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3 Abstrakt

In der westlich industrialisierten Gesellschaft ist Stress ein allgegenwartiger und im Allge-
meinen negativ konnotierter Begriff. Stress beeinflusst die Gesundheit und damit unsere Le-
bensqualitat negativ, eine Hypothese, die durch die Forschungsarbeiten der letzten Jahr-
zehnte untermauert wird. Psychischer bzw. psychoemotionaler Stress fiihrt Gber die Aktivie-
rung der klassischen Stressachsen (sympathische Achse; SA und Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse; HHNA) zu einem Anstieg ihrer Mediatoren Kortisol
bzw. Adrenalin und Noradrenalin. Diese Mediatoren werden weitlaufig als Ausloser oder Ag-
gravatoren von entzindlichen Hauterkrankungen akzeptiert. Dartiber hinaus gilt Stress auch
als Aggravator von Krebserkrankungen. In der aktuellen Fachpresse finden sich viele Bei-
spiele Uber die Beziehung von psychischen Stress und Brustkrebs. Die Klarung der Fragen,
warum psychischer Stress einen Einfluss auf die Pathogenese dieser Erkrankungen hat und
ob hier die Mdéglichkeit einer therapeutischen Intervention besteht, ist das Ziel aktueller For-
schungen auf diesem Gebiet. Die hier vorgelegte Arbeit beleuchtet Uber die klassischen
Stressachsen hinaus die Funktion weiterer Stressmediatoren, wie den Nerve Growth Factor
(NGF, konventionell ein Neurotrophin, das Nervenfaserwachstum induziert) oder das Neu-
ropeptid Substanz P (SP, konventionell ein Neuropeptid sensibler Nervenfasern) sowie den
Effekt unterschiedlicher Stressparadigmen und stressreduzierender MalRnahmen. In einem
Mausmodel fir psychischen Stress (Larmstress) und allergische Hautentziindung bewirkt
Stress vor Allergen-Provokation eine Exazerbation der NGF-assozierten Entziindungspara-
meter, wobei die Gabe von anti-NGF diesen Effekt inhibiert. Eine Stressexposition wahrend
der Allergensensibilisierung bewirkt dagegen eine direkte Reduktion der Entziindung — SP-
vermittelt und durch die Induktion regulatorischer Mechanismen. In einer Studie an Brust-
krebspatientinnen fiihrte eine stressreduzierende Intervention (klassische Massagetherapie)
zum Anstieg der Lebensqualitat der Patientinnen und einer veranderten Reagibilitdt der
Stressachsen (Abfall des Serumkortisolspiegels). Das Verstandnis von lokalen und systemi-
schen, stressinduzierten Kaskaden bietet damit interessante Ansatze in der Pravention oder

Intervention der vorgestellten Erkrankungen.



4  Einleitung

4.1 Atopische Dermatitis

Die exogene atopische Dermatitis' oder auch Neurodermitis ist eine chronische Ekzemer-
krankung und entsteht durch das Zusammenwirken einer genetischen Disposition und einer
umweltbedingten Allergensensibilisierung, vorwiegend bei Kindern, Jugendlichen und jungen
Erwachsenen. Rund 10% der Bevolkerung westlich-industrialisierter Lander sind mit steigen-
der Tendenz von dieser Erkrankung betroffen [1]. Es gilt als weitgehend akzeptiert, dass
physische und psychische Stressoren diese Erkrankung auslésen oder exazerbieren kon-
nen [2].

Ein Forschungsschwerpunkt der letzten zwei Jahrzehnte liegt hierbei auf erlebtem, psychi-
schem Stress als Aggravator [2]. Hierbei konnte gezeigt werden, welche lokalen Prozesse
hinter diesem Phédnomen stehen: Das Neuropeptid und Signalmolekil sensibler Nervenfa-
sern Substanz P (SP) ist der Hauptmediator einer stressabhangig aggravierten neurogenen
Entziindung und damit der Haut-Stress-Antwort [2, 3]. SP ist ein wichtiger Akteur der ein-
gangs beschriebenen dritten Neurotrophin-Neuropeptid-Achse (NNA). Das Neurotrophin
Nerve Growth Factor (NGF) ist seinem Namen nach essentiell fir den Erhalt von Nerven-
strukturen. Dartber hinaus ist NGF ein wichtiger Faktor stressinduzierter kutaner Hyperin-
nervierung und es unterstitzt speziell den Erhalt SP-enthaltender Nervenfasern [4]. NGF
induziert Hyperproliferation in Keratinozyten und fordert Mastzelldegranulation, alles Indizien
fur eine Beteiligung von NGF an einer stressinduzierten Exazerbation neurogener Entzin-
dung [5, 6]. Akuter Stress verstarkt die neurogene Entziindung Uber enge Kontakte zwischen
SP enthaltenden Nervenfasern und gewebestandigen Mastzellen [3]. Aus klinischen Be-
obachtungen wissen wir aber auch, dass Stress periphere Entzindungen verbessern
kann [7].

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem veranderten Stressparadigma die Interaktion von
epidermalen Nervenfasern und antigenprasentierenden Zellen (APZ; speziell Langerhanszel-
len in der Epidermis) untersucht. APZ stellen eine essentielle Verknipfung von angeborener
und erworbener Immunitat dar. Sie kdnnen stressinduziert ihre Zytokinproduktion und Anti-
genprasentation verandern und T-Zellen forcieren, sich in verschiedene Subtypen zu diffe-

renzieren [8, 9].

! Die atopische Dermatitis (AD) ist haufig mit Allergien assoziiert und wird daher auch in eine extrinsische (aller-
gische Genese) und intrinsische (nicht allergische) AD unterteilt. Im aktuellen Sprachgebrauch findet man haufig
die Verwendung von allergischer Dermatitis fiir die extrinsische Form. In der vorliegenden Arbeit wird aus Griin-
den der Ubersichtlichkeit und der Vergleichbarkeit mit dem Tiermodell ausschlieRlich der Begriff allergische Der-
matitis (AID) verwendet.



4.2 Brustkrebs

Trotz intensiver Aufklarung und gesetzlicher Rahmenbedingungen fur Voruntersuchungen ist
der Brustkrebs mit rund einem Drittel aller Féalle, das am héaufigsten diagnostizierte Malignom
bei Frauen mit jahrlich steigender Inzidenz an Neuerkrankten. Klassische Ansétze in der Be-
handlung der Brustkrebserkrankung sind die operative Entfernung des erkrankten Gewebes
und die Bestrahlung bei Verdacht oder einem Nachweis auf Metastasierung sowie lebens-
lange Kontrolle des Heilungsverlaufes [10].

