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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Ein h&aufigesklinisches und volkswirtschaftlicheg3roblemder modernen Gesellschaft

ist der Entzindungsschmerz, welcher uns in unserer Leistungsfahigkeit und unserem
Wohlbefinden beeintrachtiglObwohl es potente analgetische Substanzen gibt, sind
noch immer viele Patienten nur unzureichend behandelt bzw. werelenheblichen
Nebenwirkungen der Therapie ausgesdta-inflammatorische Zytokin&kdnneneine
Entzindungauslésensie aufrecherhaltenoder Nervenendigungen sensibilisieren, was
zum Schmerzempfinden beitragter selbst Schmerz ausloBlies war der Anlass fur
uns, anhand eindsntziindungsiodells mitkKnockoutMausen fur Zytokineind andere
immunologische FaktoreWerhaltenstestglurchzufuhren undlie mechanischen und
thermischenSchmerzschwelle zu bestimmenDaflr verwendeten wiein dumpfes
Filament mit ansteigendem Drudion-FreyHaar) bzw. konstante LaseReize die
Hitzeempfindungen auslostenWegzugsbewegungen wurden als Korrelate fur
schmerassoziiertes Verhaltemusgewertet, wobei der Parameter Druck fur die
Verdnderung der nohanischen Schwelle und der Parametaatenz fir die
Veranderung der thermischen Schwelle analysiert wurdeas Ausmald der
Entziindung, welche mittels Zymosaninjektion in die linke Hinterpfote induziert wurde,
wurde anhand der Pfotenschwellumgstimmt.Nach Auslésen der Entziindung durch
Zymosaninjektionbildeten sich die typischen Symptome der Entzingddgtung,
Schwellung, Funktionseinschrankung und Uberwarmang. Die rechte Hintefpte

blieb als Referenzpfote unberihrt.

Die hier untersuchten Zytokineder Zytokinbestandteile sind Teil defi T bzw. Ty~
Signalwege und somit von Bedeutung fur Entziindungsproziesgdeinzelnen wurden

| F N2-17, pBa_(Il-:12), p19 (IL-23) und TIM3 untersuchtDabei wurde sowohl die
Wirkung auf Wildtypmause getestet, alach geprift, ob die Ausschaltung einzelner

dieser Zytokine entziindungsassoziiertes Verhalten beeinflussen kann.

Di e Ausschal t ung diemeshaniséh®&l ond theznmisache Hyperdlgesie
nach einer vorherigen Entziundungsinduktion. Bei diesen mi&mnte durch eine
| ok al Subdtitatroin die entziindete Pfatagme Zunahmeler mechanische und

thermischa Hyperalgesie bewirkt werden.




Zusammenfassung

Dagegen brachte eine intraperitoneal e,
ausgepragte Effekte, wenngleiauch hierine Zunahmeler Hyperalgesie beobachtet
werden konnt e. Wurde | FNo durch Anti k©°rp
Abschwachung der Entzindung und eine geringer ausgepragte mechanische und
thermische Hyperalgesie, sofern die Entzindustark genug war (hohere

Zymosandosis).

Die Proteine p19 und p35 sind weniger an der Entziindungsauspragung als an der
Entstehung von Hyperalgesie beteiligt. Nach Ausschaltung von kobh@ite eine
Abschwachung der mechanischen Hyperalgesie gesehen werden, die thermische
Hyperalgesie blieb unbeeinflusst. Die Ausschaltung von p35 erbraélchliehe Effekte,

jedoch war die Abschwachung der mechanischen Hyperalgesie noch geringer. Das
Aussdhalten von 117 fahrte zu einer deutlichen Abschwachung der
Entzindungsauspragung sowie einer schwa&chenechanischen unthermischen
Hyperalgesie. Die Ausschaltung des Proteins -BlM/erstarkte die mechanische
Hyperalgesie, schwachte dagegen die theineis Hyperalgesie ab, was auf die

Beeinflussung verschiedener Signalwege hindeutet.

I nsgesamt zeigt die vor gel egt1d neBaniheme , d
Beitrag zur Entzindungsispragungauch wesentlichen Anteil an der Entstehung

mechanischeund thermischer Hyperalgesie haben
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2 Einleitung

Zahlreiche Erkrankungen gehen mit einer Stimulation des Immunsystems einher bzw.
sind mit gestérten Immunfunktionen assoziiert. Gleichzeitig sind soldkrarikungen
oftmalsschmerzhaftGerade akute Schmerzen &und einerperipteren Entziindung

sind haufige Grunde fur die Arztkonsatibn, da sie den Patienten belas{@homas et

al., 2004)

Entziindungen zeichnen sich durch die Kardinalsymptome Ro6tung, Uberwarmung,
Schwellung, Schmerz und Funktionsverlust aus. Diese komplexen Vorgange werden
besonders durch das enge Zusammenwirken zwischen dem Immunsy&em,
GefalRsystenund dem Nervensysterhervorgerufen Das Immunsystem schitzt den
Korper vor der Einwirkung pathogener Noxemie z.B. Bakterien und Viren und
bekampft eingetretene Infektionen. Ihm obliegt weiterhin die Funko@schadigte
Zellen abzuraumen, sowie zur Regeneration des gdagtd@dsewebes beizutragen.
Uber endotheliale Prozesse kann das GefaRsystem zur Extravasation benotigter
Plasmaproteine beitragen oder durch die Expression von Adhasionsmolekilen eine
Zellinfiltration mit steuern. Zum Beispiel werden durch Chemokine Leulkeozgus der
Blutbahn in das betroffene Aregklockt sowohl die Angiogenese wird gefordert, als
auch die Immunantwort modulieZum Teil entsteht zusatzlich Fieb@ferri Jr. et al.,

2007, Kress, 1996)

Wie oben beschrieben, gehen entziindliche Erkrankungen haufig mit Schmerzen einher.
Die International Association for the Study of Pdiefiniert Schmerz folgendermalf3en:
ASchmerz i st ei n-odenGefilyserietmnib, oes mit taisachlicleesoder
potenzieller Gewebeschadigung einhergeht oder vorroftesien Personen so
beschrieben wird, als w@re ei nMerskeybndhe G
Bogduk, 1994)

Der Schmerzempfindung liegiedAktivierung desnozizeptive Systens zugrunde. Es
hat die Aufghe, vor Schadigung zu warnen udd Korperintegritdtzu bewahren
Bisher ist nicht ganzlich geklartn wieweit es auch regulierend in Entzindungen

eingreifen kann.



http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=International_Association_for_the_Study_of_Pain&action=edit&redlink=1
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Wird das Gewebe durch eine Entzindung oder Verletzung geschadigt, entsteht der
pathophyslogische NozizeptorschmerRiese Form des Schmerzes spielt fur diese
Arbeit eine Ubergeordnete Rolle, berbei typischerweise eine Hyperalgesigsteht,

d.h. eine erhdhte Schmerzempfindlichkeit im betroffeneber auch teilweise im
umgebenderGewebe. Sie wird durch die Mechanismen peripleren und zentralen
Sensibilisierung des nozizeptiven Systems erzemgbei tber zahlreiche molekulare

Vorgange Nerenzellen sensibilisiert werden.

Entsprechend dem aktuellen Forschungsstand unterscheidet zwei weitere
Schmergypen nach &pathogenetischen Gesichtspunk(8chaible and Richte2004,
Sommer and Kress, 2004, Willis and Coggeshall, 2004)ken noxische Reize auf
gesundes Gewebe ein, entsteht Schmerz,aldephysiologischer Nozizeptorschmerz
bezeichnetvird. Diesem akuten Schmerz kommt eine wichtige Warnfunktion zu und er
ist meist auf die Region der Schadigung begréReuter, 2004) Sobald die Gefahr
droht, dass das Gewebe Schaden nimvirj dieser Schmerz ausgeldst und es erfolgt

z.B. ein Wegziehreflexum sich von der Quelle der Noxe zu entfernen.

Werden die Nervenfasern selbst geschadigt, spricht man von neuropathischen
Schmerzen. Diese Schmerzform entsteht z.B. bei Bandscheibdievorféder
verschiedenen Stoffwechselerkrankungen und wird teilweise d&rdaindungs
schmerzunabhangige Mechanismen bedingt. Der ektopen Erregungsbildung kommt
dabei grofe Bedeutung zu, dheispielsweise an der geschadigten Stelle
Aktionspotenziale entshen. Durch eine Schadigung der Nervenfadegbt sich
einerseits haufig die normale Funktion der Nozizeptoren auf und andererseits ist das

vom geschadigten Nerven innervierte Gebiet schmerzhatft.
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2.1 Afferente Mechanismen der Nozizeption

2.1.1 Nozizeptoren und Sbmerzentstehung

Anfang des 20. Jahrhunderts wurde der Begriff Nozizeption durch Sir Charles
Sherrington gepr2gt, welcher sich von de
viel bedeutet wie schadigen(Sherrington, 1903) Nozizeptoren sind freie
Nervenfaserendigungen mit gerimyeburchmesser, die dirmy e | i ni -Baseen) t ( A
oder nichtmyelinisiert (GFasern) sind. Die nozizeptiven Afferenzen zahlen zu den
langsam leitenden NervenfaséBthaible and Grubb, 1993 oxischeReize aktivieren

diese freien sensorischen Nervenendigundpolymodafi das heiRt, sie kénnen
mechanisch, chemisch oder thermisch erregt weflliesslinger, 1997)Nozizeptoren

sind hochschwellig undsprechen normaleswise erst auf starke mechanische und
thermische Reize arfZimmermann, 2004) Zus?@tzl i ch k°nnen S
Nozi zeptorenii dur ch n&éandundgreksutent vetde(@rigmed bz w
al., 1986, Schaible and Grubb, 199B35s sind &-asern, die in gesundem Gewelneh

nicht durch starke Hitze oder Druck erregt werden kdnnen.

