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1 Zusammenfassung 

Ein häufiges klinisches und volkswirtschaftliches Problem der modernen Gesellschaft 

ist der Entzündungsschmerz, welcher uns in unserer Leistungsfähigkeit und unserem 

Wohlbefinden beeinträchtigt. Obwohl es potente analgetische Substanzen gibt, sind 

noch immer viele Patienten nur unzureichend behandelt bzw. werden sie erheblichen 

Nebenwirkungen der Therapie ausgesetzt. Pro-inflammatorische Zytokine können eine 

Entzündung auslösen, sie aufrecht erhalten oder Nervenendigungen sensibilisieren, was 

zum Schmerzempfinden beiträgt oder selbst Schmerz auslöst. Dies war der Anlass für 

uns, anhand eines Entzündungsmodells mit Knockout-Mäusen für Zytokine und andere 

immunologische Faktoren Verhaltenstests durchzuführen und die mechanischen und 

thermischen Schmerzschwellen zu bestimmen. Dafür verwendeten wir ein stumpfes 

Filament mit ansteigendem Druck (von-Frey-Haar), bzw. konstante Laser-Reize, die 

Hitzeempfindungen auslösten. Wegzugsbewegungen wurden als Korrelate für 

schmerzassoziiertes Verhalten ausgewertet, wobei der Parameter Druck für die 

Veränderung der mechanischen Schwelle und der Parameter Latenz für die 

Veränderung der thermischen Schwelle analysiert wurden. Das Ausmaß der 

Entzündung, welche mittels Zymosaninjektion in die linke Hinterpfote induziert wurde, 

wurde anhand der Pfotenschwellung bestimmt. Nach Auslösen der Entzündung durch 

Zymosaninjektion bildeten sich die typischen Symptome der Entzündung, Rötung, 

Schwellung, Funktionseinschränkung und Überwärmung aus. Die rechte Hinterpfote 

blieb als Referenzpfote unberührt.  

Die hier untersuchten Zytokine oder Zytokinbestandteile sind Teil der TH1- bzw. TH17-

Signalwege und somit von Bedeutung für Entzündungsprozesse. Im Einzelnen wurden 

IFNɔ, IL-17, p35 (IL-12), p19 (IL-23) und TIM-3 untersucht. Dabei wurde sowohl die 

Wirkung auf Wildtypmäuse getestet, als auch geprüft, ob die Ausschaltung einzelner 

dieser Zytokine entzündungsassoziiertes Verhalten beeinflussen kann.  

Die Ausschaltung von IFNɔ reduzierte die mechanische und thermische Hyperalgesie 

nach einer vorherigen Entzündungsinduktion. Bei diesen Tieren konnte durch eine 

lokale IFNɔ-Substitution in die entzündete Pfote eine Zunahme der mechanischen und 

thermischen Hyperalgesie bewirkt werden.  
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Dagegen brachte eine intraperitoneale, systemische Substitution von IFNɔ weniger 

ausgeprägte Effekte, wenngleich auch hier eine Zunahme der Hyperalgesie beobachtet 

werden konnte. Wurde IFNɔ durch Antikºrper neutralisiert, so beobachteten wir eine 

Abschwächung der Entzündung und eine geringer ausgeprägte mechanische und 

thermische Hyperalgesie, sofern die Entzündung stark genug war (höhere 

Zymosandosis). 

Die Proteine p19 und p35 sind weniger an der Entzündungsausprägung als an der 

Entstehung von Hyperalgesie beteiligt. Nach Ausschaltung von p19 konnte eine 

Abschwächung der mechanischen Hyperalgesie gesehen werden, die thermische 

Hyperalgesie blieb unbeeinflusst. Die Ausschaltung von p35 erbrachte ähnliche Effekte, 

jedoch war die Abschwächung der mechanischen Hyperalgesie noch geringer. Das 

Ausschalten von IL-17 führte zu einer deutlichen Abschwächung der 

Entzündungsausprägung sowie einer schwächeren mechanischen und thermischen 

Hyperalgesie. Die Ausschaltung des Proteins TIM-3 verstärkte die mechanische 

Hyperalgesie, schwächte dagegen die thermische Hyperalgesie ab, was auf die 

Beeinflussung verschiedener Signalwege hindeutet. 

Insgesamt zeigt die vorgelegte Studie, dass sowohl IFNɔ als auch IL-17 neben ihrem 

Beitrag zur Entzündungsausprägung auch wesentlichen Anteil an der Entstehung 

mechanischer und thermischer Hyperalgesie haben. 
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2 Einleitung 

Zahlreiche Erkrankungen gehen mit einer Stimulation des Immunsystems einher bzw. 

sind mit gestörten Immunfunktionen assoziiert. Gleichzeitig sind solche Erkrankungen 

oftmals schmerzhaft. Gerade akute Schmerzen auf Grund einer peripheren Entzündung 

sind häufige Gründe für die Arztkonsultation, da sie den Patienten belasten (Thomas et 

al., 2004).  

Entzündungen zeichnen sich durch die Kardinalsymptome Rötung, Überwärmung, 

Schwellung, Schmerz und Funktionsverlust aus. Diese komplexen Vorgänge werden 

besonders durch das enge Zusammenwirken zwischen dem Immunsystem, dem 

Gefäßsystem und dem Nervensystem hervorgerufen. Das Immunsystem schützt den 

Körper vor der Einwirkung pathogener Noxen, wie z.B. Bakterien und Viren und 

bekämpft eingetretene Infektionen. Ihm obliegt weiterhin die Funktion, geschädigte 

Zellen abzuräumen, sowie zur Regeneration des geschädigten Gewebes beizutragen. 

Über endotheliale Prozesse kann das Gefäßsystem zur Extravasation benötigter 

Plasmaproteine beitragen oder durch die Expression von Adhäsionsmolekülen eine 

Zellinfiltration mit steuern. Zum Beispiel werden durch Chemokine Leukozyten aus der 

Blutbahn in das betroffene Areal gelockt; sowohl die Angiogenese wird gefördert, als 

auch die Immunantwort moduliert. Zum Teil entsteht zusätzlich Fieber (Verri Jr. et al., 

2007, Kress, 1996).  

Wie oben beschrieben, gehen entzündliche Erkrankungen häufig mit Schmerzen einher. 

Die International Association for the Study of Pain definiert Schmerz folgendermaßen: 

ĂSchmerz ist ein unangenehmes Sinnes- oder Gefühlserlebnis, das mit tatsächlicher oder 

potenzieller Gewebeschädigung einhergeht oder von betroffenen Personen so 

beschrieben wird, als wªre eine solche Gewebeschªdigung die Ursache.ñ (Merskey and 

Bogduk, 1994) 

Der Schmerzempfindung liegt die Aktivierung des nozizeptiven Systems zugrunde. Es 

hat die Aufgabe, vor Schädigung zu warnen und die Körperintegrität zu bewahren. 

Bisher ist nicht gänzlich geklärt, in wieweit es auch regulierend in Entzündungen 

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 Entzündung oder Verletzung geschädigt, entsteht der 

pathophysiologische Nozizeptorschmerz. Diese Form des Schmerzes spielt für diese 

Arbeit eine übergeordnete Rolle, da hierbei typischerweise eine Hyperalgesie entsteht, 

d.h. eine erhöhte Schmerzempfindlichkeit im betroffenen, aber auch teilweise im 

umgebenden Gewebe. Sie wird durch die Mechanismen der peripheren und zentralen 

Sensibilisierung des nozizeptiven Systems erzeugt, wobei über zahlreiche molekulare 

Vorgänge Nervenzellen sensibilisiert werden.  

Entsprechend dem aktuellen Forschungsstand unterscheidet man zwei weitere 

Schmerztypen nach ätiopathogenetischen Gesichtspunkten (Schaible and Richter, 2004, 

Sommer and Kress, 2004, Willis and Coggeshall, 2004). Wirken noxische Reize auf 

gesundes Gewebe ein, entsteht Schmerz, der als physiologischer Nozizeptorschmerz 

bezeichnet wird. Diesem akuten Schmerz kommt eine wichtige Warnfunktion zu und er 

ist meist auf die Region der Schädigung begrenzt (Reuter, 2004). Sobald die Gefahr 

droht, dass das Gewebe Schaden nimmt, wird dieser Schmerz ausgelöst und es erfolgt 

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

Werden die Nervenfasern selbst geschädigt, spricht man von neuropathischen 

Schmerzen. Diese Schmerzform entsteht z.B. bei Bandscheibenvorfällen oder 

verschiedenen Stoffwechselerkrankungen und wird teilweise durch Entzündungs-

schmerz-unabhängige Mechanismen bedingt. Der ektopen Erregungsbildung kommt 

dabei große Bedeutung zu, da beispielsweise an der geschädigten Stelle 

Aktionspotenziale entstehen. Durch eine Schädigung der Nervenfaser hebt sich 

einerseits häufig die normale Funktion der Nozizeptoren auf und andererseits ist das 

vom geschädigten Nerven innervierte Gebiet schmerzhaft.  
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2.1 Afferente Mechanismen der Nozizeption 

2.1.1 Nozizeptoren und Schmerzentstehung 

Anfang des 20. Jahrhunderts wurde der Begriff Nozizeption durch Sir Charles 

Sherrington geprªgt, welcher sich von dem lateinischen Wort Ănocereñ ableitet, was so 

viel bedeutet wie schädigen (Sherrington, 1903). Nozizeptoren sind freie 

Nervenfaserendigungen mit geringem Durchmesser, die dünn myelinisiert (Aŭ-Fasern) 

oder nicht myelinisiert (C-Fasern) sind. Die nozizeptiven Afferenzen zählen zu den 

langsam leitenden Nervenfasern (Schaible and Grubb, 1993). Noxische Reize aktivieren 

diese freien sensorischen Nervenendigungen Ăpolymodalñ, das heißt, sie können 

mechanisch, chemisch oder thermisch erregt werden (Messlinger, 1997). Nozizeptoren 

sind hochschwellig und sprechen normalerweise erst auf starke mechanische und 

thermische Reize an (Zimmermann, 2004). Zusªtzlich kºnnen sogenannte Ăstille 

Nozizeptorenñ durch Gewebeschªdigung bzw. Entzündung rekrutiert werden (Grigg et 

al., 1986, Schaible and Grubb, 1993). Das sind C-Fasern, die in gesundem Gewebe auch 

nicht durch starke Hitze oder Druck erregt werden können.  