Eine genetische Disposition sowie die im Alter nachlassenden Reparaturmechanismen wah-
rend der Zellteilung (Apoptose) gelten als wichtige Ausléser des pathologisch entarteten
Zellwachstums. Stress ist in diesem Zusammenhang ein negativ konnotierter Faktor. Auf
molekularer Ebene férdert oxidativer Stress den Alterungsprozess der Zellen und stort damit
u.a. die Kontrollmechanismen der Zellteilung, was zu unkontrolliertem Zellwachstum und
somit Krebs fiihren kann [11]. Oxidativer Stress wird intensiviert durch physische Stressoren,
wie chronische Entziindungen, den Alterungsprozess selbst und nicht zuletzt auch durch
psychischen Stress [11, 12].

Des Weiteren hat psychischer Stress ein eminentes Potential den Immunstatus des Erkrank-
ten, der von entscheidender Bedeutung fiir den Verlauf der Erkrankung ist, zu modifizieren
[13]. Uber die neuro-immune Kommunikation steuert psychischer Stress die Fehlaktivierung
der Stressachsen, resultierend in einer Polarisation der TH2-Immunantwort (s. 4.4) [14]. Die
Diagnose selbst und der Umgang mit der Erkrankung stellen hierbei ein tberaus tiefgreifen-
des, psychisches Stresserlebnis fur die Erkrankten dar [10]. In der hier vorgelegten Arbeit
wurde daher untersucht, wie sich eine Intervention durch klassische Massage auf die subjek-
tiv empfundene Lebensqualitdt von Patientinnen mit Brustkrebs auswirkt und ob das zu ob-

jektiv messbaren Veranderungen in der Reagibilitat der klassischen Stressachsen fiihrt.

4.3 Das TH1/TH2-Paradigmain Allergie und Krebs
Der gesunde Organismus zeichnet sich durch eine Balance zwischen TH1- (zellularer/pro-
inflammatorischer) und TH2-(adaptiver/pro-allergischer) Immunantwort aus [15]. Diese Di-
chotomie der T-Helfer Zellen beruht auf einer in vitro Charakterisierung von T-Zell-Klonen,
die zuerst bei der Maus und spater auch beim Menschen entdeckt wurde [16]. Mit der Wei-
terentwicklung der diagnostischen Mdéglichkeiten erweiterte sich auch das Feld der mdogli-
chen Immunantworten: Die regulatorische Immunantwort - T-regulatorisch - ist durch eine
starke IL-10 Produktionen gekennzeichnet [17]. IL-10 wirkt stark anti-inflammatorisch. Trotz
dieser Auffacherung immunologischer Prozesse gilt die TH1/TH2-Subtypisierung in der
Fachliteratur immer noch als Leitfaden zur Unterscheidung von zellular gepragten entzindli-
chen (TH1-polarisiert) und allergieassoziierten Komponenten bzw. Erkrankungen bei denen
eine zellvermittelte Abwehr fehlt (TH2-polarisiert) [18, 19].
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Im Detail dient die TH1-Immunantwort der zellvermittelten Abwehr eingedrungener Pathoge-
ne und soll diese schnell und effektiv eliminieren. IFN-y und TNF-a sind die Hauptvertreter
dieser Immunantwort. Sie dirigieren weitere Immunzellen der TH1-Immunantwort an den Ort
des Geschehens und werden vorwiegend von dendritischen Zellen und Makrophagen produ-
ziert (= APZ). Die TH2-Immunantwort soll den Kdrper vorrangig tber die Antikbrperprodukti-
on rasch und effektiv vor wiederholten Attacken dieser Pathogene schitzen. IL-4 und IL-5
gehdren hier zu den am besten untersuchten Mediatoren, deren Aufgabe es ist, weitere Zel-
len der TH2-Immunantwort an den Ort des Geschehens zu dirigieren. Sie werden hauptsach-

lich von TH2- und B-Zellen produziert.

Bei dominanter Auspragung einer TH2-Antwort treten jedoch verstarkt Erkrankungen auf, die
durch eine Ubersteigerte Antikdrperproduktion gekennzeichnet sind. Hierzu gehéren Aller-
gien [20] und Erkrankungen, die eigentlich durch eine zellulare Immunantwort kontrolliert
werden, wie Krebs [21]. Eine Schnittstelle von Allergie und Krebs ist somit die Imbalance der
TH1/TH2-Immunantwort. So ist die initiale Phase der allergischen Dermatitis* (AID) gekenn-
zeichnet durch eine TH2-Polarisierung, dominiert durch IL-4 [22]. W&hrend der Chronifizie-
rung wird von Monozyten (dendritische Zellen, Makrophagen) zuséatzlich das TH1-Zytokin
IFN-y produziert. Es dirigiert weitere Monozyten, Langerhanszellen und Mastzellen an den
Ort der Entziindung. Krebs ist ebenfalls gepréagt durch eine TH2-Polarisation [18, 21]. Da
diese auch wahrend des natirlichen Alterungsprozesses zunimmt, gilt die Annahme, dass
die abnehmende Fahigkeit des Kdrpers die zellulare/ TH1-Immunantwort zu induzieren, die

Neoplasie und damit Krebserkrankungen begunstigt.

4.4 Stress beeinflusst die TH1/TH2- Balance

Immunsystem und Nervensystem kommunizieren Uber eine bidirektionale Verknipfung -
Zellen des Immunsystems besitzen Rezeptoren fiir nahezu alle bislang bekannten Stress-
mediatoren und Nervenfasern Rezeptoren fir Zytokine [2]. In Abh&angigkeit von der Bindung
eines Stressmediators an seinen entsprechenden Rezeptor verandern Immunzellen ihre Zy-
tokinproduktion oder die Differenzierung in Immunzellsubtypen [2, 23]. Zytokine wiederum
konnen das Wachstum von Nervenfasern beeinflussen und so die neuronale Plastizitat zent-
ral [24] aber auch in peripheren Geweben verandern [2].

Die Auswirkungen von Stress hdngen im Wesentlichen von der Stressqualitét und der Ein-
wirkdauer des Stresses ab. Die Stressintensitdt moduliert die Reaktivitdt des Immunsystems
[25]. Ein diagnostisches Tool, das Aufschluss tber die resultierende Immunantwort gibt, ist

die Bestimmung des oben beschriebenen TH1/TH2- Zytokinexpressionsmusters.

Akuter Stress aktiviert vorrangig die sympathische Achse (SA) und polarisiert eine TH1-

Immunantwort, wahrend chronischer Stress Uber die Aktivierung der Hypothalamus-
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Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse; (HHNA) zu einer relativen Immunsuppression durch
Polarisation einer TH2-Immunantwort fihrt [14, 19]. Chronischer Stress fiihrt dartber hinaus

zu einer permanent hyporeaktiven HHNA [26].

