihrt, wird der Exotoxin-vermittelte Septische Schock iiber T-Zellen vermit-
telt, wohingegen die Induktion des Septischen Schocks durch das bakterielle Endotoxin Lipopolysaccharid
(LPS) Makrophagen-vermittelt ist. Lipopolysaccharide gehéren zu den potentesten biologischen Toxinen,
welche die Immunabwehr im Organismus zu stimulieren vermégen. Applikationen im Pikogrammbereich
reichen aus, um Zellen des Immun-, Entziindungs- und Geféaflsystems zu stimulieren. LPS ist, wie zuvor
bereits erwihnt, ein Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien und kann, im Falle einer schweren sys-
temischen Infektion, eine Kaskade von FEreignissen im infizierten Organismus auslosen, die letztendlich
zum Septischen Schock fiithrt: Das im LPS enthaltene Endotoxin Lipid A interagiert mit dem CD14-TLR4
Komplex und stimuliert so CD14-positive Makrophagen (WRIGHT 1990, GANGLOFF 2005), welche her-
nach u.a. proinflammatorische Zytokine, insbesondere IL1, IL6 und TNF«, ausschiitten (MEGYERI 1990).
Die massive Ausschiittung solcher Zytokine durch Makrophagen kann u.a. die Produktion von Prostag-

landinen und Leukotrienen stimulieren und die Komplement- und Gerinnungskaskade aktivieren (PERLIK
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2005). In der Folge koénnen u.a. zunédchst hohes Fieber, eine Verbrauchskoagulopathie und ein Blutdruck-
abfall auftreten, spiter kann ein Organversagen eintreten. Neben gramnegativen Bakterien, kénnen auch
die Zellwandbestandteile grampositiver Bakterien, wie bspw. Lipoteichonsédure, einen Septischen Schock
auslosen (KENGATHARAN 1998 MENG 2004). Endotoxine und Superantigene kénnen bei der Induktion des
Septischen Schocks synergistisch wirken (BLANK 1997).

1997 fanden Sparwasser et al. heraus, dass sogar bakterielle DNS in, zuvor mit D-Galactosamin sensibili-
sierten, M&ausen einen letalen Septischen Schock auslésen kann, wie im folgenden Kapitel ndher erldutert
werden wird (SPARWASSER 1997a). Miuse, die mit D-Galaktosamin (DGal) oder anderen hepatotoxischen
Substanzen vorbehandelt sind, reagieren etwa 105-fach sensibler auf LPS und stellen somit ein niitzliches
Modell zum Studium der initialen Verdnderungen beim Endotoxinschock dar (GALANOS 1979, FREUDEN-
BERG 1991). Wie sich spéter herausstellte, ist dieses D-Gal Modell ebenso niitzlich zum Studium des
Enterotoxinschocks, bzw. des eben erwihnten, durch bakterielle DNS vermittelten, Schocks (MIETHKE
1992b).

1.7 Bakterielle DNS und synthetische CpG-Oligodeoxynukleotide

(ODN) als Aktivatoren von Immunzellen

Bereits 1963 wurde die immunstimulatorische Wirkung korperfremder DNS beschrieben (JENSEN 1963).
Spéter wurde gezeigt, dass DNS-Fraktionen aus Mycobacterium bovis eine antitumorale Wirkung aufweisen,
die Interferony-Produktion induzieren kénnen und aulerdem die NK-Zellen zu aktivieren vermogen (To-
KUNAGA 1984, YAMAMOTO 1988, MASHIBA 1990). Nachfolgend wurde beschrieben, dass diese Induktion
der NK-Zellaktivitéit nicht direkt durch die DNS, sondern indirekt durch die DNS-induzierte Ausschiit-
tung von IL-12 Interferonen und TNFa vermittelt wird, wobei zusétzlich die Anwesenheit akzessorischer
Zellen notwendig ist (BALLAS 1996, TOKUNAGA 1992). Die genaue Untersuchung dieser immunologisch
aktiven DNS-Sequenzen ergab, dass es sich hierbei um Oligonukleotide handelt, die aus einem zentralen
Palindrom mit einem CpG-Motiv bestehen (YAMAMOTO 1992a, YAMAMOTO 1992b). Dieses zentrale, im-
munstimulatorisch wirkende, CpG-Palindrom wird am 5’-Ende von zwei Purinen und am 3’-Ende von
zwei Pyrimidinen flankiert (KRIEG 1995). Eine Inversion des CpG-Motivs zu einem GpC-Motiv oder die
Methylierung des Cytosins hebt die durch virale, bakterielle oder synthetische CpG-DNS hervorgerufene
Aktivierung von Immunzellen auf, was darauf hinweist, dass der stimulatorische Effekt der CpG-DNS se-
quenzspezifisch ist (KRIEG 1995, HEMMI 2000, BAUER 2001, STACEY 2003). Da sich die CpG-Motive sowohl
in Eukaryonten als auch in Prokaryonten finden, stellt sich die Frage, auf welche Weise Vertebraten die eige-
nen CpG-Palindrome von denen der prokaryontischen Eindringlinge zu unterscheiden vermoégen. Man fand
zunichst heraus, dass hierzu u.a. die sogenannte CpG-Suppression beitrégt; dieser Terminus beschreibt die
Tatsache, dass CpG-Motive in eukaryontischer DNS im Vergleich zu prokaryontischer DNS fiinfmal seltener
vorkommen. Zudem sind eukaryontische CpG-Motive im Gegensatz zu ihren prokaryontischen Aquivalenten
zu 60-90% methyliert (BIRD 1986). Diese Methylierung zerstort das immunstimulatorische Potential der
CpG-Inseln (KRIEG 1995). Vertebraten, also auch der Mensch, erkennen ihre korpereigene DNS selbst in
hoheren Konzentrationen nicht als ,fremd* an. (STACEY 2003). CpG-DNS, bzw. die sie imitierenden syn-
thetischen CpG-Oligonukleotide (CpG-ODN), gehoren zu den PAMPs (s. Kapitel , die vom TLRY,
welcher insbesondere von dendritischen Zellen (DZ) exprimiert wird, spezifisch erkannt werden kénnen. In-
teraktionen zwischen TLR9 und CpG-DNS fiihren via Toll/IL-1-Rezeptor Sinaltransduktionsweg (s.Kapitel
uw.a. zur Ausschiittung von TNFa, IL-6, IL-12 und IL-18 und unterstiitzen somit die Ausbildung einer
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TH1-Immunantwort (WAGNER 2002). TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 und TLR6 erkennen pathogene
Strukturen bereits an der Zellmembran, wohingegen TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 in den Immunzellen
im endosomalen Kompartiment exprimiert werden und dort auch erst in Kontakt mit ihren spezifischen
Liganden treten kénnen (AHMAD-NEJAD 2002, HEIL 2003, LEE 2003, MATSUMOTO 2003, LATZ 2004). CpG-
Motive konnen also erst intrazelluldr, ndmlich im Endosom, von TLR9 erkannt werden. Diese limitierte
Zuganglichkeit von TLR9 kénnte demnach wesentlich zur Unterscheidung der pathogenen von den korperei-
genen CpG-Motiven beitragen, da korpereigene DNS zumeist bereits extrazelluldr durch DNAsen abgebaut
wird und damit die TLRs in den intrazelluliren Endosomen erst gar nicht erreicht (YASUDA 2005). Um
dieser Hypothese nachzugehen, schleusten Yasuda et al. Vertebraten-DNS mittels eines kationischen Lipids
in die Endosomen dendritischer Zellen (DZ) ein. Tatséichlich konnten sie hernach eine Aktivierung der DZ
durch die endosomal translozierte Vertebraten-DNS beobachten. Zudem demonstrierten sie, dass die natiir-
liche, also nicht Lipid-vermittelte, endosomale Translokation von Vertebraten-DNS sehr schnell abgeséttigt
ist (YASUDA 2005). Zusammenfassend liefert diese rezente Arbeit von Yehuda et al. also Hinweise dafiir,
dass die Verborgenheit der spezifischen Liganden der CpG-Motive, und die daraus resultierende erschwerte
Zugénglichkeit fiir die korpereigene DNS, tatséchlich wesentlich zur Unterscheidung zwischen korpereigenen

und fremden CpG-Inseln beitrigt.

CpG-ODN wirken sowohl auf reife als auch auf unreife DZ und verstirken auf beiden Zellpopulationen
die MHC II-Expression sowie die Expression kostimulatorischer Molekiile (CD40, CD86) (SPARWASSER
1998). Neben ihrer Wirkung auf DZ und auf NK-Zellen, wirkt CpG-DNS auch auf andere APZ: CpG-
ODN induzieren in Makrophagen die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuclear Factor kB (NFxB),
die Transkription von Zytokin-mRNA (STACEY 1996) und die Sekretion von Zytokinen wie TNFq, IL-1,
IL-6 und IL-12 (SPARWASSER 1997b, LIPFORD 1997b). Die Stimulation von gereinigten B-Lymphozyten
mit unmethylierten CpG-ODN fiihrt zur Proliferation und Sekretion von Immunglobulinen. CpG-ODN
konnen sowohl indirekt, also im Sinne einer Kostimulation, als auch direkt auf B-Zellen, Makrophagen,
und DZ wirken (KRIEG 1995, SPARWASSER 2000, PENG 2005). Zur direkten Aktivierung von T-Zellen sind
CpG-ODN hingegen nicht in der Lage - wie sich nach einigen, zunéchst kontroversen Beobachtungen tiber
die Wirkungen von CpG-DNS auf T-Lymphozyten, schlieflich herausstellte. Spater konnten andere DNS-
Motive, sogenannte Poly-G-Motive, als Kostimulatoren von T-Zellen identifiziert werden (LIPFORD 1997a,
LiprorD 2000).

Passend zu diesen in vitro Untersuchungen, konnte in Mausmodellen gezeigt werden, dass per injectionem
applizierte CpG-ODN die Ausbildung einer THI1-Immunantwort unterstiitzen und eine starke peptidspe-
zifische zytotoxische T-Lymphozytenaktivitit induzieren (LIPFORD 1997a, ROMAN 1997, WEINER 1997).
Diese Eigenschaft pradestiniert CpG-DNS zur Verwendung als Vakzin-Adjuvans; aktuell laufen diesbeziig-
liche pharmakologische Studien (PAYETTE 2006). Wie bereits im vorangegangenen Kapitel zitiert, fanden
Sparwasser et al. 1997 heraus, dass bakterielle DNS einen Septischen Schock in D-Galaktosamin présensibi-
lisierten M&usen auslosen kann. In Méiuse injizierte synthetischen CpG-ODN aktivieren die Makrophagen,
die wiederum TNF« liberieren, welches schliefilich zum Septischen Schock fithrt (SPARWASSER 1997b).
Spéter wurde beschrieben, dass LPS und CpG-ODN die TNFa-Produktion synergistisch induzieren kon-
nen (GAO 2001).

Fiir die Wirkung von CpG-ODN auf das humane Immunsystem liegen, im Vergleich zum Immunsystem der
Maus, nur relativ wenige Befunde vor. Es ist bekannt, dass CpG-ODN in Lymphozyten aus dem peripheren
menschlichen Blut die Produktion von IFN« induzieren (YAMAMOTO 1994, ROMAN 1997). Auflerdem wurde

gezeigt, dass CpG-ODN nicht nur murine, sondern auch humane NK-Zellen indirekt, ndmlich iiber von
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Makrophagen produziertes IL-12, stimulieren konnen (BALLAS 1996). Humane periphere mononukleére
Zellen (Peripherblut monozytire Zellen = PBMZ) werden durch CpG-ODN sequenzspezifisch aktiviert.
Diese Aktivierung fithrt zu einer erhthten Expression von CD86, CD40, MHC I- und MHC II-Molekiilen
sowie zu einer Produktion der Zytokine IL-12, IL-6 und TNFa. Wie im murinen System, induzieren CpG-
ODN auch die Proliferation humaner B-Zellen (BAUER 1999). Spéter wurde beschrieben, dass verschiedene
Typen von CpG-ODN Primaten und Nagetiere unterschiedlich stark stimulieren. CpG-ODN-Typen, die
in Nagetieren starke immunstimulatorische Aktivitit aufwiesen, zeigten bei Primaten, zu denen auch der
Mensch gehort, nur wenig Wirkung. Sogenannte D-type CpG-ODN stimulieren DZ zur IFNa-Produktion
und NK-Zellen zur IFN~-Produktion. K-type CpG-ODN hingegen stimulieren B-Zellen und Monozyten
zur Proliferation und Sekretion von IL-10 und/oder IL-6. CpG-ODN werden als Adjuvans von Impfstoffen
(DONNELLY 1997, SPIES 2003) und als Therapeutika, bspw. bei malignen Tumorerkrankungen, diskutiert
bzw. dahingehend untersucht (MENG 2005, WANG 2005a).

1.8 Die Akute-Phase-Proteine

1.8.1 Die Akute-Phase-Reaktion

,Calor, Rubor, Dolor, und Tumor* sind die, seit dem klassischen Altertum bekannten, Kardinalsymptome
der lokalen Entziindungsreaktion. Rudolph Virchow erweiterte diese Symptomreihe im Jahre 1858 noch um
das Symptom ,,Functio laesa®. Der Sdugertierorganismus reagiert auf Beeintrichtigungen der korperlichen
Unversehrtheit wie Malignome, Traumata und insbesondere auf Infektionen mit einer Abwehrreaktion,
deren fritheste Stufe die sogannte Akute-Phase-Reaktion (APR) ist. Die APR ist somit Bestandteil des
SIRS, welches im Kapitel bereits erldutert wurde, und stellt eine Kaskade zelluldrer Reaktionen dar, die
ausgehend vom Ort der Beeintrichtigung auf den gesamten Organismus iibergreifen kann (BAUMANN 1994).
Ist letzteres der Fall, kann man bei Mensch und Séugetier u.a. Fieber, Leukozytose und Verinderungen des

Fettstoffwechsels bis hin zur deutlichen Abnahme des Kérpergewichts beobachten.

Wie bereits in Kapitel erwahnt wurde, ist die APR Teil der unspezifischen humoralen Immunabwehr
und ihre Mechanismen sind in der Evolution hoch konserviert (RAYNES 1994). Der Begriff der Akute-
Phase-Reaktion wurde bereits 1941 von Abernathy und Avery geprigt (ABERNATHY 1941). Eine APR
kann entweder systemisch oder lokal ausgelost werden (RAMADORI 1999). Der lokal ausgelésten APR, geht
die Zelldestruktion, und damit das Freisetzen bestimmter Mediatoren, bspw. freier Radikale, voraus (KoJ
1996), welche wiederum die umgebenden Gewebsmakrophagen, ferner auch Endothelzellen, Fibroblasten
und T-Zellen, zur Sekretion von Zytokinen (s. a. Kapitel anregen (BAUMANN 1994). Neben Hista-
min und Serotonin, welche beide von Mastzellen freigesetzt werden und die Kapillarpermeabilitéat erhchen,
werden hierbei vor allem IL-1, IL-6 und TNF« sezerniert. Diese drei Zytokine, welche auch schon im Zusam-
menhang mit der Pathophysiologie des Septischen Schocks besprochen wurden (Kapitel , induzieren,
neben ihren vielfiiltigen anderen Aufgaben, die Synthese von Akute-Phase-Proteinen (APP) in den Hepato-
zyten (BAUMANN 1994). Im Schrifttum werden die Zytokine auf unterschiedliche Weise unterteilt: Es wird
zunéchst zwischen Zytokinen vom IL-1-Typ und IL-6-Typ unterschieden: Zu den Zytokinen vom IL-1 -Typ
zéhlen 1L-1a, IL-18 , TNFa und TNFS. Zu den Zytokinen vom IL-6-Typ zéhlen u.a. IL-6, IL-11, ciliary
neurotrophic factor und Oncostatin M. (BAUMANN 1994, TREY 1995, KoJ 1996, RAMADORI 1999). Ferner

kann man die Zytokine beziiglich ihrer Effektorfunktionen in drei Gruppen, ndmlich proinflammatorische
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Zytokine, antiinflammatorische Zytokine und Zytokine mit Eigenschaften von Wachstumsfaktoren, unter-
teilen (VAN MIERT 1995). Die Gruppe von APP, deren Synthese vowiegend durch IL-1 reguliert wird, wird
auch Klasse 1 APP genannt, wihrend die vorwiegend durch IL-6 regulierten als Klasse 2 APP bezeichnet
werden (KHOVIDHUNKIT 2004). Klasse 2 APP reagieren nicht auf Zytokine vom IL-1 Typ oder werden
allenfalls durch diese gehemmt, wihrend IL-6 hingegen die Synthese der Klasse 1 APP synergistisch mit
IL-1 regulieren kann (CASTELL 1990, RAMADORI 1999).

Als APP werden Serumproteine bezeichnet, deren Konzentration nach einer akuten Infektion um 25%
oder mehr ansteigt (positive, klassische APP) bzw. abfillt (negative APP) (KUSHNER 1982, KUSHNER
1993b). Zu den negativen APP z#hlen u.a. Transferrin und Albumin (DAMTEW 1993, GERvVOIS 2004). Die
Gruppe der positiven APP umfasst eine Vielzahl von Proteinen, u.a. einige Komplementfaktoren (C3, C4,
C9), einige Faktoren des Gerinnungssystems (Fibrinogen, Plasminogen, Urokinase, Protein C), die Trans-
portpoteine Coeruloplasmin und Haptoglobin, andere Faktoren wie Lipopolysaccharid-bindendes-Protein
(LBP), C-reaktives Protein (CRP), Serum-Amyloid A (SAA), Serum-Amyloid P (SAP), a1-Glycoprotein,
al-Antitrypsin (a1-AT), Ferritin sowie eine Reihe weiterer Proteine (BAUMANN 1994, GABAY 1999). Von
besonderem Interesse fiir die medizinische Labordiagnostik ist eine Untergruppe der positiven APP, die
sogenannten Haupt-APP, auch Major-APP genannt. Sie weisen einen physiologisch niedrigen Blutspie-
gel auf und reagieren im Falle einer Entziindung sehr schnell und mit einem Anstieg um mehr als das
100fache (KENT 1992) bzw. 10- bis 1000fache (STUART 1988). Haupt-APP besitzen zudem eine kurze
Halbwertszeit im Serum (STUART 1988). Aus diesen Griinden konnen die ersten Anzeichen einer begin-
nenden systemischen Entziindungsreaktion bzw. der Verlauf einer Infektion rasch iiber die laborchemische
Bestimmung der Major-APP ermittelt werden. Die Haupt-APP variieren je nach Spezies: Als Haupt-APP
des Menschen sind seit langem CRP und SAA etabliert (PEPYS 1983). Bei Hund, Schwein und Kaninchen
konnte CRP ebenfalls als Haupt-APP identifiziert werden (KENT 1992). CRP findet sich also in verschie-
denen Spezies und wurde in der Evolution hoch konserviert, hat jedoch nicht bei allen Spezies die Funktion
eines Major-APP: Beispielsweise spielt CRP in der Akute-Phase-Antwort der Maus nur eine untergeordne-
te Rolle. Das murine Haupt-APP ist das SAP, welches wie CRP, ebenfalls zu den Pentraxinen (s. Kapitel
gehort (SIRIPONT 1988, ZAHEDI 1993, SZALAT 1999). SAP ziihlt beim Menschen wiederum zu den
Minor-APP (LE 1982,SzALAI 1998). SAA ist sowohl bei Menschen als auch bei vielen anderen Vertebraten,
u.a. der Maus, ein weiteres Major-APP (UHLAR 1999).

Die Haupt-APP CRP und SAA, aber auch Albumin zéhlen zu den, weiter oben erliuterten, Klasse 1 APP,
da ihre Synthese vorwiegend von IL-1 reguliert wird. al-Antitrypsin, Fibrinogen, Haptoglobin und Coeru-
loplasmin werden hingegen den Klasse 2 APP zugeordnet, da ihre Synthese vorwiegend von IL-6 reguliert
wird (RAMADORI 2001). Die Regulation der Genexpression der Akute-Phase-Proteine erfolgt hauptséich-
lich auf Transkriptionsebene, aber es wurden auch post-transkriptionelle Mechanismen beschrieben (JIANG
1995, ROGERS 1990). Neben den Zytokinen spielen auch Glucocorticoide eine wichtige Rolle in der APR,
da sie hier eine doppelte Funktion haben: Zum einen ist die Stimulation der Hepatozyten durch IL-6
Glucocorticoid-abhéngig (HEINRICH 1990), zum anderen drosseln Glucocorticoide die Zytokinproduktion
von Monozyten und Makrophagen (BAYBUTT 1990) und tragen somit auch zur Beendigung der APR bei.

Es wird angenommen, dass die APR durch antagonistische Mechanismen begrenzt wird, die vor allem
auf einem IL-1 und TNFa Antagonismus beruhen (DANDONA 1994). Beispielsweise kénnen IL-1a und
IL-18 durch den, von Monozyten und Makrophagen exprimierten, IL-1 Rezeptorantagonisten antagoni-
siert werden. Dieser bindet an IL-1 Rezeptoren vom Typ I und II, zeigt hieran jedoch keine intrinsische
Aktivitit, sondern verhindert das Andocken von IL-1 (RAMADORI 1999). IL-6 kann die Bildung dieses
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IL-1 Rezeptorantagonisten, und somit die Feedback-Hemmung der APR, férdern (TiLG 1997, RAMADORI
1999). AuBlerdem sind die beiden IL-1 Rezeptoren in der Lage, sich von der Zellmembran zu lésen und, als
16sliche Rezeptoren, IL-1 zu antagonisieren. Ein vergleichbarer Mechanismus existiert auch fiir die TNFa
Rezeptoren (RAMADORI 1999). Die Zytokine Interleukin-4 und Interleukin-10 wirken ebenfalls antinflam-
matorisch (KoJ 1996). Zudem wirkt sich die kurze Plasmahalbwertszeit vieler APPs limitierend auf die
Akute-Phase-Antwort aus.

Zusammenfassend kann die Akute-Phase-Reaktion einer Infektion, oder &hnlichen Beeintriachtigungen der
physischen Integritdt des Organismus, entgegenwirken. Wahrend der Akute-Phase-Antwort werden neue
Sollwerte fiir die Homdoostase des Organismus gesetzt, sodaf dieser die bedrohliche Beeintrichtigung besser
bewiltigen kann (KUSHNER 1993a, TREY 1995). Dabei kommt es u.a. zu Anderungen der Hiimatopoese,
die zu Anémie, Granulozytose und Thrombozytose fithren. Zudem treten eine Reihe metabolische Verin-
derungen, insbesondere Anderungen des Fettstoffwechsels, ein (KUSHNER 1993a). Die APR kann jedoch
auch nachteilige Auswirkungen auf den Organismus haben. Dies wird u.a. an der pathologisch prolongier-
ten APR deutlich, wie sie bspw. bei chronisch entziindlichen Erkankungen wie der Rheumatoiden Arthritis
auftritt (BAUMANN 1994, RAYNES 1994). Hierbei, aber auch nach hiufig wiederholten akuten Infektionen,
koénnen die wihrend der Akute-Phase-Reaktion verstirkt produzierten Proteine SAA und SAP (s.Kapitel
1.7.2), zur Ablagerung abnormal gefalteter Amyloidfibrillen in verschiedenen Organen fithren, woraus sich
das Krankheitsbild der Sekundéren Amyloidose entwickeln kann (WANG 2005b). Wie bereits im Kapitel
ausgefiihrt, kann eine ausufernde APR, u.a. durch Entgleisung der proinflammatorische Stimuli, im Sep-
tischen Schock miinden, welcher mit einer hohen Letalitit assoziiert ist (KK0J 1998). Anderseits existieren
interesannterweise eine Reihe von Arbeiten, aus denen hervorgeht, dafl mit APP vorbehandelte Nagetiere
vor den letalen Auswirkungen eines letalen Septischen Schocks geschiitzt sind: 1994 wurde berichtet, dass
MiAuse durch Verabreichung eines anderen Akute-Phase-Proteins, ndmlich al1-Glykoprotein, vor dem Tod
durch per se letale Konzentrationen an TNF bzw. einer DGal/TNF-Kombinationsbehandlung, geschiitzt
werden konnten (LIBERT 1991). Dieselbe Arbeitsgruppe zeigte 2 Jahre spiiter, dass Méuse, einen, per se
letalen, TNF /DGal-Schock iiberleben kénnen, wenn Thnen 2 Stunden vor der Verabreichung dieser letalen

Substanzkombination, a1-AT parenteral verabreicht worden war (LIBERT 1996).