Ist dernoxischeReiz ausreichend stark, wird dieser in Aktionspotenzialen kodiege
werdenUber das Axon zu sensorischen nozizeptiven Hinterhornneuronen der grauen
Substanz in das Ruckenmark oder in den Hirnstamm weitergg|Siteaible and
Richter, 2004, Willis and Coggeshall, 200Bestimmt wird die Erregungsschwelle der
Ruckenmarkneurone vom afferenten Eingang, von intrinsischen Eigenschaften der
Zellen ind von deszendierenden Bahn@&thaible, 2007)Eine Vielzahl nozizeptiver

Zel |l en s i n d-dynanic-ppngeN A Wi d e e fi . Si e anger wor t
Entladungsfrequenz auf niehbxische Reize, da sie nicht nur afferenten Eingang von
Nozizeptoren erhalten, sondern auch von niederschwelligen Mechanorezeptoren. Bei
noxischen Reizen zeigen diese Zellstérkere Antwortenim Ruckenmark gibt es
auledem Neurone, die spezifisch nur auf noxische Reize antwdMéhis and
Coggeshall, 2004)
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Eine Grol3zahl der Hinterhornzellen ist in vegetative und motorische Reflexbdgen
eingebunden welche die Grundlage fir nozizeptive Reflexe, hervorgerufen durch
noxische Reize, bilden. Vom Rickenmark wird die Information Uber den Tractus
spinothalamicus zum lateralen und medialen thalamokortikalen System aufsteigend
weitergeleitet(Treede et al., 1999, Vogt, 2009)n lateralen System, bestehend aus
RelaisKernen des lateralen Thalamus unch dgeae S1 und S2 des Kortex, wird der
noxische Reiz hinsichtlich Lokalisation, Intensitdt und Dauer analysiert. Dagegen
erzeugt das mediale &gm bestehend aus Rel#isrnen des zentralen und medialen
Thalamus, dem anterioren Gyrus cinguli, der Insula und dem préafrontalen Kortex,
vorrangigdie affektive Schmerzkomponente. Durch letztere entwickeln\@atangig

die aversiven Reaktionen im Rabmschmerzhafter ReiZ8chaible and Richter, 2004,
Treede et al., 1999)

Absteigende Bahnen foérdern oder schwachen den nozizeptiven Prozess auf spinaler
Ebene ab. Es handelt sich dabei um ein nozizeptionsférderodes hemmendes
System bestehend aus Bahnen, die dem Hirnstamm, insbesondere dem
periaquaeduktalen Grau und dem Nucleus raphe magnus, entspringen und im
dorsolateralen Funiculus des Rickenmarks abste{tyilan, 2002) Durch diese
Bahnen undlurchzahlreiche inhibitorische Neurone kann eine endogene Kontrolle tber

die nozizeptive Verarbeitung gewahrleistet werden.

2.1.2 Periphere Sensibilisierung

Wird ein unversehrter Kérper einem noxischen Reiz ausgesetzt, so wird das nozizeptive
System erregt undbst dadurch Schmerz aus. Endet der auf gesundes Gewebe
schadigend einwirkende Reiz, endet auch die Erregung der Nozizeptoren bei akut
wahrgenommenem Schmd@Zmmermann, 2004)ist das Gewebe allerdings entziindet
oder bereits geschadigt, reagiert das nozizeptive System empfindir@dreispricht von
SensibilisierungDabeiwird esdurch normalerweise nicht schmerzhafte Reize aktiviert
(Allodynie) und zeigt vestarkte Aktivitat bei Uberschwelliger noxischer Reizung
Daneben wird ein noxischer Reiz schmerzintensiver wahrgenonatsan, gesundem
Zustand (sog. Hyperalgesie)wie es auch fiur das in dieser Arbeit verwendete

Versuchsmodell angenommen werden.soll
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Nozizeptorenkénnen z. B. durch Entziindungsprozessasibilisiertwerden(Bennet,

2000) Bei einerperiphera Sensibilisierungoeobachtet maspontanentladungen, die
zumindest teilweise Ursache fur aiteade Schmerzen sindDabei wird die
Erregungsschwelle herabgesetzt. Das Ergebnis ist eine Linksverschiebung der Reiz
Antwort-Kurve, welche bei kurzeinwirkenden Schmerzreizen unter Normalbedingungen
nicht auftritt. Dieses Phanomen ist auf die gesteigerte Erregbapegipherer
Nozizeptoren zurlckzufuhrefCampbell and Meyer, 1983, Perl et al., 197Bieser
Zustand wird durch eingerstarkte Kodierunguoxischer Stimuli in depolarisierende
Aktionspotentiale errecht, die auf einer gesteigerten Aktivitdt der beteiligten
lonenkanéle wie Protonegesteuerte Kanale, schmerzspezifische Natriumkaodde
CapsaicirRezeptoen und anderen beruhtfMcCleskey and Gold, 1999)Unter
Entzindungsbedingungenwerden auch initial mechanosensitive (stumme)
Nozizeptoren rekrutiert und verstarken den nozizeptiven Input in das zentrale
Nervensysm (ZNS) betrachtlich(Schaible, 2006) Zusammenfassend fihrt die
periplere Sensibilisierung zu einem veranderten afferenten Eingang in das
Ruckenmark dies bewirkteine rédumlick und zeitliche Bahnung an den zentralen

Synapsenwas oft als zentrale Sensibilisierung bezeichnet.wird

2.2 Nozizeption und Schmerz bei Stérungen immunologischer

Mechanismen
Im Bereich des Entzindungsschmerzes ist bekannt, dass EntziiBtuegstoffe, die
eine vielfaltige Rolle im Rahmen der Immunantwort und damit in der Abwehr von
Infektionen oder des Abbaus von Fremdkorpern spielen, auch potente Substanzen zur
Sensibilisieang von Schmerzfasern sin@Gchaible and Rhter, 2004) Bei einer
Entziindung werden diese Botenstoffe ausgeschiibes. weiterenkommt es Uber
verschiedene Mechanismen, wie zum Beispiel die Hamher Herunterregulation
verschiedener lonenkanéle, zu vermehrter Aktivitat erizeptorenund damit zu
Schmerzen, die sich als Spontanschmerz oder als bewegungsinduzierter Schmerz auf3ern
konnen(Boettger et al., 2008, Brenn et al., 2007, Hensellek et al., 2007)
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Es ist noch nicht lange bekannt, dass nelBatenstoffen wie Bradykinin und
Prostaglandinen auch Zytokine Nervenfasern entsprechend sensibilisieren kéuncten
ohne dass eine Nervenschadigung vorl{Bgtettger et al., 2008, Brenn et al., 2Q07)

Ursprunglich wurden Zytokineher im Zusammenhang mit neuropathischen Schmerzen
untersuchtErstin den letzten Jahren wurd@nder Schmerzforschung die Zytokine als

eine GruppeelevanterEntziindungsmediatoren beachtgytokine sind Glykoproteine

mit einer GroRe von ca. 18D0 Aminosauren (Molekulargewicht ca. 25 kDa). Sie
werden von am Entzindungsgeschehen beteiligten Zellen, insbesondere von
Leukozyten, aber auch von Endothahd Nervenzellen, gebildet und kdnnen lokale
(autokrine und parakreé) und systemische (endokrine) Veranderungen bewirken.
Bei spiel sweise ist die Asickness respons

unteranderem auf I£1 zurtickzufihren.

Zytokine werden von fast allen kernhaltigen Korperzellen sezerniert beisidzen
zahlreicte regulatorische FunktionerFir den Entzindungsprozess sind vor allem
Zytokine von Bedeutungdie in Lymphozyten, Monozyten uridakrophagen gebildet

und freigesetzt werden. Man unterscheidet zwischeanflenmatorischen Zytokinen,

die eineEntzindung fordern, wie z.B.4L b ,-6 | W n d | F Nrflammatariscla n t i
wirkenden, wie IL-4, I1L-10 und I-:13 (Sommer and Kress, 2004)Viederum andere
kénnen beide Effektbewirken Viele Zytokine sind pleiotrop, d.h. sie beeinflussen eine
Vielzahl von Zellen und GewebeWiele Zytokine werden transient gebildet und tben

ihre Wirkung tber eine kurze Distanz aus.