Eine das aullere Erscheinungsbild und damit soziale Interaktionen stark veréandernde Er-
krankung wie die AID oder eine lebensbedrohende Erkrankung, wie Brustkrebs, kénnen als
chronische Stressoren gewertet werden. Hypokortisolismus — ein Indiz fur chronischen
Stress - finden wir bei Krebspatienten ebenso, wie bei Patienten mit der chronisch-
entziindlichen AID. Der hierbei kontinuierlich schwach erhdhte Serumkortisolspiegel fihrt zu
einer permanenten Unterdriickung der zellularen (TH1) Immunantwort sowie einer Pathoge-
nese-relevanten TH2-Dominanz [27, 28]. Diese Balance-Verschiebung begunstigt in der Fol-

ge Allergien und das unkontrollierte Wachstum entarteter Krebszellen [18].

45 Stress-abhangige Verschiebung der TH1/TH2- Balance: pathogenetische Rele-

vanz fur Allergie und Krebs

In Organen an der Grenze zwischen Umwelt und Organismus (z.B. Haut, Schleimhaute,
Atemwegen, Intestinum) findet man eine starke Innervierung mit sensiblen Nervenfasern, die
in engem Kontakt mit Immunzellen stehen. An dieser Schnittstelle informiert das Immunsys-
tem das Nervensystem Uber das Eindringen von Fremdstoffen, die als lokale Stressoren ge-
wertet werden kdnnen, wahrend die stressabhangige Aktivierung der sensiblen Nervenfasern
das Hautimmunsystem moduliert. Hauptmediatoren dieser NNA sind das Neurotrophin Nerve
Growth Factor (NGF) und das Neuropeptid Substanz P (SP) [2]. Nach stressabhangiger
Freisetzung von NGF oder SP aus Mastzellen oder Nervenendigungen kommt zu einer Hy-
perinnervierung lasionaler Hautregionen und zu einer vermehrten IgE-unabhéngigen Mast-
zelldegranulation, die wiederum in einer pro-inflammatorischen Kaskade mundet, die das

kutane Infiltrat reich an Entziindungszellen macht [3].

Des Weiteren zeigen Forschungsergebnisse der letzten Jahrzehnte, dass die Aktivierung der
klassischen Stressachsen, SA und HHNA, den Verlauf von TH2-dominierten Erkrankungen
beeinflussen [29]. Die Aktivierung der klassischen Stressachsen SA und HHNA fiihrt dabei
zu einer Ausschittung von Noradrenalin und Kortisol. Beide Stressmediatoren unterdriicken
eine TH1-Immunantwort Uber die Polarisation einer pathogenetisch relevanten TH2-
Immunantwort [27, 28, 30].

4.6 Stressintervention als Therapiestrategie
Fur die eingefihrten Zusammenhénge gilt: Stress beeinflusst Uber die neuro-immune Kom-

munikation das Immunsystem derart, dass er zu einer Exazerbation von chronischen Erkran-



kungen fihrt. Klinische Beobachtungen jedoch zeigen, dass Stress durchaus auch einen
positiven Effekt auf den Krankheitsverlauf haben kann. So war bei 9% der untersuchten Ato-
piker im japanischen Hanshin nach dem grof3en Erdbeben 1999, eine deutliche Verbesse-
rung der Hautsituation zu beobachten [7]. Auch andere Arbeiten zeigen, dass die Interaktion
von dermalen Nervenfasern und APZ die periphere Entziindung unterdriicken kann [31].

Neben der Frage, welches Stressparadigma einen Exazerbations- und welches einen Trai-
ningseffekt hat, gibt es bis heute noch keine anerkannte Methode um eine stressabhéangig
exazerbierte neurogene Entziindung systemisch zu intervenieren. Es gibt jedoch einige An-
sétze um den inflammatorischen Anteil von allergischen Entziindungen zu inhibieren: Noch
bevor der Mechanismus der NGF- und SP- abhangigen Mastzelldegranulation bis in das De-
tail verstanden wurde, begann man mit der Behandlung von Atopikern mit dem SP-
Antagonisten Spantide, vorrangig um die reizende Wirkung von lokalen Therapeutika Uber
sensible Nervenfasern zu unterbinden [32]. Heute wissen wir, dass die Hauptwirkung von
SP-Antagonisten darin besteht, die SP-abhangige Mastzelldegranulation zu unterbinden. Ein
weiterer Kandidat der NNA eignet sich ebenfalls - vorerst tierexperimentell - die pharmakolo-
gische Stressintervention zu untersuchen: NGF, da es wie oben beschrieben ebenfalls eine

Rolle in der stressexazerbierten neurogegen Entziindung spielt.

Nicht zuletzt bietet es sich an, bestehende Stresssituationen physisch zu intervenieren, wie
in der Komplementarmedizin in Form von Massagetherapien schon seit Jahren erganzend in
der Krebsbehandlung durchgefiihrt [33]. Krebs als Diagnose bedeutet fir die Betroffenen
einen unvorstellbaren Eingriff in die Lebensplanung und so ergeben sich als Begleitsympto-
me der Erkrankung haufig vermehrte Depressivitat, Verlust kognitiver Fahigkeiten und eine
verminderte Fahigkeit mit alltdglichen Stresssituationen adaquat umzugehen [10]. Die Mas-
sagetherapie soll diesen Dysstresszyklus unterbrechen und die Lebensqualitat wieder stei-
gern. Insgesamt kann auch durchaus ein positiver Effekt auf den Behandlungsverlauf erwar-
tet werden. Jedoch ist der Beweis der Effektivitat solcher Interventionen in der heutigen For-
schung selten gefiihrt und ergibt auch haufig kontrare Resultate [28, 34-36].

5 Fragestellungen

e Spielt NGF bei der Verstarkung einer TH2-dominierten Erkrankung, der experimentellen
allergischen Entziindung durch Stress eine Rolle?

e Kann die wiederholte Ausschiittung von Stressmediatoren der NNA die Stressantwort
JLrainieren” und Entzindungen entgegenwirken?

o Wirkt eine stressreduzierende Intervention bei einer TH2-Immunantwort dominierten

Erkrankung - dem Brustkrebs - der Stressachsenimbalance entgegen?
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6 Methodik