1.8.2 Serum Amyloid A (SAA)

Wie im vorangegangenen Kapitel bereits erwahnt, ist SAA ein Haupt-APP der Vertebraten. Es gibt jedoch
nicht nur ein SAA-Protein, sondern eine ganze Familie von SA A-Proteinen, welche aus einer Reihe verschie-
dener Apolipoproteine besteht. Neben den Akute-Phase-SAA-Proteinen (auch A-SAA genannt), wurde bei
Mensch und Maus noch ein konstitutiv exprimiertes SAA-Protein gefunden (¢cSAA). Letzteres wird wéhrend
der APR nicht bzw. nur sehr diskret induziert. In dieser Arbeit ist mit der Bezeichung ,SAA“ stets das A-
SAA, also das Akute-Phase-SA A, gemeint. Wie im vorangegangenen Abschnitt bereits angefiihrt, kann die
h#ufige oder chronische Induktion von SAA zur Ablagerung von sekundidren Amyloidplaques fithren. SAA
ist Vorldufer und Hauptbestandteil der sogenannten A-Komponente der Amyloidplaques (UHLAR 1999).
SAA assoziiert sich wéhrend der Akute-Phase-Antwort hauptséchlich mit der dritten Fraktion der High-
density-Lipoproteine (HDL3) (ERIKSEN 1980) und verdringt somit Apolipoprotein 1, das pridominante
Apoliprotein von HDL3 (COETZEE 1986).

Es wurden einige SAA-Gene und SAA-Proteine bei verschiedenen Sdugetierarten beschrieben, u.a. beim

Menschen, bei der Maus, beim Kaninchen und beim Schaf. Die Aminsosiduresequenz des SAA ist bei den
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Séugetieren (UHLAR 1994), aber auch bei anderen Vertebraten wie bspw. den Fischen (JENSEN 1997),
hochkonserviert. Beim Menschen wurden vier, bei der Maus fiinf SAA-Gene gefunden (UHLAR 1999).
Es finden sich viele Hinweise dafiir, dass das murine SAA1 und das humane SAA1 evolutive Homologe
sind. Ebenso verhilt es sich mit der murinen und der humanen Form des SAA2. SAA1 und SAA2 weisen
eine hohe Sequenzhomologie auf (LOWELL 1986, SELLAR 1994). SAA wird bei Vertebraten iiberwiegend
hepatisch exprimiert. Es wurden jedoch auch extrahepatisch exprimierte SAA-Formen gefunden, wie z.B.
in Fibroblasten, Synovialzellen oder Adipozytren exprimierte SAA-Formen (ZHANG 2005) oder das in
Makrophagen exprimierte SAA3 der Maus (MEEK 1992). Beim Menschen ist das prasumptive Homolog des
murinen SAA3 ein Pseudogen, weshalb keine entsprechende mRNS und damit auch kein entsprechendes
Protein existiert. Die konstitutiv exprimierten SAA-Formen, welche bislang nur bei Mensch und Maus
gefunden worden sind, werden, nach der neuen Nomenklatur der SAA Proteine von 1999 (SIPE 1999),
jeweils mit SAA4 bezeichnet. Die alte Bezeichnung ,murines SAA5“ ist in der neuen SAA-Nomenklatur
nicht mehr gebréuchlich (WHITEHEAD 1992, DE BEER 1994). Vor 1999 wurde mit SAA4 bei der Maus ein
weiteres Pseudogen bezeichnet, welches heute jedoch SAA-ps genannt wird (SIPE 1999).

Uber die Struktur des, nur 12kD groBen, SAA-Proteins ist bislang nur sehr wenig bekannt. Sekundir-
struktur- und Spektralanalysen weisen auf das Vorhandensein von a-Helix-Konformationen hin. Primér-
strukturanalysen ergaben Hinweise auf eine mogliche Strukturhomologie zur N-terminalen Doméne des
Hémocyanins und lassen vermuten, dass das SAA-Protein zu etwa 80 Prozent aus einem helicalen Biindel
besteht, in welches der C-Terminus nicht integriert ist (STEVENS 2004).

Da SAA zu den Major-APP gehort, kann die SAA-Serumkonzentration wiahrend der Akut-Phase-Reaktion
auf bis {iber das 1000-fache ihres Ausgangswerts ansteigen. An dieser Hochregulation sind hauptséchlich
transkriptionelle, ferner auch posttranskriptionelle Mechanismen beteiligt (UHLAR 1999). Zu den Transkrip-
tionsfaktoren, die an den SAA-Promoter binden, zéhlen u.a Mitglieder der C/EBP- und NFxB-Familie.
Diese regulieren vor allem die durch IL-1, IL SAA-Expression: Beispielsweise inhibieren Yin-Yangl (YY1)
und AP-2 die Expression von SAA. YY1 kontrolliert die Promoterloci vieler APP und wird wihrend der
APR durch aktivierende nukleire Faktoren ersetzt (L1a0o 1995). SP-1 und der sogenannte ,,SA A-activating-
sequence (SAS) -binding factor (SAF), d.h. Bindungsfaktor der SAA-aktivierende-Sequenz (SAS), sind
vorwiegend in die Regulation der extrahepatischen SA A-Expression involviert. SP-1 interagiert hierbei mit
SAF, indem es mit diesem einen Heteromer formt, welches eine hohere Affinitéit zum SAS-Element auf-
weist, als SAF oder Spl alleine (RAY 1997). Die in der APR induzierte Menge an SAA-mRNS kann in
der APR bis zu 10% der gesamten hepatisch produzierten Menge an mRNS ausmachen (JENSEN 1997).
Im Vergleich zu anderen APP weist das murine SAA mit etwa 60-80 Minuten eine kurze Halbweitszeit im
Serum auf (HOFFMAN 1983, TAPE 1990).

Es ist seit langerem etabliert, dass die jeweilige parenterale Verabreichung der Zytokine IL-1, IL-6 und
TNFo und die SAA-Serumkonzentration (sowohl die Konzentration von SAA1 als auch von SAA2) im
Mausmodell drastisch erhéhen konnen (BRUUN 1998, UHLAR 1999, ZHANG 2005). Neben diesen Haupt-
induktoren sind bspw. auch IL-2, Interferone und der sogenannte ,ciliary neurotrophic factor” entweder
direkt oder indirekt an der Induktion der SAA-Synthese beteiligt. LPS ist ebenfalls ein bekannter Induktor
der Akute-Phase-Antwort und somit auch der SAA-Synthese. (NUMEROF 1992, FANTUZZI 1995, BRUUN
1998).

Die biologische Bedeutung bzw. die Funktionen des SAA-Proteins sind bislang nur unvollstéindig aufge-
kldrt (GUTFELD 2006). Es wurde eine Reihe von SAA-Funktionen beschrieben, die bei der Infektabwehr
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eine grosse Rolle spielen: In in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass SAA chemotaktisch Monozy-
ten, polymorphkernige Leukozyten, Mastzellen und T-Lymphozyten anlocken kann (BADOLATO 1994, XU
1995, PRECIADO-PATT 1996, OLSSON 1999). Zudem férdert SAA die Induktion von Enzymen, die die extra-
zelluldre Matrix (EZM) abbauen. Hierzu zihlen bspw. die Kollagenase, das Stromelysin, und die Matrix-
Metalloproteinasen 2 und 3, welche an den Reparaturprozessen nach Gewebsschéiden beteiligt sind (MIT-
CHELL 1991, STRISSEL 1997, MI1GITA 1998). Somit ist denkbar, dass die prolongierte Expression von SAA,
und damit die ebenfalls prolongierte Produktion dieser EZM-abbauenden Enzyme, an der Pathogenese von
degenerativen Erkankungen wie der rheumatoiden Arthritis beteiligt sein kénnte. Wie bereits erwahnt,
verdringt SAA Apo 1 von HDL. Hierdurch wird u.a. die Affinitdt des HDL -Molekiils zu Makrophagen
erhoht wird. (KISILEVSKY 1992). Expression von SAA in Bakterien fiithrt zur Bakteriolyse. SAA kann in
Zellmembranen Kanile formen, womit diese bakterizide Eigenschaft von SAA zumindest partiell erklart
werden koénnte (HIRAKURA 2002).

SAA ist also ein Multifunktionsprotein, dessen Hauptrolle die Modulation von Entziindungsprozessen ist
(URIELI-SHOVAL 2000).

Abgesehen davon wird SAA in Dys- und Neoplasien des Colons iiberexprimiert (GUTFELD 2006) und
als Tumormarker fiir das Pankreaskarzinom diskutiert (Yokor 2005). SAA und CRP stellen derzeit die
sensitivsten Parameter zur Erfasssung und Uberwachung einer Entziindungsaktivitét im klinischen Alltag
dar (YAMADA 1999).

1.8.3 Serum Amyloid P (SAP)

SAP ist ebenfalls, wie auch SAA, ein Haupt APP vieler Vertebraten. Es gehort, wie auch CRP, zu den so-
genannten Pentraxinen. Als Pentraxine wird eine Familie hochkonservierter Proteine bezeichnet, die durch
eine homopentamere Ringstruktur sowie durch die Calcium-abhéngige Ligandenbindung charakterisiert ist.
SAP bindet Calcium-abhingig DNS bzw. Chromatin (PEPYS 1997). Kiirzlich wurden weitere Mitglieder
dieser Familie, die langen Pentraxine (PTX3), entdeckt (ROVERE 2000). SAP ist ein hochkonserviertes
Plasmaprotein (ZANDMAN-GODDARD 2005) und ist eine physiologische Komponente von Basalmembra-
nen, inklusive der glomeruliren Basalmembran (ZAHEDI 1997). SAP wird in der Leber synthetisiert und
katabolisiert (HUTCHINSON 1994). SAP liegt, nicht induziert, im menschlichen Blut, in einer Konzentrati-
on von 40ug/pl im Durchschnitt vor (PEPYS 1978). Das Gen, welches SAP kodiert, liegt auf Chromosom
1q23 (WALSH 1996). SAP ist der Vorliufer der P-Komponente des Amyloids. Es bindet iiber eine "pattern
recognition binding site”, also eine Bindungsstelle, die eine spezifische Struktur erkennen kann, an eine
breite Gruppe unterschiedlicher Molekiile. Ahnlich wie beim SAA, ist die Bedeutung des SAP bislang nur
unvollstindig aufgeklirt. Da SAP, wie andere Pentraxine auch, an apoptierte Zellen binden kann, dient es
diesen wahrscheinlich als opsonisierendes Protein (s. Kapitel , um auf diesem Wege den Abbau des
Zelldetritus zu erleichtern (GERSHOV 2000, MoLD 2001). Es wird vermutet, dass Chromatin and Phospha-
tidylethanolamin, die wiahrend der Apoptose auf die Oberfliche der apoptierenden Zellen gelangen, hierbei
die Hauptbindungsstellen der Pentraxine darstellen. SAP kann das lange Chromatin solubilisieren, welches
ansonsten in der EZM kaum 16slich ist (BUTLER 1990, FAMILIAN 2001). Pentraxine kénnen aufierdem Kom-
plement iiber den klassischen Aktivierungsweg aktivieren (PEPYS 1997). Der Komplementfaktor C5a wird
wéihrend der APR als Folge der C3-Aktivierung generiert und férdert im Mausmodell, zusammen mit IL-13
und IL-6, die Hochregulation des SAP-Gens (SzaLAI 2000). SAP kann im Mausmodell durch parenterale
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Verabreichung von IL-1, IL-6, TNF und LPS induziert werden (MORTENSEN 1983, MORTENSEN 1988,ITOH
1992).

Bei SAP~/~-Miusen, also Miusen, denen beide Allele des SAP-Gens fehlen, ist der Abbau des extrazellulé-
ren Chromatins erwartungsgeméf verzogert. Diese Mause bilden Antinukledre Antikérper und entwickeln
eine Autoimmun-Glomerulonephritis - ein Krankheitsbild, das dem Systemischen Lupus erythematodes
dhnelt (BICKERSTAFF 1999). 1997 zeigten Botto et al. zunichst, dass bei diesen SAP~/~-Miusen der die
Induktion der reaktiven Amyloidose verzogert ist (BOoTTO 1997). Sie demonstrierten an diesem Mausmo-
dell, dass SAP, wie SAA auch, wesentlich an der Pathogenese der Amyloidose beteiligt ist du somit die
Inhibierung der Bindung von SAP an die Amyloidfibrillen ein attraktives therapeutisches Ziel darstellt (PE-
PYS 2002). SAP neutralisiert LPS und ist damit potentiell niitzlich bei der Bekdmpfung der gramnegativen
Sepsis (DE HAAS 1999).
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Wie in den Kapiteln und ausgefiithrt, kann eine ausufernde Akute-Phase-Reaktion zum einen,
uw.a. durch Entgleisung der proinflammatorischen Stimuli, im Septischen Schock miinden (KoJ 1998), zum
anderen existieren, wie dort zitiert, eine Reihe von Arbeiten, die beschreiben, dafi Akute-Phase-Proteine
Nagetiere vor den letalen Auswirkungen eines Endotoxinschocks bewahren kénnen. In den Abschnitten|1.8.2
und wurde beschrieben, dafl SAA und SAP die Haupt-APP der Maus darstellen. SAA ist zugleich
ein Haupt-APP des Menschen. Im Rahmen dieser Dissertation soll die Regulation dieser beiden Haupt-
APP beim Krankheitsbild des Septischen Schocks anhand eines Mausmodells untersucht werden. Letzteres
muf} zu Beginn dieser Arbeit zunéichst anhand der Modifizierung des von Galanos 1979 etablierten DGal-
Mausmodells des Septischen Schocks (GALANOS 1979) etabliert werden. Wie im vorangegangenen Kapitel
beschrieben und zitiert, ist seit langerem bekannt, dafl die jeweilige parenterale Verabreichung der Zytokine
IL-1, IL-6 und TNF«a sowohl die Serumkonzentration von SAA, als auch die von SAP, im Mausmodell
drastisch erh6hen kann. Zur Etablierung des hier verwendeten Mausmodells sollen diese Ergebnisse zunéchst
verifiziert werden. Zusétzlich sollen hierbei erstmals die Kinetiken der SAA- und SAP-Konzentrationen im

murinen Serum sowie in der murinen Leber post inductionem systematisch untersucht werden.

Es gibt bereits Arbeiten, die zeigen, daf3 die Injektion von LPS im Mausmodell zum Anstieg der Serum-
konzentrationen von SAP und SAA fithrt (MORTENSEN 1983, BRUUN 1998). Da, wie unter ausgefiihrt,
neben dem Endotoxin LPS auch Enterotoxine eine zentrale Rolle in der Pathogenese des Septischen Schocks
spielen kénnen, soll in dieser Arbeit gepriift werden, welchen Einflufl Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB)
auf die Expression von SAA und SAP im Mausmodell hat.

Es ist, wie in Kaupitelzitiert7 bekannt, da TNFRp55~/~-Miuse, im Gegensatz zu ihrem entsprechenden
Wildtyp den C57B/6-Méusen, resistent gegeniiber den tédlichen Folgen eines Endotoxinschocks sind. Hier
soll nun, im Hinblick auf die eben erwihnten Arbeiten, die eine protektive Rolle der APP im Septischen
Schocks bei Nagetieren beschreiben, gepriift werden, ob diese Fihigkeit der TNFRp55~/~-Miuse, einen
Endotoxinschock zu iiberleben, mit einer verdnderten, ggf. gar verstiarkten, Expression der Major-APP
SAA und SAP korreliert. Bislang finden sich in der Literatur nur vereinzelte Befunde iiber die Akute-
Phase-Antwort der TNFRp55~/~-Miiuse.

Neben dem TNFRp55 sollen noch zwei weitere Mitglieder der TNFR/TNF-Superfamilie, ndmlich FAS
und LTRS (s. Kapitel , hinsichtlich ihrem, bislang noch unbekannten, Einflul auf die Synthese der
Akute-Phase-Proteine, insbesondere auf die SAA- bzw. SAP-Synthese, untersucht werden. Ein weiterer
Grund, weshalb die Untersuchung von FAS in diesem Zusammenhang interessant ist, ist, dafl die Regulation
der SAA- bzw. SAP-Regulation hierbei in einem anderen, ndmlich DGal unabhéngigen, Schockmodell

untersucht werden kann.
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Wie in Abschnitt bereits erwihnt, fanden Sparwasser et al. 1997 heraus, dafl bakterielle DNS einen Sep-
tischen Schock in D-Galaktosamin préasensibilisierten M&usen auslosen kann. Die, in die Mause injizierten,
synthetischen CpG-ODN aktivieren die Makrophagen, die wiederum TNF« liberieren, welches schlieflich
zum Septischen Schock fithrt (SPARWASSER 1997b). Die zentrale Fragestellung dieser Dissertation ist, ob
parenteral verabreichte bakterielle DNS bzw. CpG-ODN in der Lage ist, im Mausmodell die Expression von
Akute-Phase-Proteinen auszultsen. Hierzu wird Mé#usen unterschiedlicher Stiamme bakterielle DNS bzw.
CpG-ODN intraperitoneal (i.p.) injiziert werden, anschlieiend sollen im Serum bzw. im Leberhomogenisat

die SAA bzw. SAP-Konzentrationen bestimmt werden.
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3 Material & Methoden

3.1 Bezugsnachweis

3.1.1 Chemikalien

Tab. 3.1: Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
Acrylamid, Bisacrylamid (30%/0,8%) ICN Pharmaceuticals,
Costa Mesa, USA
Ammonium Persulfate (APS) Sigma, Deisenhofen
Bromphenolblau Sigma, Deisenhofen
(-Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen
N-Acetyl-D-Galaktosamin (DGal) Roth, Karlsruhe
Dinatriumhydrogenphosphat (NasHPOy) Merck, Darmstadt
Dikaliumhydrogenphosphat (KoHPOy) Merck, Darmstadt
Eisessig Merck, Darmstadt
Glycerin Sigma, Deisenhofen
Glycin Sigma, Deisenhofen
Ethanol Merck, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
2-Methylbutan Sigma,Deisenhofen
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid (pH-Einstellung) Merck, Darmstadt
Salzséure (pH-Einstellung) Merck, Darmstadt
SDS (Natriumdodecylsulfat) Roth, Karlsruhe
1,2-Bis(dimethylamino)ethane (TEMED) Sigma, Deisenhofen
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane- Riedel de Haen, Seelze

Hydrochloride (Tris. HCL)
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3.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Tab. 3.2: Reagenzien & Verbrauchsmaterial

Reagenz/Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

ECL solution (Entwicklerlsg. fiir Blot)
Einbettmedium O.C.T.

Einmalkaniilen (12mm L#nge, 3mm Durchmesser)

SAA-ELISA -Kit (Maus)
Entwicklerlosung (Rontgenfilme)

Feindosierungsspritzen (1ml Gesamtvolumen)

Filterpapier Whatman 3MM
Fixiererlosung (Rontgenfilme)
Glycerin-Gelantine
Hamalaun-Losung

Milchpulver, fettfrei
Nitrocellulosemembran (0,45um)
Parafilm M

Plastikwaren

Poly-L-Lysin

Rainbow-Marker (full range: 10-250kD)
Rontgenfilme X-OMAT LS

Triton X-100 (Detergenz)

Amersham, Buckinghamshire UK
Sigma, Deisenhofen

B.Braun, Melsungen

Biosource International, California, USA
Kodak, Stuttgart

B.Braun, Melsungen

Schultheiss, Miinchen

Kodak, Stuttgart

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Schleicher und Schiill, Dassel

American National CanTM, Chicago, USA

NUNC, Wiesbaden

Falcon, New Jersey, USA
Corning, New York, USA

Sigma, Deisenhofen

Amersham , Buckinghamshire UK
Kodak, Stuttgart

Bio-Rad, Miinchen

3.1.3 Gerite

Tab. 3.3: Gerite

Gerét

Hersteller

Abstandshalter (sog. Spacer, fiir die
Gel-Elektrophorese)

Analysewaage

Apparatur zum Gieflen von Polyacrylamidgelen

inklusive Glasplatten
Deckglaser
ELISA Lesegerét (reader)

ELISA Waschgeriit

Kédmme mit 10 Taschen (fiir Gel-Elektrophorese)

Kiihlzentrifuge
Kryostat™ (gekiihltesMikrotom)

Bio-Rad, Miinchen

Sartorius, Leichlingen
Bio-Rad, Miinchen

Leica Instruments, Nussloch
Emax precision microplate reader,
Molecular Devices, Ismaning
Modell: SkanWasher 400,
Skatron Instruments, UK
Bio-Rad, Miinchen
Omnifuge 2,0 RS, Heraeus, Hanau

Leica Instruments, Nussloch
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Tab. 3.3: Fortsetzung Geriite

Gerét

Hersteller

Mikroskope

Mikroskopierschere, gebogen (fiir Organentnahme)

Objekttriger Super-Frost™ Plus
Pinzette, gerieft (160mm Linge)
Pipetten

Préparierschere

Semidry-blotting cell

Modell: ID 03, Zeiss, Oberkochen
Modell: LSM 510, Zeiss, Oberkochen
Bochem Instrumente GmbH, Weilburg
Menzel-Gldser, Braunschweig
B.Braun, Melsungen

Eppendorf, Hamburg

B.Braun, Melsungen

Bio-Rad, Miinchen

(horizontales, halbtrockenes Kammersystem

fiir den spannungsabhiingigen Proteintransfer)

Skalpell (fiir Organentnahme)
Spannungsquellen

Tischzentrifugen

Ultraschallbad

Vertikales Gelsystem fiir die Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

Bochem Instrumente GmbH, Weilburg
Power Pack P25, Biometra, Gottingen

PS 500 XT, HSI, San Francisco

PS 9009 TC, Gibco BRL, Eggenstein
Zentrifuge 5415 C, Eppendorf, Hamburg
Biofuge 15, Haereus, Hanau

Biofuge 15 R, Haereus, Hanau

Bandelin, Berlin

Modell: Mini Protean II, Bio-Rad, Miinchen

3.2 Pufferlésungen

Tab. 3.4: Pufferlésungen

Pufferlosung Zusammensetzung
Elektrophoresepuffer (Ladmmlipuffer) 248mM Tris-HCI pH 7.5

1,9M Glycin

1%(w/v) SDS
Homogenisierungspuffer (Ultraschallbad) 98% (w/v) steriles Wasser

2% Triton X-100
Ladepuffer, reduzierend (3x) 2,5% Tris-HCI; pH 6,8

6% (w/v) SDS

10% Glycerin

0,1% (w/v) Bromphenolblau

5% B-Mercaptoethanol
Milchpulver-Blockierungslosung 5% (w/v) Milchpulver, fettfrei

95% PBS 1x
NET-Puffer (10x) (Waschpuffer) 1,6M NaCl

0,056M EDTA
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Tab. 3.4: Fortsetzung Pufferlésungen

Pufferlésung Zusammensetzung

0,5M Tris-HCI

0,5% Triton X-100
PBS (1x) 13,7mM NaCl

2,7mM KCl1

80,9mM NasHPOy4

1,5mM KH3PO4

pH 7.4

Sammelgelpuffer 0,47T™ Tris-HCI pH6,7
Transferpuffer (Westernblot) 25mM Tris-HC1

192mM Glycin

20% Methanol
Trenngelpuffer 3M Tris-HCI pH8,9

3.3 Zytokine und Toxine

Tab. 3.5: Zytokine & Toxine

Zytokin Bezugsquelle

Rekombinantes TNF« Genzyme, Cambridge USA
Rekombinantes IL-13 PeproTech EC, USA
Rekombinantes I1-6 PeproTech EC, USA

LPS Sigma, Deisenhofen

SEB Toxin Technologies, Sarasota USA

3.4 Antikorper

Die drei hier aufgelisteten Antikorper wurden ausschliesslich fiir Western-Blots eingesetzt.