Ist der noxische Reiz ausreichend stark, wird dieser in Aktionspotenzialen kodiert, diese 

werden über das Axon zu sensorischen nozizeptiven Hinterhornneuronen der grauen 

Substanz in das  Rückenmark oder in den Hirnstamm weitergeleitet (Schaible and 

Richter, 2004, Willis and Coggeshall, 2004). Bestimmt wird die Erregungsschwelle der 

Rückenmarksneurone vom afferenten Eingang, von intrinsischen Eigenschaften der 

Zellen und von deszendierenden Bahnen (Schaible, 2007). Eine Vielzahl nozizeptiver 

Zellen sind sog. ĂWide-dynamic-range-Neuroneñ. Sie antworten mit geringer 

Entladungsfrequenz auf nicht-noxische Reize, da sie nicht nur afferenten Eingang von 

Nozizeptoren erhalten, sondern auch von niederschwelligen Mechanorezeptoren. Bei 

noxischen Reizen zeigen diese Zellen stärkere Antworten. Im Rückenmark gibt es 

außerdem Neurone, die spezifisch nur auf noxische Reize antworten (Willis and 

Coggeshall, 2004).  
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Eine Großzahl der Hinterhornzellen ist in vegetative und motorische Reflexbögen 

eingebunden, welche die Grundlage für nozizeptive Reflexe, hervorgerufen durch 

noxische Reize, bilden. Vom Rückenmark wird die Information über den Tractus 

spinothalamicus zum lateralen und medialen thalamokortikalen System aufsteigend 

weitergeleitet (Treede et al., 1999, Vogt, 2005). Im lateralen System, bestehend aus 

Relais-Kernen des lateralen Thalamus und den Areae S1 und S2 des Kortex, wird der 

noxische Reiz hinsichtlich Lokalisation, Intensität und Dauer analysiert. Dagegen 

erzeugt das mediale System bestehend aus Relais-Kernen des zentralen und medialen 

Thalamus, dem anterioren Gyrus cinguli, der Insula und dem präfrontalen Kortex, 

vorrangig die affektive Schmerzkomponente. Durch letztere entwickeln sich vorrangig 

die aversiven Reaktionen im Rahmen schmerzhafter Reize (Schaible and Richter, 2004, 

Treede et al., 1999). 

Absteigende Bahnen fördern oder schwächen den nozizeptiven Prozess auf spinaler 

Ebene ab. Es handelt sich dabei um ein nozizeptionsförderndes- oder hemmendes 

System bestehend aus Bahnen, die dem Hirnstamm, insbesondere dem 

periaquaeduktalen Grau und dem Nucleus raphe magnus, entspringen und im 

dorsolateralen Funiculus des Rückenmarks absteigen (Millan, 2002). Durch diese 

Bahnen und durch zahlreiche inhibitorische Neurone kann eine endogene Kontrolle über 

die nozizeptive Verarbeitung gewährleistet werden. 

 

2.1.2 Periphere Sensibilisierung 

Wird ein unversehrter Körper einem noxischen Reiz ausgesetzt, so wird das nozizeptive 

System erregt und löst dadurch Schmerz aus. Endet der auf gesundes Gewebe 

schädigend einwirkende Reiz, endet auch die Erregung der Nozizeptoren bei akut 

wahrgenommenem Schmerz (Zimmermann, 2004). Ist das Gewebe allerdings entzündet 

oder bereits geschädigt, reagiert das nozizeptive System empfindlicher, man spricht von 

Sensibilisierung. Dabei wird es durch normalerweise nicht schmerzhafte Reize aktiviert 

(Allodynie) und zeigt verstärkte Aktivität bei überschwelliger noxischer Reizung. 

Daneben wird ein noxischer Reiz schmerzintensiver wahrgenommen, als in gesundem 

Zustand (sog. Hyperalgesie), wie es auch für das in dieser Arbeit verwendete 

Versuchsmodell angenommen werden soll. 
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Nozizeptoren können z. B. durch Entzündungsprozesse sensibilisiert werden (Bennett, 

2000). Bei einer peripheren Sensibilisierung beobachtet man Spontanentladungen, die 

zumindest teilweise Ursache für anhaltende Schmerzen sind. Dabei wird die 

Erregungsschwelle herabgesetzt. Das Ergebnis ist eine Linksverschiebung der Reiz-

Antwort-Kurve, welche bei kurzeinwirkenden Schmerzreizen unter Normalbedingungen 

nicht auftritt. Dieses Phänomen ist auf die gesteigerte Erregbarkeit peripherer 

Nozizeptoren zurückzuführen (Campbell and Meyer, 1983, Perl et al., 1976). Dieser 

Zustand wird durch eine verstärkte Kodierung noxischer Stimuli in depolarisierende 

Aktionspotentiale erreicht, die auf einer gesteigerten Aktivität der beteiligten 

Ionenkanäle wie Protonen-gesteuerte Kanäle, schmerzspezifische Natriumkanäle oder  

Capsaicin-Rezeptoren und anderen beruht (McCleskey and Gold, 1999). Unter 

Entzündungsbedingungen werden auch initial mechanoinsensitive (stumme) 

Nozizeptoren rekrutiert und verstärken den nozizeptiven Input in das zentrale 

Nervensystem (ZNS) beträchtlich (Schaible, 2006). Zusammenfassend führt die 

periphere Sensibilisierung zu einem veränderten afferenten Eingang in das 

Rückenmark; dies bewirkt eine räumliche und zeitliche Bahnung an den zentralen 

Synapsen, was oft als zentrale Sensibilisierung bezeichnet wird. 

 

2.2 Nozizeption und Schmerz bei Störungen immunologischer 

Mechanismen 

Im Bereich des Entzündungsschmerzes ist bekannt, dass Entzündungs-Botenstoffe, die 

eine vielfältige Rolle im Rahmen der Immunantwort und damit in der Abwehr von 

Infektionen oder des Abbaus von Fremdkörpern spielen, auch potente Substanzen zur 

Sensibilisierung von Schmerzfasern sind (Schaible and Richter, 2004). Bei einer 

Entzündung werden diese Botenstoffe ausgeschüttet. Des weiteren kommt es über 

verschiedene Mechanismen, wie zum Beispiel die Hoch- oder Herunterregulation 

verschiedener Ionenkanäle, zu vermehrter Aktivität der Nozizeptoren und damit zu 

Schmerzen, die sich als Spontanschmerz oder als bewegungsinduzierter Schmerz äußern 

können (Boettger et al., 2008, Brenn et al., 2007, Hensellek et al., 2007).  
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Es ist noch nicht lange bekannt, dass neben Botenstoffen wie Bradykinin und 

Prostaglandinen auch Zytokine Nervenfasern entsprechend sensibilisieren können, auch 

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

Ursprünglich wurden Zytokine eher im Zusammenhang mit neuropathischen Schmerzen 

untersucht. Erst in den letzten Jahren wurden in der Schmerzforschung die Zytokine als 

eine Gruppe relevanter Entzündungsmediatoren beachtet. Zytokine sind Glykoproteine 

mit einer Größe von ca. 150-300 Aminosäuren (Molekulargewicht ca. 25 kDa). Sie 

werden von am Entzündungsgeschehen beteiligten Zellen, insbesondere von 

Leukozyten, aber auch von Endothel- und Nervenzellen, gebildet und können lokale 

(autokrine und parakrine) und systemische (endokrine) Veränderungen bewirken. 

Beispielsweise ist die Ăsickness responseñ, die im Rahmen einer Entz¿ndung auftritt, 

unter anderem auf IL-1 zurückzuführen. 

Zytokine werden von fast allen kernhaltigen Körperzellen sezerniert und besitzen 

zahlreiche regulatorische Funktionen. Für den Entzündungsprozess sind vor allem 

Zytokine von Bedeutung, die in Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen gebildet 

und freigesetzt werden. Man unterscheidet zwischen pro-inflammatorischen Zytokinen, 

die eine Entzündung fördern, wie z.B. IL-1ɓ, IL-6 und IFNɔ und anti-inflammatorisch 

wirkenden, wie IL-4, IL-10 und IL-13 (Sommer and Kress, 2004). Wiederum andere 

können beide Effekte bewirken. Viele Zytokine sind pleiotrop, d.h. sie beeinflussen eine 

Vielzahl von Zellen und Geweben. Viele Zytokine werden transient gebildet und üben 

ihre Wirkung über eine kurze Distanz aus. 