Zahlreiche Funktionen der Zytokine wurden mittels Studien, die lakale oder
systemische Entziindungsreaktion untersucht haben, gewonnen. So konnte gezeigt
werden, dss Nozizeptoren Rezeptoren fur einige Zytokex@rimieren Dadurch
kbnnen Zytokine Nozizeptoren direkt oder aber Uber sekundére Mediatoren wie
Prostanoidesensibilisierer(Verri Jr. et al., 2007)Beispielsweise fiuhrt die Anwesenheit

von IL-6 oder TNFU n i c¢ h eéntzimdung$rdennden Effekten, sondern autinekt

zu vermehrter neuronaler Aktivitat, sodass eieuronaler Mechanismus daftr

mitverantwortlich gemacht wir(Boettger et al., 2008, Brenn et al., 2Q07)
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Studien, bei denen Ratten Zytokine injiziegkamen lieferten Hinweise darauf, dass
diese Mediatoren einklyperalgesie hervorrufen kénnen. So wurde gezeigt, dass die
mechanische Schmerzschwelle durch intraplantare Applikation vdnAL uneJ TNF
reduziert werden konnt@Cunha et al., 1992, Ferreira et al., 1988)dem konnte in
Carrageenaentziindungsmodellen die Hyperalgesie durch Zyt@dwagonisten
reduziert werden, was darauf hinweist, dass die Zyt8kiivierung einen wichtigen
Schritt bei der Etablierung des Entziindungsschmerzes daiRtalle et al., 1999)

2.2.1 | F Nloterferon-gamma)

Ein in der Schmerzforschunbgislang wenig untersuchtes Zytokin IstF Nloterferon
gammg, welches vorrangig von -Helfer-Zellen (Tyi-Zellen) und natirlichen
Killerzellen freigesetzt wird und somit im Entzindungsprozess eine wichtige Rolle
spielt(Schreiber and Farrar, 1993)

Il FNo i st ein auf das | mmunsyst eesondersie mul i
Aktivitat der Makrophagen steigert. Das aul3ert sich in der Hochregulation der- MHC
Molekile Klasse | und Il und der damit verbundenen besseren Prasentation antigener
Peptide (Hof and Dérris, 2005, Farrar and Schreiber, 1993)1 FNo ni mmt n i
regulierenden und aktivierenden Einfluss auk ddifferenzierung und Funktion
moroklonaler Phagozyten, sondern beeinflusst auch indirekt digelBn durch
Regulation der Bildung von CD4T-Zell-Untereinheiten. Es wirkt stark apoliferativ

auf Tyo-Zellen durch I10-Eliminierung, jedoch fordernd aulie Ty;-Zellproliferation
(sieheAbb. 2.1) (Farrar and Schreds, 1993) I n einem Tiermodel |
Mausen neutralisiert, die anschlieBend mit subletalen Mengen verschiedener
mi krobieller Pathogene infiziert wurden.
mehr in der Lage, Makrophagen zu aktiviererd werstarben(Farrar and Schreiber,

1993) Il FNo sveiterinmudber ©nostaglandin E2 die -12-Freisetzung aus
Dendritischen Zellebei Gewebeentzinduri§ach et al., 1997)

Da IL-12 durch Makrophagen unDendritische Zellenge bi | de't wird wun
Natiirlichen Killerzellen und CDS8-T-Zellen vorkommt, dominiert in der frilhen

Abwehr von Viren und einigen irdgeellularen Bakterien die yI-Zell-Reaktion
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Wei ter hin wi rd I FNo fer di e l ndukti on
gemach{lrmler et al., 2007)

Wenn man dieLiteratur zu den verschiedenytdkinsignalwega zusammenfasst,
scheint ein Hauptweg von den Dendritischeslléh ausgehendiiber die Freisetzung
von IL-12 bis zu Aktivierung von Natirlichen Killerzellen und Ti-Zellen zu fihren.
Die letzterenZellen produziererdas! F NIoF Nemmt sowohiTy,~Zellen, wie auch
Tuz-Zellen. Gleichzeitigkann es lber eine positiickkopplung Dendritischeeflen
aktivieren. Zusatzlichkbnnen Tyi-Zellen, die 1-17 freisetzen, tUber H23 aktiviert
werden.Die Tho-Zellen wiederrum werden von {4 aktiviert. Das TIM-3 kannTy-

Zellenhemmen.

Des Weiteren i stTNF-Badarderjch,zikkilierendemlympihdzyten
zu emoglichen, arnvaskulares Endothel zu binden udigéses zu penetrierenm zum

Ort der Entziindung migrieren zu konn@&arrar and Schreiber, 1993)

Aus diesem selbstentwickelten Flussschema wird deutlich, das$ $icNo wld@d | L
wechselseitig hemmekonnen ud wahrscheinlich in den verschiedenen Phasen der
Entziinduingen (akute / chronische Phase) unterschiedliche Funktiome&trnehmen

(Irmler et al., 2007)

Auch i m Nervensystem scheiingt |IlFdNbarAntne &
Rezeptoren im Hinterhorn des Rickenmarks iexigrt werden(Vikman et al., 1998)

und dass deren Aktivierung durch | FN2 ¢
Neurone andertln vitrok onnt en Hi nter hornneurone dur
Dies f¢hrte zu der Ver mut ung, dass | FNo
nimmt (Vikman et al., 2003)Mittels prolongierterintrathekalerAp p | i kat i on v o
konnte die inhibierende Wirkung von GABA aufgehoben bzw. sogar umgekehrt werden
(Vikman et al., 2007)

Unter physiologischen Bedingungen stellt die GABAerge Inhibition einen wichtigen
Mechanismus der endogenen Schmerzreduktion Méatazolam kan als GABA

Agonist dessen Wirkungen fordernd beeinflussen.
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ENTZUNDUNG

Abbildung 2.1: entsprechend daitiertenLiteraturzusammengestellt&&chema zur Darstellung der in dieser Arbeit
untersuchten Zytokineund deren Interaktionemm Rahmen einer Entziindundegende:- - Inhibition, + -
Stimulation Ty, T T-Helferzelle 1, T,,1 T-Helferzelle 2, T;171 T-Helferzelle 17

2.2.2 IL-17(Interleukin 17)

1995 wurde durch die Arbeitsgruppe um Yadie ZytokinUntergruppe IE17
(Interleukin 17)mit ihrem entsprechenden Rezeptor erstmals berfiaotetal., 1995)

Dies gehtauf die Beobachtunguriick dass ein JZell-abgeleitetes Molekil den
Transkiptionsfaktor Nuclear Factorkappa B (NFe B ) , S 0 W6-Sekredon én | L

Fibroblasten und die C8&timulation er T-Zellproliferation anregte.

Wi e | FeNauchK {17 eine wesentliche Rolle in der PathogengseEntziindung
undvon Autoimmunreaktionen. Dié_-17-produzierenden Ji-Zellen sind mal3geblich
an der Entstehung chronischer Entziindungen betéitigter et al., 2007, Moseley et
al., 2003, Kamradt, 2007)
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Di e Wechsel wir kudgunterstraichtldidhaplexitan der zellularen
Interaktion bei derIinduktion und Regulation von Immunreaktionen und Entziindungen
(sieheAbb. 2.1). Ob | F N17 be &ehmerziedktionen eine Rolle spielen, ist
derzeit nochnichtgeklart. Es steht fest, dass der Aufgabenbereich d&v-lytokine in

das FZell-immunsysten hineinspielt und zur Entziindungsantwort beit{&fpseley et

al., 2003)

Kdrzlich konnte im Tiermodell bei Rattengezeigt werden, dasdL-17 zu
Gelenkschmerzen beitragen kaWdahrscheinlich spielt es eineeiso wichtige Rolle
bei der GewebshomoOostase wie bei dem Verlauf einer ErkranfiMogeley et al.,
2003) Zudem fordert IE17 die funktionelle Differenzierung von dendritischen
Vorlauferzellen, welche zum Te#uf die allogene -Eell-Proliferation Einfluss zu

nehmen scheingf@ntonysamy et al., 1999)

Insgesamt sind die Effekte von-IL7 auf epitheliale Zellenergleichbar mit denen von

| FNo, da bei de au-6 und il-8 EiBluss dehmegund wtarke | L
Stimulatorender Keratinozyten sin@Teunissen et al., 1998, Albanesi et al., 1999

17 wirkt zudem vergérkend auf die Entstehungutaner Entzindungerund fordert

madglicherweise chronische Dermatog€runissen et al., 1998)

IL-27 wird, wi e auch | FZAellen gehildet und/ foergesetzk t i v
Ebenfalls wie der IFBFRezeptorwird auch der IE175-Rezeptor von nahezu allen
Geweberexprimiert Dabei existiert eine Vielzahl von Isoformen des Rezeptors, deren
Funktioren bis dato nicht vollstandig gekladind (Moseley et al., 2003Wird der IL-
17»-Rezeptor durch W17 stimuliert, werden Uber N& B 0 lyenannte pro
inflammatorische Zytokine undler granulocyte colomgtimulating factor(G-CSH
gebildet und freigesetzaul3erdem reguliert es den Knorpelmatdmsatz(Hymowitz

et al., 2001)IL-17 scheint an deiiberschielRendeRroduktion preinflammatorischer
Zytokine im entzindeten Gelenkgewebe Uber Interaktion mit Makrophagen
rheumatoider Synovia beteiligt zu séllovanovic et al., 2000Bei dem VersuchlL-17
intraperitoneal zu verabreichen, wurde ein Anstieg der Neutropkiigration und
deren Influx in das behandelte Gebiet (Intestinum) beoba@tieet al., 2000)
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Weiterhin weil3 man mittlerweile, dass-1I7 in hohem Maf3e im Ruckenrkaund im
Hirn durch Neurone sowie Axone gebildet wird und nur zu geringem Anteil in den

Ubrigen KoérpergewebeMoore et al., 2002)

2.2.3 IL-23(p19), IL -12 (p35)

Das preinflammatorische Zytokin I£12 wird von phagozytierenden Zellen und
Dendritischen Zellenals Reaktion auf mikrobielle Stimulation gebildésiehe
Abbildung2.2) Es i st not w-®nodiktignzuindozierdn uad es fBrikeot
die Differenzierung naiver-Eellen zu Hi-Zellen (Trinchieri, 2003)(siehe Abbildung
2.2). Zudem bildet 112 die Verbindung zwischen angeborenem und adaptivem
Immunsysten{Trinchieri, 2003)

IL-12 bestehtaus zweiDisulfid-gekoppelten heterodimeren Proteinemlich ausler
IL-12p35Komponente und der HL2p4GKomponente. Nur wenn beide Untereinheiten

in einer Zelle ceexprimiert werden, kann biologisch aktives-ll2 generiert werden
(Trinchieri, 2003) Dabei kommtdem Proteinp35 die Aufgabe zu, die Menge an
produzierten Heterodimeren zu determinieren. Defl2{Rezeptor wird besonders in
aktivierten FZellen, Nattrlichen Killerzellenund in Dendritischen Zellerexprimiert
(Kastelein et al., 2007)n nachstehendem Flussschema kénnen diese Zusammenhange

nachvollzogen werden.