Tab. 3.6: Antik6érper

Antikorper Spezies Bezugsquelle Verwendungszweck

Anti-Maus SAP Kaninchen / Ig Fraktion Biotrend, Kéln Westernblot

Anti-Maus al-AT Kaninchen / Ig Fraktion  Sigma-Aldrich, USA Westernblot

Peroxidase-Anti-Kaninchen  Ziege / Ig Fraktion Bio-Rad, Miinchen Westernblot

Anti-Maus FAS-Ligand Monoklonaler AK Pharmingen, Hamburg i.p. Injektion in Mause
/Klon Jo2

Anti-Maus-FAS-AK Monoklonaler AK Beckman-Coulter, i.p. Injektion in Mé&use
/Klon RMF2 Krefeld
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3.5 Oligodesoxynukleotide (ODN)

Die Oligodesoxynukleotide (ODN) wurden von MWG Biotech AG, Ebersberg bezogen und zur intraperi-

tonelen Injektion in Mause verwendet.

Tab. 3.7: Oligodesoxynukleotide - ODN

Name ODN Sequenz (5 — 3’)
1668 5’ - TCCATGAC GC GTTCCTGATGCT - 3’
1720 5’ - TCCATGAG CG CTTCCTGATGCT - 3’

3.6 Versuchstiere

Es wurden verschiedene Méausestdmme verwendet, die im Folgenden, inklusive ihrer Bezugsquellen und
ihres Alters bei Durchfithrung der jeweiligen Experimente, tabellarisch aufgelistet sind. Alle Tiere wurden
im spezifisch pathogenfreien (SPF) Tierstall des Insituts fiir medizinische Mikrobiologie und Hygiene der
Technischen Universitit Miinchen gehalten. Die dankeswerterweise von Prof. Dr. K. Pfeffer iiberlassenen

Tiere wurden zudem dort auch geziichtet.

Tab. 3.8: Versuchstiere

Stamm Alter Bezugsquelle

Balb/c 6-8 Wochen Charles River, Hannover
C57B/6 6-8 Wochen Charles River, Hannover
C3H/Hej 6-8 Wochen Charles River, Hannover

CD1 6-8 Wochen Charles River, Hannover
TNFRp55~/~ 7-8 Wochen Prof.Dr. K.Pfeffer/TU Miinchen
LTRB /- 7-8 Wochen Prof.Dr. K.Pfeffer/TU Miinchen

3.7 Tierversuche

3.7.1 Injektionsmodell

Alle Injektionen wurden als intraperitoneale Injektionen (i.p.) durchgefiihrt. Die zu injizierenden Substan-
zen wurden hierbei zuvor stets in autoklavierten PBS verdiinnt und stets in einem Volumen von 300ul mit

einer Feindosierungsspritze verabreicht:

Eine Maus wurde hierzu rasch in die linke Hand der Experimentatorin genommen. Hierbei wurde das
Riickenfell mit einem Griff nach hinten gezogen, um so das Tier sowohl kurzfristig zu immobilisieren als
auch um dessen Bauchseite voriibergehend zu straffen. Mit der rechten Hand wurde die sterile Spritzen-
kaniile umgehend bis zum murinen Peritoneum vorgeschoben und die Injektion vorgenommen. Anschlieflend

wurden die Méuse sofort wieder in den Kéfig gesetzt.
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3.7.2 Organ- und Blutentnahme

Nach unterschiedlichen Zeipunkten post injectionem, welche in den jeweiligen Abbildungen aufgefiihrt

werden, wurden die M&use mittels Genickbruch (cervikale Dislokation) getotet.

Hernach wurde das tote Tier fiir die anstehende Organprédparation mit Stecknadeln an seinen vier Ex-
tremitédten auf einem Styroporbrett fixiert. Dann wurde zunéchst das murine Herz mittels Pinzette und
Préparierschere frei prapariert. Nun konnte das Blut mittels intrakardialer Punktion (Feindosierungssprit-
ze) entnommen werden, welches sofort in ein Eppendorfreaktionsgefif (ERG) iiberfithrt und vorerst auf
FEis gekiihlt wurde. Im Durchschnitt konnte man auf diese Weise zwischen 650ul und 750u] murines Blut

gewinnen.

Unmittelbar im Anschluss wurde die murine Leber frei priapariert, von der Gallenblase getrennt, in toto
entnommen und ebenfalls in ein, auf Eis stehendendes, ERG verbracht oder, wie unter beschrieben,
rasch fiir die histologische Untersuchung weiterverabeitet.

3.7.3 Aufbereitung der entnommenen Organ- und Blutproben fiir die Analyse
im Westerblot bzw. ELISA

Aufbereitung des Serums

Unmittelbar nach Entnahme der Leber, wurde das Serum, welches sich in der Zwischenzeit in der gekiihlten
Blutprobe abgesetzt hatte, in einer Tisch-Kiihlzentrifuge abgetrennt (Zwei Minuten bei 4°C und 15.000
Umdrehungen) und anschlieflend in ein steriles ERG iiberfithrt. Das murine Serum wurde zunéchst bei

-80°C bis zur weiteren Analyse gelagert. Der iibrig gebliebene Blutkuchen wurde verworfen.

Aufbereitung der Leber

Die murine Leber wurde unmittelbar nach ihrer Entnahme weiterverarbeitet: Auf einer Analysewaage

wurde eine Portion von 80mg Leber abgewogen. Die restliche Leberportion wurde verworfen.

Die Portion von 80mg wurde zunéchst mit der Préparierschere zerkleinert und danach mit 1001 Homoge-
nisierungspuffer vermischt. Das im Homogenisierungspuffer enthaltene Detergenz Triton X-100 hilft dabei,
die Proteine in der Leberprobe aufzuschlieBen. AnschlieBend wurde diese Mischung im Ultraschallbad 60
Sekunden lang homogenisiert. Das so entstandene Homogenisat wurde abschlieend bei 70.000g 15 Minuten
lang zentrifugiert und die hernach abgenommenen Uberstéinde zunichst bei -80°C bis zur weiteren Analyse

gelagert. Die abzentrifugierten Organriickstdnde wurden verworfen.

3.7.4 Aufbereitung der Leberproben fiir die histologische Untersuchung

Die in toto entnommenen Leberpriparate wurden in spezielle Einbettplastikschédlchen gelegt und mit
0.C.T.- Einbettmedium luftblasenfrei iiberschichtet. Anschlieend wurden die so eingebetteten Leberpri-
parate unverziiglich in 2-Methylbutan, das in fliissigem Stickstoff vorgekiihlt wurde, schockgefroren. Die
Priaparate konnten dann entweder gleich weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert werden. Mit Hilfe eines

Kryostats wurde der so hergestellte Gefrierblock in 8m diinne Scheibchen geschnitten, diese Leberschnitte
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wurden auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttriger aufgebracht. Anschliefend wurden diese histologischen
Priparate umgehend fixiert und gefiirbt (s. Kapitel [3.8.2)).

3.8 Histologische Untersuchung mittels konventioneller Farbung

mit Hiamatoxylin/Eosin

Zur Darstellung der Lebermorphologie nach parenteraler Applikation von Anti-FAS-AK wurden Schnitte
von Leberpriaparaten so behandelter Mause mit Hdmalaun/Eosin gefirbt. Durch den basischen Farbstoff
Héamatoxylin werden die Zellkerne blau, durch den sauren Farbstoff Eosin das Zytoplasma in einem roten

Farbton angefiirbt (z.B. Himalaun, Eisenhéimatoxylin nach Weigert oder nach Heidenhain).

Hiamatoxylin ist ein (bei niedrigem pH) positiv geladener Farbstoff. Er firbt daher negativ geladene, also
basophile Strukturen blau. Zu den basophilen Strukturen gehoren z.B. die DNS des Kernchromatins, also
die Zellkerne, und die RNS des rauhen endoplasmatischen Retikulums. Hiamatoxylin in der Zubereitung
als Eisenlack ist Eisenhdmatoxylin (nach Weigert oder nach Heidenhain), in der Zubereitung als Alumini-
umlack ist es Hamalaun. Fosin ist ein negativ geladener Farbstoff, der zur Gegenfarbung dient. Er farbt

die azidophilen Strukturen, also vor allem das Zytoplasma, in verschiedenen Rot-T6nen an.

3.8.1 Fiarbelosungen

Die Hdmalaun-Losung wurde kommerziell erworben (Sigma, Deisenhofen).

Die Eosinlosung wurde folgendermassen angesetzt: 10g Eosinlosung wurden in 1000ml Aqua bidest gelost
und anschlifiend filtriert. Zum Farben wurde diese Losung 10fach verdiinnt angesetzt und unmittelbar vor

der Verwendung wurden 2-3 Tropfen Eisessig hinzugegeben.

3.8.2 Fixierung und Fiarbung der Schnitte

Die Fixierung der kurz zuvor auf die Objekttriger aufgebrachten Leberschnitte erfolgte in aufsteigender
Alkoholreihe: Die auf die Objekttriger aufgebrachten Priparate werden zunéchst in 70%igem Ethanol, dann
in 96%igem Ethanol und anschlieBend in Ethanol absolut jeweils 4x eingetaucht. Abschlieflend werden die

so behandelten Préiparate dann fiir 5 Miuten. in Ethanol absolut bei Raumtemperatur inkubiert.
Die so fixierten Schnitte wurden folgendermaflen geférbt:

e 30 Minuten Féarbung in der Hamalaunlésung (Inkubation bei RT)

e Waschen.: 3x 5 Minuten in 1x PBS bei RT inkubieren

e 10 Min. Farbung in der Eosinlésung (Inkubation bei RT)

e Waschen; Eine Minute in 1x PBS bei RT inkubieren

e Schnitte lufttrocknen lassen

e Die getrockneten Schnitte wuden mit Glyzerin-Gelatine luftblasenfrei iiberschichtet und darauf vor-

sichtig ein Deckblatt platziert.
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e Die Aushirtung erfolgte bei RT

Nun folgte die Analyse im Lichtmikroskop.

3.9 Proteinbiochemische Methoden

3.9.1 Gelelektrophoretische Auftrennung des Leberhomogenisats und des
Serums (SDS-PAGE)

Priparation der Proben

Die Seren und die Leberhomogenisate und wurden, wie unter Kapitel beschrieben, prépariert. Die
Seren wurden 1:20 in Aqua bidest verdiinnt, davon jeweils 10l (Einzelprobe) genommen und mit 5ul 3x
Probenpuffer vermischt. Jeweils 10ul der (Einzelprobe) unverdiinnten Leberhomogenisate wurden ebenfalls
mit 5ul 3x Probenpuffer vermischt. Die so vorbereiteten Proben wurden anschliefend, ebenso wie der
Rainbow-Marker, bei 95°C im Schiittler erwdrmt, um anschlieflend eine schirfere Auftrennung der Banden

zu erzielen.

Herstellung der Gele und Elektrophorese

Mit der Polyacrylamid-Gelelektrophorese kénnen Nukleinsduren oder Proteine aufgetrennt werden. Da-
bei wandern die zu untersuchenden Molekiile in einem elektrischen Feld durch eine Gelmatrix, gebildet
von einem Gemisch aus Acrylamid und Bisacrylamid. Acrylamid bildet in Anwesenheit freier Radikale in
einer Kettenreaktion lange Polymere, Bisacrylamid dient dazu, diese Polymere zu vernetzen. Als Kataly-
sator wird TEMED (N,N N’ N’- Tetramethylethylendiamin), als Radikalbildner Ammoniumperoxodisulfat
(APS) eingesetzt. SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein Detergenz, das sich an Proteine anlagert und diese
denaturiert. Die resultierenden Komplexe erhalten durch die Sulfatgruppen eine gleichméfig verteilte nega-

tive Ladung. Die Laufgeschwindigkeit der Proteine im Gel ist nun nur noch von der relativen Molekiilmasse

abhingig.
Tab. 3.9: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele

Sammelgel(5ml) 3% Reagenzien Trenngel (20ml) 14% Reagenzien
Acrylamidlsg. ( 30% / 0,8%)  0,5ml Acrylamidlsg. (30%/ 0,8%) 9,3ml
0,5M Tris/HC1 pH 6,8 1,2ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8 5 ml

10% SDS 50ul 10% SDS 230pl1

H,0 3,2ml H,0 5,4ml

10% APS 50 ul 10% APS 601
TEMED 2,5 pl TEMED 11,41

Um eine schirfere Bandentrennung zu erreichen, wird iiber das Trenngel ein Sammelgel gegossen. Die
Matrix im Sammelgel besitzt groflere Poren und einen anderen pH-Wert als das Trenngel. In der, im
Sammelgel herrschenden, hohen Feldstéirke wandern die Proteine schnell, und ohne erfolgende Auftrennung,

als scharfe Bande. Mit Erreichen der Grenzfliche zum Trenngel wird ihre Geschwindigkeit drastisch, und
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nun abhéngig von der Grofle, verringert.

Zuniichst wurden der Trenngelpuffer angesetzt. APS und TEMED wurden stets am Schluss hinzugefiigt.
Diese Losung wurde in die zuvor aufgebaute Gelapparatur, also zwischen zwei fixierte, abgedichtete und
durch zwei Abstandshalter voneinander getrennte Glasplatten, gegossen. Das noch fliissige Trenngel wurde
in der Apparatur mit Isopropanol iiberschichtet. Wihrend das Trenngel aushértet, wurde der Sammel-
gelpuffer angesetzt- auch hier wurden APS und TEMED zuletzt hinzupipettiert. Sobald das Trenngel
ausgehértet war, wurde das Isopropanol abgegossen und dessen Reste mit Whatman-Filterpapier vorsich-
tig aufgenommen. Nun wurde das, noch fliissige, Sammelgel auf das Trenngel gegossen und rasch ein

Plastikkamm eingesteckt, damit sich im aushéirtenden Gel Taschen bilden konnten.

Die ausgehérteten Gele wurden nun samt Glasplatten in die Elektrophoresekammer iiberfithrt und diese
anschliefend mit 1x Laufpuffer befiillt. Danach wurden die Kdmme vorsichtig aus dem Gel gezogen. In
die so entstandenen Taschen wurde nun die Proben einpipettiert, die zuvor, wie unter beschrieben,
vorbereitet worden waren. Die Elektophorese wurde bei 80mV so lange durchgefiihrt, bis die sichtbare

untere Lammlipufferfront die Unterkante des Gels erreicht hatte.

3.9.2 Westernblot (Semidry-Blotting)

Um die iiber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennten Proteine mit einem Antikorper nachzuwei-
sen, miissen die Proteine zunéchst aus dem Gel auf eine geeignete Matrix iiberfiihrt werden. Als Triager
eignen sich vor allem Nylon- und Nitrozellulosemembranen. Hier wurde eine Nitrozellulosemembran ver-
wendet. Der Transfer erfolgt auf elektrophoretischem Weg in die proteinbindende Membran. Dabei wird ein
elektrisches Feld senkrecht zur urspriinglichen Laufrichtung angelegt, wodurch die Proteine aus der Gelma-
trix auf die Membran laufen und dort gebunden werden. Beim Semi-dry Blot werden Gel und Membran,
sandwichartig eingerahmt von Filterpapieren, die bei der Elektrophorese als Ionen-Reservoir dienen, zwi-
schen die Elektroden gelegt. Methanol im Puffer dient dazu, das SDS aus den Protein-Detergens-Komplexen

zu entfernen und die Bindung der SDS-freien Proteine an die Membran zu erhchen.

Die Nitrozellulosedemembran und 6 Whatman-Filterpapiere wurden genau auf die Grosse des Gels zuge-
schnitten. Sowohl die Membran als auch die Filterpapiere wurden dann in Transferpuffer getrédnkt. Das
Gel wurde vorsichtig aus der Elektrophoresekammer genommen und luftblasenfrei auf die Membran gelegt,
die wiederum auf 3 Filterpapieren gestapelt wurde. Auf das Gel werden nun abschlielend 3 weitere Filter-
papiere geschichtet. Der gesamte Stapel wurde in die Semidry-Blotting-Apparatur {iberfithrt, erneut mit
etwa bml Transferpuffer {iberdeckt und die Apparatur anschliefend verschlossen. Es wurde bei 250mA fiir
2 Stunden geblottet.

3.9.3 Detektion von SAP und al-AT

Nach Abschluss des Blotvorgangs wurde die Memenran aus der Apparatur genommen und zunéchst fiir
eine Stunde in Milchpulver-Blockierungslsg. bei Raumtemperatur auf einem Kippschiittler inkubiert. An-
schliefend wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C mit denm Erstantikorper, also Anti-SAP-AK bzw.
Anti-al-AT-AK inkubiert. Die AK wurden zum Teil auch parallel inkubiert und waren jeweils 1:5000 in
Milchpulver-Blockierungslosung verdiinnt. Am niichsten Tag wurde die Membran 3x fiir je 10 Minuten
auf dem Kippschiittler mit 1x NET-Waschpuffer gewaschen. Anschliefend wurde der zweite AK, ndmlich
der Peroxidase-gekoppelte Anti-Ziegen-AK, 1:10.000 in Milchpulver-Blockierungslosung verdiinnt und die

31



3 Material & Methoden

Membran darin fiir eine Stunde inkubiert. Abschlieend erfolgte ein erneuter Waschschritt mit 1x NET-
Waschpuffer, 3 mal fiir jeweils 10 Minuten. Nun wurde die ECL-Lésung (Amersham, Buckinghamshire,
UK) geméiB der Instruktionen des Herstellers vorbereitet. Danach wurde die Membran in einen Transpa-
rentbeutel eingeschweifit, tiberschiissiger Waschpuffer mit einer 10ml Glaspipette herausgerollt, und die
ECL-Losung dazugegeben. Nach etwa einer Minute wurde die ECL-Losung herausgerollt, der Beutel voll-
stdndig verschweifit und in eine Rontgenkassette gelegt. In der Dunkelkammer legten wir den Rontgenfilm
fiir 1 Minute auf. Die ECL-Losung interagiert mit der Peroxidase, die an den Sekundéarantikérper gekop-
pelt ist (Chemiluminiszenz). Das Ausmaf} der Lichtreaktion ist direkt proportional zur Menge des an die

Membran gebundenen Primérantikorpers. Diese Lichtreaktion fithrt zur Schwirzung des Rontgenfilms.

3.9.4 Detektion und Konzentrationsbestimmung von SAA mittels ELISA

Zur Bestimmung des SAA-Gehaltes wurde der kommerziell erwebliche Cytoscreen-Maus-SAA-Kit der Fir-
ma Biosource, International, Calfornia, USA verwendet. Dieser Kit ist ein Phasen-Sandwich-Enzym-Linked-
Immuno-Sorbent-Assay (ELISA). Die Vertiefungen (engl. wells) der Mikrotiterplatte (Firma BioSource)
sind mit einem monoklonalen Anti-Maus-SAA-Antikérper (spezifischer IgG2b Antikérper gegen SAA) be-
schichtet. Nach Waschen und Entfernen des Waschpuffers (phosphatgepufferte Salzlésung; verdiinnt 1:20)
wurde in alle Vertiefungen 50l Anti-SAA-Konjugat (alkalische Phosphatase konjugiert mit dem monoklo-
nalen Anti-SAA-Antikérper in phosphatgepufferter Salzlosung mit bovinen Serumalbumin) einpipettiert.
Im Anschlufl daran wurden in die erste senkrechteVertiefungsreihe der Mikrotiterplatte 50ul des Standards
(bekannte SAA-Konzentration; lyophilisierter Maus-SA A-Standard) und in die restlichen Vertiefungen je
50ul der jeweiligen Serumproben (verdiinnt 1:100 in Aqua bidest) einpipettiert, wobei je Probe eine Ver-
tiefung verwendet wurde. Die so bestiickte Mikrotiterplatte wurde in eine feuchte Kammer gelegt. Diese
Kammer wurde in einen Brutschrank gegeben, in dem eine einstiindige Inkubation bei 37°C erfolgte. Das
SAA wurde von dem in den Vertiefungen immobilisierten Antikérper gebunden und durch den konju-
gierten zweiten Antikérper markiert. Nach erneutem Waschen und Entfernen des Waschpuffers wurde in
jede Vertiefung je 100ul Substratlosung (p-Nitrophenyl-Phosphat) hinzugegeben. Das Enzym (alkalische
Phosphatase) setzte das Substrat zu 4-Aminophenylphosphat um (gelb gefirbtes Produkt). Nach einer
erneuten einstiindigen Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurde in jede Vertiefung je 50ul 3 molare
NaOH-Losung einpipettiert, um die Reaktion abzubrechen (Blockerierungsschritt). Anschlieend erfolgte
die Bestimmung der Extinktion (optische Dichte) durch photometrische Messung im ELISA reader bei 405
nm. Die ermittelten Extinktionswerte verhielten sich proportional zur SA A-Konzentration. Die Berechnung
der SAA-Konzentration der Serumproben erfolgte mit Hilfe der folgenden Regressionsgleichung, die anhand

einer auf den Standardproben basierenden Eichkurve ermittelt:
Y =-0,384 + 2,62 -X

Y: SAA-Konzentration (ug/ml)
X: jeweilige Extinktion (optische Dichte) der Probe
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4.1 Experimentiibergreifende, allgemeine Erlduterungen zum
Versuchsaufbau und zur graphischen Darstellung der ELISA-

und Westernblotanalysen

In diesem Kapitel werden u.a. die Ergebnisse einer Vielzahl an ELISA- und Westernblot-Analysen graphisch
dargestellt. Der Aufbau aller derartiger Experimente bzw. Abbildungen ist &hnlich und wird daher hier

zunéchst iibergreifend erldautert:

SAP und al1-AT wurden mittels Westernblot, wie unter [3.9.2| ausgefiihrt, detektiert. Die Rontgenfilme der
jeweiligen Blots wurden eingescannt, um sie hernach graphisch darstellen zu kénnen. SAP und a1-AT wer-
den entweder jeweils alleine oder zusammen, also in einer gemeinsamen Abbildung, dargestellt. Im letzteren
Fall wurden die Antikérper auch zusammen inkubiert und mit demselben Sekundérantikorper auf einem
Blot detektiert. In der Literatur finden sich nur #duflerst wenige Angaben iiber die Regulation von a1-AT
in der Maus. Insbesondere ist unbekannt, welchen Einflufl bakterielle Toxine auf die Synthese des murinen
a1-AT haben. Nachdem in einem, hier nicht présentierten initialen Satz von Experimenten, herausgefun-
den werden konnte, dafl sich die Serumspiegel von al-Glykoprotein noch von a1-AT durch i.p.-Injektion
von LPS bzw. SEB beeinflussen lieflen (Daten nicht gezeigt), wurde das in der Maus offenbar konstitutiv
exprimierte, a1-AT zur Kontrolle der Gesamtproteinmenge der im Westernblot analysierten Serum- und
Leberproben verwendet (,,Beladungskontrolle®). Gleichzeitig konnten, sozusagen nebenbefundlich, Daten
iiber die Regulation von «al-AT wihrend der Akute-Phase-Antwort der Maus erhoben werden. Anhand
dieser Beladungskontrolle kann demonstriert werden, daf§ die detektierten unterschiedlichen SAP-Mengen
nicht aus unterschiedlichen Gesamtproteinmengen der Proben resultieren. Wie bereits im Abschnitt [3.9.1]
beschrieben wurde, wurden vor der Elektrophorese pro Geltasche jeweils genau 10ul des 1:20 vorverdiinn-
ten murinen Serums bzw. 10ul des, zuvor aus genau 80mg Organprobe und einer definierten Menge an
Homogenisierungspuffer gewonnenen, Leberhomogenisats aufgetragen. Aus dieser exakten Mengenbestim-
mung bei der Probenvorbeitung resultierten in der Regel ohnehin vergleichbare Gesamtproteinmengen der
analysierten Proben. Die Gesamtproteinmenge des Serums variiert interindividuell nur in einem &uflerst
geringen Ausmass, sodafl das Mitfiihren der Beladungskontrolle hier nicht zwingend notwendig gewesen
wiére. Vereinzelt wiesen die untersuchten Proben trotzdem eine starke Varianz der al-AT-Mengen auf,

sodass die Blots verworfen werden und ein neues Tierexperiment durchgefiithrt werden musste.