6.1 Das Stress-Allergie-Haut-Tiermodell und die pharmakologische Stressachsen-
intervention

C57BL/6 Mause (Charles River, Wilmington, MA, USA), bei Versuchsbeginn 6-8 Wochen alt,
wurden unter keimarmen Bedingungen in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité,
Campus Virchow Klinikum, bei standardisierter Tag/Nacht Regelung und freiem Futterzu-
gang gehalten. Die Tiere wurden randomisiert in Gruppen zu 6-8 Tieren aufgeteilt: Kontrolle
(ohne Behandlung), Stress (Stressexposition, s.u.), AlID (allergische Sensibilisierung und
Provokation, s.u.), Stress+AID (Kombination aus Stressexposition und allergischer Sensibili-
sierung sowie Provokation), Stress+AID+NK-1 Ra (Kombination aus Stressexposition und
allergischer Sensibilisierung sowie Provokation und intraperitoneale [i.p.] Applikation eines
NK-1 Rezeptor-Antagonisten, s.u.) und Stress+AlD+anti-NGF (Kombination aus Stressexpo-
sition und allergischer Sensibilisierung sowie Provokation und i.p. Applikation eines NGF-
neutralisierenden Antikorpers, s.u.).
Als Stressor wurde fiir die Erzeugung von akutem, 24 stiindigem Stress ein handelstblicher
Wihlmausvertreiber verwendet (P7901 Molechaser, P3 International Corporation Technical
Support, New York, NY, USA). Fur die beiden Stressparadigmen erfolgte die Stressexpositi-
on entweder vor der Provokation (24 Stunden bis zur Provokation, ein Zeitpunkt) oder wie-
derholt vor der Sensibilisierung (24 Stunden bis zur Sensibilisierung, zwei Zeitpunkte).
Eine allergische Sensibilisierung wurde durch i.p. Injektion von 20 pg Ovalbumin (Grad VI,
Sigma-Aldrich Chemie, St. Louis, MO, USA) in 2,25 mg Aluminiumhydroxyd (Alumject, Pier-
ce, Rockford, IL, USA) an Tag 0 und 14 erreicht. Die Riickenhaut wurde am Tag 21 rasiert
und eine allergische Dermatitis wurde durch die intradermale Injektion von 50 ug Ovalbumin
(Grad V, Sigma-Aldrich Chemie) in 100 pl PBS provoziert. Die Mause wurden 48 Stunden
nach Stressexposition getotet.
Die Applikation des hochspezifischen NK-1 Antagonisten (NK-1 Ra) [D-Argl, D-Phe5, D-
Trp7, 9, Leull]-SP (Sigma-Aldrich Chemie) (A) sowie des anti-NGF Antikorpers (Kaninchen-
Anti-Maus-NGF-Antikorper, Sigma-Aldrich Chemie) (B), erfolgte i.p. vor und nach jeder
Stressexposition.
Fur Gewebe, das fir die Immunhistochemie prozessiert wurde, wurden die Tiere nach etab-
lierten Standardprotokollen perfusionsfixiert [37-39]. Fir Gewebe, das flr semi-quantitative
PCR (sg-PCR) sowie den Mikroarray prozessiert wurde, wurden die Tiere durch zervikale

Dislokation getdtet und die Gewebe sofort tiefgefroren.
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6.2 Genexpressionsanalysen neuro-immuner Mediatoren und Stressmarker

Die RT-PCR wurde nach Standardmethoden des Labors durchgefihrt. Ca. 100 mg Gewebe
wurden unter Zugabe von Trizol (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) homogenisiert. Die Ge-
samt-RNA wurde mit Fallungsreaktion extrahiert und mit DNAse | (Invitrogen) behandelt. Die
Erststrang c-DNA Synthese wurde mittels SuperScript Il Reverser Transkriptase (Invitrogen)
durchgefuhrt und diese c-DNA anschlie3end in der sg- PCR verwendet. Nachgewiesen wur-
den Unterschiede in der Genexpression von NGF, Pre-Pro-Tachykinin-1 (Prakursor von SP),
IL-4, IL-5, IFN-y und TNF-a in Abhangigkeit von der Behandlung unter Verwendung der 2*4<7
Methode [40, 41].

Insgesamt drei Tiere der Kontroll- und der Stressgruppe wurden fir die Genanalyse zusam-
mengefasst (n=3). Die total RNA aus 90 ng Haut wurde isoliert und in zwei Runden unter
Nutzung des RiboAmp RNA Amplifikations Kits (Arcturus, Sunnyvale, CA, USA) amplifiziert
und die Antisense RNA biotinyliert (BioArray HighYield RNA Transcript Labeling Kit, ENZO
Diagnostics, Farmingdale, NY, USA). Insgesamt 10 ng antisense RNA wurden auf dem Gen
Chip Mouse Genome 430A 2.0 (Affymetrix; inquires for B14,000 murine genes) nach Affy-
metrix Standard Protokollen hybridisiert. Fir die Verarbeitung und Auswertung der Daten
wurde die Affymetrix Microarray Suite (MAS) 5.0 und die Operating Software GCOS 1.4 (Af-
fymetrix, Santa Clara, CA, USA) verwendet. Die Gene wurden mit Hilfe des NetAFFX Analy-

sen Centers (http://www.affymetrix.com/analysis/index; Affymetrix) annotiert. Die Pa-

thwayanalyse und Gene-Ontology erfolgte unter Verwendung der Datenbank flr Annotie-
rung, Visualisierung und integrierter Auffindung 2007 [42, 43]. Eine Fold-Change > 2 wurde

als signifikant definiert (http://www.affymetrix.com und http://www.biomedcentral.com).

6.3 Routine-Immunhistochemie zur Analyse der peripheren Entziindung und neuro-
immuner Mediatoren

Fir die Evaluation der Hautdicke, der Eosineninfiltration und der Mastzelldegranulation wur-
den 10 um dicke Hautschnitte mit der Giemsa Technik (Merck, Darmstadt, Deutschland) un-
ter Verwendung von Standardprotokollen gefarbt [3, 38, 44].
Fur den Nachweis von Nervenfasern (protein-gene product 9.5, PGP9.5; Biotrend, Kdln,
Deutschland) und Langerin-positiven Zellen (Langerin anti-Serum; Santa Cruz Biotechnolo-
gy, CA, USA) wurden 14 um dicke Gewebeschnitte verwendet. Der Nachweis von FoxP3-,
MHC-II, NGF-, TrkA, p75-, TGF-2 und TNF-RII-Immunreaktivitdt wurde an 10 um dicken
Gewebeschnitten durchgefuhrt (NGF anti-Serum, polyklonal; TrkA anti-Serum, polyklonal;
TGF-B2 anti-Serum, polyklonal: Santa Cruz; p75NTR Antiserum, polyklonal: Chemicon, In-
ternational, Hampshire, UK; TNF-RIl anti-Serum, polyklonal: Promo Kine, Heidelberg,
Deutschland). Die Zellkerne wurden mit einer 40,6-diamidino-2-phenylindol-Gegenféarbung

(DAPI; Bhoeringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) dargestellt. NGF wurde mit Tryptase
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(MSP6 anti-Serum; R&D Systems, Minneapolis, USA) gegengefarbt um NGF-
Immunreaktivitdt in Mastzellen nachzuweisen. Die Antikérper (AK) wurden im Sandwichver-
fahren mit Hilfe eines zweiten Antikorpers, der entweder FITC (Fluorescein-Isothiocyanat;
Dianova, Hamburg, Deutschland)-, TRITC (Rhodamin; Dianova)- oder Biotin (Tyramid-
Amplifikationskit; PerkinElmer, Waltham, MA, USA)- markiert wurde, detektiert [3, 45]. Die
Auswertung erfolgte bei 400-facher VergréRerung an einem 3-Kanal-Fluoreszenz Mikroskop
der Firma Zeiss und an einem Konfokalem Lasermikroskop der Firma Leica (Langerin-

Nervenfaser-Kontakte) nach Standardprotokoll [3, 45].