Das Proteimp19 an sich besitzt keine biologische Aktivitaird es jedoch mit der p40
Untereinheit von IE12 kombiniert entsteht ein neues Zytokin:-23. Dieses wird von
aktivierten Dendritischen Zellenund phagozytierenden Zellen ausgeschittet und
induziert seinerseits die Proliferation von GedachiniZellen und naiven ellen,

sowied e Bil dung von | FNOYOpgmanmnegdd@) Deblb23] dung
Rezeptor wird sowohl auf ak&n als auch GedachtrlsZellen, T-Zell-Klonen und auf
Natirlichen Killerzellenexprimiert in geringem Ma® auch auf Makrophagen und
Monozyten(Kastelein et al., 2007)
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Abbildung 2.2: entsprechend der zitierten Literatusammengestelltes Schema zur Darstellung der in dieser Arbeit
untersuchten Zytokine IL12 und IL28nd deren Interaktionen im Rahmen einer Entziindung. Legerle:-
Stimulation, T, 7 T-Helferzelle 1, T;7 T-Helferzelle

T-
Gedach
tniszell

IL-12 und IL-:23 befinden sich beide am Anfang des Regulationsmechanismus, der die
adaptive Immunantwort bildgKastelein et al., 2007)Da beide die p4Qntereinheit
benttigen, um aktiv zu werden, werden dier Familie heterodimerelL-12-Zytokine
zugeordnetMcKenzie et al., 2006)Sie werden beide ihaut und mukosastandigen
Dendritischen Zellen sowie Makrophagen gebildet, sobald die entsprechende
Stimulation durch Pathogene (z.B. graegative Bakteen) und ToHlike-Rezptor
Agonisten erfolgt (Smits et al.,, 2004)Unter entziindlichen Bedingungen kann die
Zytokinfreisetzung durch -Eell-Interaktionen noch weiter gesteigert werdkastelein

et al., 2007)1986 beschrieben Mosmann und Ko#tlegdass es zwei Typen von CDR4
T-Zellklonen mit unterschiedlicher Zytokinproduktion gibt (sieAdbildung 2.3)
(Mosmann et al., 1986Mittlerweile zahlt man die Ji-Zellen als weitere Untergruppe

dazu.
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IL-4 IL-13
| FN IL-17
IL-

Abbildung 2.3: entsprechend der zitierten Literatausammengestelltes Schema zur Darstellung TgeZell-
Subpopulationen mit ihren entsprechenden Leitzytokinen

<‘,:|‘

T

Werden aktive oder GedachtrlisZellen in Gegenwart von 3 stimuliert, fihrt dies

zu erhohter ProduktionvondL 7, j edoch nicht zu#A D&aus dung
schloss die Arbeitsgruppe um Mosmann, dass es eine weitere Untergrupp&eibenT

geben muss (siehe Abbildung 2.3) Man erkannte, dass 412 und IL-23
unterschiedliche Signalwedgedieren: Einerseits induziert der #L 2 / |-SigNadweg

vor allem die Ausschuittung zytotoxischer Faktoren, die wichtig fiir die direkte Abtdtung

von Mikroben odeinfizierten Zellensind

Andererseits gibt es den -R3/IL-17-Signalweg, welcher mit lokaler
Gewebsentzindung mit Schwellung, Erwérmung und Schmerz in Verbindung steht und
das Gewebe auf eine verstarkte Immunantwort vorbereitet (Neutrophileneinwanderung
etc.). Beide Wege arbeiten letztendlich gemeinsam bei der Kontrolle der korperlichen
Immunitat, wobei 123 mehr fir den Ablauf des lokalen Entzindungsprozesses
zustandig ist und K12 eher die systemische Antwort gener{&astelein et al., 2007)
Bezuglich I.-23 weil3 man, dass defiziente & resistent gegeniber Knochend
Gelenkpathologien sind und ein Mangel anlll- u n d JprBdizerenden -Eellen

trotz adaquater Entzindungsinduktion besteht. Betl2Hdefizienten Mausen
beobachtet man dagegen vermehrtayi-Zellproduktion, sowie dérdhte Expression

pro-inflammatorischer Zytokine und eine tberschiel3ende Kollagdurzierte Arthritis.

Somit wirkt IL-23 als essentieller Promoter fur autoimmune Knieentziindungen,
wogegen |12 einen Schutz vdselbigen bildetMurphy et al., 2003, McKenzie et al.,
2006)
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224 TIM -3

T-cell immunoglobin und mucin-domaincontainingmolecules (TIMs) bilden eine
Molekulfamilie, deren Mitgliederauf murinen und humanen -Eellen exprimiert
werden(Mclntire et al., 2001)In exvivo-Versuchen konnte gezeigt werden, dass-TIM
3 zu hohem Anteil auf Ji- und auf Ty;-Zellen exprimiert wird, dagegenwerden
TIM-1 und TIM-2 verstarkt auf §>-Zellenexprimiert(Khademi et al., 2004, Meyers et
al., 2005, Monney et al., 2002, Hastings et al., 20003len Versuchen von Khademis
Arbeitsgruppe erkannte man eine Korrelation zwischen hoher3FBWpression und
ger i ng-ehzw. TNF-N-Breisetzung sowie eine besseriickbildung klinischer
Symptome. Witerhin ist eine vermehrte TH&-Bildung vor Ausbruch einer
chronischen Krankheit, wie z.BMultipler Sklerose, in vitro gegeniber einem
deutlichen Rickgang der TH&Konzentration wahrend des Krankheitsfortschrittes
beobachtet worde(Monney et al., 2002)Daher wird vermutet, dass THSI negativen
Einfluss auf die Aktivitdt der J;-Zellen nimmt undderenSignalkaskaddlockieren
kann(Sabatos et al., 2003, Meyers et al., 2005)

Eine Blockade von TIM3 fuhrt umgekehrizu einer vermehrten Ausschittung von-pro
inflammatorischen Zytokinen wie L 7 , | F2Nund IL-61(diehe Abbildung 2.1)
(Hastings et al., 2009).etztendlich ist der TIMB-TIM-3-LigandSignalweg notwendig

fur eine produktive Fi-Immunantwort, da eine unkontrollierte proinflammatorische
Immunantwort schwere pathologische Konsequenzen fir den Wirt nach sich zieht
(Meyers et al., 2005)ebensowichtig scheint es bei der Regulation def;7F
Immunantwort zu sein. Bei einem Mangel von FTBMwird zwar nicht der Zelltod
gefordert oder die -Eell-Proliferation gesteigert, jedoch erhdht sich die Expressionsrate
fur die verschiedenenzytokine; ebenfalls wird die Bildung und Aktivitat von
Makrophagen gefdrde(Monney et al., 2002, Hastings et al., 200@) der Mikroglia

der weiBen Substanz im ZNS wird TH8 gebildet, was im Zusammenhang mit

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

Zusammenfassend ist bekannt, dass -BIMute und alloimmune Antworten auf-T
Zell-Ebene hemmend beeinflusst und auf immunologis€bleranz fordernd wirkt
(Sanchezueyo et al., 2003)
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2.3 Das BenzodiazepirMidazolam in seiner Rolle als GABA\-Agonist

GABA st der wichtigste inhibierende Neurotransmitter im zentralen Nervensystem
(Anseloni and Gold, 2008¢er die neuronalérregbarkeitprimare Afferenzen sowie
Neuronedes dorsala und ventralenHorns reguliert(De Groat, 1972, Curtis and kel

1971) GABAerge Neurondhemmen Neurone des Ruckenmar#ie wichtig fur das
Weiterleiten von Aktionspotentialenzum Hirn sind (Enna and McCarson, 2006)
Weiterhin kommen in supraspinalen Gebieten GABAerge Neurone und ihre Rezeptoren
vor, die fur die Koordination der Wahrnehmung und Reaktion auf schmerzhafte Stimuli
zustandig sind und die Kontrolle sensorischer Informationsverarbeitung im Ruckenmark
regulieren (Enna and McQaon, 2006) Uber auf und absteigende GABAerge
Kreislaufe ist das System dadurch stark in die Nozizeptionsmodulation in spinalen
Hinterhdrnern involviert(Price et al., 2005)Im gesunden Gewebwirken GABAa-
RezeptorAgonisten, wie Midazolam (Agonist fur zentrale GABRezeptoren und

periphere BenzodiazepRezeptoren) analgetis¢Birig and Yaksh, 1995)