Jede Bande in einem abgebildeten Westernblot reprisentiert die SAP- bzw. a1-AT- Konzentration einer
Maus, die zu einem, unter den jeweiligen Banden bezifferten, genau definierten Zeitpunkt post injectionem

fiir die Probengewinnung geopfert wurde. Art und Menge der jeweiligen injizierten Substanzen werden in
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den jeweiligen Abbildungen gesondert beschrieben. Es wurden also interindividuelle Analysen der SAP- und
a1-AT-Kinetiken durchgefiihrt. Mit dieser Methode war eine Bestimmung der relativen Mengen an SAP

und «1-AT, jedoch keine genaue Bestimmung der absoluten Konzentrationen dieser Proteine mdoglich.

Letzteres ermoglichte jedoch der ELISA, mit dem die Serumkonzentrationen von SAA genau bestimmt
werden konnten. Fiir die Analyse von SAA mittels ELISA wurden jeweils Aliquots der Serumproben ver-
wendet, aus denen bereits Aliquots fiir die Westernblotanalyse hergestellt worden waren. In wenigen Féllen,
bei denen der Abgleich der interindividuellen Gesamtproteinmengen im Westernblot eine zu hohe Varianz
der a1-AT-Mengen gezeigt hatte, wurden die Ergebnisse des SAA-ELISA verworfen und es mussten neue

Proben in einem neuen Tierexperiment gewonnen werden.

Bei der graphischen Darstellung der Ergebnisse des SAA-ELISA werden die jeweiligen Zeitpunkte post
injectionem auf der Abzisse abgebildet; auf der Ordinate finden sich die jeweiligen SA A-Konzentrationen.
In den Abbildungen, in denen sich keine Standardabweichungen finden, stellen die Balken jeweils Ein-
zelwerte, also die SAA-Serumkonzentration einer Maus zu einem definierten Zeitpunkt, dar. Wie bei der
Westernblotanalyse wurden also auch mit dem SAA-ELISA interindividuelle Konzentrationsbestimmungen
durchgefiihrt.

In allen Graphiken steht ,,C* fiir eine Negativkontrolle, d.h., eine Maus, die nur mit PBS, dem Losungsmittel

aller hier zu analysierenden Substanzen, oder mit DGal, behandelt wurde.

4.2 Etablierung eines Mausmodells zur Untersuchung der

murinen APP im Septischen Schock

Wie bereits angefiihrt, stellen SAA und SAP die Haupt-APP der Maus dar. SAA ist zugleich ein Haupt-
APP des Menschen (PEPYS 1983). Wie in den Kapiteln und bereits beschrieben wurde, ist seit
lingerem bekannt, daf} die jeweilige parenterale Verabreichung der Zytokine TNF, IL-13 und IL-6 sowie
des bakteriellen Endotoxins LPS im Mausmodell einen Anstieg der jeweiligen Serumkonzentrationen von
SAA und SAP bewirkt. AuBerdem kontrollieren die eben genannten Induktoren, neben weiteren wie bspw.
den Glucocorticoiden, die hepatische und extrahepatische Expression der Gene von SAA (CHO 2004). In
der Literatur finden sich jedoch bislang keine systematischen Untersuchungen iiber den Verlauf der SAA-

und SAP- Konzentrationen nach ihrer jeweiligen Induktion.

Anhand der Bestimmung dieser Kinetiken von SAA und SAP wurde hier zunéchst ein Mausmodell zur
Untersuchung der murinen Akute-Phase-Reaktion im Septischen Schock etabliert, wobei hierfiir im wesent-
lichen das, bereits fiir die Untersuchung des Septischen Schocks etablierte, ,,DGal-Mausmodell“ modifiziert

wurde, welches im nun folgenden Unterkapitel erklirt werden wird.

4.2.1 Die Kinetiken von SAA und SAP nach Injektion von LPS

Als erstes wurde Balb/c-Méausen 100ug LPS i.p. injiziert. Nach 6, 16, 24 und 48 Stunden post injectionem
wurden diese Miuse getotet. Die Tiere zeigten etwa 24 Stunden nach Verabreichung des Endotoxins allen-
falls marginale Erkrankungszeichen wie bspw. eine leichte Verminderung ihrer lokomotorischen Aktivitét.
Nach 48 Stunden waren alle evidenten Krankheitssymptome remittiert. Wie in Kapitel[T.4]bereits angefiihrt,

reagieren mit DGal vorbehandelte Miuse etwa 10°-fach sensibler auf LPS und stellen somit ein niitzliches
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Modell zum Studium der initialen Verédnderungen beim Endo-, aber auch beim Enterotoxinschock dar. Fiir
eine effziente Sensibilierung der Tiere gegeniiber bakteriellen Toxinen, sollte zwischen der Verbreichung
von DGal und dem jeweiligen Toxin nicht mehr als zwei Stunden Abstand liegen (GALANOS 1979, FREU-
DENBERG 1991, MIETHKE 1992b). Es gibt eine Publikation, die beschreibt, daf DGal die IL-1-induzierte
SAA-Synthese blockiert (VOGELS 1993). Dieses entspricht, in Anbetracht der seit langem bekannten Eigen-
schaft von DGal, durch Depletion von Uridil eine unspezifische Inhibition der hepatischen Proteinsythese
zu verursachen (KMIEC 1994), auch den Erwartungen. Es sollte nun ermittelt werden, ob und in welchem
Ausma$ die durch Induktoren des murinen Septischen Schocks (bspw. LPS, oder TNFa), stimulierte SAA-
bzw. SAP-Produktion nach D-Gal-Blockade der Leber durch eine extrahepatische Synthese beider Prote-
ine kompensiert werden kann. Einigen Balb/c Miusen wurde daher, eine Stunde vor der Verabreichung
von 100ug LPS, 20mg DGal i.p. injiziert. Diese Méuse entwickelten nach etwa 3, spétestens aber nach 4
Stunden evidente Krankheitssymptome wie bspw. Immobilitéit, Zittern, eine rauhes, aufgestelltes Fell, und
eine Diarrhoe. Nach 6 Stunden mussten die, offensichtlich stark leidenden, Méause, getdtet werden. Ein Tier
verendete bereits 5,5 Stunden post injectionem, wobei von diesem keine Organproben entnommen wur-
den. In den Abbildungen [£.1f] - {.T[] sind die Ergebnisse der Bestimmung der SAA-Serumkonzentrationen
sowie die der relativen SAP-Mengen in Serum und Leberhomogenisat der so behandelten Balb/c-Méuse
dargestellt: In den Proben der Negativkontrollen, also sowohl das ausschliesslich mit PBS (Abb. und
4.1p) als auch das auschliesslich mit DGal behandelte Tier (Abb. [L.1F)), konnte kein SAP bzw. nur eine
marginale SAA-Konzentration nachgewiesen werden. Nach 6 Stunden findet sich ein deutlicher Anstieg der
SAA- und SAP-Serumkonzentrationen, der Anstieg in der Leber fiillt zu diesem Zeitpunkt vergleichsweise
gering aus. Nach 16 Stunden zeigt sich ein weiterer deutlicher Anstieg der Konzentration beider APP,
sowohl im Serum als auch in der Leber. Nach 24 Stunden finden sich die héchsten Konzentrationen an
SAA und SAP im Serum, nach 48 Stunden sind diese jeweils wieder deutlich abgefallen. In der Leber bleibt
die SAP-Menge ab 16 Stunden post injectionem hingegen konstant, d.h. man erkennt hier weder einen
deutlichen Anstieg nach 24 Stunden, noch ist eine deutlicher SAP-Konzentrationsabfall nach 48 Stunden
zu beobachten. Das mit einer Kombination aus LPS und DGal behandelte Tier weist, im Gegensatz zu der
auschliesslich mit LPS behandelten Maus, 6 Stunden nach der LPS-Injektion keinen Anstieg der Serum-
bzw. Leberkonzentrationen von SAA und SAP auf. Das gesamte Tierexperiment wurde dreimal durchge-
fiihrt; da die Ergebnisse nahezu identisch waren, werden nur die Ergebnisse jeweils eines Westernblots in
Abbildung (1] und .1k dargestellt. Nach Abschluss dieser ersten Experimente wurde bei den folgenden
Versuchsreihen auf die Bestimmung des 16-Stunden-Wertes verzichtet, da die Bestimmung desselben einer

eher geringen Erkenntnisgewinn in Aussicht stellte.
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Abb. 4.1: Kinetiken der SAA-Serumkonzentration und SAP-Serum- und Leberkonzentrationen nach 100ug
LPS i.p.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Balb/c Mausen wurde jeweils 100ug LPS
i.p. verabreicht. Auflerdem wurde anderen Balb/c M&usen jeweils 20mg DGal i.p. injiziiert, einige dieser mit DGal behandel-
ten Méusen erhielten nach einer Stunde zusétzlich 100ug LPS i.p (bezeichnet als: -1h DGal +100 ug LPS i.p). Die Proben
der auschliesslich mit DGal behandelten Mduse werden ebenfalls, wie die iibrigen Negativkontrollen auch, in Abb. mit
,C“ bezeichnet. Die PBS-Negativkontrollen wurden nach 24 Stunden geopfert, wie in Kapitel ausgefiihrt. Die DGal Ne-
gativkontrollen wurden hingegen nach 6 Stunden geopfert. Es wurde drei unabhingige Versuche durchgefiihrt. Bei nahezu
identischen Ergebnissen wird nur ein représentativer Serum- bzw. Leberhomogenisat-Westernblot abgebildet. Die abgebil-
deten Standardabweichungen (Standardabweichungen des Mittelwerts (£SE)) der Ergebnisse der SAA-ELISA-Analyse sind
signifikant.

4.2.2 Die Kinetiken von SAA und SAP nach Injektion von TNF«

Dem Zytokin TNF wird bekanntermafien bei der Induktion des Septischen Schocks eine Schliisselrolle
zugeschrieben (MIETHKE 1992b, HEHLGANS 2005). Es gibt eine Arbeit, in der gezeigt wird, dafl nach
Injektion von TNF in M&ause eine Hochregulation der hepatischen mRNS von SAA beobachtet werden
konnte (RAMADORI 1988), es findet sich jedoch in der Literatur keine Publikation, in der beschrieben wird,
wie sich die Proteinkonzentrationen von SAP und SAA nach parenteraler TNF-Applikation in der Leber
bzw. im Serum verhalten. Um dieses zu kliren, wurde 1ug TNFa in Balb/c-M#use i.p. injiziert und nach
dem oben beschriebenen Model 6, 24 und 48 Stunden post injectionem die Konzentrationen von SAA
und SAP in Serum bzw. Leber bestimmt. Auch in dieser Tierversuchsreihe wurde einigen M&usen einer
Stunde vor der TNF-Applikation 20mg DGal verabreicht, wobei wiederum eine Blockade der Induktion
der Expression von SAA und SAP 6 Stunden nach der TNF-Gabe beobachtet werden konnte (Abb.
4.2c). Die mit einer Kombination aus TNFa und DGal behandelten Tiere entwickelten ebenfalls nach 3-4

Stunden die, bereits oben beschriebenen, schweren Krankheitssymptome. Sie verendeten nach 7-9 Stunden,
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sodafl auch in dieser Versuchsreihe deren SAA- und SAP-Konzentrationen nach 24- bzw. 48-Stunden nicht
bestimmt werden konnten. Die maximale SAA-Serumkonzentration lag 24 Stunden nach Gabe von 1ug
TNF« i.p. mit 220pg/ml deutlich niedriger (s. Abb. als zum vergleichbaren Zeitpunkt nach der
Administration von 100pg LPS (310 pg/ml) (s. Abb. . Zusammenfassend fanden sich in der LPS-
Versuchsreihe und in der TNFa-Versuchsreihe (Abb. [4.2h]- vergleichbare Kinetiken der SAA-und SAP-
Konzentrationen. Ein Unterschied besteht lediglich in der Kinetik der SAP-Mengen der Leber, welche sich

nach TNF-Appilikation proportional zu den Serumkonzentration veréindern und nach LPS-Administration,

wie erwdhnt, bereits nach 16 Stunden angestiegen und nach 48 Stunden noch nicht abgefallen waren.
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Abb. 4.2: Kinetiken der SA A-Serumkonzentration und SAP-Serum- und Leberkonzentrationen nach 1lug
TNFa. i.p.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Einigen Balb/c Miusen wurde jeweils 1ug
TNFa i.p. verabreicht. Aulerdem wurde anderen Balb/c-Méusen eine Stunde vor der TNF-Applikation 20mg DGal i.p. inji-
ziiert. Negativkontrollen werden mit ,,C“ bezeichnet. Die PBS-Negativkontrollen wurden nach 24 Stunden geopfert, wie in
Kapitel ausgefiihrt. Es wurde drei unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Bei nahezu identischen Ergebnissen wird nur ein
reprisentativer Serum- bzw. Leberhomogenisat-Westernblot abgebildet. Die abgebildeten Standardabweichungen (Standard-
abweichungen des Mittelwerts (SE)) der Ergebnisse der SAA-ELISA-Analyse sind signifikant.

4.2.3 Die DGal-mediierte Blockade der IL-13-induzierten hepatischen
SAP-Synthese kann durch die extrahepatische SAP-Synthese

kompensiert werden.

Nicht nur TNFea, sondern auch IL-15 wird im Organismus durch Endotoxin induziert (DINARELLO 1983, LE
1989, MONSHOUWER 1996a, MONSHOUWER 1996b, SCHINDLER 1990, WERLING 1996). Es wurde bereits
gezeigt, dal IL-15 in vivo sowohl SAP als auch SAA zu induzieren vermag (MORTENSEN 1988, BRUUN 1998),
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jedoch wurden hierbei keine Angaben zur Kinetik der SAP- und SAA-Konzentrationen gemacht. Diese
publizierten Ergebnisse konnten wir mit dem nun bereits etablierten Versuchsaufbau nach Injektion von IL-
18 bestétigen und auflerdem eine, mit den Ergebnissen der vorangegangenen Versuchsreihen vergleichbare,
Kinetik der SAA- und SAP-Mengen im Serum bzw. in der Leber beobachten (Abb - . Auftillig
ist jedoch, dafi die SAA-Konzentration 6 Stunden nach der Injektion von IL-15 im Mittel deutlich héher
liegt, als die SAA-Konzentration nach 24 Stunden. Hier liegt also eine geringe Abweichung gegeniiber den
SA A-Kinetiken nach Gabe von LPS und TNF vor.
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Abb. 4.3: Kinetiken der SAA-Serumkonzentration und SAP-Serum- und Leberkonzentrationen nach 1ug IL-
15. i.p.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Einigen Balb/c-M#usen wurde jeweils 1ug
IL-18. i.p. verabreicht. Anderen Balb/c-Méusen wurde jeweils 20mg DGal i.p. injiziiert, einige dieser mit DGal behandelten
Maéuse erhielten nach einer Stunde zusétzlich 1pg IL-18. i.p, Die Proben der auschliefilich mit DGal behandelten Maus
werden ebenfalls, wie die iibrigen Negativkontrollen auch, mit ,C* bezeichnet. Die PBS und die DGal-Negativkontrollen
wurden nach 24 Stunden geopfert, wie in Kapitel ausgefiihrt. Es wurde zwei unabhingige Versuche durchgefiihrt. Bei
nahezu identischen Ergebnissen wird nur ein repriasentativer Serum- bzw. Leberhomogenisat-Westernblot abgebildet. Die
abgebildeten Standardabweichungen (Standardabweichungen des Mittelwerts (SE)) der Ergebnisse der SAA-ELISA-Analyse
sind signifikant.

Vogels et al. beschrieben bereits 1993, daf§ der IL-1-vermittelte Anstieg der murinen Serum-SAA-Spiegel
durch die Administration von DGal vollsténdig blockiert werden kann (VOGELS 1993). Wie Abb. zeigt,
konnten wir diese Ergebnisse bestétigen und kénnen hinzufiigen, dal die SAA-Serumspiegel 24 Stunden
nach der kombinierten I1-13/DGal Behandlung wieder leicht ansteigen. Zusétzlich konnten wir demonstrie-
ren, daff sich im Gegensatz dazu, die SAP-Serumspiegel interessanterweise sowohl 6 Stunden als auch 24
Stunden nach der kombinierten DGal/IL-15-Injektion allenfalls diskret erniedrigt zeigten, wobei die SAP-
Leberkonzentrationen hingegen zu beiden Zeitpunkten kaum bzw. gar nicht mehr nachweisbar waren (Abb.
und , was darauf hinweist, dafl das im Serum nachgewiesene SAP extrahepatisch synthetisiert
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worden sein mufl (Abb. 4.3c). Aufgrund des iiberraschenden Ergebnisses dieses Versuchs, wurde er vier Mal

repliziert, wobei sich jeweils nahezu identische Ergebnisse zeigten.

4.2.4 Die IL-6-vermittelte Induktion der Expression von SAA und SAP

Ergéinzend wurde in einer kleinen Versuchsreihe Balb/c Miusen noch 500ng IL-6 i.p. verabreicht. Neta et
al. publizierten bereits 1988, das in vivo verabreichtes IL-6 den Anstieg der SAA- und SAP-Serumkonzen-
trat-ionen verursacht (NETA 1988). Diese Beobachtungen konnten hier bestétigt werden (Abb. und
. Zusitzlich konnte hier ein Anstieg der SAP-Konzentration in der Leber beobachtet werden (Abb.
. IL-6 und IL-18 induzierten 6 Stunden post injectionem SA A-Konzentrationen vergleichbarer Hohe,
néamlich im ersteren Fall 210ug/ml und im zweiten Fall 220pg/ml (vgl. Abb. und [4.4p).
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Abb. 4.4: SAA- und SAP-Serumkonzentrationen und SAP- Leberkonzentrationen 6h nach Verabreichung von
500ng IL-6 i.p.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Balb/c Méusen wurde jeweils 500ng IL-6
i.p. verabreicht. Die Doppelwerte entsprechen 2 voneinander unabhéngigen Tierversuchen. Die Negativkontrollen werden mit
»,C“ bezeichnet.

Zusammenfassend zeigten sich also nach der Applikation von LPS, IL-18 und TNF« vergleichbare Kinetiken
der SAA-und SAP-Konzentrationen, ndmlich einen deutlichen Anstieg ihrer Konzentrationen bereits 6
Stunden post injectionem und einen Abfall derselben auf das Niveau der Ausgangwerte 48 Stunden post
injectionem. 24 Stunden nach der Verabreichung dieser Substanzen konnten wir in unserem Versuchsaufbau
die maximalen Konzentrationen beider Akute-Phase-Proteine messen, eine Ausnahme stellte hierbei die 6
Stunden post 1ug IL-15 gemessene SAA-Konzentration dar, die wiederholt deutlich hoher ausfiel als der
24-Stunden-Wert dieser Versuchsentitiéit.
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Somit war das Mausmodell zur Untersuchung de Akute-Phase-Proteine SAA und SAP im murinen Septi-

schen Schock nun erfolgreich etabliert.

4.3 Die TNFa- und IL-15-vermittelte Induktion der Expression
von SAA und SAP ist dosisabhingig.

Anschlieflend stellte sich die Frage, ob das Ausmaf} der Zytokin-vermittelten Induktion von SAA und SAP
abhingig von der Dosierung des jeweiligen verabreichten Zytokins ist. Daher wurden Balb/c Méusen, im
Sinne einer Titrationsreihe, aufsteigende Mengen an TNF« bzw. IL-13 verabreicht und die so behandelten
Miuse jeweils nach 24 Stunden post injectionem zur Serumgewinnung geopfert. Eine Maus erhielt also eine

definierte Menge eines Zytokins.
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Abb. 4.5: Die TNFa-vermittelte Induktion der Expression von SAA- und SAP ist dosisabhiéngig.
Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Balb/c-Méusen wurde die jeweils in der
Abbildung angegeben Mengen an TNFa i.p. verabreicht. Also erhielt eine Maus jeweils eine definierte Konzentration des
Zytokins. Die Serumproben wurden jeweils exakt 24 Stunden nach nach der Gabe der jeweiligen Menge an TNFa entnommen.
Die Negativkontrollen werden mit ,,C“ bezeichnet und sind ebenfalls nach 24 Stunden geopfert worden. Dieses Experiment
wurde nicht repliziert.

Wie aus den Abbildungen [4.5 und [£.6|hervorgeht, ist so die TNFa- als auch die IL-15-vermittelte Induktion
der Expression von SAA und SAP eindeutig abhéingig von der Menge des jeweils injizierten Zytokins.

In der vorangegegangenen Versuchsreihe hatte sich bereits gezeigt, daf§ 1ug IL-16 und 1ug TNFa nahezu
identische SA A-Serumkonzentrationen 24 Stunden post injectionem hervorrufen (Abb. und [2.3p). Wie
daher zu erwarten, waren auch die durch die niedrigeren, dquivalenten, Konzentrationen beider Zytokine
hervorgerufenen SAA-Konzentrationen jeweils von vergleichbarer Héhe (Abb. und . Also ist das
Ausmass der IL-13- und TNFa-vermittelten SAA-Induktion etwa identisch.
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In den Abbildungen und sieht man einen Titrationseffekt der Mengen an SAP, jedoch ist dieser
nicht so eindriicklich, wie bei dem eben beschriebenen Titrationseffekt der SA A-Serumkonzentrationen. Be-
reits im einleitenden Kapitel [4.1] wurde erwiihnt, da8§ eine genaue Quantifizierung der SAP-Konzentrationen

bei der so durchgefiihrten Westernblotanalyse nicht moglich ist.

(a)

120
100 -
E 80
o0
= 60
p
7 40
20
0 1
S S
Q" ”
pg IL-16
(b)
SAP ®Sesee —30kD
0 0.05 0.1 05 1 ng IL-1f i.p.
Serum

Abb. 4.6: Die IL-13-vermittelte Induktion der Expression von SAA- und SAP ist dosisabhingig.
Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Balb/c-M#usen wurde die jeweils in der
Abbildung angegeben Mengen an IL-13 i.p. verabreicht. Also erhielt eine Maus jeweils eine definierte Konzentration des Zyto-
kins. Die Serumproben wurden jeweils exakt 24 Stunden nach nach der Gabe der jeweiligen Menge an TNF«a entnommen.Die
Negativkontrollen werden mit ,,C* bezeichnet. Dieses Experiment wurde nicht repliziert.

4.4 SEB induziert die Synthese von SAA und SAP in vivo.

Wie gezeigt, induziert das Endotoxin LPS die Akute-Phase-Proteine SAA und SAP. Da, wie unter [1.4
ausgefiihrt, neben LPS auch Enterotoxine eine zentrale Rolle in der Pathogenese des Septischen Schocks
spielen konnen, soll in dieser Arbeit erstmalig gepriift werden, welchen Einflufl Staphylokokken-Enterotoxin
B (SEB) auf die Expression von SAA und SAP im Mausmodell hat.