6.4 Epidermaler Migrations-Assay: Migration als Indiz fir aktivierte APZ
Es wurden vier Biopsien je Maus aller Tiere der Behandlungsgruppen mit einem 8-mm Aus-
stecher sofort nach der Induktion einer AID aus der Telogen-Rickenhaut entnommen und
die Dermis von der Epidermis nach einer Uber-Nacht Inkubation mit Dispase | (Roche,
Mannheim, Deutschland) getrennt. Die Epidermalen Biopsien wurden fiir 72 Stunden bei
37°C kultiviert. Das Medium enthielt RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen), 10% hitzeinaktiviertes
fetales Kalberserum (Life Technologies, Invitrogen), 50mg/ml Glutamin und 1% Streptomy-
cin/Penicilin. Aus den Explantaten in das Medium emigrierte Zellen wurden anhand ihrer
haarigen, dendritischen Erscheinung identifiziert und unter Verwendung eines Hamozytome-
ters mit einem 340-er Objektiv und mit einem kalibrierten Flachenraster ausgewertet. Tote
Zellen konnten durch Trypanblaufdrbung ausgeschlossen werden. Die emigrierten Zellen
wurden mit einer MHC-II (s.0.) Farbung validiert. Um die Neuropeptid-abh&ngige Migration
zu untersuchen, wurden einige Explantate in Anwesenheit von SP (1mM; Sigma-Aldrich
Chemie) und CGRP (1mM; Sigma-Aldrich Chemie) bzw. nur in Medium kultiviert.

6.5 Dendritische-T-Zell-Ko-Kultur: Interaktion von Stimulatoren und Respondern
Dendritische Zellen (DZ) wurden aus den Haut-drainierenden Lymphknoten der behandelten
Tiere mit anti-CD11c markierten magnetischen Mikrokugeln (Microbeads, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Deutschland) isoliert. T-Zellen wurden mit anti-CD4 markierten magneti-
schen Mikrokugeln (Miltenyi Biotec) aus homogenisiertem Milzgewebe von 6 Wochen alten
BALB/c Mausen isoliert. CD11c-positive DZ wurden als Stimulatoren mit den CD4-positiven
T-Zellen als Empfanger, unter optimierten, standardisierten Bedingungen fiir 72 Stunden ko-

kultiviert (Medium wie unter 6.4, zusatzlich 2mM Glutamin) [46].

6.6 Durchflusszytometrie zur Analyse von Zelldifferenzierung und Antigenpréasen-
tation
Die Zellen fur die Oberflachenmarkeranalyse wurden aus den hautdrainierenden Lymphkno-
ten entnommen und unter Verwendung eines Standardprotokolls untersucht [47]. 2 x 10’

Zellen/ml wurden mit einem der nachfolgenden Antikérper markiert: FITC-markierter Antikor-
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per (AK) gegen CD86 und CD4, DC-markierter AK gegen CD11c und CD25, PE-markierter
AK gegen CD80, VLA4 und LFA1 (alle AK von BD Biosciences, Texas, USA). Die Durch-
flusszytometrie wurde an einem FACSCalibur System (BD Biosciences) durchgefuhrt. Die
Daten wurden mit der CellQuest Software von BD analysiert. Die Ergebnisse wurden als

Prozentsatz-positiv von der evaluierten Population dargestelit.

6.7 Cytometric Bead Array (CBA) zum Nachweis der TH1- und TH2-Zytokinbalance
Die Kulturiiberstande (s. 6.5) wurden mittels CBA auf die behandlungsabhangigen Unter-
schiede in der Zytokinsekretion untersucht. IL-4, IL-5, TNF-a, IFN-y, und IL-2 wurden zeit-
gleich unter Verwendung des Maus Th1/Th2-Zytokin CBA Kit (BD Biosciences) nach Herstel-
lerangaben evaluiert. Die Daten wurden wie unter 6.6 beschrieben erhoben.

6.8 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA; Maus und Human) zum Nach-
weis klassischer Stressmediatoren

Maus-Serum NGF Level in Abhangigkeit von der Behandlung wurde unter Verwendung des
Chemikine murine NGF-ELISA Kit (Chemicon) nachgewiesen. Hierfiir wurde das Serum von
6 Tieren je Gruppe aufbereitet und im ELISA verwendet. Der NGF Gehalt wurde durch ein
Sandwichverfahren mit einem Peroxidase markiertem anti-NGF AK und nachfolgender
Farbreaktion: Zugabe von 3,3, 5,5-Tetramethylbenzidin als Substrat fur die Peroxidase,
Stopp der Farbreaktion mit HCL: Nachweis des gelben Farbproduktes bei 450 nm unter
Verwendung des Optima Mikroplatten Readers (BMG LapTech, Ortenberg, Deutschland)
nachgewiesen.
Humanes Serum wurde verwendet, um die Stressmediatoren Kortisol und Serotonin nach-
zuweisen. Fir den Nachweis der Effektivitat der Massage-Stress-Intervention wurde der Se-
rumkortisolspiegel mit einem kompetetiven ELISA (R&D Systems) evaluiert. Serotonin wurde
ebenfalls unter Verwendung eines kompetetiven ELISA (IBL-Hamburg, Hamburg, Deutsch-
land) nach Acylierung der Proben nachgewiesen. Die Aufarbeitung der Blutproben erfolgte

nach Laborstandardprotokollen.

6.9 Massage als Stressintervention

34 Frauen mit der Diagnose primarer Brustkrebs (Durchschnittalter 59,7 Jahre, Altersspan-
ne: 36-82 Jahren) wurden aus einer gréReren Studie (6-Zyklen, siehe [48]) ausgewahlt (sie-
he [28]). Folgende Einschlusskriterien wurden herangezogen: eine Mamakarzinomdiagnose
in den letzten 4 Jahren, Tumorklassifikation TNM, < T2 (£ 5cm), N2 (£ 9 positive axillare
Lymphknoten), M=0 (keine Fernmetastasen) und eine mindestens drei Monate zurtickliegen-
de, abgeschlossene Priméartherapie (Operation und/oder Strahlen- und Chemotherapie).

Zu den Ausschlusskriterien gehorten: Lymphddeme an Armen oder Brust, entziindete Haut-

areale im Behandlungsbereich, die Einnahme von Antikoagulantien, Antidepressiva, Korti-
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kosteroiden, Opioiden und/oder Zytostatika, psychiatrische Erkrankungen und Alkohol- bzw.
Drogenabusus sowie mangelnde deutsche Sprachkenntnisse in Hinsicht auf die Erhebung
von Fragebdgen.