Zahlreiche Funktionen der Zytokine wurden mittels Studien, die die lokale oder 

systemische Entzündungsreaktion untersucht haben, gewonnen. So konnte gezeigt 

werden, dass Nozizeptoren Rezeptoren für einige Zytokine exprimieren. Dadurch 

können Zytokine Nozizeptoren direkt oder aber über sekundäre Mediatoren wie 

Prostanoide sensibilisieren (Verri Jr. et al., 2007). Beispielsweise führt die Anwesenheit 

von IL-6 oder TNF-Ŭ nicht nur zu entzündungsfördernden Effekten, sondern auch direkt 

zu vermehrter neuronaler Aktivität, sodass ein neuronaler Mechanismus dafür 

mitverantwortlich gemacht wird (Boettger et al., 2008, Brenn et al., 2007).  
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Studien, bei denen Ratten Zytokine injiziert bekamen, lieferten Hinweise darauf, dass 

diese Mediatoren eine Hyperalgesie hervorrufen können. So wurde gezeigt, dass die 

mechanische Schmerzschwelle durch intraplantare Applikation von IL-1ɓ und TNF-Ŭ 

reduziert werden konnte (Cunha et al., 1992, Ferreira et al., 1988). Zudem konnte in 

Carrageenan-Entzündungsmodellen die Hyperalgesie durch Zytokin-Antagonisten 

reduziert werden, was darauf hinweist, dass die Zytokin-Aktivierung einen wichtigen 

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

 

2.2.1 IFNɔ (Interferon -gamma) 

Ein in der Schmerzforschung bislang wenig untersuchtes Zytokin ist IFNɔ (Interferon-

gamma), welches vorrangig von T-Helfer-Zellen (TH1-Zellen) und natürlichen 

Killerzellen freigesetzt wird und somit im Entzündungsprozess eine wichtige Rolle 

spielt (Schreiber and Farrar, 1993).  

IFNɔ ist ein auf das Immunsystem stimulierend wirkender Botenstoff, der besonders die 

Aktivität der Makrophagen steigert. Das äußert sich in der Hochregulation der MHC-

Moleküle Klasse I und II und der damit verbundenen besseren Präsentation antigener 

Peptide (Hof and Dörris, 2005, Farrar and Schreiber, 1993). IFNɔ nimmt nicht nur 

regulierenden und aktivierenden Einfluss auf die Differenzierung und Funktion 

monoklonaler Phagozyten, sondern beeinflusst auch indirekt die B-Zellen durch 

Regulation der Bildung von CD4
+
-T-Zell-Untereinheiten. Es wirkt stark antiproliferativ 

auf TH2-Zellen durch IL-10-Eliminierung, jedoch fördernd auf die TH1-Zellproliferation 

(siehe Abb. 2.1) (Farrar and Schreiber, 1993). In einem Tiermodell wurde IFNɔ in 

Mäusen neutralisiert, die anschließend mit subletalen Mengen verschiedener 

mikrobieller Pathogene infiziert wurden. Durch das fehlende IFNɔ waren die Tiere nicht 

mehr in der Lage, Makrophagen zu aktivieren und verstarben (Farrar and Schreiber, 

1993). IFNɔ stimuliert weiterhin über Prostaglandin E2 die IL-12-Freisetzung aus 

Dendritischen Zellen bei Gewebeentzündung (Bach et al., 1997).  

Da IL-12 durch Makrophagen und Dendritische Zellen gebildet wird und IFNɔ in 

Natürlichen Killerzellen und CD8
+
-T-Zellen vorkommt, dominiert in der frühen 

Abwehr von Viren und einigen intrazellulären Bakterien die TH1-Zell-Reaktion. 
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Weiterhin wird IFNɔ f¿r die Induktion von Autoimmunreaktionen verantwortlich 

gemacht (Irmler et al., 2007).  

Wenn man die Literatur zu den verschieden Zytokinsignalwegen zusammenfasst, 

scheint ein Hauptweg von den Dendritischen Zellen ausgehend, über die Freisetzung 

von IL-12 bis zur Aktivierung von Natürlichen Killerzellen und TH1-Zellen zu führen. 

Die letzteren Zellen produzieren das IFNɔ. IFNɔ hemmt sowohl TH17-Zellen, wie auch 

TH2-Zellen. Gleichzeitig kann es über eine positive Rückkopplung Dendritische Zellen 

aktivieren. Zusätzlich können TH17-Zellen, die IL-17 freisetzen, über IL-23 aktiviert 

werden. Die TH2-Zellen wiederrum werden von IL-4 aktiviert. Das TIM-3 kann TH1-

Zellen hemmen. 

Des Weiteren ist IFNɔ gemeinsam mit TNF-Ŭ erforderlich, zirkulierenden Lymphozyten 

zu ermöglichen, an vaskuläres Endothel zu binden und dieses zu penetrieren, um zum 

Ort der Entzündung migrieren zu können (Farrar and Schreiber, 1993).  

Aus diesem selbstentwickelten Flussschema wird deutlich, dass sich IFNɔ und IL-17 

wechselseitig hemmen können und wahrscheinlich in den verschiedenen Phasen der 

Entzündungen (akute / chronische Phase) unterschiedliche Funktionen wahrnehmen 

(Irmler et al., 2007).  

Auch im Nervensystem scheint IFNɔ eine Rolle zu spielen. So ist bekannt, dass IFNɔ-

Rezeptoren im Hinterhorn des Rückenmarks exprimiert werden (Vikman et al., 1998) 

und dass deren Aktivierung durch IFNɔ das Antwortverhalten der entsprechenden 

Neurone ändert. In vitro konnten Hinterhornneurone durch IFNɔ ¿bererregt werden. 

Dies f¿hrte zu der Vermutung, dass IFNɔ Einfluss auf die zentrale Sensibilisierung 

nimmt (Vikman et al., 2003). Mittels prolongierter intrathekaler Applikation von IFNɔ 

konnte die inhibierende Wirkung von GABA aufgehoben bzw. sogar umgekehrt werden 

(Vikman et al., 2007).  

Unter physiologischen Bedingungen stellt die GABAerge Inhibition einen wichtigen 

Mechanismus der endogenen Schmerzreduktion dar. Midazolam kann als GABA-

Agonist dessen Wirkungen fördernd beeinflussen. 
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  ENTZÜNDUNG 

 

Abbildung 2.1: entsprechend der zitierten Literatur zusammengestelltes Schema zur Darstellung der in dieser Arbeit 

untersuchten Zytokine und deren Interaktionen im Rahmen einer Entzündung. Legende: - - Inhibition, + - 

Stimulation, TH1 ï T-Helferzelle 1, TH2 ï T-Helferzelle 2, TH17 ï T-Helferzelle 17. 

 

2.2.2 IL -17 (Interleukin 17) 

1995 wurde durch die Arbeitsgruppe um Yao die Zytokin-Untergruppe IL-17 

(Interleukin 17) mit ihrem entsprechenden Rezeptor erstmals benannt (Yao et al., 1995). 

Dies geht auf die Beobachtung zurück, dass ein T-Zell-abgeleitetes Molekül den 

Transkriptionsfaktor Nuclear Factor-kappa B (NF-əB), sowie die IL-6-Sekretion in 

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

Wie IFNɔ spielt auch IL-17 eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der Entzündung 

und von Autoimmunreaktionen. Die IL-17-produzierenden TH17-Zellen sind maßgeblich 

an der Entstehung chronischer Entzündungen beteiligt (Irmler et al., 2007, Moseley et 

al., 2003, Kamradt, 2007). 
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Die Wechselwirkung von IFNɔ und IL-17 unterstreicht die Komplexität der zellulären 

Interaktion bei der Induktion und Regulation von Immunreaktionen und Entzündungen 

(siehe Abb. 2.1). Ob IFNɔ oder IL-17 bei Schmerzreaktionen eine Rolle spielen, ist 

derzeit noch nicht geklärt. Es steht fest, dass der Aufgabenbereich der IL-17-Zytokine in 

das T-Zell-Immunsystem hineinspielt und zur Entzündungsantwort beiträgt (Moseley et 

al., 2003). 

Kürzlich konnte im Tiermodell bei Ratten gezeigt werden, dass IL-17 zu 

Gelenkschmerzen beitragen kann. Wahrscheinlich spielt es eine ebenso wichtige Rolle 

bei der Gewebshomöostase wie bei dem Verlauf einer Erkrankung (Moseley et al., 

2003). Zudem fördert IL-17 die funktionelle Differenzierung von dendritischen 

Vorläuferzellen, welche zum Teil auf die allogene T-Zell-Proliferation Einfluss zu 

nehmen scheinen (Antonysamy et al., 1999).  

Insgesamt sind die Effekte von IL-17 auf epitheliale Zellen vergleichbar mit denen von 

IFNɔ, da beide auf die Bildung von IL-6 und IL-8 Einfluss nehmen und starke 

Stimulatoren der Keratinozyten sind (Teunissen et al., 1998, Albanesi et al., 1999). IL-

17 wirkt zudem verstärkend auf die Entstehung kutaner Entzündungen und fördert 

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

IL-17 wird, wie auch IFNɔ, nur von aktivierten T-Zellen gebildet und freigesetzt. 

Ebenfalls wie der IFNɔ-Rezeptor wird auch der IL-17A-Rezeptor von nahezu allen 

Geweben exprimiert. Dabei existiert eine Vielzahl von Isoformen des Rezeptors, deren 

Funktionen bis dato nicht vollständig geklärt sind (Moseley et al., 2003). Wird der IL-

17A-Rezeptor durch IL-17 stimuliert, werden über NF-əB oben genannte pro-

inflammatorische Zytokine und der granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) 

gebildet und freigesetzt; außerdem reguliert es den Knorpelmatrix-Umsatz (Hymowitz 

et al., 2001). IL-17 scheint an der überschießenden Produktion pro-inflammatorischer 

Zytokine im entzündeten Gelenkgewebe über Interaktion mit Makrophagen in 

rheumatoider Synovia beteiligt zu sein (Jovanovic et al., 2000). Bei dem Versuch, IL-17 

intraperitoneal zu verabreichen, wurde ein Anstieg der Neutrophilen-Migration und 

deren Influx in das behandelte Gebiet (Intestinum) beobachtet (Shi et al., 2000).  
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Weiterhin weiß man mittlerweile, dass IL-17 in hohem Maße im Rückenmark und im 

Hirn durch Neurone sowie Axone gebildet wird und nur zu geringem Anteil in den 

übrigen Körpergeweben (Moore et al., 2002).  