Hierzu wurde Balb/c-Miusen nach dem etablierten Experimentalschema 10ug SEB verabreicht. Wie aus
Abb. [I70] - A7 ersichtlich, wird in dieser Arbeit erstmalig gezeigt, dafl SEB ebenfalls in der Lage ist, die he-
patische Synthese von SAA und SAP zu induzieren und die Serumkonzentrationen beider Proteine deutlich
anzuheben (Abb. [£.78]- [1.7). Die Kinetiken der durch SEB induzierten SAA- und SAP-Konzentrationen in
Leber und Serum sind hierbei mit denen der bisher beschriebenen Induktoren nahezu identisch. Die Mause
starben spétestens 8 Stunden nach der kombinierten Verabreichung von DGal und 10ug SEB, wobei sie
nach 3 Stunden bereits die, bereits in Kapitel angefiihrten, Krankheitszeichen wie eine Verminderung

ihrer lokomotorischen Aktivitéit sowie ein rauhes, aufgestelltes Fell, enwickelten. Von der Symptomatologie
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Abb. 4.7: SEB induziert die Expression von SAA und SAP in vivo

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Balb/c-Mé#usen wurde jeweils 10ug SEB
i.p. verabreicht. Auflerdem wurde weiteren Mausen jeweils 20mg DGal i.p. injiziiert, einige von diesen DGal behandelten
Méusen erhielten nach einer Stunde zusétzlich 10ug SEB i.p (bezeichnet als: -1h DGal + 10ug SEB i.p). Die Proben der
auschliesslich mit DGal behandelten M&duse werden ebenfalls, wie die iibrigen Negativkontrollen auch, mit ,C* bezeichnet.
Die PBS-Negativkontrollen wurden, wie in Kapitel ausgefiihrt, nach 24 Stunden, die DGal-Negativkontrollen hingegen
nach 6 Stunden geopfert. Es wurden drei unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Bei nahezu identischen Ergebnissen wird
nur ein reprisentativer Serum- bzw. Leberhomogenisat- Westernblot abgebildet. Die abgebildeten Standardabweichungen
(Standardabweichungen des Mittelwerts (£SE)) der Ergebnisse der SAA-ELISA-Analyse sind signifikant.

her betrachtet, laufen der SEB und der LPS-vermittelte Schock (vgl.Kapitel also #hnlich ab. Die mit
DGal vorbehandelten Tiere zeigten 6 Stunden nach der Injektion von 10ug SEB keine Hochregulation ihrer
SAP- bzw. SAA-Synthese.

4.5 Die Bedeutung der TNF/TNFR-Familienmitglieder
TNFRp55, LTRS und FAS fiir die Induktion von SAA bzw.
SAP.

Wie in Kapitel bereits ausgefiihrt wurde, spielt das Zytokin TNF, neben IL-6 und IL-1, bei der Induk-
tion der Akute-Phase-Antwort eine Hauptrolle. Kapitel ist zu entnehmen, dafl TNF an den TNFRp55
und TNFRp75 bindet, wobei die meisten Effektorfunktionen von TNF iiber den TNFRpb55 vermittelt wer-
den. Aufgrund dieser wichtigen Rolle in der TNF-Signaltransduktionskaskade ist die Untersuchung der
Bedeutung des TNFRpb5 fiir die Induktion der beiden Haupt-APP SAA und SAP interessant. In Kapitel
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[1.5] sind noch viele weitere Mitglieder der TNF-Rezeptor-Superfamilie aufgefiihrt, die man funktionell in
Apoptose-auslosende und nicht-Apoptose-induzierende Mitglieder einteilen kann. Aus der erste Untergrup-
pe wihlten wir den Apoptose-Induktor FAS und aus der zweiten Untergruppe den Lymphotoxin-Rezeptor
B (LTRpS) zur Untersuchung ihrer Bedeutung fiir die Induktion der SAA- bzw. SAP-Synthese aus.

4.5.1 Die SEB- sowie die LPS-vermittelte Induktion von SAA und SAP sind
jeweils unabhingig vom TNF-Rezeptor p55 (TNFRp55) und werden
zudem durch die Verabreichung von DGal/LPS nicht beeinflusst.

Wie in Kapitel ausgefiihrt, zeigten Miethke et al. bereits im Jahre 1992, dafi TNF sowohl bei der
Induktion des Endo-, als auch bei der Induktion der Enterotoxin-vermittelten Schocks eine zentrale Rolle
spielt. Im Mausmodell steigt die TNF-Serumkonzentration bereits 30 Minuten nach Injektion von SEB
deutlich an (MIETHKE 1992a). Mause mit einer Deletion (,knock out*) des Lokus des TNF-Rezeptors p55
(TNFRpSS_/ ~-Miuse) sind sowohl gegeniiber einem Endotoxin- als auch gegeniiber einem Enterotoxin-
Schock resistent (PFEFFER 1993). Um die Bedeutung des TNFRpb5 fiir die Akute-Phase-Antwort im
Septischen Schock herauszufinden, wurde solchen TNFRp55~/~-Miusen 100ug LPS bzw. 10ug SEB nach
dem in Kapitel [4.1] beschriebenen Versuchsprotokoll injiziert (Abb. 4.9 und [4.10).
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Abb. 4.8: TNFq ruft in TNFRp55~/~-Méiusen keine Induktion von SAA oder SAP hervor - Kontrolle des
Phénotyps der TNFRp55—/~-Miuse.
Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. TNFRp55~/~-Miusen und ihrem entspre-
chendem Wildtyp, den C57B/6-Miusen, wurde jeweils 1ug TNFa i.p. verabreicht und die so behandelten Tiere sowie die
Negativkontrollen nach 24 Stunden zur Serumgewinnung geopfert. Die Negativkontrollen werden mit ,,C* bezeichnet. Dieses
Kontrollexperiment wurde nicht repliziert.
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Zuvor wurde jedoch in einem Vorexperiment der Phinotyp der TNFRp55~/~-Méuse iiberpriift, in dem
deren SAA- bzw. SAP-Serumspiegel nach der Applikation von TNFa bestimmt wurden (Abb. . Erwar-
tungsgemif zeigten sich 24 Stunden nach TNFa-Injektion in den TNFRp55~/~-Méusen, im Gegensatz zum
Wildtyp (C57B/6) keine wesentlichen Verdnderungen der SAA- bzw. SAP-Serumkonzentrationen. In der-
selben Abbildung erkennt man auBerdem den zusitzlichen Nachweis von a1-AT, welches in TNFRp55~/~-
Mzéusen offenbar ebenfalls konstitutiv exprimiert wird, und somit als ,,Beladungskontrolle” bei der Gelek-

trophorese dienen konnte.
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Abb. 4.9: Die LPS-vermittelte Induktion von SAA und SAP ist unabhingig vom TNF-Rezeptor p55 und
wird durch die kombinierte Verabreichung von DGal/LPS nicht beeinflusst.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. TNFRp55~/~-Méiusen und ihrem entspre-
chendem Wildtyp, den C57B/6-Miusen, wurde jeweils 100ug LPS i.p. injiziert, einigen dieser M#use wurde zudem ein Stunde
vor der LPS-Administration 20mg DGal intrapertonela instilliert. Die Negativkontrollen wurden nach 24 Stunden geopfert
und werden mit ,,C* bezeichnet. Es wurden drei unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Bei nahezu identischen Ergebnissen wird
nur ein reprisentativer Serum- bzw. Leberhomogenisat-Westernblot abgebildet, auf dem sich der Vergleich der SAP-Mengen
von mit DGal und LPS behandelten Mausen findet. Der Westernblot bildet also weniger Serumproben ab, als die korre-
spondierernde ELISA-Darstellung in Abb. in der zusitzlich die SAA-Konzentrationen der nicht mit DGal-behandelten
Tiere dargestellt werden. Die C57B/6-Miuse iiberlebten nur einige Stunden, weswegen hier die Bestimmung der 24- bzw.
48-Stundenwerte nicht méglich gewesen ist. Die abgebildeten Standardabweichungen (Standardabweichungen des Mittelwerts
(£SE)) der Ergebnisse der SAA-ELISA-Analyse sind signifikant.

Aus Abbildung und geht hervor, daB TNFRp55~/~-Miuse sowohl nach parenteraler Applikati-
on von 100ug LPS, als auch nach Applikation von 10 pug SEB sowohl SAA als auch SAP produzieren.
Die Kinetiken beider Proteine unterscheiden sich in den TNFRp55~/~-Miusen hierbei nicht von den der
C57B/6-Méusen. Folglich ist der TNFRp55 entbehrlich fiir die SAA- bzw. SAP-Synthese. Diese Befunde
waren bis zur Verdffentlichung dieser Arbeit noch nicht bekannt. In Abb. ist keine Kinetik, sondern
nur der Vergleich von Negativkontrollen (C) mit den 24 Stunden nach der SEB-Instillation bestimmten
SAP-Werten. Es liegen jedoch reprisentative Blots iiber diese Kinetik vor, die hier nicht zur Darstellung

kommen.
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Abb. 4.10: Die SEB-vermittelte Induktion von SAA und SAP ist unabhingig vom TNF-Rezeptor p55.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. TNFRp55~/~-M&usen und ihrem ent-
sprechendem Wildtyp, den C57B/6-Méusen, wurde jeweils 10ug SEB i.p. verabreicht. Es wurden drei unabhiingige Versuche
durchgefiihrt. Die Negativkontrollen wurden nach 24 Stunden geopfert, wie in Kapitel @ ausgefiihrt und werden mit ,,C“
bezeichnet. Bei nahezu identischen Ergebnissen wird nur ein reprisentativer Serum- bzw. Leberhomogenisat- Westernblot
abgebildet. In diesem sind nur die Negativkontrollen sowie die 24-Stunden-Werte abgebildet. Die abgebildeten Standardab-
weichungen (Standardabweichungen des Mittelwerts (£SE)) der Ergebnisse der SAA-ELISA-Analyse sind signifikant.

Wie bereits in Kapitel bzw. in Abbildung dargestellt, kompensieren Balb/c-Miuse die, durch die
kombinierte Verabreichung von DGal und 1ug IL-13 herbeigefiihrte, Blockade der SAP-Synthese offenbar
durch eine extrahepatische Synthese dieses Proteins und kénnen so ihre SAP-Serumspiegel auf einem ho-
hen Niveau halten. Da die so behandelten Tiere die Verabreichung von DGal/IL-14 iiberlebten, stellt sich
die Frage, ob ihr Uberleben u.a. auf diese hohen SAP-Serumspiegel, und ggf. den erhéhten Serumspie-
gel anderer, hier nicht nachgewiesenener APP, beruht. Gerade im Hinblick auf diese Fragestellung war es
interessant zu explorieren, ob auch das Uberleben der TNFRp55~/~-Miuse nach kombinierter DGal/LPS-
Verabreichung (PFEFFER 1993) mit einem, in Wildtypméusen nach dieser Behandlung, nicht nachweisbaren,
Anstieg von SAP oder von SAA korreliert. Tatséichlich ist, wie den Abbildungen [4.9p] und [£:9p] zu entneh-
men, die Synthese von SAA und von SAP in TNFRp55-defizienten Mé#use nach systemischer DGal/LPS-
Verabreichung unbeeintréichtigt. In Abbildung [4.9p] wird nur der Vergleich der mit DGal und LPS kom-
biniert behandelten Tiere abgebildet; die jeweils ausschlieBlich mit LPS behandelten TNFRp55~/~- bzw.
C57B/6-Méiuse zeigen beide einen vergleichbaren Anstieg der SAP-Mengen im Serum (Westernblots hier
nicht gezeigt). Die Synthese von SAP in der Leber ist bei den TNFRp55 -defizienten Tieren unbeeintrichtigt
(Daten nicht gezeigt). Daraus ldsst sich schliefien, dafl, TNF die Induktion der hepatozelluliren Apopto-
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se iiber den TNFRp55 vermittelt und daf§ durch das Ausbleiben der Leberschidigung die Synthese der
Akute-Phase-Proteine ungestort ablaufen kann. Es bleibt hierbei jedoch unklar, in welchem Ausmaf diese
ungestorte Synthese der Akute-Phase-Proteine SAA und SAP zum Uberleben der TNFRp55~/~-Méuse
nach kombinierter DGal/LPS-Instillation beitréigt.

4.5.2 Die SEB- sowie die LPS-vermittelte Induktion von SAA und SAP sind
jeweils unabhingig vom Lymphotoxin-Rezeptor 3 (LTRf)

Der TNFRp55 ist das Namensgebende Mitglied der TNF-Rezeptor-Superfamilie und gehort zur Untergrup-
pe der Apoptose-induzierenden Mitglieder. Wie im Kapitel bereits ausgefiihrt, ist der Lymphotoxin-
Rezeptor-8 (LTR/) ebenfalls ein Mitglied der TNFR-Superfamilie, zéhlt hingegen aber zur Untergruppe
der Rezeptoren, die nicht in die Apoptose-Kaskade involviert sind. Es fanden sich im Schrifttum bislang
lediglich indirekte Hinweise dafiir, dal der LTR/ in der Akute-Phase-Antwort eine Rolle spielen kénnte:
Bspw. wurde gezeigt, dal LTRG NFxB aktiviert (NAKANO 1996, CHANG 2002). NFxB wiederum stimuliert
eine Reihe von Zytokinen, die in der Akute-Phase-Reaktion eine groie Rolle spielen wie bspw. IL-1, 1L-6,
TNF« und IFNy (GHOSH 1998).
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Abb. 4.11: Die SEB-vermittelte Induktion von SAA und SAP ist unabhingig vom Lymphotoxin-Rezeptor 3
(LTRp).

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. LTRS~/~-Msusen und ihrem entspre-
chendem Wildtyp, den CD1-Mé&usen, wurde jeweils 10ug SEB i.p. verabreicht und die SAA und SAP-Konzentrationen aus-
chliellich 24 Stunden post injectionem bestimmt. Es wurden zwei unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Bei nahezu identi-
schen Ergebnissen wird nur ein reprisentativer Serum- bzw. Leberhomogenisat-Westernblot abgebildet. Die SAA- und SAP-
Serumkonzentrationen werden in Abb. und nebeneinander aufgefiihrt: In Abb. entspricht ,nl1“ dabei der
ersten und ,,n2“ der zweiten Tierversuchsreihe. Die Negativkontrollen werden hier mit ,PBS* bezeichnet.

In dieser Arbeit wird erstmalig gezeigt, dafl die Produktion von SAA und SAP nach Injektion von 10ug
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SEB unabhingig vom LTRS ist (Abb. 4.11h] und [4.11)), da das Ausmafl der Induktion von SAA und
SAP bei den LTR3~/~-Miusen (FUTTERER 1998), im Vergleich mit ihrem entsprechenden Wildtyp, den
CD1-Méiusen, vergleichbar hoch ist. Ebenso ist der Endotoxin-vermittelte Schock (100ug LPS) unabhiingig
von LTRS (Daten nicht gezeigt). Die Kinetiken beider Proteine post inductionem entsprechen hierbei den
bisher gezeigten (Daten nicht gezeigt). Durch den zusétzlichen Nachweis von «1-AT in Abb. wird

deutlich, daf} die erhthten Mengen an SAP nicht durch erhohte Gesamtproteinmengen der Proben zustande

kommen.

4.5.3 Die intraperitoneale Applikation von Anti-FAS-AK hat keinen Einfluss
auf die Synthese von SAA und SAP n vivo.

Im Kapitel [£.4] wird gezeigt, daB die Entero- bzw. Endotoxin-vermittelte Induktion der SAA- und SAP-
Synthese unabhingig vonTNFRp55 und LTRS ist. Wie diese beiden Rezeptoren gehort der FAS-Rezeptor,
oder nur kurz FAS genannt, ebenfalls zur TNFR-Superfamilie (s.Kapitel .

1993 zeigte die Arbeitsgruppe von Nagata erstmalig, dafl die intraperitoneale Injektion von Anti-FAS(JO2)-
Antikorper zu einer letalen Hepatitis fithrt. Anti-FAS-AK imitiert hierbei den FAS-Liganden, indem er an
den FAS-Rezeptor bindet und die zelluldre Apoptose initiiert (OGASAWARA 1993). Es ist nicht bekannt, ob
bzw. auf welche Weise die intraperitoneale Injektion von Anti-FAS-AK die Expression von Akute-Phase-

Proteinen beeinflusst.
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Abb. 4.12: Die i.p. Injektionen von 10ug bzw. 100ug Anti-FAS-AK i.p. fithren nicht zur Veridnderung der
SAP- bzw. al-AT Serumspiegel in Balb/c-Mé&usen.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Balb/c-Méausen wurde entweder nur das
Losungsmittel PBS (mit ,,0 bezeichnet) oder 10ug bzw. 100ug Anti-FAS-AK (Jo2/Pharmingen) oder (Abb. 10ug LPS
intraperitoneal injiziert. Nach 6 Stunden, bzw. nach den in Abb. @ angefiihrten Zeitpunkten post LPS-Injektion, wurden
alle Tiere geopfert. Der in Abb. @ dargestellte Westernblot représentiert drei unabhingige Experimente, die alle nahezu
identische Ergebnisse erbrachten. In Abb. ist ein singuléres, nicht repliziertes Experiment dargestellt.

Daher injizierten wir, nach dem in Kapitel beschriebenen Versuchsprotokoll, in einem Vorexperiment
zunéichst 10pug und 100pug Anti-FAS-Antikorper (Jo2/Pharmingen) in jeweils 6 Balb/c-Méuse. Die mit
100ug Anti-FAS behandelten Balb/c-Méuse starben nach spitestens 8 Stunden, die mit 10ug Anti-FAS-
AK behandelten M#use verendeten spétenstens nach 12 Stunden. Nach 7 Stunden verendete das erste
mit 100pug Anti-FAS-AK behandelte, nach 9 Stunden das erste mit 10ug Anti-FAS-AK behandelten Tier.
Daher wurde zur Bestimmung der SAA- und SAP-Konzentrationen der Zeitpunkt 6 Stunden post injec-
tionem gewihlt. In Abb. sieht man, dafl die Serumspiegel von SAP nach der Injektion von 10ug
sowie von 100ug Anti-FAS-AK nicht ansteigen, bzw. gar nicht nachweisbar sind. SAP in der Leber wurde
ebenfalls bestimmt, auch hier zeigte sich keine Verdnderungen des SAP-Gehalts der Leberhomogenisate
nach Injektion von Anti-FAS-AK (Daten nicht gezeigt). Die SAA-Serumkonzentrationen zeigten 6 Stunden
nach der Verabreichung von 10ug bzw. 100ug Anti-FAS-AK ebenfalls keine Veréinderungen. (Daten nicht
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gezeigt). Auch die Serumkonzentration von «l-AT liel sich durch Gabe der genannten Dosierungen von

Anti-FAS-AK nicht beeinflussen (s.Abb. [4.12p] und [4.12p)).

Der durch den Anti-FAS-AK vermittelte Schock entspricht nicht dem bisher in dieser Arbeit verwendeten
Modell des Septischen Schocks. Zum einen war hierbei die Gabe von DGal zur Induktion eines letalen
Schocks nicht notwendig. und zum anderen wurde der Schock nicht durch ein bakterielles Toxin vermit-
telt. Die mit 10ug und 100pug Anti-FAS-AK behandelten M#use sterben an einer fulminanten Hepatitis,
wie bereits von Ogasawara et al. publiziert worden war (OGASAWARA 1993). Unter der Vorstellung, dafl
der dadurch bedingte rasche Zerfall der Leber die Synthese der Akute-Phase-Proteinen verhindern kon-
ne, wahlten wir nun fiir die Injektion deutlich geringere, subletale Konzentrationen an Anti-FAS-AK. Wir
titrierten die Konzentration von Anti-FAS-AK und verabreichten 0,01ug, 0,1ug und lug Anti-FAS-AK
per intraperitonealer Injektion. Die Mé&use zeigten nach der Verabreichung dieser subletalen Konzentra-
tionen von Anti-FAS-AK keine evidenten Krankheitssymptome. Wie Abb. zu entnehmen ist, 16s-
te auch die intraperitoneale Injektion dieser subletalen Anti-FAS-AK-Konzentrationen keine Erhéhung
der SAA-Serumspiegel aus. Die in Abb. [£.13] dargestellten SAA-Werte wurden 24 Stunden post injectio-
nem bestimmt. Die SAP-Serumwerte und «a1-AT-Werte zeigten sich nach Verabreichung dieser subletalen
Anti-FAS-AK-Konzentrationen ebenfalls unbeeinflusst (Daten nicht gezeigt). Wir bestimmten die SAA-
Serumkonzentrationen nach 0.1ug und 1ug Anti-FAS-AK auch zu einem anderen Zeitpunkt post injectio-
nem, nimlich nach 6 Stunden. Hier zeigte sich ebenfalls kein Unterschied zwischen den mit Anti-FAS-AK
behandelten und den unbehandelten Balb/c-Mausen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.13: Die i.p. Injektion subletaler Konzentrationen von Anti-FAS-AK (Jo 2, Pharmingen) i.p. fithrt
nicht zu Verdnderungen der SA A-Serumspiegel in Balb/c-M#usen.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Balb/c-Méusen wurde entweder nur das
Losungsmittel PBS (mit ,,0 bezeichnet) oder die in der Abbildung beschriebenen, subletalen Anti-FAS-AK(Jo2/Pharmingen)-
Konzentrationen intraperitoneal injiziert. Nach 24 Stunden wurden alle Tiere geopfert. Es wurde zwei unabhéngige Versuche
durchgefiihrt. Tiere der ersten Versuchsreihe werden in der Abbildung mit ,,n1“, die der zweiten mit ,,n2“ bezeichnet.

Da zusammenfassend also weder nach Injektionen von letalen noch nach subletalen Konzentrationen von
Anti-FAS-Antikorper eine Produktion von SAA und SAP nachgewiesen werden konnte, stellte sich nun die
Frage, ob der FAS-Antikorper auch in unserem Tiermodell funktionell aktiv ist, d.h. ob der Anti-FAS-AK
in der Lage ist, den FAS-Liganden (FAS-L) zu imitieren, und apoptotische Verédnderungen in der Leber

auszulosen.
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(2) (b)
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Abb. 4.14: Die i.p.-Injektion von 100ug Anti-FAS-AK fiihrt zu einer ausgedehnten hepatischen Gewebsde-
struktion, wihrend die i.p.-Injektion von 1ug Anti-FAS-AK keine histologisch nachweisbaren Verénderungen
der Leber hervorruft.

Balbc-Méusen wurde entweder nur das Loésungsmittel PBS, oder die in der Abb. berschriebenen Anti-FAS-AK-
Konzentrationen intraperitoneal injiziert. 6 Stunden post injectionem wurden alle so behandelten Tiere getotet und, wie
in den Kapiteln 3.7.4] und [3.8] ausgefiihrt, unverziiglich histologische Priiparate der Leber angefertigt, die anschlieBend fi-
xiert und mit HE gefdrbt wurden. In den abgebildeten Abbildungspaaren ist im jeweils links stehenden Bild der Ausschnitt
markiert, der im rechts davon befindlichen Bild vergrolert dargestellt wird.
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Um diese Frage zu zu priifen, fertigten wir histologische Priiparate der Leber von Balb/c-Méusen an, die
entweder 6 Stunden vor ihrem Tod 100ug Anti-FAS-AK, 1ug Anti-FAS-AK oder nur PBS (Negativkontrol-
le) erhalten hatten. Bei der Organentnahme fiel bereits auf, dal die Lebern der mit 100ug Anti-FAS-AK
behandelten Miuse eine vergleichsweise weiche Konsistenz hatten. In den Abbildungen [.14p] und [.14H)|

erkennt man, daf die Injektion von PBS keine mikroskopisch sichtbaren Verinderungen der Leberarchitek-

tur hervorruft. DieVerabreichung einer subletalen Konzentration von Anti-FAS-AK (1ug pro Maus) ruft
ebenfalls keine Verdnderungen der Leberhistologie hervor. 6 Stunden nach der intraperitonealen Injektion
von 100pg Anti-FAS-AK hingen sieht man eine Destruktion des Leberparenchyms (Abb. . In
weiten Bereichen erkennt man keine Zellgrenzen mehr. Es finden sich also lysierte Hepatozyten, ihr aus-
getretener Zellinhalt férbt sich rot (eosinophil) (vgl. Abb. [L.14f). Man erkennt in den Abbildungen
und v.a. eine Schrumpfung der Zellkerne. Die Kontur dieser geschrumpften Zellkerne wirkt zudem

unregelméfBig. Derartige Verdnderungen des Zellkerns bezeichnet man als Karyopyknose.