GABAA-RezeptorAntagonisten fihren jedoch zu th@scher und mechanischer
Hypersensibilitat(Sivilotti and Woolf, 1994,Yaksh, 1989) Kommt es nun zweiner
Entziindung, andert sich d&ABA-Effekt. Es kommt durch Anderung des Clidbr
GleichgewichtsPotenzials zu einer exzitatorischen Steigerung in den Hinterhorn
Neuronen (= zentrale Sensibilisierun@jn et al., 1996) was bereits durch periphere
Nervenverletzungen in spinalen Hinterhornneuronen gezeigt werden K@mi# et

al., 2005) Dadurch vermindert sich die GAB¥ermittelte Inhibition der ins Hinterhorn
projizierenden Neur one uundl GFasern, die pehphdrt er
noxischen Reizen ausgesetzt waren, in die spinalen Hinterhdrner ist die Folge. Es
entstehen erliide Aktivitdten der Hinterhornreflexflin et al., 1999, Willis, 1999)

Diese spielen allem Anschein nach eine wichtige Rolle als neurogene Komponente der
Entziindungsentstehung. Die Entzindung wird durch Mechanismen verstéarkt, welche
die Konzentration von spinalem GABA erhéhé&m et al., 1999, Willis, 1999)

Solche Mechanismen liefern zum Beispiel GAB&onisten wie Midazola, fur die in
verschiedenen Tiermodellen fur Schmerz bereits antinozizeptive Merkmale

nachgewiesen werden konnt@mnna and McCarson, 2006)
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2.4 Entzindungsmodell

Um die Zytokine | F N 2-17, IL-23, IL-12 und Tim3 hinsichtlich ihres Beitrags zur
thermischen und mechanischen Hyperalgasider akuten Phase einer Entziindang
studieren, benotigt man eamtsprechendes Tieodell. Mellerund Gebharbeschrdoen

das Entzindungsmodeltler intraplantara Zymosaninjektion in die Hinterpfoten bei

Ratten (Meller and Gebhart, 1997)Dabei bewikte das aus Hefeextrakt (aus
Saccharomyces cerevisjagewonnene Zymosan A&ine dosis und zeitabhéngi
thermische und mechanische Hyperalgesie, ein bestandiges Odem sowie bei sehr hohen
Dosen ¢ 12,5 mg/ml) Anzeichen fir Spontanschmerz. Das Maximum der
mechanischen Hyperalgesie beoba@htean4 Stundemost injectionemDagegen at

die thermische Hyperalgesiepbasisch auf, mit einem Maximum nach 30 min und

dann wiederum 4 bis mindestens 24 Stunden nach der Zymosaninjektion.

Die behandelten Ratten ntkelten bei einer mittleren Dosis von 12,5 mg/ml keinen
Spontanschmerz, jedoch eine Schonhaltung und zdgerliches Absetzen der entziindeten
Pfote auf den Boden, sowie leckendes Verhalten nach langeren Testphasen. Diese
Beobachtungen det#n sich mit deneriner humanen Gewebeschadigurej einer
Entzindung(Meller and Gebhart, 1997paher verwendeten wir Zymosan fur unser

Entztindungsmodell.

2.5 Zielstellung

Das Ziel der Arbeit war, zu untersuchen, inwiefern bestimiafell-Zytokine Einfluss
auf das entziindungsassoziierchmergerhaltennehmen. Am Modell der Zymosan
induzierten Pfotenentziindung seltlie lokale und systemische Wirkung vbrF NIb-
17, IL-12 (p39H), IL-23 (p19 und TIM-3 untersucht werdenDie Beobachtungdes

Verhaltensvurdedurch histologische Auswertungen komplettiert.

Es wurden partiell immundefiziente Méause und entsprecheWdkltypmause zu
verschiedenen Zeitpunktemor und nach Entziindungsinduktiaminsichtlich ihrer
Schmerzschwellemntersucht.Da b e i handelte- &47, K136, um |
p35, pl9, p35pl9, sowie TIM-3-KO-Mause
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Zum Vergleichwurden mehrere Gruppem F N-oMause und C57BI&Vildtypméause
mit Interferongamma bzw. einem InterferagammaAntikbrper behandelt In
Kontrollgruppen gleichartiger und gleich behandelter Tiere sollt&Sdemerzschwelle

ohneZymosaninduzierte Pfotenentzindumggmessewerden

In weiteren Versuchsgrupper € N-Mause und C57BI&Vildtypmause wurden
verschiedene Zymosankonzentrationen appliziert und die konzentrationsabhangige
Veranderung derSchmerzschellen untesucht Eine weitere Msgeihe sollte die

Wirkung eines GABARezeptorAgonistenauf die Schmerzschwellamtersuchen
In den dargestellten VersuchearenfolgendeFragenzu prufen

1. Wird das schmerzassoziierte Verhalten bei einer zymosaninderziErntziindung der
Hinterpfote vermindert, wenn iazelne Entziindungsmediatoren odemodulatoren,
wi e | FINJIM-3,Ip19 und p35¢urch ein Knockout augeshaltet werdef

2. Welchen Effekt auflas schmerzassoziierte Verhalten hatk@mbinierter Knoclkout
dieser Mediatorefp35/p19; I-17/p35)in einem Tie?

Die Untersuchung der oben formulierten Fragestellung soll als Grundlage fir
weiterfihrende Untersuchungen des nozizeptiven Systems dazu beitragen, genauere
Erkenntnisse Uber die Wung von TFZell-Zytokinen auf die Schmerzentstehung bei

periprerenEntziindungen zarhalten.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vorwiegend mannliche, teils weibliche Mause
unterschiedlicher Stamme im Alter von cal® Wochen verwendet. Tierstamm,
Anzahl, Geschlecht und Herkunfter verwendeterTiere sind der Takelle 3.1 zu
entnehmenAlle Mauselinien wurden in Forschungsprojekten von Prof. Brauer (Institut
fur Pathologie, Universitatsklinikum Jena) untersucht und wurden von ihm fir die

Messungen zur Verflgung gestellt.

Tabelle 3.1:Typ, Stamm, Anzahl, Geschlecht und Herkunft der Tierdietexperimentellen Untersuchung

Typ Stamm Anzahl | Geschl. | Herkunft
Wildtyp | C57BI/6 76 I Charles River, Sulzfeld
Wildtyp | Balbc 10 | Siehe TIM3"
| FNo | C57BI/6 68 [ Jackson Lab., Bar Harbor, USRrof. Dr.
Edgar Schmitt (Johannes Gutenberg Uni
Mainz)
IL-17" C57BIl/6 10 I Prof. Dr. Gottfried Alber (Universitat

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

p19” C57Bl/6 10 I Prof. Dr. Gottfried Alber (Universitét
p35" C57BI/6 10 I Leipzig)
p35p19° | C57Bl/6 7 [
IL-17p35" | C57BI/6 10 I
Dr. A.J. Coyle, Millenium Pharmaceutics,
TIM-3" Balb ¢ 10 I Cambridge/MA, Zucht/Haltung: Institut fur
Versuchstierkunde der FSU Jena (Tierhau
5/Beutenberg)

Die Mause wurden in Gruppen von maximal 6 Tieren unter standardisierten
Bedingungen bei einem konstant&é@-StunderHell-/Dunkelrhythmus gehalterDie
Experimente fanden wahrend des H&Jklus statt.Als Nahrung diente standardisiertes
Haltungsfutter (Altomin-Pellets # 1326) und Wassed libitum Die tierexper
mentellen Untersuchungen waren vamiringer Landesamt flr Lebensmittelsicherheit
und Verbraucherschutz, Abteilung Gesundheitlicher Verbraucherschutz,
Veterinarwesen, Pharmazienehmigt Reg-Nr. 02-009/08 vom 15.04.2009
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Die Tierversuche erfolgten gemaf fRichtlinien (86/609/EEC) sowie entsprechend
der Empfehlungen der IASP (International Association for the Study of Pain;

Zimmermanret al, 1983).