 

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

Das pro-inflammatorische Zytokin IL-12 wird von phagozytierenden Zellen und 

Dendritischen Zellen als Reaktion auf mikrobielle Stimulation gebildet (siehe 

Abbildung 2.2). Es ist notwendig, um die IFNɔ-Produktion zu induzieren und es fördert 

die Differenzierung naiver T-Zellen zu TH1-Zellen (Trinchieri, 2003) (siehe Abbildung 

2.2). Zudem bildet IL-12 die Verbindung zwischen angeborenem und adaptivem 

Immunsystem (Trinchieri, 2003). 

IL-12 besteht aus zwei Disulfid-gekoppelten heterodimeren Proteinen, nämlich aus der 

IL-12p35-Komponente und der IL-12p40-Komponente. Nur wenn beide Untereinheiten 

in einer Zelle co-exprimiert werden, kann biologisch aktives IL-12 generiert werden 

(Trinchieri, 2003). Dabei kommt dem Protein p35 die Aufgabe zu, die Menge an 

produzierten Heterodimeren zu determinieren. Der IL-12-Rezeptor wird besonders in 

aktivierten T-Zellen, Natürlichen Killerzellen und in Dendritischen Zellen exprimiert 

(Kastelein et al., 2007). In nachstehendem Flussschema können diese Zusammenhänge 

nachvollzogen werden.  

Das Protein p19 an sich besitzt keine biologische Aktivität; wird es jedoch mit der p40-

Untereinheit von IL-12 kombiniert, entsteht ein neues Zytokin: IL-23. Dieses wird von 

aktivierten Dendritischen Zellen und phagozytierenden Zellen ausgeschüttet und 

induziert seinerseits die Proliferation von Gedächtnis-T-Zellen und naiven T-Zellen, 

sowie die Bildung von IFNɔ (siehe Abbildung 2.2) (Oppmann, 2000).  Der IL-23-

Rezeptor wird sowohl auf aktiven als auch Gedächtnis-T-Zellen, T-Zell-Klonen und auf 

Natürlichen Killerzellen exprimiert, in geringem Maße auch auf Makrophagen und 

Monozyten (Kastelein et al., 2007).  
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Abbildung 2.2: entsprechend der zitierten Literatur zusammengestelltes Schema zur Darstellung der in dieser Arbeit 

untersuchten Zytokine IL12 und IL23 und deren Interaktionen im Rahmen einer Entzündung. Legende:      - 

Stimulation, TH1 ï T-Helferzelle 1, TH ï T-Helferzelle. 

 

IL-12 und IL-23 befinden sich beide am Anfang des Regulationsmechanismus, der die 

adaptive Immunantwort bildet (Kastelein et al., 2007). Da beide die p40-Untereinheit 

benötigen, um aktiv zu werden, werden sie der Familie heterodimerer IL-12-Zytokine 

zugeordnet (McKenzie et al., 2006). Sie werden beide in haut- und mukosaständigen 

Dendritischen Zellen sowie Makrophagen gebildet, sobald die entsprechende 

Stimulation durch Pathogene (z.B. gram-negative Bakterien) und Toll-like-Rezeptor-

Agonisten erfolgt (Smits et al., 2004). Unter entzündlichen Bedingungen kann die 

Zytokinfreisetzung durch T-Zell-Interaktionen noch weiter gesteigert werden (Kastelein 

et al., 2007). 1986 beschrieben Mosmann und Kollegen, dass es zwei Typen von CD4
+ 

-

T-Zellklonen mit unterschiedlicher Zytokinproduktion gibt (siehe Abbildung 2.3) 

(Mosmann et al., 1986). Mit tlerweile zählt man die TH17-Zellen als weitere Untergruppe 

dazu.  
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Abbildung 2.3: entsprechend der zitierten Literatur zusammengestelltes Schema zur Darstellung der TH-Zell-

Subpopulationen mit ihren entsprechenden Leitzytokinen. 

 

Werden aktive oder Gedächtnis-T-Zellen in Gegenwart von IL-23 stimuliert, führt dies 

zu erhöhter Produktion von IL-17, jedoch nicht zur Bildung von IFNɔ oder IL-4. Daraus 

schloss die Arbeitsgruppe um Mosmann, dass es eine weitere Untergruppe von T-Zellen 

geben muss (siehe Abbildung 2.3). Man erkannte, dass IL-12 und IL-23 

unterschiedliche Signalwege bedienen: Einerseits induziert der IL-12/IFNɔ-Signalweg 

vor allem die Ausschüttung zytotoxischer Faktoren, die wichtig für die direkte Abtötung 

von Mikroben oder infizierten Zellen sind.  

Andererseits gibt es den IL-23/IL-17-Signalweg, welcher mit lokaler 

Gewebsentzündung mit Schwellung, Erwärmung und Schmerz in Verbindung steht und 

das Gewebe auf eine verstärkte Immunantwort vorbereitet (Neutrophileneinwanderung 

etc.). Beide Wege arbeiten letztendlich gemeinsam bei der Kontrolle der körperlichen 

Immunität, wobei IL-23 mehr für den Ablauf des lokalen Entzündungsprozesses 

zuständig ist und IL-12 eher die systemische Antwort generiert (Kastelein et al., 2007). 

Bezüglich IL-23 weiß man, dass defiziente Mäuse resistent gegenüber Knochen- und 

Gelenkpathologien sind und ein Mangel an IL-17- und IFNɔ-produzierenden T-Zellen 

trotz adäquater Entzündungsinduktion besteht. Bei IL-12-defizienten Mäusen 

beobachtete man dagegen vermehrte TH17-Zellproduktion, sowie erhöhte Expression 

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

Somit wirkt IL -23 als essentieller Promoter für autoimmune Knieentzündungen, 

wogegen IL-12 einen Schutz vor Selbigen bildet (Murphy et al., 2003, McKenzie et al., 

2006). 
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2.2.4 TIM -3 

T-cell immunoglobin- und mucin-domain-containing-molecules (TIMs) bilden eine 

Molekülfamilie, deren Mitglieder auf murinen und humanen T-Zellen exprimiert 

werden (McIntire et al., 2001). In ex-vivo-Versuchen konnte gezeigt werden, dass TIM-

3 zu hohem Anteil auf TH1- und auf TH17-Zellen exprimiert wird, dagegen werden   

TIM-1 und TIM-2 verstärkt auf TH2-Zellen exprimiert (Khademi et al., 2004, Meyers et 

al., 2005, Monney et al., 2002, Hastings et al., 2009). In den Versuchen von Khademis 

Arbeitsgruppe erkannte man eine Korrelation zwischen hoher TIM-3-Expression und 

geringer IFNɔ- bzw. TNF-Ŭ-Freisetzung, sowie eine bessere Rückbildung klinischer 

Symptome. Weiterhin ist eine vermehrte TIM-3-Bildung vor Ausbruch einer 

chronischen Krankheit, wie z.B. Multipler Sklerose, in vitro gegenüber einem 

deutlichen Rückgang der TIM-3-Konzentration während des Krankheitsfortschrittes 

beobachtet worden (Monney et al., 2002). Daher wird vermutet, dass TIM-3 negativen 

Einfluss auf die Aktivität der TH1-Zellen nimmt und deren Signalkaskade blockieren 

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

Eine Blockade von TIM-3 führt umgekehrt zu einer vermehrten Ausschüttung von pro-

inflammatorischen Zytokinen wie IL-17, IFNɔ, IL-2 und IL-6 (siehe Abbildung 2.1) 

(Hastings et al., 2009). Letztendlich ist der TIM-3-TIM-3-Ligand-Signalweg notwendig 

für eine produktive TH1-Immunantwort, da eine unkontrollierte proinflammatorische 

Immunantwort schwere pathologische Konsequenzen für den Wirt nach sich zieht 

(Meyers et al., 2005); ebenso wichtig scheint es bei der Regulation der TH17-

Immunantwort zu sein. Bei einem Mangel von TIM-3 wird zwar nicht der Zelltod 

gefördert oder die T-Zell-Proliferation gesteigert, jedoch erhöht sich die Expressionsrate 

für die verschiedenen Zytokine; ebenfalls wird die Bildung und Aktivität von 

Makrophagen gefördert (Monney et al., 2002, Hastings et al., 2009). In der Mikroglia 

der weißen Substanz im ZNS wird TIM-3 gebildet, was im Zusammenhang mit 

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

Zusammenfassend ist bekannt, dass TIM-3 auto- und alloimmune Antworten auf T-

Zell-Ebene hemmend beeinflusst und auf immunologische Toleranz fördernd wirkt 

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

GABA ist der wichtigste inhibierende Neurotransmitter im zentralen Nervensystem 

(Anseloni and Gold, 2008), der die neuronale Erregbarkeit primärer Afferenzen sowie 

Neurone des dorsalen und ventralen Horns reguliert (De Groat, 1972, Curtis and Felix, 

1971). GABAerge Neurone hemmen Neurone des Rückenmarks, die wichtig für das 

Weiterleiten von Aktionspotentialen zum Hirn sind (Enna and McCarson, 2006). 

Weiterhin kommen in supraspinalen Gebieten GABAerge Neurone und ihre Rezeptoren 

vor, die für die Koordination der Wahrnehmung und Reaktion auf schmerzhafte Stimuli 

zuständig sind und die Kontrolle sensorischer Informationsverarbeitung im Rückenmark 

regulieren (Enna and McCarson, 2006). Über auf- und absteigende GABAerge 

Kreisläufe ist das System dadurch stark in die Nozizeptionsmodulation in spinalen 

Hinterhörnern involviert (Price et al., 2005). Im gesunden Gewebe wirken GABAA-

Rezeptor-Agonisten, wie Midazolam (Agonist für zentrale GABAA-Rezeptoren und 

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

GABAA-Rezeptor-Antagonisten führen jedoch zu thermischer und mechanischer 

Hypersensibilität (Sivilotti and Woolf, 1994, Yaksh, 1989). Kommt es nun zu einer 

Entzündung, ändert sich der GABA-Effekt. Es kommt durch Änderung des Chlorid-

Gleichgewichts-Potenzials zu einer exzitatorischen Steigerung in den Hinterhorn-

Neuronen (= zentrale Sensibilisierung) (Lin et al., 1996), was bereits durch periphere 

Nervenverletzungen in spinalen Hinterhornneuronen gezeigt werden konnte (Coull et 

al., 2005). Dadurch vermindert sich die GABA-vermittelte Inhibition der ins Hinterhorn 

projizierenden Neurone und ein erhºhter Input von Aŭ- und C-Fasern, die peripher 

noxischen Reizen ausgesetzt waren, in die spinalen Hinterhörner ist die Folge. Es 

entstehen erhöhte Aktivitäten der Hinterhornreflexe (Lin et al., 1999, Willis, 1999). 