Damit konnte gezeigt werden, dafl der hier verwendetet Anti-FAS-AK funktionell aktiv ist. Zudem konnten
die Resultate der Arbeitsgruppe um Nagata bestiitigt werden (OGASAWARA 1993), die erstmalig eben
genannte histologische Verdnderungen der Leber nach Gabe von Anti-FAS-AK beobachtet hatten.

Trotz der nun bewiesenen Funktionalitdit des bisher benutzten AK, wurde gepriift, ob die SAA- bzw.
SAP-Synthese durch einen anderen, ebenfalls funktionell aktiven Anti-Fas-AK (RMF, Beckman-Coulter)
induziert werden kann. Wie zu erwarten, starben Balb/c-Méuse 6-8 Stunden nach der Injektion von 100ug
des Anti-FAS/RMF-Antikorpers. Wie aus Abb. hervorgeht, vermochte auch dieser ,zweite“ Anti-FAS-
AK die SAA-Sythese in Balb/c M&usen nicht zu stimulieren. Die SAP-Synthese konnte durch Anti-FAS/-
RMF-Antikorper ebenfalls nicht stimuliert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.15: Die i.p. Injektion subletaler Konzentrationen eines weiteren Anti-FAS-AK (RMF, Beckman-
Coulter) i.p. fithrt ebenfalls nicht zu Verinderungen der SA A-Serumspiegel in Balb/c-M#usen.
Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Balb/c-Mé#usen wurden die in der Abbil-
dung beschriebenen, subletalen Anti-FAS-AK (RMF /Frankreich) -Konzentrationen intraperitoneal injiziert. Nach 6 und 24
Stunden wurden alle Tiere geopfert. Der Maus, die als Negativkontrolle diente, wurde PBS injiziert und diese nach 24 Stunden
geopfert (Bezeichnung ,,C“). Der Versuch wurde nicht repliziert.

Zusammenfassend wird hier erstmals demonstriert, dafl die Major-APP der Maus, also SAA und SAP,
durch die i.p. Verabreichung subletaler oder letaler Konzentrationen von Anti-FAS-AK nicht beeinflusst

werden kann.
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4.6 DNS aus FE. colt induziert die Expression von SAA und SAP
in Vivo

Nun richtete sich das Augenmerk erneut auf die Untersuchung des Mausmodells des Septischen Schocks.
Nachdem LPS als Induktor der Akute-Phase-Reaktion verifiziert und SEB als Induktor der SAA- und SAP-
Synthese identifiziert werden konnten, sollte nun ein weiterer, potentieller Induktor dieser Akute-Phase-
Proteine untersucht werden, nimlich bakterielle DNS. Wie in den Kapitel [I.6] und [I.7] bereits ausgefiihrt,
fanden Sparwasser et al. 1997 heraus, dafl bakterielle DNS in, zuvor durch D-Galaktosamin sensibilisier-
ten, Mausen einen letalen Septischen Schock auslosen kann (SPARWASSER 1997a). Da LPS und SEB als
Induktoren eines Septischen Schocks, wie in den Kapitel und gezeigt, die Synthese von SAA und
SAP induzieren, stellte sich nun die Frage, ob bakterielle DNS dazu ebenfalls in der Lage ist. In der

wissenschaftlichen Literatur fanden sich hierzu bis zur Vertffentlichung dieser Arbeit keine Angaben.

4.6.1 E. coli-DNS induziert die Expression von SAA und SAP

Um dieser Frage nachzugehen, wurde C3H/HeJ Miusen 100ug hochgereinigte DNS aus E. coli bzw. PBS
(Negativkontrollen) i.p. injiziert und die SAA und SAP-Konzentration 24 Stunden post injectionem be-
stimmt. C3H/HeJ-M#use wurden wegen ihrer Resistenz gegeniiber LPS (POLTORAK 1998) als Versuchstiere
gewihlt, um auszuschliessen, dafl etwaige Verunreinigungen von Endotoxin die Versuchsergebnisse verfil-
schen. Wie in Abbildung [£.16] zu erkennen, findet sich 24 Stunden nach Verabreichung der DNS aus E. coli
ein deutlicher Anstieg der SAA- und SAP-Serumkonzentrationen. Hier wurde erstmalig beschrieben, dafl

systemisch verabreichte bakterielle DNS eine Akute-Phase-Reaktion in vivo auslésen kann.
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Abb. 4.16: DNS von E. coli induziert die Expression von SAA und SAP.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. C3H/HeJ-Miusen wurde entweder nur das
Losungsmittel, ndmlich LPS-freies Wasser (mit ,,C“ bezeichnet) oder 300ug darin geléste DNS von E. coli intraperitoneal
injiziert. Nach 24 Stunden wurden die SAA-und SAP-Werte aller Tiere bestimmt. Es wurden zwei unabhéngige Versuche
durchgefiihrt. Die zwei Tiere der ersten Versuchsreihe werden in der Abbildung mit ,n1, die 2 Tiere der zweiten Versuchsreihe
mit ,,n2“ bezeichnet.
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4.6.2 CpG-Oligodesoynukleotide (CpG-ODN) induzieren die Synthese von
SAA und SAP in vivo

Wie in Kapitel bereits beschrieben, fanden Sparwasser et al. 1997 in weiterfithrenden Untersuchungen
heraus, dafl in M&ause injizierte synthetische CpG-ODN Makrophagen aktivieren, die wiederum TNFq li-
berieren, welches schliefilich zum Septischen Schock fithrt (SPARWASSER 1997a). In dieser Arbeit wurde
beschrieben, dafl 10nmol eines synthetischen ODN mit einem CpG-Motiv (vgl. Kapitel, welches ,,1668%
genannt wurde, in Kombination mit DGal einen Septischen Schock auslosen kann, wohingegen die gleiche
Menge eines ODN ohne CpG-Motiv (,,1720“ genannt), dazu nicht mehr in der Lage ist. In Tabelle auf
Seite sind die exakten Sequenzen dieser beiden ODN aufgelistet. Man erkennt hier, dafl der einzige
Unterschied dieser beiden ODN-Sequenzen lediglich in einer Baseninversion liegt, welche zur Zerstérung
des CpG-Motivs in ODN 1720 fiithrt: ODN 1720 trégt also das Motiv ,,GpC“. CpG-ODN sind synthetisch
hergestellte DNS-Fragmente, welche im wesentlichen aus der, 1995 als essentiell fiir die immunstimula-
torische Wirkung bakterieller DNS beschriebenen (KRIEG 1995), Konsensussequenz ,,Pu-Pu-CpG-Py-Py*,

bestehen.
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Abb. 4.17: CpG-ODN induzieren die Synthese von SAA und SAP sowohl in Balb/c als auch in C57B/6-
Maéusen.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Balb/c-Méusen (Abb. wurde
entweder nur das Lésungsmittel, ndmlich LPS-freies steriles Wasser (mit ,,C“ oder mit ,,H20“ bezeichnet) oder 10nmol ODN
(entweder ODN 1668 oder ODN 1720) intraperitoneal injiziert. Nach 24 Stunden wurden die SAA-und SAP-Werte aller
Tiere bestimmt. Es wurden zwei unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Die zwei Tiere der ersten Versuchsreihe werden in den
Abbildungen und mit ,n1% die 2 Tiere der zweiten Versuchsreihe mit ,n2“ bezeichnet. In den Westernblots sind
die Tiere der Gruppen ,,nl“ abgebildet.
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Um herauszufinden, inwieweit dieses CpG-Motiv fiir die Induktion der Bakterien-DNS vermittelten Akute-
Phase-Antwort relevant ist, injizierten wir jeweils 10nmol beider ODN, also 1668 und 1720, in Balb/c-
Méuse und bestimmten 24 Stunden spéiter die SAA- und SAP-Serumkonzentrationen der so behandelten
Tiere. Wie aus Abb. - hervorgeht, ist Interessanterweise nur das ODN 1668 mit der intakten
Konsensussequenz in der Lage, die Sythese von SAA und SAP zu stimulieren. Das ODN 1720 hingegen
stimuliert die Sythese beider APP nicht. Es wurden zwei verschiedene Wildtyp-Mausstdmme (Balb/c und
C57B/6) untersucht, um zu zeigen, dafl die beobachteten Effekte unabhéngig vom Mausstamm sind.
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Abb. 4.18: Die Kinetiken der durch CpG-ODN und LPS induzierten SAA- und SAP-Konzentrationen im
Serum verlaufen nahezu identisch.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Balb/c-Méusen wurde entweder nur das
Lésungsmittel, ndmlich LPS-freies steriles Wasser (mit ,,C“ bezeichnet) oder 10nmol ODN (entweder ODN 1668 oder ODN
1720) oder 100ug LPS intraperitoneal injiziert. Nach 6, 24 oder 48 Stunden wurden die SAA-und SAP-Werte aller Tiere
bestimmt. Es wurden drei unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Die abgebildeten Standardabweichung in der Darstellung der
ELISA-Analyse sind signifikant. Bei nahezu identischen Ergebnissen wird nur ein reprasentativer Westernblot abgebildet.

Nachdem also festgestellt werden konnte, dal CpG-ODN in der Lage sind, die Akute-Phase-Antwort der
Maus zu stimulieren, sollte als Ergéinzung noch die Kinetik der SAA- und SAP-Konzentrationen nach ih-
rer Induktion durch CpG-ODN (ODN 1668) untersucht und mit der Kinetik eines bekannten Induktors,
nédmlich LPS, verglichen werden. Hierzu wurden Balb/c-Méusen entweder 100ug LPS, 10nmol ODN 1668,
10nmol ODN 1720 oder das Losungsmittel dieser Substanzen (gereinigtes Ho0 - Negativkontrolle) intra-
peritoneal injiziert. Wie aus den Abbildungen [E.18h] und [£.130] hervorgeht, besteht weder zwischen dem
Verlauf der Kinetiken noch zwischen dem Ausmafl der SAA- bzw. SAP-Synthese beider Induktoren, also
ODN 1668 und LPS, kein wesentlicher Unterschied: Das Maximum der SAA- und SAP-Spiegel lag sowohl
nach Induktion durch LPS als auch nach Induktion durch 1668 ODN, in dem hier verwendeten Experi-

mentalaufbau, bei 24 Stunden. Die Konzentrationen beider APP waren, unabhéngig von ihrem Induktor,
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48 Stunden post injectionem wieder auf ihren Ausgangswert abgefallen. Der abgebildete Nachweis der
a1-AT-Konzentrationen diente erneut als Kontrolle der Proteinmenge und zeigt, dafl die erhthten SAP-
Serumkonzentrationen nicht durch erh6hte Gesamtporoteinmengen verursacht werden. Ferner wird hieraus
ersichtlich, dafl CpG-ODN, wie die bisher untersuchten Induktoren von SAA und SAP, ebenfalls nicht in

der Lage sind, die Expression von al-AT zu induzieren.
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Abb. 4.19: DGal blockiert CpG-ODN (1668)- induzierte SAAund SAP-Synthese.

Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. Balb/c-Méusen wurde entweder nur das
Losungsmittel, ndmlich LPS-freies steriles Wasser (mit ,,H20“ bezeichnet) oder 10nmol ODN (entweder ODN 1668 oder ODN
1720) oder 100ug LPS intraperitoneal injiziert. Nach 8 Stunden wurden die SA A-Serumkonzentrationen sowie die SAP-Serum
(4.19p) - und Leberkonzentrationen aller Tiere bestimmt. Es wurden drei unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Die
abgebildeten Standardabweichungen (Standardabweichungen des Mittelwerts (=SE)) der Ergebnisse der SAA-ELISA-Analyse
sind signifikant. Bei nahezu identischen Ergebnissen wird von der Serum- und der Leberhomogenisatanalyse jeweils nur ein
reprasentativer Westernblot abgebildet.

Vor dem Hintergrund, da CpG-ODN gemeinsam mit DGal einen letalen murinen Septischen Schock aus-
16sen konnen, wurde schliesslich noch gepriift, ob die CpG-induzierte SAP- und SAA-Expression, wie die
LPS- und TNFa-induzierte auch (vgl. Abb. und , vollstéindig durch D-Gal zu blockieren ist bzw.
ob sich Hinweise fiir eine suffiziente, CpG-induzierte extrahepatische Synthese von SAP finden. Letzteres
ist, wie aus den Abbildungen [£:190] und ersichtlich, nicht der Fall, d.h. auch hier kann nach der Kom-
binationsbehandlung bestehend aus CpG-ODN und DGal kein Anstieg der SAA- bzw. SAP-Serumspiegel
nachgewiesen werden, womit sich also keine Hinweise auf eine suffiziente kompensatorische extrahepatische
Synthese von SAA und SAP fanden. In Abb. erkennt man, dafl die kombinierte Verabreichung von
CpG-ODN 1668 und DGal, wie erwartet, die hepatische SAP-Synthese vollstdndig blockiert. Die M#use,
die CpG-ODN 1668 und DGal erhalten hatten, starben spétestens 9 Stunden nach der Injektion von ODN
1668. Daher wurden die SAA- und SAP-Werte bei allen Mausen, also sowohl die Negativkontrollen, als auch
die mit ODN 1668 bzw. kombiniert mit ODN 1668/DGal behandelten Tieren, 8 Stunden post injectionem
geopfert.
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4.6.3 Die CpG-ODN-vermittelte Induktion der Sythese von SAA und SAP ist
unabhingig vom TNFRp55

Wie bereits in Kapitel zitiert, publizierten Sparwasser et al. 1997, daf} der durch die Kombination aus
CpG-ODN und DGal induzierte Septische Schock im wesentlichen durch die Induktion der TNF verursacht
wird (SPARWASSER 1997b).

Da bisher die Fahigkeit von CpG-ODN, Akute-Phase-Proteine zu induzieren, nicht bekannt war, war
ebenfalls unbekannt, ob die CpG-ODN-induzierte Sythese der Akute-Phase-Proteine abhingig vom TN-
FRp55 ist. Um dieses herauszufinden, wurde TNFRp55~/~-Miusen entweder 100ug LPS oder 10nmol
ODN 1668 bzw. ODN 1720 intraperitoneal injiziert. In den Abbildungen [£.20k] und [£.20p] erkennt man,
daB TNFRp55~/~-Miuse 24 Stunden nach der Verareichung des CpG-ODN 1668 eine deutliche Induktion
der Synthese von SAA (Abb. und SAP (Abb. aufweisen. Somit wird deutlich, dafl auch die
CpG-ODN-induzierte Synthese von Akute-Phase-Proteinen (APP) unabhéngig von TNFRp55 ist.
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Abb. 4.20: Die CpG-ODN vermittelte Induktion von SAA und SAP ist unabhingig vom TNFRp55.
Probengewinnung und Versuchsaufbau erfolgten wie in Abschnitt beschrieben. TNFRp55~/~-M&usen wurde entweder
nur das Lésungsmittel, ndmlich LPS-freies steriles Wasser (hier mit ,, H20“ bezeichnet) oder 10nmol ODN (entweder ODN
1668 oder ODN 1720) oder 100pg LPS intraperitoneal injiziert. Nach 24 Stunden wurden die SAA-und SAP-Werte aller Tiere
bestimmt. Es wurden zwei unabhingige Versuche durchgefiihrt. Die Tiere der ersten Versuchsreihe werden in den Abbildungen
und mit ,nl“ die Tiere der zweiten Versuchsreihe mit ,n2“ bezeichnet. In den Westernblots sind die Tiere der
Gruppen ,nl“ abgebildet.
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5 Diskussion

5.1 Die Kinetiken der SAA-, SAP- und al-AT-Konzentrationen

in Serum und Leber

5.1.1 Der Verlauf der Kinetiken der SAA- und SAP-Serum- bzw.
Leberkonzentrationen ist unabhéngig vom Induktor der SAA- bzw.

SAP-Expression.

Vorangestellt werden muf3 diesem Kapitel, dal in dieser Arbeit iiber die relative Potenz der jeweiligen
SAA- und SAP-Induktoren keine Aussage gemacht werden kann, da bei diesen untersuchten Induktoren
unterschiedliche ,,Ladungsdosen pro Gramm Korpergewicht der Maus gewéahlt wurden: Beispielsweise kann
anhand des Vergleichs der SA A-Serumkonzentrationen zweier Méuse, von der die eine 100ug LPS (bspw.
Abb. und die andere lediglich 500ng IL-6 (vgl. Abb[4.4) erhalten hat, keine Aussage dariiber gemacht
werden, ob IL-6 oder LPS der jeweils potentere Induktor der SAA-Synthese ist. Die Verwendung solch
unterschiedlicher Ladungsdosen resultierte aus Erfahrungswerten des Labors bzw. aus bereits publizierten

Daten anderer Arbeitsgruppen.

Vergleicht man die Abbildungen [A1] - [£:3] [£.7] [£:16] und wird deutlich, dal der Verlauf der Kinetiken
der SAA- bzw. SAP-Serum- und Leberkonzentrationen im Mausmodell des Septischen Schocks unabhéngig
von Art und Menge des jeweiligen Induktors der SAA- bzw. SAP-Expression, und ferner auch unabhéingig
vom Mausstamm, ist. Eine derartige systematische Untersuchung der Kinetiken dieser beiden Proteine fand

sich bislang in der Literatur nicht.

Alle, hier diesbeziiglich untersuchten, bekannten Induktoren der SAA- und SAP-Synthese, also TNFa, IL-
13, und LPS sowie die im Rahmen dieser Arbeit neu identifizierten Induktoren, namlich bakterielle DNS
bzw. CpG-ODN und SEB, induzieren nach einmaliger intraperitonealer Instillation einen nahezu identischen
Verlauf der SAA- und SAP-Konzentrationen in Serum und Leber der Maus. Wie aber kénnen so verschie-
denartige Induktoren eine solche Gleichformigkeit der SAA- bzw. SAP-Kinetiken hervorrufen? Prinzipiell
héngt die Kinetik der Konzentration eines Proteins von Geschwindigkeit und Ausmafl seiner Synthese sowie
der Geschwindigkeit seines Abbaus ab. Offenbar beeinflussen alle hier identifizierten Induktoren die Synthe-
se sowie die Degradation von SAA bzw. SAP auf eine sehr dhnliche Weise. Da die Synthese von SAA und
SAP einer bedeutend stérkeren Regulation unterliegt, als ihr Abbau (Kapitel , kann man von der hier
prisentierten Gleichférmigkeit ihrer Kinetiken, auf eine Gleichférmigkeit der, durch die verschiedenartigen
Induktoren aktivierten, expressionsfordernden Signaltransduktionskaskaden schliefen. In anderen Worten
bedeutet das, dafl man aus der Uniformitéit des Verlaufs aller SAA- und SAP-Kinetiken die Hypothese

57



5 Diskussion

ableiten kann, dafl alle im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Induktoren der SAA- bzw. SAP-Synthese,
dghnliche, wenn nicht gar streckenweise identische, Signaltransduktionskaskaden auf ihrem Weg zur Induk-
tion der Proteinsynthese nutzen. Um diese Signaltransduktionskaskaden néher zu beleuchten, wurden drei
Mitglieder der TNF/TNF-Rezeptor-Superfamilie ausgewihlt und hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir die Re-
gulation der Akute-Phase-Proteine a1-AT, SAA und SAP untersucht, wie im Kapitel 5.3 diskutiert werden

wird.

Durch Modifikation des bereits 1979 von Galanos etablierten DGal-Schockmodells (vgl. Kapitel und
gelang es hier also, ein Mausmodell zur Untersuchung der Regulation der Akute-Phase-Proteine
SAA, SAP sowie a1-AT im Septischen Schock zu etablieren und gleichzeitig die Kinetiken der bereits
bekannten Induktoren LPS, TNF, IL-14 und IL-6 zu ermitteln. Interessanterweise scheinen die Kinetiken
der Akute-Phase-Proteine in unterschiedlichen Spezies unterschiedlich zu verlaufen, bspw. weisen Rentiere
nach LPS-Administration erst nach 48 Stunden die maximale SA A-Serumkonzentration auf (ORRO 2004).

Wie im Kapitel ausgefiihrt, ist das Krankheitsbild des Septischen Schocks des Menschen u.a. durch
ein prolongiertes Einwirken iiber Tage und ggf. Wochen, der sich im betroffenen Organismus zunéchst
standig vermehrenden, Bakterien gekennzeichnet. Wie auch aus dem klinischen Alltag, bspw. von der CRP-
Bestimmung zur Beurteilung eines Infektionsverlaufs bekannt ist, korrelieren die Spiegel der Haupt-APP
mit der Krankheitsaktivitét.

Diese Korrelation zeigt auch eine kiirzlich erschienene Arbeit iiber, mit Mycobakterium tuberculosis Erdman
infizierte, Méause, die 3 Wochen post inoculationem die héchsten SAP-Serumspiegel aufwiesen, wobei die
SAP-Spiegel in der Akutphase der Infektion stets mit der Bakterienmenge korrelierten (SINGH 2005). Die-
ser Aspekt des, fiir eine sytemische Infektion charakteristischen, prolongierten Einwirkens der Pathogene,
wird in dem hier etablierten Mausmodell nicht beriicksichtigt. Aulerdem weist ein pathogener Bakterien-
stamm in der Regel nicht nur ein Toxin, sondern eine Reihe von Virulenzfaktoren auf: Bspw. kann ein
Staphylococcus aureus-Stamm, der SEB produziert, Virulenzfaktoren wie Katalase, Himolysin, Protein A,
und viele mehr besitzen, die jeweils eine Fiille unterschiedlicher Signaltransduktionskaskaden im infizierten
Organismus aktivieren (ARCHER 1998). Ein wesentlicher Unterschied zwischen dem humanen und dem, hier
untersuchten, experimentellen murinen Modell des Septischen Schocks besteht darin, dafl Menschen viel
sensibler auf Endo- bzw. Enterotoxine reagieren, als Mause (YEUNG 1996), weshalb den hier untersuchten
Mé&usen, zur Sensibilisierung gegeniiber den bakteriellen Toxinen, das hepatotoxische DGal verabreicht wer-
den muflte, um iiberhaupt ein, mit dem humanen Septischen Schock vergleichbares, murines Krankheitsbild

auslosen zu konnen.

Somit spiegelt das in dieser Arbeit verwendete ,Mausmodell des Septischen Schocks® natiirlich nur isolierte

Teilaspekte des humanen Septischen Schocks wider.

Weiterfithrende Experimente ergaben, dafl I1.-13 und TNF« in der Lage sind, Akute-Phase-Proteine, hier
im Speziellen SAA und SAP, in vivo dosisabhiingig zu induzieren (Abbildungen und . Als wei-
tere neue Erkenntnis ist der hier vorliegenden Arbeit zu entnehmen, dafi SEB ebenfalls in der Lage ist,
die Synthese von SAA und SAP in vivo zu stimulieren (Abb. [4.7). In Anbetracht der Tatsache, daff die
systemische Verabreichung von SEB den raschen Anstieg der Serumspiegel des proinflammatorischen Zyto-
kins TNF bewirkt (MIETHKE 1992b), war dieser Befund zwar zu erwarten, wurde aber bislang noch nicht

veroffentlicht.

58



5 Diskussion

5.1.2 Die Regulation der Synthese des murinen a1-AT.

Wie unter {.1] ausgefiihrt, wurde in einigen Experimenten zusétzlich al-AT zur Kontrolle der Gesamt-
proteinmenge bestimmt. a1-AT wird zum iiberwiegenden Teil in der Leber, und zu einem sehr geringen
Teil auch in PBMC und Alveolarmakrophagen, synthetisiert. Anhand von von Zellkulturstudien konnte
gezeigt werden, dafl die Admistration von LPS die Synthese von a1-AT zwar in humanen isolierten PBMC,
nicht jedoch in Leberzellen, anregen kann (RAy 1995). IL-6 ist der Hauptinduktor der al-AT-Synthese
im Menschen. Wihrend der Akute-Phase-Reaktion kann sich die Konzentration des, zu den Akute-Phase-
Proteinen zéhlenden, a1-AT, im Menschen allerhéchstens verdreifachen. Somit ist die ael-AT-Synthese nicht
annihernd so stark reguliert wie die Synthese der Haupt-APP CRP, bzw. SAP, und SAA (STEEL 1994).