3.2 Entzindungsmodell

Die Entzindung wurde unter einer Kurznarkose mit Isofl @) (Isofluran Delta
Select, Delta Select GmbH, Dreieich, Vertrieb Zweigniederlassung Pfullingen,
Deutschland) induziert. Dabei wurde mit Hilfe einer Hamilton Spritze 20 pl Zymosan
Emulsion (2,5mgml in 0,1 M PBS pH 7,4{Meller and Gebhart, 1998ubkuta in

die linke Hinterpfoteplantarappliziert (Abbildung 3.1). Das Zymosan wurde dabei in
sterilem PBS geldst (AnsatikaCl (Fluka) 140 mM/I; KCI (Fluka) 2,7 mM/l;KH2PO4
(Merck) 1,5 mM/I; NaH2PO4(Merck) 8,1 mM/I)

A
/” W\ ‘p L G S
+ I N - %
Vortestung, Oh ‘ 4h 6h 8h 10h Gewebe-
keine Zymosan- ~ Schmerztestung entnahme
Behandlung Applikation  Filament/Hitze 2> = 2>

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

Entziindung ausgel6sind anschlieRendwurden die Mauseauf das Schmerzverhalten gegenliber Hitaed
Druckreiz getestespéaterGewebeentnahme.
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3.3 Schmerzassoziierts Verhalten unter nicht-entziindlichen Bedingungen
3.3.1 Nozizeptionu. Schmerzntstehungbei Stérungenimmunologischer
Mechanismen

Um das Schmerzverhalten von Wildtygmsen un&O-Mausen vergleichen zu kdnnen,
wurden jeweils ca. 1KO-Mause ggen ca. 10 Wildtypause desselben genetischen
Hintergrunaks getestet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die zu vergleichenden
Gruppen die gleiche Geschlechtszusammensetzung hatten. Zunachst wurde das
Schmerzverhalten unter Normalbedingungen zur Erfassung von Ausgangswerten
getestetZu einem spateren Zeitpunfda. 47 Tage spater) wurde die Schmerzantwort

auf den durch Zymosan induzierten entzindlichen Reiz untersucht. Dabei wurde zur
Stunde Q wie oben beschrieberzymosan (siehe 3.6.1)in die linke Hinterpfote
appliziert und zur 4., 6., 8. nd 10. Stundenach Entziindungsinduktion das

schmerassoziierte ¥rhaltenauf Druck bzw. Hitzereizegetestet

3.4 Bedeutung von Interferongamma fur Entziindungsschmerz

3.4.1 Abhéangigkeit des schmerzassoziierten Verhaltens von der IEN
Konzentration

In zwei Gruppernwurden! FN-oM2 us e ver wendet , denen | FN¢
Entziindungsgebientraplantaroder systemisch intraperitonaajiziert wurde. Bei der

Dosierung orientierten wir uns an vorbeschriebene D@terter et al., 2007)

Die erste Gruppebestehend aus B F N-oMausen, erhielt mit der intraplantaren
Injektion derZymosae mu |l si on 1 Di®zweitg Gruppe(83 F N-oMause)
erhieltkurz vor der plantaredymosanl nj ekt i on ei ne Gesamt men
(siehe 3.6.1LintraperitonealDamit sollte eine systemische SupplementierunglvénN 2

erzielt werden

Analog zu diesen beiden Gruppen wurdezimei weiterenGruppea, bestehend aus
Wildtypmausenl F Nawdl durch intraplantare als auch intraperitoneale Injektidn
Hilfe monoklonaler Antikérper neutralisiert. Die hier verwendeten -larfi N 2

Konzentratioenwurdenvon publiziertenDaten abgeleitgirmler et al., 2007)
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Die aus 8Wildtypmausen bestehende dritte Grufggkam gleichzeitig zur Zymosan
Injektion 20pg anttl FN2 i ntrapl antar appl i zviedent
Gruppe (8 Wildtypméause) 100 pug antilFNo kurz vor der intraplantaren
Zymosaninjektion itraperitoneal appliziefsieheAbbildung 3.2).

EZ A = = = =

Oh N 4h 6h Sh 10h Gewebe-
Zymosan- \ Schmerztestung entnahme
Applikation 4 Filament/Hitze -2 -2 2>
12,5 mg/ml,
20 pl/Ptote
+
IFN/ anti-IFN
1.pl./1p.

Abbildung 3.2: unmi ttel bar nach Ausl °sen derl FENmt zigmtddenml awmu ra

intraperitoneal appliziertNach Auslésen der Entziindung wurdias Schmerzverhalten gegeniber Hitmad
Druckreiz getestet, anschlieBeadolgte dieGewebeentnahmé.egendet i Zeit in Std, i.pl. i intraplantar,i.p. i
intraperitoneal

Um zu prufen, ob sich eine adaquate Entzindungsreaktion unabhéngig von der

Interferonapplikation ausbildet (vgl. Abb. 3.1), wurdemsé&tzlich im gleichen
Versuclsdesign jeweils 4 Wildtypmause beziehungsweiseF N-Mause nur mit
intraplantaren Zymosanbehandeltund es wurdeauf die Gabe vonnterferonanaloga

verzichtet AuRerdemwurden 6Wildtypmausemit antil F N2 H ZFvl-Mause mit

| FNo2 intraplantar behandel t, ohne jedoch

(siehe Abb23.3). Dadurch sollteusgeschlossen werden, dass die injizierten Substanzen

selbst zu einer Entzindgrihren.
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Y ® P PP

Oh R? 4h 6h 3h 10h Gewebe-

IFN/ ant1-] . Schmerztestung entnalme
1pl. Filament/Hitze = = =

Abbildung 3.3: Vor Versuchsbeginn -whiNd e d @ dvalseRr Mzw. wWildtymaugn
intraplantar injiziert. Dann wurde auf Drucki und Hitzeschmererhalten getestet, anschlieReadolgte die
Gewebeentnahme. Legendé:Zeit in Std., i.pli intraplantar

3.4.2 Untersuchung der systemischen GABANi r kung i n Abh?2ngi gk

Die Wirkung des inhibitorischen Neurotransmitters GABA kann durch Benzodiazepine
verstarkt werdenWie in Abbildung3.4 zu sehen ist, wurdd.0 Wildtyp- und 101 F N o
-Tieren200 pug/200 ul des BenzodiazepiRezeptorAgonisten Midazolan{siehe 3.6.1)
intraperitoneal appliert. Die Substanzgabe erfodgt Stunden nach Zymosaninjektion,
also eine Stunde vor der drittdrestung(8. Stund¢. Die genannten Konzentrationen

haben sich in anderen Studien bereits als wirksam erw{ésseloni and Gold, 2008)

EdR =T = =~

N \‘\
\ \
Oh 4h 6h \X;\ 8h 10h Gewebe-
Zymosan- y entnahme
Applikation Midazolam-
12,5 mg/ml, Applikation
20 pl/Pfote 200 pg/200 pl 1.p.
Schmerztestung
Filament/Hitze -2 -2 -2

Abbildung 3.4: sieben Stunden nach Zymosaplmtion wurde Midazolam intgeritoneal appliziertZu den
angegebenen Zeitpunktewurde auf Druck i und Hitzeschmererhalten getestet, anschlieRerdolgte die
Gewebeentnahméegendet i Zeit in Std., i.pJ intraperitoneal
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3.5 Abhangigkeit des schmerzassoziierten Verhaltens von der

Zymosankonzentration

Alle bisher beschriebenentersuchungenwurden an plantaren Entzindungen
vorgenommen, welche durch eine Zymosankonzentration Jdh5 mgdml
hervorgerufen wurderlJm beurteilen zu kénnen, inwiefern die Zymosankonzentration
und damit die Schwere der Entziindungsreaktion Zusammenhang mit dem
scherzassoziierten Verhaltesteht, wurden die Versuchentsprechendu den unter
34.1 beschriebenen Gruppemit den entsprechenden Kontrollgruppeanalog

Abbildung 3.4wiederholt, allerdings mit halbierter Zymosanmengengml).

3.6 Applikation der zu untersuchenden Substanzen

3.6.1 Verwendete Substanzen

Substanz Hersteller Applikationsort | Verwendete Verwendete

Konzentration | Menge/Tier

Monoklonaler | R&D- intraperitoneal | 100ug/100pl 100pl
anti-m-IFN o- Systens
Anti korper i

intraplantar 20 ug/20pl 20 pl
Rekombinantes| R&D- intraperitoneal | 500ng/100pl 100pl

Maus-l F N2 | Systens

intraplantar 100ng/200pl 20 pl

Zymosan A Sigma intraplantar 12 mg/ml bzw. | 20 pl
Aldrich 6 mg/mi

Midazolam Ratiopharm | intraperitoneal | 200ug/200 pl | 200 pl
GmbH

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

entsprechende Konzentration verduinnt.
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3.6.2 Applikationsformen

Die verschiedenen Substanzen wurdeie bereits die ZymosaBmulsion (siehe 3.2)

mit einer Hamilton Spritz¢Gesamtvolumeri00 pl) ertweder in die linke Hinterpfote
oder intraperitoneal appliziert. Dabei wurde bei der intraplantaren Applikation darauf
geachtet, nicht zu tief und auch nicht zu oberflachlich zu applizieten
Gewebeschaden und Blasenbildung zu vermeiden. Ebenfalls wheie der
intraperitonealen Substanzgabie freie Beweglichkeit der Nadel in der Bauchhdhle
durch leichtes Hinund Herschwenken gepriifim eine versehentliche Applikation in

die Organe weitestgehend ausschliel3en zu kénnen.

3.7 Pfotenschwellung

Die EntZindungsinduktion in der linken Hintdgie fuhrte zu einer deutlichen
Schwellung der gesamten Pfote. RiErseplantarePfotendurchmesser beider Pfoten
wurde mit einem Oditesdchnelltester (Mitutoyo, Neuss, Deutschland) ermittelt. Die
Differenz zwischen ihker und rechter Hintefpte diente als Mal3 fur die klinische
Schwere der Entzindungnd generell als Zeichen einer erfolgreich induzierten
Inflammation(Ferreira et al., 2001 Dieser Parameter wurde einmal pro Testzeikt

bestimmt.