Diese spielen allem Anschein nach eine wichtige Rolle als neurogene Komponente der 

Entzündungsentstehung. Die Entzündung wird durch Mechanismen verstärkt, welche 

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

Solche Mechanismen liefern zum Beispiel GABA-Agonisten wie Midazolam, für die in 

verschiedenen Tiermodellen für Schmerz bereits antinozizeptive Merkmale 

nachgewiesen werden konnten (Enna and McCarson, 2006). 



Einleitung 

 
18 

 

2.4 Entzündungsmodell 

Um die Zytokine IFNɔ, IL-17, IL-23, IL-12 und Tim-3 hinsichtlich ihres Beitrags zur 

thermischen und mechanischen Hyperalgesie in der akuten Phase einer Entzündung zu 

studieren, benötigt man ein entsprechendes Tiermodell. Meller und Gebhart beschreiben 

das Entzündungsmodell der intraplantaren Zymosaninjektion in die Hinterpfoten bei 

Ratten (Meller and Gebhart, 1997). Dabei bewirkte das aus Hefeextrakt (aus 

Saccharomyces cerevisiae) gewonnene Zymosan A eine dosis- und zeitabhängige 

thermische und mechanische Hyperalgesie, ein beständiges Ödem sowie bei sehr hohen 

Dosen (> 12,5 mg/ml) Anzeichen für Spontanschmerz. Das Maximum der 

mechanischen Hyperalgesie beobachtete man 4 Stunden post injectionem. Dagegen trat 

die thermische Hyperalgesie biphasisch auf, mit einem Maximum nach 30 min und 

dann wiederum 4 bis mindestens 24 Stunden nach der Zymosaninjektion.  

Die behandelten Ratten entwickelten bei einer mittleren Dosis von 12,5 mg/ml keinen 

Spontanschmerz, jedoch eine Schonhaltung und zögerliches Absetzen der entzündeten 

Pfote auf den Boden, sowie leckendes Verhalten nach längeren Testphasen. Diese 

Beobachtungen deckten sich mit denen einer humanen Gewebeschädigung bei einer 

Entzündung (Meller and Gebhart, 1997). Daher verwendeten wir Zymosan für unser 

Entzündungsmodell. 

 

2.5 Zielstellung 

Das Ziel der Arbeit war, zu untersuchen, inwiefern bestimmte T-Zell-Zytokine Einfluss 

auf das entzündungsassoziierte Schmerzverhalten nehmen. Am Modell der Zymosan-

induzierten Pfotenentzündung sollte die lokale und systemische Wirkung von IFNɔ, IL-

17, IL-12 (p35), IL-23 (p19) und TIM-3 untersucht werden. Die Beobachtung des 

Verhaltens wurde durch histologische Auswertungen komplettiert. 

Es wurden partiell immundefiziente Mäuse und entsprechende Wildtypmäuse zu 

verschiedenen Zeitpunkten vor und nach Entzündungsinduktion hinsichtlich ihrer 

Schmerzschwellen untersucht. Dabei handelte es sich um IFNɔ-, IL-17-, IL-17p35-, 

p35-, p19-, p35p19-, sowie TIM-3-KO-Mäuse.  
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Zum Vergleich wurden mehrere Gruppen IFNɔ
-/-

- Mäuse und C57Bl6-Wildtypmäuse 

mit Interferon-gamma bzw. einem Interferon-gamma-Antikörper behandelt. In 

Kontrollgruppen gleichartiger und gleich behandelter Tiere sollte die Schmerzschwelle 

ohne Zymosan-induzierte Pfotenentzündung gemessen werden.  

In weiteren Versuchsgruppen (IFNɔ
-/-

-Mäuse und C57Bl6-Wildtypmäuse) wurden 

verschiedene Zymosankonzentrationen appliziert und die konzentrationsabhängige 

Veränderung der Schmerzschwellen untersucht. Eine weitere Messreihe sollte die 

Wirkung eines GABA-Rezeptor-Agonisten auf die Schmerzschwellen untersuchen. 

In den dargestellten Versuchen waren folgende Fragen zu prüfen: 

1. Wird das schmerzassoziierte Verhalten bei einer zymosaninduzierten Entzündung der 

Hinterpfote vermindert, wenn einzelne Entzündungsmediatoren oder ïmodulatoren, 

wie IFNɔ, IL-17, TIM-3, p19 und p35, durch ein Knock-out ausgeschaltet werden?  

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

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

Die Untersuchung der oben formulierten Fragestellung soll als Grundlage für 

weiterführende Untersuchungen des nozizeptiven Systems dazu beitragen, genauere 

Erkenntnisse über die Wirkung von T-Zell-Zytokinen auf die Schmerzentstehung bei 

peripheren Entzündungen zu erhalten. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Versuchstiere 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vorwiegend männliche, teils weibliche Mäuse 

unterschiedlicher Stämme im Alter von ca. 8-12 Wochen verwendet. Tierstamm, 

Anzahl, Geschlecht und Herkunft der verwendeten Tiere sind der Tabelle 3.1 zu 

entnehmen. Al le Mäuselinien wurden in Forschungsprojekten von Prof. Bräuer (Institut 

für Pathologie, Universitätsklinikum Jena) untersucht und wurden von ihm für die 

Messungen zur Verfügung gestellt. 

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

Typ Stamm Anzahl Geschl. Herkunft  

Wildtyp C57Bl/6 76 ǁ Charles River, Sulzfeld 

Wildtyp Balb c 10 ǀ Siehe TIM-3
-/-

 

IFNɔ
-/-

 C57Bl/6 68 ǁ Jackson Lab., Bar Harbor, USA. Prof. Dr. 

Edgar Schmitt (Johannes Gutenberg Uni 

Mainz)  

IL -17
-/-

 C57Bl/6 10 ǁ Prof. Dr. Gottfried Alber (Universität 

Leipzig) & Prof. Dr. Y. Iwakura (Inst. Med. 

Science, Tokyo University, Japan) 

p19
-/-

 C57Bl/6 10 ǁ Prof. Dr. Gottfried Alber (Universität 

Leipzig) p35
-/-

 C57Bl/6 10 ǁ 

p35p19
-/-

 C57Bl/6 7 ǁ 

IL -17p35
-/-

 C57Bl/6 10 ǁ 

 

TIM-3
-/-

 

 

Balb c 

 

10 

 

ǀ 

Dr. A.J. Coyle, Millenium Pharmaceutics, 

Cambridge/MA, Zucht/Haltung: Institut für 

Versuchstierkunde der FSU Jena (Tierhaus 

5/Beutenberg) 

 

Die Mäuse wurden in Gruppen von maximal 6 Tieren unter standardisierten 

Bedingungen bei einem konstanten 12-Stunden-Hell-/Dunkelrhythmus gehalten. Die 

Experimente fanden während des Hell-Zyklus statt. Als Nahrung diente standardisiertes 

Haltungsfutter (Altromin-Pellets # 1326) und Wasser ad libitum. Die tierexperi-

mentellen Untersuchungen waren vom Thüringer Landesamt für Lebensmittelsicherheit 

und Verbraucherschutz, Abteilung Gesundheitlicher Verbraucherschutz, 

Veterinärwesen, Pharmazie genehmigt (Reg.-Nr. 02-009/08 vom 15.04.2009).  
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Die Tierversuche erfolgten gemäß EU-Richtlinien (86/609/EEC) sowie entsprechend 

der Empfehlungen der IASP (International Association for the Study of Pain; 

Zimmermann et al., 1983).  

 

3.2 Entzündungsmodell 

Die Entzündung wurde unter einer Kurznarkose mit Isofluran (3%) (Isofluran Delta 

Select, Delta Select GmbH, Dreieich, Vertrieb Zweigniederlassung Pfullingen, 

Deutschland) induziert. Dabei wurde mit Hilfe einer Hamilton Spritze 20 µl Zymosan-

Emulsion (12,5 mg/ml in 0,1 M PBS pH 7,4) (Meller and Gebhart, 1997) subkutan in 

die linke Hinterpfote plantar appliziert (Abbildung 3.1). Das Zymosan wurde dabei in 

sterilem PBS gelöst (Ansatz: NaCl (Fluka) 140 mM/l; KCl (Fluka) 2,7 mM/l; KH2PO4 

(Merck) 1,5 mM/l; NaH2PO4 (Merck) 8,1 mM/l). 