Uber die Regulation der Synthese des murinen al1-AT ist hingegen, auBer daf8 diese durch Hyperthermie-
Schock nicht beeinflusst werden kann (YIANGOU 1998), kaum etwas bekannt. Mittels eines, in dieser Arbeit
nicht als Abbildung prisentierten, initialen kleinen Satzes von Experimenten konnte hier herausgefunden
werden, daf sich nach intraperitonealer Instillation von 100ug LPS nach 6, 12, 16, 24 und 48 Stunden jeweils
keine Veidinderungen der Serumkonzentrationen der Akute-Phase-Proteine a1-Glycoprotein und a1-AT zei-
gen. Das durch LPS induzierte IL-6 reicht in der Maus also offenbar nicht aus, um die a1-AT-Synthese in
der Leber bzw. den murinen PBMC nach einmaliger Instillation von LPS zu férdern. Wir beschlossen dar-
aufhin, a1-AT als Kontrolle der Gesamtproteinmenge, also als sogenannte Beladungskontrolle, mitzufiithren.
An sich ist eine solche Kontrolle bei der Bestimmung von Serumparametern, nicht zwingend erforderlich, da
die Gesamtproteinmenge des Serums einer auflerordentlich geringen interindividuellen Varianz unterliegt
(s. Kapitel , doch auf diese Weise konnte hier, sozusagen nebenbefundlich, die bislang nicht erforschte

Regulation des murinen a1-AT im Mausmodell des Septischen Schocks untersucht werden.

Aus den Abbildungen und geht hervor, daf sich die al-AT-Serumkonzentrationen sich
weder durch i.p.-Injektion des Endotoxins LPS noch des Enterotoxins SEB beeinflussen lassen. Auch die
i.p.-Administration von CpG-DNS ruft innernhalb von 48 Stunden post injectionem weder in Balb-c- noch
in C57B/6-Médusen Verdnderungen ihrer al-AT-Serumkonzentrationen hervor (Abb und [£.4f)). Die
Halbwertszeit von a1-AT im menschlichen Plasma wird in der Literatur unterschiedlich beziffert - ndmlich
zwischen 4,5 Tagen (BRANTLY 1988) und 8 Tagen (VANHOVE 2003). Die Halbwertszeit des murinen a1-AT
im murinen Plasma ist hingegen auf jeden Fall deutlich kiirzer, da hier bestimmte glykosilierte Seitenketten
fehlen, und liegt sowohl in gesunden Mé&usen, als auch in M#usen, die sich in der Akute-Phase-Reaktion
befinden, jeweils bei etwa 4 Stunden (NATHOO 1986, VANHOVE 2003). Die al-AT-Serumkonzentrationen
wurden 6 Stunden nach Instillation von 10ug bzw. 100ug Anti-FAS-AK gemessen: Wie aus den Abb. [£.12f]
und hervorgeht, findet sich weder eine Steigerung noch eine Reduktion der a1-AT-Serumspiegel. Da
die Plasmahalbwertszeit von a1-AT in der Maus bei etwa 4 Stunden liegt, ist aus den, in diesen Abbildun-
gen, prisentierten Experimenten nicht eindeutig abzuleiten, ob Anti-FAS-AK 6 Stunden nach seiner Ver-
abreichung, also kurz vor dem Tode der so behandelten Méuse, bereits eine Blockade der a1-AT-Synthese
bewirkt hat oder nicht. Zudem ist bis dato noch nicht gekliart, ob der Abbau des al-AT hauptséichlich
in der Leber erfolgt. Ware dieses der Fall, konnten die unveréinderten a1-AT-Serumkonzentrationen nach
sytemischer Applikation von Anti-FAS-AK sich auch durch eine Hemmung seiner hepatischen Degradation
durch die hepatotoxische Wirkung von Anti-FAS-AK erkléiren lassen.

Sicher ist jedoch, daf} subletale Konzentrationen von Anti-FAS-AK keinen Einflul auf die a1-AT-Synthese in
der Maus haben, da die a1-AT-Serumspiegel der damit behandelten Tiere auch 24 Stunden post injectionem
keine Verénderungen aufwiesen (vgl. Kapitel .
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Zusammenfassend wurde hier erstmalig der Verlauf der murinen al-AT-Serumkonzentration nach Injek-
tion von LPS, SEB, CpG-DNS und Anti-FAS-AK untersucht und beschrieben, daf§ all diese Substanzen
nach einmaliger i.p.-Instillation im Mausmodell keine Verinderungen der al-AT-Serumkonzentrationen
hervorrufen. Zudem liegt al-AT in der gesunden, also nicht stimulierten Maus, in einer deutlich héhe-
ren Serumkonzentration als SAA und SAP vor. Wie aus den Abbildungen und hervorgeht, fand
sich nebenbefundlich bei der Analyse der Auswirkung des TNFRp55 und des LTRS3 auf die SAA- bzw.
SAP-Synthese, dafi die konstitutive Synthese von a1-AT durch das Fehlen der beiden eben genannten Re-
zeptoren der TNF-Rezeptor-Superfamilie nicht beeintrichtigt wird. a1-AT ist im Gegensatz, zu den durch
LPS, SEB, und CpG-DNS induzierbaren SAA und SAP, eine Akute-Phase-Protein der Klasse 2. Inter-
essant wire herauszufinden, ob sich die al-AT-Synthese durch einen lokalen Stimulus der APR, wie bspw.
Terpentin, in der Maus stimulieren liele, da viele regulatorische Unterschiede zwischen der lokalen- und
der systemisch-induzierten APR beschrieben sind (vgl. Kapitel .

5.2 Die suffiziente Synthese von Akute-Phase-Proteinen ist
moglicherweise fiir das Uberleben der Maus im Endo- bzw.

Enterotoxinschock von essentieller Bedeutung.

Wie eben ausgefiihrt, reagieren Menschen viel sensibler auf Endo- bzw. Enterotoxine als Miuse (YEUNG
1996), weshalb den hier untersuchten M#usen, zur Sensibilierung gegeniiber den bakteriellen Toxinen, das
hepatotoxische DGal verabreicht wurde, um iiberhaupt ein, mit dem humanen Septischen Schock vergleich-
bares, murines Krankheitsbild auslésen zu kénnen. Galaktosamin wird in erster Linie von Hepatozyten
aufgenommen und unter Verbindung mit Uracil-Nukleotiden verstoffwechselt. Dadurch kommt es zu einem
selektiven Mangel an Uridylat (Uridinmonophosphat)-Verbindungen in der Leber und nachfolgend zu einer
Inhibition der Transkription bzw. der Translation, was eine unspezifische Reduktion der Produktion hepa-
tisch synthetisierter Proteine zur Folge hat (KMIEC 1994). Dieser DGal-vermittelte Transkriptionsarrest ist
fir die LPS- bzw. TNF-vermittelte, letztendlich letale, Induktion der hepatozelluliren Apoptose zwingend
erforderlich (LEIST 1994). TNFa bzw. der TNFRp55 sind seit lingerem als Hauptmediatoren dieser letalen
Wirkung von DGal/LPS bekannt (TIEGS 1989, NowaK 2000).

Es ist bereits publiziert worden, dafl der IL-1-vermittelte Anstieg der murinen Serum-SA A-Spiegel 8 Stun-
den nach der Administration von DGal vollstindig blockiert werden kann (VOGELS 1993). Wie aus Abb.
hervorgeht, konnten wir diese Ergebnisse bestétigen und kénnen ergénzen, dafl die SA A-Serumspiegel
24 Stunden nach der kombinierten IL-18/DGal Behandlung wieder leicht ansteigen. Zudem konnten wir
demonstrieren, dal DGal einerseits erwartungsgeméfl zwar die hepatische Synthese des IL-18-induzierten
SAP blockieren kann (Abb. 7 jedoch interessanterweise andererseits dadurch nur einen unwesenliches
Absinken des SAP-Serumspiegels verursacht (Abb. . Letzteres weist darauf hin, dal das im Serum
nachgewiesene, durch IL-13 stimulierte, SAP extrahepatisch synthetisiert worden sein muf}. SAP wird beim
Menschen anscheinend ausschliefllich in der Leber synthetisiert (INTRONA 1996). In lediglich einer Publika-
tion fanden sich Angaben zur Expression von SAP in der Maus: In dieser Arbeit von Marhaug et al. konnte
mittels mRNS-Hybridisierung keine extrahepatische Expression des murinen SAP in der Niere, Lunge,
Darmmukosa, in den Testes oder den Ovarien festgestellt werden (MARHAUG 1997). In Anbetracht der, im
Rahmen dieser Arbeit erhobenen, Befunde, die eindeutige Hinweise auf eine extrahepatische Expression von

SAP liefern, sollten ergidnzende, systematische Untersuchungen zur Exploration der extrahepatischen SAP-
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Synthese in der Maus unternommen werden. Fiir SAA sind hingegen murine extrahepatische Syntheseorte
beschrieben worden - Marhaug et al. fanden SAA-mRNS in Darm und Niere der Maus (MARHAUG 1997).
Es ist vorstellbar, dafl genau diese Fahigkeit der M#use, 24 Stunden nach der Verabreichung von DGal und
1ug IL-153, SAP, und ggf. noch andere APP, synthetisieren zu kiénnen, wesentlich zu ihrem Uberleben bei-
getragen haben konnte. IL-17 ist die einzige aller im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Substanzen, die,
jedenfalls in der Dosierung von 1ug, in Kombination mit DGal keine tédlichen Auswirkungen fiir die so be-
handelten Miuse hatte. Die Verabreichung von IL-13 stimuliert die TNF-Synthese in vivo (IKEJIMA 1990),
jedoch, in Anbetracht der fehlenden letalen Auswirkung der kombinierten DGal/1ug IL-18 Instillation,
offenbar in vergleichsweise geringem Ausmafl. Einige Stunden nach der jeweiligen gemeinsamen Verabrei-
chung von LPS/DGal, TNF/DGal, SEB/DGal sowie CpG-DNS/DGal starben die Méuse hingegen. Der
rasch eintretende Tod der so behandelten Tiere erklért sich im wesentlichen aus dem Serumspiegelanstieg
von TNF, der, wie den Kapiteln und zu entnehmen ist, nicht nur nach der Verabreichung von
LPS, sondern auch nach der intraperitonealen Instillation von SEB und CpG-DNS nachgewiesen werden
konnte und, nach erfolgter Induktion eines Transkriptionsarrests durch DGal eine Apoptose der Leberzellen

verursacht.

Wie den Abbildungen 1], .4 und .19] zu entnehmen ist, findet sich 6 Stunden nach der kombinierten
Behandlung mit DGal und entweder LPS, SEB oder CpG-DNS, die jeweils zu erwartende Blockade der

hepatischen SAP-Synthese, wobei sich in diesen Fillen keine Hinweise fiir eine kompensatorische extrahe-

patische SAP- Synthese zeigten und alle so behandelten Mause starben. Diese Ergebnisse unterstiitzen, in
Zusammenschau mit dem bereits diskutierten Resultat, dafl IL-15/DGal-behandelte Méuse iiberleben und
gleichzeitig zur kompensatorischen extrahepatischen SAP-Synthese in der Lage sind, die Hypothese, dafl
die DGal-mediierte Blockade der Synthese der Akute-Phase-Proteine urséichlich wesentlich zum Eintreten
des raschen Todes der, mit DGal und einem TNF-Induktor behandelten, Versuchstiere beitréigt. Dieses
bedeutet im Umkehrschluss, dafl die Administration von Akute-Phase-Proteinen in diesem Mausmodell
protektiv bzw. eventuell gar lebensrettend wirken konnte. In der Literatur finden sich einige Arbeiten,
die diese Hypothese stiitzen: 1994 wurde berichtet, dafi Mause durch Verabreichung eines anderen Akute-
Phase-Proteins, ndmlich a1-Glykoprotein, vor dem Tod durch per se letale Konzentrationen an TNF bzw.
einer DGal/TNF-Kombinationsbehandlung, geschiitzt werden konnten (LIBERT 1994). Dieselbe Arbeits-
gruppe zeigte 2 Jahre spéter, dal Miuse, einen, per se letalen, TNF/DGal-Schock iiberleben kénnen, wenn
ihnen 2 Stunden vor der Verabreichung dieser letalen Substanzkombination, a1-AT parenteral verabreicht
worden war (LIBERT 1996). Vogels et al. publizierte 1993, dafl eine Vorbehandlung mit IL-1 M&use vor den
Auswirkungen einer instillierten letalen DGal/LPS-Kombination schiitzen kénne (VOGELS 1993).

In Anbetracht dieser Auswahl an Publikationen und der unmittelbar zuvor diskutierten Ergebnisse ist
der Einsatz von Akute-Phase-Proteinen zur lokalen oder gar systemischen Behandlung von Infektionen
denkbar, wie im Kapitel noch ausfiihrlicher diskutiert werden wird.

Die Instillation einer DGal/ TNF-Induktor-Kombination induziert in den so behandelten M#usen einen ful-
minanten Leberschaden, der wesentlich, wenn nicht gar hauptséchlich, fiir den rasch nach dieser Behand-
lung eintretenden Tod der Tiere verantwortlich ist. Die hier diskutierten Daten unterstiitzen zusammen-
fassend die Hypothese, dafl der durch diesen Leberschaden verursachte Mangel an Akute-Phase-Proteinen
dtiopathogenetisch in wesentlichem Ausmafl am raschen Eintritt des Todes der, mit DGal/TNF-Induktor-
Kombinationen behandelten, Tiere beteiligt ist und im Umkehrschluf die Administration von Akute-Phase-
Proteinen sich protektiv fiir den an einer Sepsis leidenden Organismus auswirken kénne. Nun verursacht

die kombinierte Administration von DGal und einem TNF-Induktor nicht nur eine Syntheseblockade der
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Akute-Phase-Proteine, sondern einen Stillstand der Produktion aller hepatisch synthetisierten Proteine.
Damit kann anhand der hier vorliegenden Experimente keine Aussage dariiber getroffen werden, in wel-
chem Ausmafl die Syntheseblockade anderer Proteine bzw. die Leberdestruktion per se, also die durch diese
hervorgerufenen Anderungen der Homdostase, an der Herbeifiihrung des raschen Todes der kombiniert mit
DGal und einem TNF-Induktor behandelten Tiere beteiligt sind. Bspw. ist es vorstellbar, dal der Ausfall
der Synthese von Gerinnungsfaktoren in erheblichem Ausmafl zum raschen Eintritt des Todes der Méuse
beitragen konnte - dagegen spricht jedoch, daf} sich bei der Sektion der verstorbenen Tiere an keinem ihrer

Organe makrokopisch erkennbare Mikro- bzw. Makrohdmorrhagien fanden.

5.3 Die Rezeptoren TNFRp55 und LT sind fiir die Endo- bzw.
Enterotoxin-vermittelte Induktion der Akute-Phase-Proteine
SAA und SAP im Septischen Schock entbehrlich.

Wie in Kapitel erwihnt, kann man aus der hier prisentierten Uniformitéit des Verlaufs aller SAA- und
SAP-Kinetiken die Hypothese ableiten, daf alle im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Induktoren der
SAA- bzw. SAP-Synthese, dhnliche, wenn nicht gar streckenweise identische, Signaltransduktionskaskaden
auf ihrem Weg zur Induktion der Proteinsynthese nutzen. Wesentliche Bestandteile dieser Signaltrans-
duktionskaskaden stellen, wie in Kapitel ausgefiihrt ist, die Zytokine IL-6, IL-1 und TNF dar. Diese
proinflammatorischen Zytokine spielen eine Hauptrolle bei der Induktion von Akute-Phase-Proteinen und

regulieren sich gegenseitig, wie in Abbildung [5.1] schematisch dargestellt ist (CECILIANT 2002).

Glucocorticoide

Abb. 5.1: Schematische Darstellung der Regulation der proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und TNF«
— modifiziert nach Ceciliani et al. (CECILIANI 2002)

Wie auch aus den Abbildungen bis hervorgeht, kénnen SAP und SAA sowohl durch IL-1, IL-
6 und TNF induziert werden, was auf ihre Zugehorigkeit zu den Klasse 1-APP hinweist (vgl. Kapitel
. Es wurde bereits gezeigt, daf IL-15~/~-Miuse sowie TNFa~/~-Miuse nach LPS-Administration
keine, TL-6—/~-Méuse eine allenfalls diskrete, Beeintriichtigung ihrer SAA-Synthese aufweisen (FATTORI
1994, FANTUZZI 1996, MARINO 1997). IL-6—/~-Miuse produzieren jedoch nach LPS-Instillation drei Mal
mehr TNFa als der entsprechende Wildtyp (FATTORI 1994). Diese Arbeiten deuten zusammenfassend
darauf hin, dafl weder IL-143, noch IL-6, noch TNF« fiir die Sythese von Klassel-APP zwingend erforderlich
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sind, sondern dafl im Falle einer Dysfunktion eines dieser drei Zytokine, ein anderes Zytokin dieser Gruppe

einspringen kann, um die Synthese der APP zu gewéhrleisten.

IL-1, IL-6 und TNF binden an spezifische Rezeptoren jeweils gleichen Namens. TNF bindet also an den
sogenannten TNF-Rezeptor, der aus dem TNFRp55 und dem TNFRp75 besteht. Der Hauptteil der TNF-
mediierten Effektorfunktionen wird iiber den TNFRp55 vermittelt (vgl. Kapitel . TNF kann via TN-
FRpb55 u.a. den Transkriptionsfaktor NFxB aktivieren, der danach in den Nucleus transloziert und dort,
gemeinsam mit anderen Transkriptionsfaktoren, die Synthese der Akute-Phase-Proteine (vgl. Kapitel .
stimuliert. Uber die Bedeutung dieses TNFRp55 fiir die Akute-Phase-Antwort der Maus ist bislang nur
sehr wenig bekannt. Erste Hinweise hierzu lieferte die Arbeit von O‘Brien et al., in der gezeigt wird, dafl
die SAP-Serumspiegel von TNFRP55~/~-Miusen und C57B /6-Méusen nach der Inokulation von Strepto-
coccus pneumoniae vergleichbar hoch sind (O’BRIEN 1999). TNF-p55~/~-Miuse sind resistent gegeniiber
einem Endotoxinschock, also gegeniiber der, fiir andere M#use tédlichen, kombinierten Verabreichung von
DGal und LPS (PFEFFER 1993). Im Hinblick auf die im vorangegangenen Kapitel diskutierte, aus den Da-
ten der Abb. abgeleiteten Hypothese, Akute-Phase-Proteine koénnten fiir das Uberleben der Miuse im
Endo- bzw. Enterotoxinschock eine essentielle Bedeutung haben, wurde, zur Uberpriifung dieser Annahme,
die SAA- bzw. SAP-Synthese von DGal/LPS-behandelten TNFRp55~/~-Miusen untersucht. Tatséichlich
zeigte die kombinierte Verabreichung von LPS und DGal keinen Einflul auf die Hohe der SAA- und SAP-
Serumspiegel der TNFRp55~/~-Miuse, wie in den Abbildung dargestellt.

Hier kann also erstmalig gezeigt werden, daB sich das SAA- bzw. SAP-Expressionsnvieau von TNFRp55~/~-
Miusen und C57B/6-Miusen nach Endo- bzw. Enterotoxin Instillation nicht wesentlich unterscheidet. Da-
mit kann behauptet werden, dafl die SAA- bzw. SAP-Synthese der Maus unabhéngig vom TNFRp55 ist.
Dieses Ergebnis impliziert, dafi IL-1 und/oder IL-6 den Ausfall der TNF-vermittelten Signaltransduktion
kompensieren konnen. Zudem steht dieses Resultat im Einklang mit den bereits diskutierten Ergebnissen
der Charakterisierung der IL-1- und IL-6-defizienten M&use, die jewiels ebenfalls eine nahezu ungestorte
SAA-Synthese aufwiesen. Des weiteren ist festzustellen, dafl die im vorangegegangenen Kapitel diskutier-
te Hypothese, APP hétten im Endotoxinschock der Maus eine potentielle {iberlebenswichtige Bedeutung,
durch das Ergebnis untermauert wird, daf8 die Endotoxinschock-resistenten TNFRp55~/~-Miuse nach kom-
binierter Instillation von DGal und LPS eine ungestorte SAA- und SAP-Synthese aufweisen. Die aus diesen
Daten ableitbare, potentielle protektive Auswirkung von SAA und SAP gegeniiber den letalen Auswirkun-
gen eines Endotoxinschocks steht dabei im Einklang mit ihrer gemeinsamen, bereits bekannten Eigenschaft,
LPS zu binden und neutralisieren zu kénnen (NOURSADEGHI 2000, VAN LEEUWEN 2003).

Es gibt eine Reihe Mitglieder der TNFR-Superfamilie, u.a. den LTRS, der im Gegensatz zum TNFRpb55
nicht unmittelbar in Apoptose-induzierenden Kaskaden involviert ist, wie im Kapitel ausgefiihrt wurde.
Es fanden sich im Schrifttum bislang lediglich indirekte Hinweise dafiir, dal der LTRS in der Akute-
Phase-Antwort eine Rolle spielen kénnte: Bspw. wurde gezeigt, dafi LTR3 den Traskriptionsfaktor NFxB
aktiviert, der fiir die Initiation der Transkription vieler APP eine grofie Rolle spielt. (NAKANO 1996, CHANG
2002). Kiirzlich wurde auflerdem berichtet, dafl durch die Aktivierung von LTRfS in Mastzell-Kulturen die
Synthese der proinflammatorischen Zytokine IL-4, IL6 und TNF induziert werden kann (STOPFER 2004).
In einem kleinen Satz von Experimenten (vgl. Abb kann hier demonstriert werden, dafl zwischen
AusmaB und Kinetik der SEB- und LPS-induzierten SAA- bzw. SAP-Synthese von LTR3~/~-Mzusen und
ihrem korespondierenden Wildtyp, den CD1-M#usen, jeweils kein Unterschied besteht. Somit ist der LTR,
wie auch der TNFRp55, fiir die Endo- bzw. Enterotoxin-induzierte SAA- bzw. SAP-Synthese in der Maus
entbehrlich.
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5.4 Die Aktivierung des FAS-Rezeptors durch intraperitoneal
instillierten Anti-FAS-AK fiihrt nicht zu einer Induktion der
SAA- bzw. SAP-Synthese.