3.8 Testung des Schmerzassoziiertevierhaltens
3.8.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Um die Entstehung vorprimérer undsekundéarer mechanischer Hyperalgesie zu
bewerten, wurde die Sensibilitdt auf taktile Stimulation unter Verwendung eines
dynamischen plantaneAsthesiometers (DPA, Ugo Basile, Comerio, Itali¢®gabd et

al., 2005)beurteilt. Dabei handelt es sich um eine madbsierte Version der von Frey
HaarUntersuchung, wodurch eine bessere Standardisierbarkeit erreichv/airdzrey
Haare werdengenerell dazugenutzt, um Verdnderungen in denechanischen

Schmerzschwelléals Reaktion auf mechanische Stimulation) zu remke.
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Anstelle verschiedener Filamente ansteigender Dicke, die unterschiedliche
Gewichtskrafte auf die Pfoten ausiben, waeim DPAein starres, jedoch stumpfes
Filament direkt unter die Plantarflache der zu testenden Hinterpfote platziert.
Anschlie3endwird das Filament Gber 10 Sekunden mit zunehmender Kraft gegen die
Pfote gedrickt, bis die Maus diese wegzieht oder ein maximales Gewicht von 10
Gramm erreicht wird. Um Gewebeschadigung zu vermeiden, vdiederCut-off-Wert

von 10sbzw. 10 g eingestet] bei dem die Reizung abgebrochen wird. Das DPA erfasst
dabei automatisch das Gewicht, bei dem die Pfote weggezogen wurde, sowie die Latenz
bis zum Wegziehen. Jede Pfote wurde 3 Mal pro Versuchspéitgetestet mit einem
Zeitabstand von mindestens 2 Mianzwischen den Tests

Die Tiere befanden sich wahrend dieser Testphase in einem Plexiglasbehalter mit
Drahtgitterboden, in dem sie sich frei bewegen bzw. ohne Restriktion sitzen konnten.
Vor Beginn jeder Testung wurden die Tiere Uber mindestens 10t&finan diese

Umgebung akklimatisiert.

3.8.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Die thermische Hyperalgesie der Hinterpfoten wurde mit einem Algesimeter (Ugo
Basile, Comerio, Italien) gemessen. Dieses Verfahren wi@88von Hargraevesind
Kollegen (Hargreaves et al1988) erstmals beschrieben. Dabei wurden die Mause in
einen Plexiglasbehalter mit Plexiglasboden gesetzt, an den sie vor Beginn der Testung
fur mindestens 10 Minuten gewodhnt wurden. Danach wurde die Hitzequelle so
positioniert, dasgin Laserstrahkonstanter Intensitéatirekt auf die plantare Flache der

zu untersuchenden Hinterpfote einwirken konnte. Durch das Wegziehen der Pfote
wurde durch Aktivierung eines Lichtschramnechanismus die Hitzezufuhr
unterbrochen und der Zeitzhler automatisch gg$tdiese Latenz gilt somit als
Messpunkt fur dieSchmerzschwellauf noxische HitzereizeZur Verhinderung von
Gewebsverletzungen wurde eine maximBleizdauer von 12 sdefiniert. Die Tiere
wurden abwechselnd an der rechteeziehungsweise linkenikterpfote jeweils 3 Mal

pro Versuchszgmunkt getestet, wobei zwischen den Testungen mindestens 2 Minuten

Zeit lagen.
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3.9 Gewebeentnahme

Nach Beendigung der Testrienach Stunde 10 wurden die Tiere durch eine Uberdosis
Isofluran und anschlielender Dekonnektigruder Wirbelsdule am Schadelansatz
getotet. Daraufhin wurden jeweils beide Plantarflacimetoto mittels eines Skalpells
abprapaert und in gepufferteFormatehydlosung(4%) (Ansatz siehe Tabelld.2)

fixiert.

Tabelle 3.2 Ansatz der gepufferten Formaldehydl6sung (4%)

Substanz Hersteller Konzentration
Formaldehyd (40%) Sigma 100mi/I
Dinatriumphosphat, wasserfrei Sigma 6,59/l
Natrium-Monophosphat (Monohydrat) Sigma 4 g/l

Aqua dest. Braun

3.10 Aufarbeitung der plantaren Pfotenhaut

Die in gepufferte Formaldehydbsung (4%) fixierten Pfotengewebe wurden mit Hilfe
eineraufsteigenden Alkoholreihe (50, 70, 8B, 900%) (Rotisol, Roth) entwassert und
anschlieBend in Paraffin eingebettet (bis®c, Merck). Es wurden jeweils 6
querverlaifende Schnitte der Proben vorut Dicke mittels eines Mikrotoms (Leica

RM 2045, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) angefertigt. Fur die
mikroskopische Beurteilung wurden die Schniti@ Minuten in Xylol getaucht und
anschlieBendh der absteigenden Alkoholreihe (100, 96, 85, 70¥8QRotisol, Roth)
entparaffiniert Um die Leukozyten sichtbar zu machemirde die panoptische Farbung
nach Pappenheim verwendet. Dazu wurden die entparaffinierten Schnitte 20 Minuten in
May-GrinwaldLosung (1 Teil May-Grinwald zu 8 Teilen Aqua dest.bei 35 °C
getaucht und anschlieRend 40 Minuten in Gielidsung (1 Teil Giemsa zu 75 Teilen
Aqua dest.)ebenfalls bei 383C (Farbeltésung: MaysrinwaldLésung: Merck, Giemsa
Losung: Fluka).Danach wurde kurin 0,15 %iger Essigsaure differenziert, in Aqua
dest. gespult, auf Filterpapier abgepresst und daraufhin nochmal 10 Minuten in
Aceton/Athanol (1:1) getaucht sowie 10 Minuten in Xylai die Schnitte letendlich

in Eniellan® (Merck) einzubetten.
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3.11 Histologische Bewertung

Um die Schwerealer lokalen Entzindung mit denchsnerassoziierten ¥rhalten der

Tiere ins Verhéltnis setzen zu kdénnen, wurde anhand der histologischen Praparate die
Leukozytezahl pro Quadratmillimetebestimmt. Dazu wurde je Prapeat sechs 230

pum x 170 pum grofl3e Bildausschnitte bei-#@her Vergrol3erungqusgezahltDabei

wurde darauf geachtgihnliche Pfotenasschnittezu verwendenym die Fehlerquote so

gering wie moglich zu halten.

3.12 Statistische Analyse

Die statistische Auswarhg erfolgte mittels SPSS (Statistical Package ttoet Social
Scienceswww.spss.comfur Windows, Versiorl7.

Zunéachst wurden die Daten mittels Kolmogo®mirnov Tests auf Normalverteilung
Uberpruft. AnschlieRend wurde Messwiederholung@NOVAs durchgefiihrt, um
Haupteffekte nachzuwei sen. Dabei wur de
(Testzeitpunkte Vortestung, 4, 6, 8 und 10 Stunden nach Entziindungsauslosung) und
al s Zwi schensubj ekt f akdfimert (Wildtyp gefeaKOdawe t e r
i.p. gegen i.pl. und ohne Behandlung). Fur die Beschreibung der Unterschiede zwischen
den Gruppen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten wurden zweiseitige, ungepaarte t
Tests verwendet. Daruber hinawsirden Mittelwerte, Stadardabweichung (standard
deviation, S.D.) und Standardfehler (standard error of mean, S.E.M.) mittels
deskiptiver Statistik berechnet. Ebenso wurde bei der Uberprifung der

Mi dazol amwi r k un"gVausem iursd d\ildéymaugnFdigegangen, sowie

bei e n  I"MBusen und Wildtymausn, die kein Zymosaw o h | aber | FNc
anttl FNo2 injiziert bekommen hatten.

Um die histologischen Unterschiede beschreiben zu kdnnen, wurden die Mittelwerte
mittels einer einfaktoriellen ANOVA verglichen und Mittelwertesowie

Standardabweichungt@éndard deviation, S.Dbgerechnet.

Generell wurde ein Signifikanzniveau vor 0,05 angenommen.
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Ergebnisse

4 Ergebnisse

Ziel der Studiewar es, Mause mit unterschiedlich ausgeschalteten Genabschnitten fr
Modulatoren des Immunsystems im Vergleicmit ihren entsprechenden
Wildtypméausen in Bezug autemerassoziiertes ¥rhalten und Auspragung der akuten
lokalen Entziindung zuntersuchenZud em s ol | t e’ -Mawseén uteesocht| F N9
werden, obdurch die Gabevon Interferon oderdie Beeinflussung von GABA
Rezeptoren eine Hinterpfotenschwellung als Folge einer Entzindung sowie
mechanische und thermische Schwellen nach Auslosen einer Emglibdeinflusst

werden.

4.1 | F N-Mauseim Vergleich zuWildtyp mausen
4.1.1 Schwere der Entziindung

4.1.1.1 Schwellung

Die Schwellungn der linken Hinterpfoten bildeten sich innerhalb des
Beobachtungszeitraumdse i d e"mviauseRwn Stunde sbis Stunde &u ihren
grofdten Werten ausnd bei den Wildtypmausen bBeobachtungstund&0. Bei den

| F N-Mause konnte inStunde 8 und 10 eideutlicrer Riickgang der Schwellung im
Vergleich zu den Wildtymaugn beobachtet werderder statistisch signifikant war
(Abb.4.1 A) [F(4,16) = 7,504; p = 0,001].