Die Frauen wurden randomisiert einer Massagetherapiegruppe (Intervention, n=17) oder
eine Standardkontrollgruppe (n=17) zugeteilt. Die Datenerhebung fand zum Zeitpunkt T1
(Beginn der Studie), T2 (Ende des 5-wdchigen Interventionszeitraumes) und T3 (6 Wochen
nach Abschluss der Intervention) statt. Hierzu gehdrten die Fragebogenerhebung (s.u.) und
die Blutentnahme (Erfassung des Serumkortisol- und Serumserotoninspiegels). Die Patien-
ten der Massagegruppe erhielten eine 30-minltige Massage nach Schwedischer Technik.

Die Massage wurde nach einem Standardprotokoll durchgefiihrt [48].

6.10 Erhebung psychosozialer Parameter mit Fragebdgen

Der PSQ (Percieved Stress Questionaire) ist ein Selbsteinschatzungsinstrument, entwickelt
um empfundene Stresssituationen auf kognitivem und emotionalem Level zu evaluieren
(Levenstein et al. 1993), weiterentwickelt und minimiert auf einen 20-Fragenkatalog nach
Fliege et al. (2005) [49]. Der Test enthalt 4 Subskalierungen: 1. Sorgen 2. Anspannung,
3. Zufriedenheit 4. Anforderungen.

Der Berlin Mood Questionaire ist ein validierter deutscher Fragenkatalog [50, 51], adaptiert
und verkirzt aus dem Original von Hecheltjen und Mertensdorf (1973), sowie Nowlis (1965),
der 30 Fragen enthdalt, um 6 verschiedene Stimmungssituationen mit Hilfe einer Einteilung in
Skalen zu eruieren. Hierzu gehoren: Angstlichkeit, Depression, Arger, Erschopfung, An-

triebslosigkeit, Hochstimmung, Leidenschaft.

6.11 Statistik humaner Daten
Der Effekt der Massageintervention und die Ergebnisse der Fragebogenevaluation wurden
zu den Zeitpunkten T2 und T3 mittels ANCOVA (Kovarianzanalyse) und Uiber den gesamten
Zeitraum mit dem t-Test fur unabhangige- bzw. dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson fir ab-
hangige Variablen unter zur Hilfename der IBM-SPSS® Software zwischen der Kontroll- und
Interventionsgruppe verglichen und ein zweiseitiger p-Wert <0,05 als signifikant definiert. Die
Kortisol- und Serotoninwerte wurden logarithmiert und mittels ANCOVA an den genannten

Zeitpunkten verglichen.

6.1 Statistik der Tierversuchsdaten
Die gewonnenen Daten wurden mittels Mann-Whitney U Test fur nicht-verbundene Stichpro-
ben unter zur Hilfename der IBM-SPSS® Software evaluiert und als Mittelwert je Gruppe
t+Standardfehler dargestellt. Signifikanzen wurden dargestellt als: *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001.
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7 Zusammengefasste Ergebnisse der Originalarbeiten

7.1 NGF ist ein Schlisselmolekil stress-aggravierter Entziindung - die pharmako-

logische Intervention fuhrt zu einer reduzierten peripheren Entziindung

7.1.1 Stress fuhrte zu einer verstarkten Genaktivitat von NGF-assoziierten Wachstumsfak-

toren und Entzindungsparametern in der Haut von C57BL/6-Mausen

Mikroarrayanalysen der Haut von C57BL/6-Méausen 48 h nach Stressexposition ergaben ei-
nen Anstieg in der Aktivitdt von 76 Genen, die nach der Pathwayanalyse als NGF-abhéngig
reguliert beschrieben werden. Die Aktivitdt der NGF- abhangigen Wachstumsfaktoren rans-
forming growth factor-2 (TGF-B2), tumor necrosis factor receptor type 1B (TNFRIB en-
coding TNF-RIl) sowie die entziindungsassoziierten vascular endothelial growth factors

(VEGF's) A und C waren signifikant heraufreguliert (n=3; Fold change > 2, siehe Methodik).

7.1.2 Stress flhrte zu einer verstarkte Expression von NGF, dem NGF-Rezeptor Trk-A und
dem NGF-assoziierten TGF-2 in der Haut von C57BL/6 Méausen

Stress allein und Stress vor der Provokation fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der Im-
munreaktivitat von NGF, dem primaren Rezeptor fir NGF — Tyrosinkinase (Trk) - A und den
durch die Mikroarrayanalysen eruierten Transforming Growth Factor (TGF) — 32 in der Epi-
dermis von C54BL/6-Mausen 48 h nach Stresstermination (n=5; p<0,01). Dieser Effekt wur-
de signifikant durch die Applikation von anti-NGF inhibiert (n=5; p<0,05).

7.1.3 Die Applikation von anti-NGF reduzierte die Zahl der NGF-immunreaktiven Mastzel-

len und das Mastzell-assoziierte pro-inflammatorische Zytokin TNF-a

Die Zahl degranulierter Mastzellen als ein Kennzeichen neurogener Entziindung war in unse-
rem Stressprotokoll signifikant erhdht, jedoch zeigte sich dieser Effekt als nicht abhangig von
NGF. Die Zahl NGF-immunreaktiver Mastzellen nahm jedoch unter Behandlung mit anti-NGF
signifikant ab (n=5; p<0,01), ebenso wie der Gehalt an pro-inflammatorischem Zytokin TNF-a

(p<0,05), das in der Haut hauptsachlich von Mastzellen produziert wird.

7.1.4 Die Applikation von anti-NGF fiihrte zu einer Verbesserung klassischer Entziin-

dungsparameter: der Eosinophileninfiltration und der Hautdicke

Insgesamt zeigte die pharmakologische Stressintervention mit anti-NGF einen positiven Ef-
fekt fiir die periphere Entziindung: die Zahl der infiltrierenden Eosinophilen (n=6; p<0,01) und
die epidermale Hautdicke (p<0,05) als klassische Parameter neurogener Entziindung waren
signifikant reduziert.
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7.2 Stressexposition mit Trainingseffekt — wiederholte Stressexposition fuhrt Sub-

stanz P-abhangig zu einer reduzierten peripheren Entziindung

7.2.1 Stress fuhrte zu einer vermehrten Interaktion zwischen epidermalen Nervenfasern

und Langerhans-Zellen — den Schliisselzellen der ersten Abwehr

Stress vor der Sensibilisierung fihrte zu einem signifikanten Anstieg der Kontakte (n=6;
p<0,05) zwischen PGP 9.5-immunreaktiven Nervenfasern und Langerin-immunreaktiven
Zellen in der Epidermis von C57BL/6-Mausen - essentiell flr eine stressinduziert veranderte

neuro-immune Kommunikation.