FAS ist ebenfalls ein Mitglied der TNFR-Superfamilie und weist eine hohe Sequenzhomologie mit dem
TNFRp55 auf. (NAGATA 1997) Wie in Kapitel beschrieben, konnte hier reproduziert werden, daf}
Instillation von 10ug bzw. 100ug Anti-FAS-AK innerhalb weniger Stunden den Tod der so behandelten
MéAuse herbeifiihrt, ohne daf§ hierzu die zusétzliche Gabe von DGal notwendig ist. Die hier verwendeten
Anti-FAS-AK imitieren den FAS-Liganden (FAS-L), binden also an den FAS-Rezeptor, auch kurz FAS ge-
nannt, und induzieren rasch die Apoptose der betreffenden Zellen. Die Aktivierung von FAS durch FAS-L
fiihrt, wie die Aktivierung des TNFRpb55, via MAP3K-Kinase zudem zur Aktivierung des Transkripti-
onsfaktors NFxB und fordert aulerdem die IL-6-Ausschiittung. TNFRp55 ist jedoch der vergleichweise
stiirkere NFxB-Aktivator der beiden Rezeptoren (RENSING-EHL 1995). FAS-Ligand-defiziente M#use sind,
wie TNFRp55-defiziente Miuse auch, deutlich weniger suszeptibel gegeniiber den letalen Auswirkungen ei-
nes Endotoxinschocks (WESCHE 2005). Aus der strukturellen und funktionellen Ahnlichkeit von TNFRp55
und FAS sowie speziell dem Faktum, dafl beide Rezeptoren in Signaltransduktionskaskaden eingebunden
sind, die u.a. an der Induktion der Expression von Akute-Phase-Proteinen beteiligt sind, wurde hier die
Hypothese abgeleitet, dafi die Aktivierung des FAS-Rezeptors ebenfalls die Synthese von SAA und SAP
fordern kann. Um dieses zu priifen, wurde Balb/c-Miusen zunéichst 10ug bzw. 100ug Anti-FAS-AK intrape-
ritoneal instilliert. 6 Stunden spéter konnte jedoch keine Erhchung der SAA- bzw. SAP-Serumspiegel der so
behandelten Méuse festgestellt werden. Es wurden histologische Préaparate der Lebern mit 100ug Anti-FAS-
AK behandelten M#use angefertigt (vgl. Abb, die die zu erwartende Destruktion des Leberpaenchmys
zeigten, wodurch die Wirksamkeit des hier verwendeten Anti-FAS-AK unter Beweis gestellt werden konnte.
Unter der Vorstellung, daf§ die Applikation letaler Dosen von Anti-FAS-AK rasch einen groflen Teil der
Leber destruiert und somit die hepatische Proteinsynthese, also auch die APP-Synthese unterbindet, wur-
de Miusen im folgenden subletale Konzentrationen von 1ug Anti-FAS-AK/Maus und weniger verabreicht
(vgl. Kapitel . Die so behandelten Méausen starben nicht, ihre Lebern zeigten keine nennenswerten
mikroskopischen Verédnderungen, aber es fanden sich ebenfalls keine Verinderungen der SAA- bzw. SAP-
Serumspiegel nach 6 bzw. 24 Stunden post injectionem. Zur Absicherung dieses negativen Ergebnises wurde
noch ein weiterer Anti-FAS-AK in verschiedenen Konzentrationen intraperitoneal in M#use injiziert, jedoch
lie3 sich mit diesem ebenfalls keine Beeinflussung der SAA- bzw. SAP-Synthese erzielen. Zusammenfassend
kann also festgestellt werden, dafl durch die intraperitoneale Instillation letaler und subletaler Konzen-
trationen von Anti-FAS-AK die murine SAA- bzw. SAP-Synthese nicht beinflusst werden kann. Daraus
kann man schlieen, dafl die Bindung des FAS-L an den FAS-Rezeptor in der Maus keine Induktion der
Synthese der Haupt-Akute-Phase-Proteine SAA und SAP hervorruft. Bei der Interpretation dieser Daten
ist jedoch in Betracht zu ziehen, dafl das murine FAS/Anti-FAS-AK-Schockmodell im Hinblick auf die
Mengenverteilung von FAS und FAS-L weit von dem, unter physiologischen Bedingungen vorhandenen,
Mengenverhéltnis dieser beiden Bindungspartner zueinander entfernt ist: FAS wird in der Maus ubiquitéir
exprimiert, die Expression des FAS-Liganden beschrinkt sich hingegen auf einige wenige Zelltypen, zu
denen u.a. zytotoxische T-Zellen zihlen (vgl. Kapitel , sodafl unter physiologischen Bedingungen ein
grofier relativer Uberschufl an FAS-Rezeptor vorliegt und die Wahrscheinlichkeit, daf es zu einer Bindung
von FAS an den FAS-Liganden kommt, weitaus geringer ist, als in unserem murinen FAS/Anti-FAS-AK-

Schockmodell. Somit kommt es wihrend der Akute-Phase-Reaktion unter physiologischen Konditionen in
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der Regel nicht zu einem Leberversagen bzw. einem Ausfall der hepatischen Proteinsynthese. Daher wurde
hier versucht, sich diesen physiologischen Mengenverhéltnissen von FAS zu FAS-L durch Verabreichung ti-
trierter subletaler Konzentrationen an Anti-FAS-AK anzunihern, wobei auch hierdurch, wie berichtet, die
SAA- bzw. SAP-Synthese nicht stimuliert werden konnte. Des Weiteren ist in Erwigung zu ziehen, wie in
Kapitel bereits diskutiert, daf§ im Regelfall ein pathogenes Agens, welches eine Akute-Phase-Reaktion
auslost, prolongiert einwirkt, und nicht nur einmalig, wie es in den hier untersuchten Mausmodellen der
Fall ist. Es ist damit vorstellbar, daf} sich, gerade im Falle einer systemischen Infektion, Regelkreise akti-
viert werden, die sich in den hier untersuchten Mausmodellen nicht abbilden kénnen. Somit kann mit den
hier durchgefiithrten Experimenten nicht endgiiltig ausgeschlossen werden, dafl das FAS/FAS-L-System in
die Regulationskaskaden der Synthese von SAA bzw. SAP involviert ist. Diese Experimente lassen jedoch
den Riickschlufl zu, dafl der FAS-Rezeptor, im Vergleich zum TNFRp55, bei der Synthese von Akute-
Phase-Proteinen eine eher untergeordnete Rolle spielt. Vielleicht wiirde eine andere Verabreichungsform
des Anti-FAS-AK, wie bspw. die subkutane Injektion, die physiologischen Mengen- und Zeitrelationen des
FAS/FAS-L-Interaktion besser abbilden kénnen.

5.5 CpG-DNS induziert die Akute-Phase-Proteine SAA und
SAP

Wie in Kapitel bereits besprochen, wurde 1995 von Krieg et al. beschrieben, dafl bakterieller DNS im-
munmodulatorisch wirkt und daf} dafiir die darin enthaltenen sogenannten CpG-Motive verantwortlich sind,
die aus der Konsensussequenz ,,Pu-Pu-CpG-Py-Py“, bestehen (KRIEG 1995). Sparwasser et al. fanden 1997
in weiterfithrenden Untersuchungen heraus, dafl in M&use injizierte synthetische CpG-ODN Makrophagen
aktivieren, die wiederum TNF« liberieren, welches schliellich zum Septischen Schock fithrt (SPARWASSER
1997b). Ferner stimuliert CpG-DNS die Freisetzung von IL-1 und IL-6 (HACKER 2000). In Anbetracht all
dieser Befunde, stellte sich die Frage, ob bakterielle DNS auch die Synthese von Akute-Phase-Proteinen
stimulieren kann. Zur Klirung dieser Fragestellung wurde Mausen zunéchst bakterielle LPS-freie DNS, spé-
ter auch das CpG-ODN 1668 bzw. ein ODN mit einer zerstorten CPG-Konsensussequenz gleicher Lénge
(1720) intraperitoneal instilliert.

In dieser Arbeit, bzw. in der aus ihr hervorgegangenen Publikation, wird erstmalig beschrieben, dafl bak-
terielle DNS in der Lage ist, die Synthese von Akute-Phase-Proteinen zu stimulieren, und daf hierfiir das
CpG Motiv zwingend erforderlich ist (Abb. - . In anderen Worten wird hier ein neuer Stimu-
lus der Akute-Phase-Reaktion definiert, nimlich CpG-DNS. Das es sich hierbei erwartungsgeméifl nicht
nur um einem Mausstamme-iibergreifenden, sondern um einen Spezies-iibergreifenden Effekt der CpG-DNS
handelt, zeigt ein Artikel, der Jahre nach der, aus den Daten der hier vorliegenden Arbeit entstandenen
Publikation, ndmlich im Jahre 2004 veroffentlicht wurde. In jenem Artikel wird beschrieben, dafl Scha-
fe nach der Verabreichung von CpG-DNS deutlich erhthte Haptoglobin-Serumspiegel, sowie entziindliche
Blutbildverinderungen aufweisen (NICHANI 2004).

Wie in Kapitel bereits beschrieben, ist kein wesentlicher Unterschied zwischen dem Verlauf der CpG-
ODN-induzierten SAA, al-AT bzw. SAP-Kinetiken und dem Verlauf der Kinetiken nach der Instillation
von LPS, IL-18, TNFa und SEB zu erkennen. Wie zu erwarten, kann die hepatische Synthese von CpG-
induziertem SAP durch DGal blockiert werden; der gleichzeitig blockierte Anstieg der SAA- bzw. SAP-

Serumspiegel weist darauf hin, dafl der hepatische Syntheseblock nicht, wie im Falle der IL-13 -induzierten
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SAP-Synthese, durch eine extrahepatische Produktion kompensiert werden kann (vgl. Abb. . In Ka-
pitel 5.3 wurde bereits diskutiert, da die Endo- bzw. Enterotoxin-vermittelte Induktion der SAA- bzw.
SAP-Synthese unabhingig vom TNFRp55 ist. Auch die CpG-induzierte Synthese dieser beiden Akute-
Phase-Proteine ist unabhéingig vom TNFRp55, wie aus Abbildung [£:20] hervorgeht. Da, wie eben erwéhnt,
CpG-DNS nicht nur die Freisetzung von TNF, sondern auch von IL-1- und IL-6 fordert, ist es wahrscheinlich,
daB diese beiden Interleukine den Defekt in der TNF-Signaltransduktionskaskade der TNFRp55~/~-Méiuse
vollstéindig kompensieren kénnen und sich deshalb das Ausmafl der SAA- bzw. SAP-Synthese dieser gen-
technisch verinderten M&use von der ihres korrespondierenden Wildtyps (C57B/6-Miuse) nicht wesentlich
unterscheidet. Natiirlich kann anhand der hier vorliegenden Experimente eine direkte Interaktion von CpG-
DNS mit Hepatozyten nicht endgiiltig ausgeschlossen werden, jedoch ist es viel wahrscheinlicher, daf§ die
CpG-induzierte Stimulation von der Synthese von Akute-Phase-Proteinen ebenfalls hauptsachlich iiber die

drei eben aufgezihlten proinflammatorischen Zytokine vermittelt wird.

In der Zusammenschau dieser Resultate mit den, bereits im Kapitel zitierten, Ergebnissen der Cha-
rakterisierung der Akute-Phase-Antwort von IL-1=/~- und IL-6~/~-Miuse, wird deutlich, daB die Aktivie-
rungswege der APP-Synthese zumindest partiell redundant sind, da beim Ausfall eines der drei Zytokine
ein anderes dessen Funktion nahezu vollstédndig iibernehmen kann. Man konnte diese Redundanz aus evo-
lutionsbiologischer Sicht als Indiz fiir eine potentiell lebenswichtige Bedeutung der Akute-Phase-Proteine

werten.

5.6 Klinische Implikationen und Ausblick

Wie in Kapitel [5.2] bereits ausfiihrlich diskutiert und zitiert wurde, gibt es im Schriftum eine Reihe von
Arbeiten, die die protektive Rolle von Akute-Phase-Proteinen, vor allem von a1-AT und a1-Glykoprotein,
in Tiermodellen der systemischen Infektion bzw. des Septischen Schocks beschreiben. Diese bereits publi-
zierten Daten werden durch einige der in der hier vorliegenden Arbeit erhobenen und ebenfalls bereits
ausfiihrlich diskutierten Befunde (Kapitel und , unterstiitzt bzw. ergédnzt. Im Hinblick darauf ist
der Einsatz von Akute-Phase-Proteinen zur lokalen oder gar systemischen Behandlung von Infektionen,
und damit auch zur Behandlung bzw. Priavention des Septischen Schocks, denkbar. In einer Vielzahl von
Publikationen werden zwei Krankheitsstadien der Sepsis beschrieben: Initial kommt es zur einer hyperin-
flammatorischen Immunantwort, auf die dann eine Phase der sogenannten ,relativen Immunsuppression“
folgt, die u.a. durch sehr niedrige Zytokin-Serumspiegel charakterisiert ist. Diese beiden Phasen kénnen
auch mehrfach alternierend wéhrend des Krankheitsverlaufs auftreten. (RIEDEMANN 2003, POLDERMAN
2004). Es ist vorstellbar, dafl sich der therapeutische Einsatz von Akute-Phase-Proteinen, neben einer
potentiellen prophylaktischen Anwendung im Rahmen von noch nicht exazerbierten systemischen Infektio-
nen, gerade in jener Phase der relativen Immunsuppression stiitzend auf das Immunsystem des betroffenen

Organismus auswirken konnte.

Einschrinkend muf hierzu erwihnt werden, da Arbeiten, die die Nebenwirkungen einer Uberexpression
von bestimmten Akute-Phase-Proteinen aufzeigen, die Entwicklung derartiger therapeutischer Ansétze et-
was gehemmt haben: Beispielsweise entwickeln transgene Miuse, die al-Glykoprotein iiberexprimieren,
eine schwere Colitis (HOCHEPIED 2002). In letzter Zeit findet sich jedoch erneut eine Reihe von Pu-
blikationen, die sich mit dem potentiellen therapeutischen Einsatz von Akute-Phase-Proteinen befassen:
Beispielsweise wurde gezeigt, dafl al-Glykoprotein vor Ischimie-bedingten Gewebsdestruktionen schiitzen
kann und daBl SAA die entziindlichen Verdnderungen beim Krankheitsbild der Rheumatoiden Arthritis
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bekampft (DE VRIES 2004, MULLAN 2006). Die aus den, im Rahmen dieser Arbeit erhobenen, Daten ab-
leitbare, potentielle protektive Auswirkung von SAA und SAP gegeniiber den letalen Auswirkungen eines
Endotoxinschocks steht im Einklang mit ihrer gemeinsamen Eigenschaft, LPS zu binden und neutralisie-
ren zu konnen (NOURSADEGHI 2000, VAN LEEUWEN 2003). Anderseits zeigen SAP-defiziente Méuse eine
nur gering erhohte Suszeptibilitit gegeniiber LPS. Mit hochdosiertem SAP vorbehandelte SAP~/~-Miuse
weisen nach einer kombinierten DGal/LPS-Administration keine eindriicklich erhéhten Uberlebensraten
auf. Wenn Méuse hingegen mit dem, eng mit SAP verwandten, CRP vorbehandelt werden, steigt deren
Uberlebensrate nach der kombinierten DGal/LPS-Instillaion deutlich an (NOURSADEGHI 2000). Diese Ver-
Offentlichungen machen noch einmal deutlich, daf§ die Vielzahl von Akute-Phase-Proteinen auch eine eben
solche Vielzahl an Funktionen aufweist und daf} sich nicht alle APP in gleichem Mafe fiir einen experimen-
tellen therapeutischen Ansatz im Rahmen der Sepsisbehandlung eignen wiirden. Zusammenfassend sollten,
in Anbetracht der Vielzahl ermutigender Ergebnisse, weitere Anstrengungen unternommen werden, die
priaventive bzw. therapeutische Nutzbarkeit der Applikation von Akute-Phase-Proteinen beim Septischen

Schock des Menschen, bzw. allgemein bei humanen Infektionskrankheiten, zu explorieren.

Die im Rahmen dieser Arbeit erstmalig systematisch explorierten Kinetiken der SAA-und SAP-Serum-
bzw. Leberkonzentrationen unterstreichen die in der Literatur bereits bekannte, und klinisch auch genutzte,
Eignung mancher Akute-Phase-Proteine als Marker fiir die Krankheitsaktivitit systemischer Infektionen.
Einen solchen, in der klinischen Medizin bereits genutzten, Marker stellt das bekannte CRP dar. Interessant
ist, daf} in letzter Zeit insbesondere SAA als prognostischer Marker bei der klinischen Verlaufsbeurteilung
bzw. -prognose der humanen Sepsis diskutiert wird (ARNON 2004, ARNON 2005).

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wird bakterielle DNS, bzw. CpG-DNS, als neuer Induktor der Akute-
Phase-Antwort identifiziert. Die Akute-Phase-Proteine sind Teil des evolutiv &lteren, unspezifischen Ab-
wehrsytems, das durch die Entdeckung der TLR (vgl. Kapitel in letzter Zeit wieder in den Blickpunkt
der Wissenschaft geriickt wurde. CpG-DNS wird von TLR9 erkannt. Der therapeutische Einsatz von CpG-
DNS wird seit lingerem vor allem in der Onkologie und Allergologie als Therapeutikum diskutiert bzw.
klinisch gepriift. In der Onkologie werden sich v.a. von der Eigenschaft der CpG-DNS, dendritische Zellen
und NK-Zellen stimulieren zu kénnen (vgl. Kapitel 7 welche wiederum in der Lage sind, zytotoxische
T-Zellen zu aktivieren, die die Tumorzellen schliefflich zu attackieren vermogen, therapeutische Erfolge
erhofft (KRIEG 2002). Dariiber hinaus gibt es eine Reihe an vielversprechenden Ergebnisse aus Studien,
die den Einsatz von CpG-DNS als Adjuvans fiir Impfstoffe priifen (SPIES 2003, PAYETTE 2006). AuBer-
dem wurde berichtet, dafl eine Vorbehandlung von M&usen mit CpG-DNS diese vor den letalen Auswir-
kungen einer nachfolgenden experimentellen Infektion mit bspw. Listeria monocytogenes oder Francisella
tularensis schiitzen kann (KRIEG 1998, ELKINS 1999). Da dieser CpG-vermittelte Schutz nach einmali-
ger CpG-Instillation bis zu einigen Wochen anhélt, ist es sehr unwahrscheinlich, daf§ die, in dieser Arbeit
beschriebene CpG-vermittelte Induktion der Akute-Phase-Proteine wesentlich zum eben berichteten pro-
tektiven Effekt von CPG-DNS beitrigt, da die SAA- und SAP-Serumkonzentrationen, nach einmaliger
CpG-ODN-Administration bereits nach 48 Stunden fast wieder ihren Ausgangswert erreicht haben. Die in
der vorliegenden Arbeit erstmalig beschriebene Fihigkeit bakterieller DNS, bzw. CpG-DNS, die Synthese
von Akute-Phase-Proteinen zu stimulieren, kann also derzeit zwar nicht unmittelbar erkenntnisfordernd in
einen der existenten bzw. hypothetischen therapeutischen Ansitze integriert werden, jedoch erginzen die
hier erhobenen Resultate die bereits bekannte Vielzahl immunstimulatorischer Féhigkeiten der CpG-DNS
um eine weitere. Zudem lassen sich aus diesen Befunden Riickschliisse auf die durch bakterielle DNS an-
gestoflenen Signaltransduktionskaskaden ziehen, bspw. dafl die durch CpG-ODN induzierte Menge an IL-1
und I1-6 fiir die Induktion der SAA- und SAP-Synthese ausreichen.

67



5 Diskussion

68



6 Zusammenfassung

Etwa die Halfte der an einer Sepsis erkrankten Patienten erleidet einen Septischen Schock, welcher, trotz
moderner intensivmedizischer Behandlungsmoglichkeiten, noch immer mit einer Mortalitétsrate von iiber
50% einhergeht. Es finden sich in der Literatur vielversprechende Angaben dariiber, daf die Vorbehandlung
mit verschiedenen Akute-Phase-Proteinen Nagetiere vor den letalen Auswirkungen eines Endotoxinschocks
bewahren kann. Die hier erhobenen Daten stehen im Einklang mit diesen bereits publizierten Befunden
und ergénzen diese: Mé#usen unterschiedlicher Stdmme wurde eine Kombination von DGal mit jeweils
unterschiedlichen TNF-Induktoren, u.a. LPS und SEB, parenteral verabreicht und 6 Stunden spéter ih-
re SAA- bzw. SAP-Serumkonzentrationen sowie ihre SAP-Leberkonzentrationen bestimmt. Es fiel auf,
dafl die wenigen Méiuse, die diese Behandlung iiberlebten, eine nahezu ungestoérte bzw. nur partiell be-
eintréchtigte Synthese dieser beiden Akute-Phase-Proteine aufwiesen, wohingegen in den Tieren, die an
dieser Behandlung erwartungsgeméf verendeten, kurz vor ihrem Tod keine bzw. allenfalls diskrete Mengen
an SAA und SAP nachgewiesen werden konnten: Die TNFRp55~/~-Miusen iiberlebten DGal/LPS bzw.
SEB-Behandlung erwartungsgeméifl und wiesen dabei eine ungestorte SAA- bzw. SAP-Synthese auf. Auch
die mit mit DGal und 1ug IL-13 behandelten Méuse iiberlebten und konnten dabei, erstaunlicherweise
ausschlieBlich im Falle von SAP, den DGal-vermittelte Transkriptionsarrest in der Leber durch eine suffizi-
ente extrahepatische SAP-Synthese kompensieren. In der Literatur finden sich bislang keine ausfiihrlichen
Untersuchungen dariiber, inwieweit SAP in der Maus auch auflerhalb der Leber synthetisiert werden kann,
insofern handelt es sich hier um die Erstbeschreibung. Anzeichen fiir eine extrahepatische SAP-Synthese

fanden sich interessanterweise ausschliellich nach der Stimulation der M&use mit IL-13.

Natiirlich kann anhand der hier vorliegenden Experimente keine Aussage dariiber gemacht werden, in
welchem Ausmaf} die, durch die kombinierte Verabreichung von DGal und einem TNF-Induktor hervorge-
rufene, Blockade der Synthese der Akute-Phase-Proteine urséchlich zum rasch eintretenden Tod der mit
dieser Kombination behandelten Tiere beitrigt, da DGal in diesem Tiermodell ja unspezifisch die Synthese

aller hepatisch produzierten Proteine unterbindet.

In dieser Arbeit wird ebenfalls erstmalig beschrieben, dass die Synthese von SAA und SAP nach Endo-
bzw. Enterotoxininstillation in TNFRp55~/~-Mé&usen im Vergleich zum Wildtyp ungestért verliuft, woraus
gleichzeitig entnommen werden kann, dass IL-1 und IL-6 den Defekt der TNF-Signaltransduktionskaskade
dieser Mause problemlos zu kompensieren vermégen. Neben dem TNFRpb5 wurden noch zwei weiter Mit-
glieder der TNF/TNFR-Superfamilie beziiglich ihrer Bedeutung fiir die SAA- bzw. SAP-Synthese unter-
sucht, ndmlich der LTRS und FAS: Die hier vorliegenden Daten zeigen, dass die systemische Induktion von
SAA und SAP unabhingig von LTRS ist, da in LTRS~/~-Miusen weder nach der Instillation von LPS,
noch nach der Instillation von SEB, ein Defekt der SAA- oder der SAP-Synthese nachgewiesen werden konn-
te. Erstaunlicherweise fithrt die intraperitoneale Instillation von Anti-FAS-AK, sowohl in letalen wie auch

in verschiedenen subletalen Konzentrationen, nicht zu einer Induktion der SAA- bzw. SAP-Synthese.
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Ferner wird SEB, welches nach systemischer Apllikation zur Erh6hung der TNF-Serumspiegel fiihrt, erst-
malig im Rahmen dieser Arbeit als Induktor von Akute-Phasen-Proteinen, speziell als Induktor der SAA-
und der SAP-Synthese beschrieben.

In einem anderen Teil der hier vorliegenden Arbeit konnte bakterielle DNS als neuer Induktor der Synthese
von Akute-Phase-Proteinen identifiziert werden. Hierbei sind die CpG-Motive der bakteriellen DNS fiir
die Induktion der SAA- bzw. SAP-Synthese zwingend erforderlich, der TNFRp55 des Wirtsorganismus
hingegen entbehrlich. Das Repertoire der bereits bekannten immunstimulatorischen Wirkungen der CpG-
DNS konnte also um eine weitere Wirkung ergénzt werden. Anders formuliert, konnte hier mit CpG-DNS
ein neuer Induktor der Akute-Phase-Antwort identifiziert werden, der in keiner Weise den bereits bekannten
Stimulatoren dieser evolutiv hochkonservierten unspezifischen Abwehrreaktion der Vertebraten dhnelt und

der dariiber hinaus allen Bakterien gemein ist.

Die eben beschrieben Resulate ergaben sich im wesentlichen aus der systematischen Untersuchung der
Kinetiken der SAA-Serumkonzentrationen bzw. der SAP-Serum- und Leberkonzentrationen, bei der zudem
festgestellt werden konnte, dass der Verlauf dieser Kinetiken unabhéngig vom Induktor der SAA- bzw. SAP-
Synthese ist und somit immer gleichférmig aussieht. Nebenbefundlich wurde hier erstmalig die Regulation
des murinen a1-AT im Endo- bzw-Enterotoxinschock untersucht, und festgestellt, dass dieses Akute-Phase-
Protein in der Maus offenbar konstitutiv exprimiert wird bzw. sich die al-AT-Synthese durch Endo- und

Enterotoxine nicht beeinflussen lésst.
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