 

Abbildung 3.1: schematische Darstellung des Versuchsaufbaus: einige Zeit nach der Vortestung wurde die 

Entzündung ausgelöst und anschließend wurden die Mäuse auf das Schmerzverhalten gegenüber Hitze- und 

Druckreiz getestet, später Gewebeentnahme.  
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3.3 Schmerzassoziiertes Verhalten unter nicht-entzündlichen Bedingungen 

3.3.1 Nozizeption u. Schmerzentstehung bei Störungen immunologischer 

Mechanismen 

Um das Schmerzverhalten von Wildtypmäusen und KO-Mäusen vergleichen zu können, 

wurden jeweils ca. 10 KO-Mäuse gegen ca. 10 Wildtypmäuse desselben genetischen 

Hintergrundes getestet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die zu vergleichenden 

Gruppen die gleiche Geschlechtszusammensetzung hatten. Zunächst wurde das 

Schmerzverhalten unter Normalbedingungen zur Erfassung von Ausgangswerten 

getestet. Zu einem späteren Zeitpunkt (ca. 4-7 Tage später) wurde die Schmerzantwort 

auf den durch Zymosan induzierten entzündlichen Reiz untersucht. Dabei wurde zur 

Stunde 0, wie oben beschrieben, Zymosan (siehe 3.6.1) in die linke Hinterpfote 

appliziert und zur 4., 6., 8. und 10. Stunde nach Entzündungsinduktion das 

schmerzassoziierte Verhalten auf Druck- bzw. Hitzereize getestet. 

 

3.4 Bedeutung von Interferon-gamma für Entzündungsschmerz 

3.4.1 Abhängigkeit des schmerzassoziierten Verhaltens von der IFNɔ-

Konzentration 

In zwei Gruppen wurden IFNɔ
-/-

- Mªuse verwendet, denen IFNɔ entweder direkt in das 

Entzündungsgebiet intraplantar oder systemisch intraperitoneal injiziert wurde. Bei der 

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

Die erste Gruppe, bestehend aus 9 IFNɔ
-/-

- Mäusen, erhielt mit der intraplantaren 

Injektion der Zymosanemulsion 100 ng IFNɔ. Die zweite Gruppe (8 IFNɔ
-/-

- Mäuse) 

erhielt kurz vor der plantaren Zymosan-Injektion eine Gesamtmenge von 500 ng IFNɔ 

(siehe 3.6.1) intraperitoneal. Damit sollte eine systemische Supplementierung von IFNɔ 

erzielt werden. 

Analog zu diesen beiden Gruppen wurde in zwei weiteren Gruppen, bestehend aus 

Wildtypmäusen, IFNɔ sowohl durch intraplantare als auch intraperitoneale Injektion mit 

Hilfe monoklonaler Antikörper neutralisiert. Die hier verwendeten anti-IFNɔ-

Konzentrationen wurden von publizierten Daten abgeleitet (Irmler et al., 2007).  
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Die aus 8 Wildtypmäusen bestehende dritte Gruppe bekam gleichzeitig zur Zymosan-

Injektion 20 µg anti-IFNɔ intraplantar appliziert. Dementsprechend wurde der vierten 

Gruppe (8 Wildtypmäuse) 100 µg anti-IFNɔ kurz vor der intraplantaren 

Zymosaninjektion intraperitoneal appliziert (siehe Abbildung 3.2). 

Abbildung 3.2: unmittelbar nach Auslºsen der Entz¿ndung wurde IFNɔ bzw. anti-IFNɔ intraplantar oder 

intraperitoneal appliziert. Nach Auslösen der Entzündung wurde das Schmerzverhalten gegenüber Hitze- und 

Druckreiz getestet, anschließend erfolgte die Gewebeentnahme. Legende: t ï Zeit in Std., i.pl. ï intraplantar, i.p. ï 

intraperitoneal. 

 

Um zu prüfen, ob sich eine adäquate Entzündungsreaktion unabhängig von der 

Interferonapplikation ausbildet (vgl. Abb. 3.1), wurden zusätzlich im gleichen 

Versuchsdesign jeweils 4 Wildtypmäuse beziehungsweise IFNɔ
-/-

-Mäuse nur mit 

intraplantarem Zymosan behandelt und es wurde auf die Gabe von Interferonanaloga 

verzichtet. Außerdem wurden 6 Wildtypmäuse mit anti-IFNɔ bzw. 6 IFNɔ
-/-

-Mäuse mit 

IFNɔ intraplantar behandelt, ohne jedoch eine Entz¿ndung durch Zymosan auszulºsen 

(siehe Abb. 3.3). Dadurch sollte ausgeschlossen werden, dass die injizierten Substanzen 

selbst zu einer Entzündung führen. 
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Abbildung 3.3: Vor Versuchsbeginn wurde IFNɔ bzw. anti-IFNɔ den IFNɔ-/--Mäusen bzw. Wildtypmäusen 

intraplantar injiziert. Dann wurde auf Druck ï und Hitzeschmerzverhalten getestet, anschließend erfolgte die 

Gewebeentnahme. Legende: t ï Zeit in Std., i.pl. ï intraplantar. 

 

3.4.2 Untersuchung der systemischen GABA-Wirkung in Abhªngigkeit von IFNɔ 

Die Wirkung des inhibitorischen Neurotransmitters GABA kann durch Benzodiazepine 

verstärkt werden. Wie in Abbildung 3.4 zu sehen ist, wurden 10 Wildtyp- und 10 IFNɔ
-/-

-Tieren 200 µg/200 µl des Benzodiazepin-Rezeptor-Agonisten Midazolam (siehe 3.6.1) 

intraperitoneal appliziert. Die Substanzgabe erfolgte 7 Stunden nach Zymosaninjektion, 

also eine Stunde vor der dritten Testung (8. Stunde). Die genannten Konzentrationen 

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

 

Abbildung 3.4: sieben Stunden nach Zymosanapplikation wurde Midazolam intraperitoneal appliziert. Zu den 

angegebenen Zeitpunkten wurde auf Druck ï und Hitzeschmerzverhalten getestet, anschließend erfolgte die 

Gewebeentnahme. Legende: t ï Zeit in Std., i.p. ï intraperitoneal. 
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3.5 Abhängigkeit des schmerzassoziierten Verhaltens von der 

Zymosankonzentration 

Alle bisher beschriebenen Untersuchungen wurden an plantaren Entzündungen 

vorgenommen, welche durch eine Zymosankonzentration von 12,5 mg/ml 

hervorgerufen wurden. Um beurteilen zu können, inwiefern die Zymosankonzentration 

und damit die Schwere der Entzündungsreaktion im Zusammenhang mit dem 

schmerzassoziierten Verhalten steht, wurden die Versuche entsprechend zu den unter 

3.4.1 beschriebenen Gruppen mit den entsprechenden Kontrollgruppen analog 

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

 

3.6 Applikation der zu untersuchenden Substanzen 

3.6.1 Verwendete Substanzen 

 

Substanz Hersteller Applikationsort  Verwendete 

Konzentration 

Verwendete 

Menge/Tier 

Monoklonaler  

anti-m-IFNɔ-

Anti körper  

R&D-

Systems 

intraperitoneal 100 µg/100 µl 100 µl 

intraplantar 20 µg/20 µl 20 µl 

Rekombinantes 

Maus-IFNɔ 

R&D-

Systems 

intraperitoneal 500 ng/100 µl 100 µl 

intraplantar 100 ng/200 µl 20 µl 

Zymosan A Sigma-

Aldrich 

intraplantar 12 mg/ml bzw.  

6 mg/ml 

20 µl 

Midazolam Ratiopharm 

GmbH 

intraperitoneal 200 µg/200 µl 200 µl 

 

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

entsprechende Konzentration verdünnt. 
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3.6.2 Applikationsformen 

Die verschiedenen Substanzen wurden, wie bereits die Zymosan-Emulsion (siehe 3.2), 

mit einer Hamilton Spritze (Gesamtvolumen 100 µl) entweder in die linke Hinterpfote 

oder intraperitoneal appliziert. Dabei wurde bei der intraplantaren Applikation darauf 

geachtet, nicht zu tief und auch nicht zu oberflächlich zu applizieren, um 

Gewebeschäden und Blasenbildung zu vermeiden. Ebenfalls wurde bei der 

intraperitonealen Substanzgabe die freie Beweglichkeit der Nadel in der Bauchhöhle 

durch leichtes Hin- und Herschwenken geprüft, um eine versehentliche Applikation in 

die Organe weitestgehend ausschließen zu können. 

 

3.7 Pfotenschwellung 

Die Entzündungsinduktion in der linken Hinterpfote führte zu einer deutlichen 

Schwellung der gesamten Pfote. Der dorso-plantare Pfotendurchmesser beider Pfoten 

wurde mit einem Oditest-Schnelltester (Mitutoyo, Neuss, Deutschland) ermittelt. Die 

Differenz zwischen linker und rechter Hinterpfote diente als Maß für die klinische 

Schwere der Entzündung und generell als Zeichen einer erfolgreich induzierten 

Inflammation (Ferreira et al., 2001). Dieser Parameter wurde einmal pro Testzeitpunkt 

bestimmt. 

 

3.8 Testung des Schmerzassoziierten Verhaltens 

3.8.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie 

Um die Entstehung von primärer und sekundärer mechanischer Hyperalgesie zu 

bewerten, wurde die Sensibilität auf taktile Stimulation unter Verwendung eines 

dynamischen plantaren Ästhesiometers (DPA, Ugo Basile, Comerio, Italien) (Szabó et 

al., 2005) beurteilt. Dabei handelt es sich um eine automatisierte Version der von Frey 

Haar-Untersuchung, wodurch eine bessere Standardisierbarkeit erreicht wird. Von Frey 

Haare werden generell dazu genutzt, um Veränderungen in der mechanischen 

Schmerzschwelle (als Reaktion auf mechanische Stimulation) zu erkennen.  
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Anstelle verschiedener Filamente ansteigender Dicke, die unterschiedliche 

Gewichtskräfte auf die Pfoten ausüben, wird beim DPA ein starres, jedoch stumpfes 

Filament direkt unter die Plantarfläche der zu testenden Hinterpfote platziert. 

Anschließend wird das Filament über 10 Sekunden mit zunehmender Kraft gegen die 

Pfote gedrückt, bis die Maus diese wegzieht oder ein maximales Gewicht von 10 

Gramm erreicht wird. Um Gewebeschädigung zu vermeiden, wurde dieser Cut-off-Wert 

von 10 s bzw. 10 g eingestellt, bei dem die Reizung abgebrochen wird. Das DPA erfasst 

dabei automatisch das Gewicht, bei dem die Pfote weggezogen wurde, sowie die Latenz 

bis zum Wegziehen. Jede Pfote wurde 3 Mal pro Versuchszeitpunkt getestet mit einem 

Zeitabstand von mindestens 2 Minuten zwischen den Tests.  