4.1.1.2 Histologie der plantaren Pfotenhaut

Wie man inAbbildung 4.1 B erkennen kann, war die Anzahl der eingewanderten
Leukozyt en “'bMaiusencetvas gérifighiroals bei den Wildbguen. Ein
signifikanter Gruppenuerschi@ war jedoch nicht nachweisb#wuch die histologische
Aufarbeitung der rechten Hinterpfoten als Referenz (Abbildung 4.1 C und D) und der
linken Hinterpfoten (Abbildung 4.1 E und F) zeigte keine auffalligen Unterschiede

zwischen beiden Tiergruppen.
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Abbildung 4.1: Differenz der Hinterpfotendurchmesser (linksr e c ht s ) -Magse iml Viemyleich zu den
Wildtypméaugn im Verlauf der akuten Entziindung (A), sowie Leukozyten pré imnvergleich (B) Legende: VT
Vortestung (ohne Entziindung, ohne Therapie).Signifikanzniveau p < 0,05. *** Signifikanznivewu p < 0,001.
Mittelwerte + SEM, C/D: Hautschnittpraparate aus der rechten Hinterpfote einérNBNs (Abb. C) und einer
Wildtypmaus (Abb. D) E/F: Hauschnittpraparate aus der linken Hinterpfote einer’iRaus (Abb. E) und einer
Wildtypmaus (Abb. F), die Pfeile zeigen vereinzelte Leukozyten.

4.1.2 Schmerzassoziierte Verhaltenstests

4.1.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

In der Vortestung unterschieden sich die mechanischen Schwellen der linken und
rechten Hinterpfoten zwischen den Wildtymnd | F N-Mausen nicht. Nach
Entziindungsinduktiosankbis Stunde 4 die Schwelle fur den Druckschmerz der linken

Hinterpfote bebeiden Gruppen.
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Die Abnahme war beil e n "r-I\FFéNsenetwasgeringer, jedoch nicht signifikarmn

Vergleich zu den Wildtypméausdf(4,34) = 1,381; p = 0,261Apb. 4.2 A). Wahrend
des weiteren Beobachtungszeitraums wurde kein deutlicher Untersabfedler
entziindeten Seitenzwischen den Schwellen bei denl F N-Mausen und

Wildtypm&au®n beobachtet.

Wie in Abbildung4.2 B zu sehen ist, stieg die mechanische Schwelle der redhbten
entziindetenHinterpfoten der Wildtymause wahrend des Beobachtungszeitrasm
gegen¢ber der Vortestung noch an’-Mawehi ng
auf etwa gleichem Niveau blieb. Didfferenzen der mechanische Schwelle warenin
denStund@ 4 und 8 zwischen Wildtypaug n  u n d-Mdusensignifikant [F(4,34)

= 3,866; p =0,011].

Vergleicht man die Schwellgraranderungler linkenund der rechten Hinterpfotand
berechnet man deren Differenz lintkechts 0 ist die mechanische Hyperalgesie bei

denl F N-Mausea deutlich vermindert.

4.1.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung zeigten die Hitatenzen zwischen | F N-Méausen und
Wildtypmausen zwischen rechten und linken Hinterpfoten keine UntersclSedehl

di e "FMadse als auch die Wildtypausewurden nach Auslosung der Entziindung
stark fur den Hitzeschmerz sensibilisiert, erkennbatear\/erkirzung der Latenzzeiten
nach der Vortestung.Allerdings waren | F N-Mause (ber den gesamten
Untersuchungszeitraum (Stumdé, 6, 8und 10) signifikant veniger sensibel aned
entziindeten linken Hinteigte reagierterals die Wildtypmaue [F(4,34) = 2,671; p =
0,049]. Keine der beiden Gruppen konnte sich innerhalb des Beobachtungszeitraums
dem Ausgangswert vollig annéhern, wie maAiobildung4.2 C erkenn

Die nicht entziindeteechte Hinterpfote zeigte bei den Wildtgausen eine deutlich
erniedrigte thermische Schmerzschwelleerglichen mit denl F N-Mausen wie
Abbildung4.2 D zeigt. Zu Stunde 6 nahm die Empfindlichkeit fir den Hitzereiz bei den
Wildtypmaug n g e g e n ¢ b’eMausenesiynifikafizh,awas bis zur Stunde 10
beobachtet werden konnte [F(4,34) = 2,958; p = 0,034].
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| nsgesamt kann f est ge havause i Vergleicd ezno , d
Wildtypmau®n eine weniger ausgepragte Pfotenschwelluagfwiesen. lhre
mechanische Druckschmerzschwelle war geringfigig niedriger zu Beginn der
Entztndung, ihre thermische Schmerzschwelle dagegen signifikant niedriger. Die nicht
entzindeten Hinterpfoten wiesen bei den Wildtypmausen signifikant ho6here
Druckscimerzschwellen auf, die thermischen Schriaenzennahmen dagegen ab.
Damit ist festzust el | e rdigmethassshe dnd thhermisctes ¢ h

Hyperalgesie im entziindeten Gewebe reduziert.
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Abbildung 4.2 Mechanische Schwelleder linken, entziindeten (A) bzw. der rechten, nafiziindeten Pfoten der

I F N-Mause im Vergleich zu den Wildtgpaugn im Verlauf der akuten Entziindung. Hitzelatenzen an den linken
Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen Visgumappen. Legende: sieAbbildung4.1 *
=<0,05; *=<0,01; * =< 0,001
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42 Wi rkung von HIFANNDO uunnda bahn®tngi g von eir

Um herauszufiden, obder monoklonale Antikdrper gegeh F Nselbst zu einer
Entzindung in unbeschadigte®ewebe fuhrt, wurde den Wildtgpauen anttl F N2
bzw. d&é&NM2u&E&ND | FNo i n tEswupde keima Entzindumgjdirchi e r
Zymosaninjektion in die linke Hinterpfote ausgelost.

4.2.1 Schwere der Entziindung

4.2.1.1 Schwellung

Nachdem &-Me usleF Nb Bphotar in ndterlinke Hinterpfote injiziert
bekommen hattemahm der Pfotendurchmessen Vergleich zu den mit anti F N2
behandelten Wildtypmausen geringfiigig zy die Differenz wurde jedoch rit
signifikant [F(4,7) = 1,900p = 0,215](Abb. 4.3 A) Allerdingsnahmdie Schwellung
bei denl F N-Mausa bis zur Stunde 8ast bis auf das Niveau der Wildtypmause ab.
Eine geringfligige Zunahme in beiden Gruppen trat bis Stunde 10 noch einmal auf.

4.2.1.2 Histologie der plantaren Pfotenhaut

Analog zu den geringflgigetunterschieden der Pfotendurchmesgennte in der
histopathologischen Auswertung kein Unterschied bezlglich der
Leukozyteneinwanderung festgestellt werden [F = 0,074; p = 0,241. .3 B). In

der histologischen Aufaditung fiel bei den Wildtypméaugeeeine grél3ere Anzahl an
Stromazellen auf, die durch langliche blaue Zellkerne charakterisiert waren. Diese

Zellen waren keine eingewanderten Leukozyten.
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Abbildung 4.3 Differenz der Pfotendurchmessginksir ec ht s) der mit T-Méase bzwederandel t
mit antitl F N2 b e h a n d redugnénnAbwésenheittiey gkuten Entziindung (A), sowie die Leukozyten pro

mn? beider Gruppen im Vergleich (B). Legende: siehkbildung 4.1, C/D: Hinterpfotenshnittpraparate in
Pappenheimfarbung einer IFNViaus (Abb. C) und einer Wildtypmaus (Abb.,Djie Pfeile zeigen auf einzelne
Leukozyten.

4.2.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

4.2.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie

Bei der Vortestung zeigten sich zwischen tén | dt y p m2 u s’eMéusenrudd | F N
zwischen rechten und linken Hinterpfoten keine signifikanten Unterschidge
mechanische Schwelle der linken behandeltenntdtpfote blieb nach der
Substaninjektion bei beiden Gruppenber den Beobachtungszeitraurghezu gleich

(Abb. 4.4 A). Wie inAbbildung4.4 B zu sehen ist, konnte deiden Versuchsgruppen
auchkeinesignifikanteVeranderung der Wegzugsschwatiedenrechten Hinterpfote
beobachtet werden.
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4.2.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie

Im Gegensatz zumechanisken Schwelle zeigte sich bei den Hitzelatenzzedess die
alleinige Injektionvon entweder anti F Nim die Wildtypméuseo d e r i &eN o

| F N-Mausen schon zu einer Reduktionder Schmerzschwelte in den linken
Hinterpfoten fihrte. Dieser Effekt bildete sich gruppenglemhischen Stunde 4 und
Stunde 6 ausDabei nahndie Sensibilitat bei de Wildtypmau®n geringer zuals bei

d e n f-MaNsen, glich sich diesen jedoch in Stunde 8 und 10 an. Wie man in
Abbildung 4.4 C sieht entwickelten sich dabei keine signifikanten
Schwellenunterschiede [F(4,7) = 1,411; p = 0,323].

Auch bei der Untersuchung der rechten Hinterpfdteam es bei beiden Gruppen zu
einem Anstieg der Sensibilitat fur Hitzder seinen Maximalwert ifstunde 10des
Beobachtungszeitraumes erreicht®i e I-Mause wiesen etwas geringere
Latenzzeitenauf als die Wildtypnause (Abb. 4.4 D). Es gab keine signifikaam
Differenzen [F(4,7) = 0,766 = 0,580].

Abbildung 4.4: Mechanische Schmerzschwelle der linkamziindeten (A) bzw. der rechten, niemtziindeten
Hinterpfoten (B) der behandelten Wildijgug n i m Ver gl e i-MiwseziruAbvwesenheitleF dkuten
Entziindung. Sowie Hitzelatenzen an den linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfotr (Dichen
Versuchsgruppen. Legende: siehe Abbildung,4.1.a Ii Bl F N o
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