7.2.2 Stress induzierte eine verstarkte Migration von dendritischen Zellen in die Haut-

drainierenden Lymphknoten

Nachfolgend migrierten die in der Epidermis vermehrt gefundenen Langerhans-Zellen
Stress-und SP abhangig in die Haut-drainierenden Lymphknoten: die Zahl MHC-II exprimie-
render Zellen war nach Stressexposition vor der Sensibilisierung in der Epidermis wie auch
in der Dermis signifikant reduziert (n=6; p<0,01), wahrend die Zahl der migrierten APZ in
vitro unter Stress signifikant zunahm (p<0,05). Die Applikation des SP-Rezeptor-

Antagonisten fihrte zu einer signifikanten Inhibition der Migrationsrate (n=6; p<0,01).

7.2.3 Stress fihrte zu einer verstarkten Ausdifferenzierung dendritischer Zellen und einem

Anstieg regulatorischer T-Zellen in den Haut-drainierenden Lymphknoten

Stress vor der Sensibilisierung fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der Zahl CD11c/ CD80-
und CD11c/ CD86-stark immunreaktiver Zellen in den hautdrainierenden Lymphknoten
(n=6; p<0,01). Die fir die Interaktion mit T-Zellen in den Lymphknoten essentiellen Oberfla-
chenmolekiile VLA-4 (Very Late Antigen-4) und LFA-1 (Leucocyte Function-Associated An-
tigen-1) wurden signifikant vermehrt exprimiert (p<0,05 und p<0,01). Gleichzeitig fand eine
Induktion von T-regulatorischen Markern auf T-Zellen in den Lymphknoten statt, die Zahl der

CD4/CD25-immunreaktiven Zellen stieg signifikant an (p<0,05).

7.2.4 Die stress- und SP-abhangig induzierten regulatorischen Mechanismen fuhrten zu

einer Verbesserung klassischer Entziindungsparameter in der Haut

Die Zahl der FoxP3-immunreaktiven Zellen in der lasionalen Haut nahm nach wiederholter
Stressexposition signifikant zu (n=6; p<0,05). Gleichzeitig reduzierte sich die als klassischen
Entziindungsparameter Eosinophileninfiltration und Hautdicke signifikant (p<0,01). Alle Effek-
te wurden durch die Applikation eines SP-Rezeptor-Antagonisten aufgehoben (p<0,05 res-

pektive <0,01).
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7.3 Massagetherapie fihrte zu einer reduzierten Stress-Empfanglichkeit und zu ei-

nem reduzierten Serum-Kortisol Level bei Patientinnen mit Brustkrebs
7.3.1 Die Massage-Stressintervention reduzierte signifikant den empfundenen Stress

Die Massage-Stressintervention fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der empfundenen
Sorgen (PSQ, siehe Methodik) der Studienteilnehmerinnen zwischen den Zeitpunkten T1
(Beginn der Studie) und T2 (Ende der Intervention; p<0,05) und nochmals verstarkt zum
Zeitpunkt T3 (Nachsorgetermin; p < 0,001) sowie einem reduzierten Gefuihl der Anspannung
zum Zeitpunkt T2 (n=17; p<0,05).

7.3.2 Die Massage-Stressintervention fihrte zu einer Verbesserung im Umgang mit Stim-

mungsschwankungen

Eine signifikante Reduktion der Empfindungen wie Arger (n=17; p<0,05) und Depression
(p<0,01) wurde mit dem BSF zum Zeitpunkt T2, direkt nach der Intervention, bei den Patien-
tinnen festgestellt. Das Geflihl der Erschépfung reduzierte sich Uber den gesamten Zeitraum

und war zum Zeitpunkt T3 signifikant verbessert im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,01).

7.3.3 Die Massage-Stressintervention veranderte die Stressachsenreagibilitat —
der Serumkortisolspiegel viel signifikant ab

Nur in der Massagegruppe konnte ein signifikanter Abfall des Serumkortisolspiegels zum
Zeitpunkt T2 gemessen werden (n=17; p<0,05). Dieser Effekt war nicht stabil zum Zeitpunkt

T3. Die Auswirkungen auf den Serumserotoninspiegel waren nicht signifikant.
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8 Diskussion

Erkrankungen, denen eine Dysfunktion des Immunsystems zugrunde liegt, wie Allergien aber
auch Krebs, konnen durch das Eingreifen in die Balance zwischen der TH1- und TH2-
Immunantwort in ihrem Verlauf beeinflusst werden [14]. Stress hat einen erheblichen Einfluss
auf diese Balance Uber den Mechanismus der neuro-immunen Kommunikation [52-54]. So-
mit kann die Stressintervention als ein Uberaus interessanter Ansatzpunkt fir die Behand-
lung dieser Erkrankungen angesehen werden [55-58]. Mit der vorliegenden Arbeit ist es ge-
lungen, unter der Beantwortung der eingangs gestellten Fragen, eine Intervention der Stress-

reaktion an drei Kernpunkten darzustellen:

Ad 1) NGF spielt eine entscheidende Rolle in der stressabhéngigen Exazerbation der TH2-
dominierten allergischen Dermatitis. Die Inhibierung der Wirksamkeit von NGF im Zielgewe-
be durch die systemische Applikation eines NGF-Antagonisten bewirkt eine signifikante Re-
duktion von Parametern, die eine allergische Entziindung aufrechterhalten. Hierzu gehéren
die Inhibierung der TNF-a-Produktion durch Mastzellen und nachfolgend die Reduktion der

Migration entziindungsfdrdernder Eosinophilen in die l&sionale Haut.

Ad 2) In einem frihen Stadium der Entwicklung der TH2- polarisierten, allergischen Derma-
titis kbnnen durch wiederholte Stressexposition essentielle Parameter der allergischen Ent-
zUndung in lasionaler Haut signifikant reduziert werden. Hierzu gehtren die Reduktion der
Hautdicke, der Mastzell- und der Eosinophilenzahl. Die  TH2- dominierte allergische Ent-
zindung wird in Richtung TH1 polarisiert, wahrend parallel regulatorische Mechanismen ak-
tiviert werden, die die Entziindung signifikant reduzieren. SP zeigt sich in diesem Setting als
potenter Stressmediator. SP hat einen entscheidenden Anteil an der Induktion der beobach-
teten anti-inflammatorischen Prozesse, in dem es in der Kommunikation zwischen SP-
enthaltenden Nervenfasern und APZ vermittelt und in der Folge die Antigenprasentation die-

ser Zellen verandert.

Ad3) Eine stressreduzierende Intervention, wie die Massage, kann im Verlauf der TH2-
polarisierten Erkrankung Brustkrebs, signifikant die Stressachsenimbalance beeinflussen. Es
kommt zu einer signifikanten Reduktion des Stressmediators Kortisol im Serum der Patien-
tinnen, die einhergeht mit einer deutlichen Verbesserung der Stressverarbeitung der Patien-

tinnen.