Die Tiere befanden sich während dieser Testphase in einem Plexiglasbehälter mit 

Drahtgitterboden, in dem sie sich frei bewegen bzw. ohne Restriktion sitzen konnten. 

Vor Beginn jeder Testung wurden die Tiere über mindestens 10 Minuten an diese 

Umgebung akklimatisiert. 

 

3.8.2 Messung der thermischen Hyperalgesie 

Die thermische Hyperalgesie der Hinterpfoten wurde mit einem Algesimeter (Ugo 

Basile, Comerio, Italien) gemessen. Dieses Verfahren wurde 1988 von Hargraeves und 

Kollegen (Hargreaves et al., 1988)  erstmals beschrieben. Dabei wurden die Mäuse in 

einen Plexiglasbehälter mit Plexiglasboden gesetzt, an den sie vor Beginn der Testung 

für mindestens 10 Minuten gewöhnt wurden. Danach wurde die Hitzequelle so 

positioniert, dass ein Laserstrahl konstanter Intensität direkt auf die plantare Fläche der 

zu untersuchenden Hinterpfote einwirken konnte. Durch das Wegziehen der Pfote 

wurde durch Aktivierung eines Lichtschrankenmechanismus die Hitzezufuhr 

unterbrochen und der Zeitzähler automatisch gestoppt. Diese Latenz gilt somit als 

Messpunkt für die Schmerzschwelle auf noxische Hitzereize. Zur Verhinderung von 

Gewebsverletzungen wurde eine maximale Reizdauer von 12 s definiert. Die Tiere 

wurden abwechselnd an der rechten, beziehungsweise linken Hinterpfote jeweils 3 Mal 

pro Versuchszeitpunkt getestet, wobei zwischen den Testungen mindestens 2 Minuten 

Zeit lagen. 

 



Material &Methoden 

 
28 

 

3.9 Gewebeentnahme 

Nach Beendigung der Testserie nach Stunde 10 wurden die Tiere durch eine Überdosis 

Isofluran und anschließender Dekonnektierung der Wirbelsäule am Schädelansatz 

getötet. Daraufhin wurden jeweils beide Plantarflächen in toto mittels eines Skalpells 

abpräpariert und in gepufferter Formaldehydlösung (4%) (Ansatz siehe Tabelle 3.2) 

fixiert. 

Tabelle 3.2: Ansatz der gepufferten Formaldehydlösung (4%) 

Substanz Hersteller Konzentration 

Formaldehyd (40%) Sigma 100 ml/l 

Dinatriumphosphat, wasserfrei Sigma 6,5 g/l 

Natrium-Monophosphat (Monohydrat) Sigma 4 g/l 

Aqua dest. Braun  

 

3.10 Aufarbeitung der plantaren Pfotenhaut 

Die in gepufferter Formaldehydlösung (4%) fixierten Pfotengewebe wurden mit Hilfe 

einer aufsteigenden Alkoholreihe (50, 70, 85, 90, 100 %) (Rotisol, Roth) entwässert und 

anschließend in Paraffin eingebettet (Histosec, Merck). Es wurden jeweils 6 

querverlaufende Schnitte der Proben von 6 µm Dicke mittels eines Mikrotoms (Leica 

RM 2045, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) angefertigt. Für die 

mikroskopische Beurteilung wurden die Schnitte 10 Minuten in Xylol getaucht und 

anschließend in der absteigenden Alkoholreihe (100, 96, 85, 70, 50 %) (Rotisol, Roth) 

entparaffiniert. Um die Leukozyten sichtbar zu machen, wurde die panoptische Färbung 

nach Pappenheim verwendet. Dazu wurden die entparaffinierten Schnitte 20 Minuten in 

May-Grünwald-Lösung (1 Teil May-Grünwald zu 8 Teilen Aqua dest.) bei 35 °C 

getaucht und anschließend 40 Minuten in Giemsa-Lösung (1 Teil Giemsa zu 75 Teilen 

Aqua dest.), ebenfalls bei 35 °C (Färbelösung: May-Grünwald-Lösung: Merck, Giemsa-

Lösung: Fluka). Danach wurde kurz in 0,15 %iger Essigsäure differenziert, in Aqua 

dest. gespült, auf Filterpapier abgepresst und daraufhin nochmal 10 Minuten in 

Aceton/Äthanol (1:1) getaucht sowie 10 Minuten in Xylol, um die Schnitte letztendlich 

in Entellan
®
 (Merck) einzubetten.  
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3.11 Histologische Bewertung 

Um die Schwere der lokalen Entzündung mit dem schmerzassoziierten Verhalten der 

Tiere ins Verhältnis setzen zu können, wurde anhand der histologischen Präparate die 

Leukozytenzahl pro Quadratmillimeter bestimmt. Dazu wurden je Präparat sechs 230 

µm x 170 µm große Bildausschnitte bei 40-facher Vergrößerung ausgezählt. Dabei 

wurde darauf geachtet, ähnliche Pfotenausschnitte zu verwenden, um die Fehlerquote so 

gering wie möglich zu halten.  

 

3.12 Statistische Analyse 

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

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

Zunächst wurden die Daten mittels Kolmogorov-Smirnov Tests auf Normalverteilung 

überprüft. Anschließend wurden Messwiederholungs-ANOVAs durchgeführt, um 

Haupteffekte nachzuweisen. Dabei wurde als Innersubjektfaktor der Faktor ĂZeitñ 

(Testzeitpunkte Vortestung, 4, 6, 8 und 10 Stunden nach Entzündungsauslösung) und 

als Zwischensubjektfaktor der Parameter ĂGruppeñ definiert (Wildtyp gegen KO bzw. 

i.p. gegen i.pl. und ohne Behandlung). Für die Beschreibung der Unterschiede zwischen 

den Gruppen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten wurden zweiseitige, ungepaarte t-

Tests verwendet. Darüber hinaus wurden Mittelwerte, Standardabweichung (standard 

deviation, S.D.) und Standardfehler (standard error of mean, S.E.M.) mittels 

deskriptiver Statistik berechnet. Ebenso wurde bei der Überprüfung der 

Midazolamwirkung zwischen IFNɔ
-/-

-Mäusen und Wildtypmäusen vorgegangen, sowie 

bei den IFNɔ
-/-

-Mäusen und Wildtypmäusen, die kein Zymosan, wohl aber IFNɔ bzw. 

anti- IFNɔ injiziert bekommen hatten. 

Um die histologischen Unterschiede beschreiben zu können, wurden die Mittelwerte 

mittels einer einfaktoriellen ANOVA verglichen und Mittelwerte sowie 

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

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

  

http://www.spss.com/
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4 Ergebnisse 

 

Ziel der Studie war es, Mäuse mit unterschiedlich ausgeschalteten Genabschnitten für 

Modulatoren des Immunsystems im Vergleich mit ihren entsprechenden 

Wildtypmäusen in Bezug auf schmerzassoziiertes Verhalten und Ausprägung der akuten 

lokalen Entzündung zu untersuchen. Zudem sollte bei den IFNɔ
-/-

-Mäusen untersucht 

werden, ob durch die Gabe von Interferon oder die Beeinflussung von GABAA-

Rezeptoren eine Hinterpfotenschwellung als Folge einer Entzündung sowie 

mechanische und thermische Schwellen nach Auslösen einer Entzündung beeinflusst 

werden. 

 

4.1 IFNɔ-/-
-Mäuse im Vergleich zu Wildtyp mäusen 

4.1.1 Schwere der Entzündung 

4.1.1.1 Schwellung 

Die Schwellungen der linken Hinterpfoten bildeten sich innerhalb des 

Beobachtungszeitraumes bei den IFNɔ
-/-

-Mäusen von Stunde 4 bis Stunde 6 zu ihren 

größten Werten aus und bei den Wildtypmäusen bis Beobachtungstunde 10. Bei den 

IFNɔ
-/-

-Mäusen konnte in Stunde 8 und 10 ein deutlicher Rückgang der Schwellung im 

Vergleich zu den Wildtypmäusen beobachtet werden, der statistisch signifikant war 

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

 

4.1.1.2 Histologie der plantaren Pfotenhaut 

Wie man in Abbildung 4.1 B erkennen kann, war die Anzahl der eingewanderten 

Leukozyten bei den IFNɔ
-/-

-Mäusen etwas geringer als bei den Wildtypmäusen. Ein 

signifikanter Gruppenunterschied war jedoch nicht nachweisbar. Auch die histologische 

Aufarbeitung der rechten Hinterpfoten als Referenz (Abbildung 4.1 C und D) und der 

linken Hinterpfoten (Abbildung 4.1 E und F) zeigte keine auffälligen Unterschiede 

zwischen beiden Tiergruppen. 
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Abbildung 4.1: Differenz der Hinterpfotendurchmesser (links ï rechts) der IFNɔ-/--Mäuse im Vergleich zu den 

Wildtypmäusen im Verlauf der akuten Entzündung (A), sowie Leukozyten pro mm2 im Vergleich (B) Legende: VT ï 

Vortestung (ohne Entzündung, ohne Therapie). * - Signifikanzniveau p < 0,05. *** - Signifikanzniveau p < 0,001. 

Mittelwerte + SEM, C/D: Hautschnittpräparate aus der rechten Hinterpfote einer IFN-/--Maus (Abb. C) und einer 

Wildtypmaus (Abb. D), E/F: Hautschnittpräparate aus der linken Hinterpfote einer IFN-/--Maus (Abb. E) und einer 

Wildtypmaus (Abb. F), die Pfeile zeigen vereinzelte Leukozyten. 

 

4.1.2 Schmerzassoziierte Verhaltenstests 

4.1.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie 

In der Vortestung unterschieden sich die mechanischen Schwellen der linken und 

rechten Hinterpfoten zwischen den Wildtyp- und IFNɔ
-/-

-Mäusen nicht. Nach 

Entzündungsinduktion sank bis Stunde 4 die Schwelle für den Druckschmerz der linken 

Hinterpfote bei beiden Gruppen.  

 

C D 

E F 
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Die Abnahme war bei den IFNɔ
-/-

-Mäusen etwas geringer, jedoch nicht signifikant im 

Vergleich zu den Wildtypmäusen [F(4,34) = 1,381; p = 0,261] (Abb. 4.2 A). Während 

des weiteren Beobachtungszeitraums wurde kein deutlicher Unterschied auf der 

entzündeten Seiten zwischen den Schwellen bei den IFNɔ
-/-

-Mäusen und 

Wildtypmäusen beobachtet. 

Wie in Abbildung 4.2 B zu sehen ist, stieg die mechanische Schwelle der rechten nicht 

entzündeten Hinterpfoten der Wildtypmäuse während des Beobachtungszeitraumes 

gegen¿ber der Vortestung noch an, wohingegen die Drucksensibilitªt der IFNɔ
-/-

-Mäuse 

auf etwa gleichem Niveau blieb. Die Differenzen der mechanischen Schwellen waren in 

den Stunden 4 und 8 zwischen Wildtypmäusen und IFNɔ
-/-

-Mäusen signifikant [F(4,34) 

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

Vergleicht man die Schwellenveränderung der linken und der rechten Hinterpfote und 

berechnet man deren Differenz links-rechts, so ist die mechanische Hyperalgesie bei 

den IFNɔ
-/-

-Mäusen deutlich vermindert.  

 

4.1.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie 

Bei der Vortestung zeigten die Hitzelatenzen zwischen IFNɔ
-/-

-Mäusen und 

Wildtypmäusen zwischen rechten und linken Hinterpfoten keine Unterschiede. Sowohl 

die IFNɔ
-/-

-Mäuse als auch die Wildtypmäuse wurden nach Auslösung der Entzündung 

stark für den Hitzeschmerz sensibilisiert, erkennbar an der Verkürzung der Latenzzeiten 

nach der Vortestung. Allerdings waren IFNɔ
-/-

-Mäuse über den gesamten 

Untersuchungszeitraum (Stunden 4, 6, 8 und 10) signifikant weniger sensibel an der 

entzündeten linken Hinterpfote reagierten als die Wildtypmäuse [F(4,34) = 2,671; p = 

0,049]. Keine der beiden Gruppen konnte sich innerhalb des Beobachtungszeitraums 

dem Ausgangswert völlig annähern, wie man in Abbildung 4.2 C erkennt. 

Die nicht entzündete rechte Hinterpfote zeigte bei den Wildtypmäusen eine deutlich 

erniedrigte thermische Schmerzschwelle verglichen mit den IFNɔ
-/-

-Mäusen, wie 

Abbildung 4.2 D zeigt. Zu Stunde 6 nahm die Empfindlichkeit für den Hitzereiz bei den 

Wildtypmäusen gegen¿ber den IFNɔ
-/-

-Mäusen signifikant zu, was bis zur Stunde 10 

beobachtet werden konnte [F(4,34) = 2,958; p = 0,034]. 
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Insgesamt kann festgehalten werden, dass IFNɔ
-/-

-Mäuse im Vergleich zu 

Wildtypmäusen eine weniger ausgeprägte Pfotenschwellung aufwiesen. Ihre 

mechanische Druckschmerzschwelle war geringfügig niedriger zu Beginn der 

Entzündung, ihre thermische Schmerzschwelle dagegen signifikant niedriger. Die nicht 

entzündeten Hinterpfoten wiesen bei den Wildtypmäusen signifikant höhere 

Druckschmerzschwellen auf, die thermischen Schmerzlatenzen nahmen dagegen ab. 

Damit ist festzustellen, dass das Ausschalten von IFNɔ die mechanische und thermische 

Hyperalgesie im entzündeten Gewebe reduziert. 

 

 

Abbildung 4.2: Mechanische Schwellen der linken, entzündeten (A) bzw. der rechten, nicht-entzündeten Pfoten der 

IFNɔ-/--Mäuse im Vergleich zu den Wildtypmäusen im Verlauf der akuten Entzündung. Hitzelatenzen an den linken 

Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen Versuchsgruppen. Legende: siehe Abbildung 4.1 * 

= < 0,05; ** = < 0,01; *** = < 0,001. 
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4.2 Wirkung von IFNɔ und anti- IFNɔ unabhªngig von einer Entz¿ndung 

Um herauszufinden, ob der monoklonale Antikörper gegen IFNɔ selbst zu einer 

Entzündung in unbeschädigtem Gewebe führt, wurde den Wildtypmäusen anti-IFNɔ 

bzw. den IFNɔ
-/-

-Mªusen IFNɔ intraplantar injiziert. Es wurde keine Entzündung durch 

Zymosaninjektion in die linke Hinterpfote ausgelöst. 

 

4.2.1 Schwere der Entzündung 

4.2.1.1 Schwellung 

Nachdem die IFNɔ
-/-

-Mªuse IFNɔ intraplantar in die linke Hinterpfote injiziert 

bekommen hatten, nahm der Pfotendurchmesser im Vergleich zu den mit anti-IFNɔ 

behandelten Wildtypmäusen geringfügig zu, die Differenz wurde jedoch nicht 

signifikant [F(4,7) = 1,900; p = 0,215] (Abb. 4.3 A). Allerdings nahm die Schwellung 

bei den IFNɔ
-/-

-Mäusen bis zur Stunde 8 fast bis auf das Niveau der Wildtypmäuse ab. 

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

 

4.2.1.2 Histologie der plantaren Pfotenhaut 

Analog zu den geringfügigen Unterschieden der Pfotendurchmesser konnte in der 

histopathologischen Auswertung kein Unterschied bezüglich der 

Leukozyteneinwanderung festgestellt werden [F = 0,074; p = 0,791] (Abb. 4.3 B). In 

der histologischen Aufarbeitung fiel bei den Wildtypmäusen eine größere Anzahl an 

Stromazellen auf, die durch längliche blaue Zellkerne charakterisiert waren. Diese 

Zellen waren keine eingewanderten Leukozyten.  
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Abbildung 4.3: Differenz der Pfotendurchmesser (linksïrechts) der mit IFNɔ behandelten IFNɔ-/--Mäuse bzw. der 

mit anti-IFNɔ behandelten Wildtypmäusen in Abwesenheit der akuten Entzündung (A), sowie die Leukozyten pro 

mm2 beider Gruppen im Vergleich (B). Legende: siehe Abbildung 4.1, C/D: Hinterpfotenschnittpräparate in 

Pappenheimfärbung einer IFN-/--Maus (Abb. C) und einer Wildtypmaus (Abb. D), die Pfeile zeigen auf einzelne 

Leukozyten. 

 

4.2.2 Schmerzassoziiertes Verhalten 

4.2.2.1 Messung der mechanischen Hyperalgesie 

Bei der Vortestung zeigten sich zwischen den Wildtypmªusen und IFNɔ
-/-

-Mäusen und 

zwischen rechten und linken Hinterpfoten keine signifikanten Unterschiede. Die 

mechanische Schwelle der linken behandelten Hinterpfote blieb nach der 

Substanzinjektion bei beiden Gruppen über den Beobachtungszeitraum nahezu gleich 

(Abb. 4.4 A). Wie in Abbildung 4.4 B zu sehen ist, konnte bei beiden Versuchsgruppen 

auch keine signifikante Veränderung der Wegzugsschwelle in den rechten Hinterpfoten 

beobachtet werden.  

 

 

 

C D 
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4.2.2.2 Messung der thermischen Hyperalgesie 

Im Gegensatz zur mechanischen Schwelle zeigte sich bei den Hitzelatenzzeiten, dass die 

alleinige Injektion von entweder anti-IFNɔ in die Wildtypmäuse oder IFNɔ in die   

IFNɔ
-/-

-Mäusen schon zu einer Reduktion der Schmerzschwellen in den linken 

Hinterpfoten führte. Dieser Effekt bildete sich gruppengleich zwischen Stunde 4 und 

Stunde 6 aus. Dabei nahm die Sensibilität bei den Wildtypmäusen geringer zu als bei 

den IFNɔ
-/-

-Mäusen, glich sich diesen jedoch in Stunde 8 und 10 an. Wie man in 

Abbildung 4.4 C sieht, entwickelten sich dabei keine signifikanten 

Schwellenunterschiede [F(4,7) = 1,411; p = 0,323]. 

Auch bei der Untersuchung der rechten Hinterpfoten kam es bei beiden Gruppen zu 

einem Anstieg der Sensibilität für Hitze, der seinen Maximalwert in Stunde 10 des 

Beobachtungszeitraumes erreichte. Die IFNɔ
-/-

-Mäuse wiesen etwas geringere 

Latenzzeiten auf als die Wildtypmäuse (Abb. 4.4 D). Es gab keine signifikanten 

Differenzen [F(4,7) = 0,766; p = 0,580]. 

 

 

Abbildung 4.4: Mechanische Schmerzschwelle der linken entzündeten (A) bzw. der rechten, nicht-entzündeten 

Hinterpfoten (B) der behandelten Wildtypmäusen im Vergleich zu den IFNɔ-/--Mäusen in Abwesenheit der akuten 

Entzündung. Sowie Hitzelatenzen an den linken Hinterpfoten (C) bzw. den rechten Hinterpfoten (D) der gleichen 

Versuchsgruppen. Legende: siehe Abbildung 4.1., aIFNɔ ï anti-IFNɔ. 

 
































































































