Der Mechanismus von Stress-Allergie-Wechselwirkungen wird seit vielen Jahren in Tiermo-
dellen untersucht [59-62]. Die AID ist ein etabliertes tierexperimentelles Modell, welches zel-

luldre und molekulare Mechanismen der Erkrankung in ein Tiermodell Gbertragen hat und die
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validierte Untersuchung von insbesondere psychoemotionalem Stress auf die Pathogenese

der Erkrankung ermdglicht [63-68].

In diesem Modell wurden NGF und SP als Hauptmediatoren der Wechselwirkungen von
sensiblen Nervenfasern und Immunzellen und nachfolgender Exazerbation neurogener Ent-
zindung an der Barriere zwischen Korper und Umwelt zum Zeitpunkt der Etablierung einer
allergischen Reaktion identifiziert [3, 44, 64, 69, 70]. Es gibt Arbeiten die zeigen, dass NGF
an der IgG-unabhangigen Mastzelldegranulation und somit der Entstehung von Pruritus be-
teiligt ist [6, 67]. NGF ist wiederum selbst in Mastzellen enthalten und wird bei der Degranu-
lation in das lasionale Gewebe entlassen [71]. Letztendlich erhalt NGF die lokale Entziin-
dung aufrecht, in dem es die Innervation mit sensiblen SP-enthaltenden Nervenfasern férdert
sowie die Keratinozytenproliferation und die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine indu-

zZiert [4, 5, 72, 73]. NGF ist somit wie SP ein ideales Ziel pharmakologischer Intervention.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass NGF eine entscheidende Rolle an der stressabhangig
exazerbierten neurogenen Entzindung hat, indem es epidermale Hyperplasie, TNF-a-
Expression und Eosinophilie fordert. NGF enthaltende Mastzellen werden durch eine anti-
NGF Behandlung signifikant reduziert, wahrend NGF aber nicht an einer stressinduzierten
Degranulation, wie sie von anderen Autoren gezeigt wurde, beteiligt ist [67]. Der durch die
anti-NGF Behandlung reduzierte Mastzelltyp zeigt sich NGF immunreaktiv und konnte als ein
wichtiger TNF-a Produzent verifiziert werden. TNF-a ist ein entscheidender Faktor der Eo-
sinophileninfiltration [74]. Die deutliche Reduktion des Eosinophileninflux und nachfolgend
der epidermalen Hautdicke erklart sich somit in diesem Setting durch eine Intervention der
stressinduzierten pro-inflammatorischen Signalkaskade am Kreuzpunkt des neurotrophen
Anteils der NNA zum Zeitpunkt der Etablierung der allergischen Entziindung. Ein reduzierter
NGF Gehalt in lasionaler Haut durch Blockierung NGF enthaltender Mastzellen reduziert
deutlich stressinduzierte Entziindungsparameter in der AlID. Somit ist die pharmakologische
Anwendung von NGF-Antagonisten, neben TNF-a-Inhibitoren und SP-Antagonisten zur Be-
handlung von Entzindung und Juckreiz in der AID, ein weiterer interessanter Ansatz zur Be-

handlung der neurogenen Entziindung.

Die obigen Beobachtungen zusammenfassend liegt es nahe, Stress als schadliche Einfluss-
grof3e fur TH2- dominierte, chronisch entziindliche Erkrankungen zu betrachten. Verschiede-
ne klinische Beobachtungen zeigen aber auch, dass der Umgang mit Stress trainiert werden
kann. So war es bereits vor 30 Jahren méglich nachzuweisen, dass die Histamin-sekretion
konditioniert (z.B. durch Hypnose) werden kann und damit mastzellabhangige Kaskaden
durch psychoemotionale Interventionen gesteuert werden kénnen [75-78]. Der Psychologe

Robert Ader war in den darauffolgenden Jahren in der Lage, eine Immunsupression durch
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Modifikation der neuro-endokrinen Stressantwort zu steuern [79]. Diese Arbeiten zeigen,
dass Stress keine Ein-Weg-Stral3e ist: Es ist moglich den Korper durch optimierte, gezielte

Stressexposition abzuharten [20].

SP zahlt klassischerweise zu den TH1- favorisierenden und entziindungsférdernden Neu-
ropeptiden in stressabhangig aktivierten Signalkaskaden [3, 64, 70, 80, 81]. SP ist der
Hauptmediator der NNA und verantwortlich fur die stressaggravierte, neurogene Entziindung
in der AID [3, 9]. An der Barriere von Kérper und Umwelt wird SP stressabhangig aus sensib-
len Nervenfasern in das Gewebe entlassen und ist der Hauptmediator der unvermittelten
inflammatorischen Antwort [3, 20, 82, 83]. SP fordert die Ig-E-unabhéangige Mastzelldegranu-
lation sowie die Produktion des pro-inflammatorischen Zytokins IFN-y und nachfolgend die
neurogene Entzundung [3, 70]. Diese Effekte werden in der Literatur nach akuter Stressex-
position, wie 24-stindigem Larmstress, akuter Immobilisation von weniger als 30 Minuten
aber auch nach Exposition mit einem pro-inflammatorischen Signal wie Lipopolysachariden,
beschrieben [3, 84, 85].

Die Aktivierung und Modulation von APZ ist eine der Schlisselrollen von SP Uber die nach-
folgend, zum Zeitpunkt der Etablierung der allergischen Entziindung, pro-inflammatorische
Zytokine produziert werden [3] und eine Verknipfung von adaptiver und erworbener Immun-
antwort - TH1 zu TH2 - stattfindet. SP moduliert die Produktion von IFN-y direkt in APZ

ebenso wie Uber eine verdnderte Antigenprasentation nachfolgend in T-Zellen [85, 86].

In dem Zweiten hier vorgestellten Stressparadigma fihrt die Stressexposition vor der Sensi-
bilisierung ebenfalls SP-abhé&ngig zu einer veranderten Antigenprasentation von epidermalen
APZ den Langerhanszellen, einer speziellen APZ Population, die Antigene in der Haut auf-
nehmen, prozessieren und in ortsstandigen Lymphknoten den T-Zellen présentieren [87]. Die
wiederholte Stressexposition fiihrt hier jedoch zu einer vermehrten IL-2 Produktion, Grundla-
ge fir T-Zellproliferation, CD25 Expression und Bildung von anti-inflammatorischen TGF-3
[88, 89]. Nachfolgend entsteht ein APZ-Phanotyp, der in der Lage ist in den ortsstandigen
Lymphknoten die Bildung von T-regulatorischen Zellen anzuregen, die anschliel3end in die
Haut re-migrieren, um hier die periphere Entziindung zu unterdriicken. Gleichzeitig wird die
Produktion von TH1- Zytokinen angeregt, was zu einer Unterdriickung der fir die Allergie
entscheidenden TH2- Polarisation fiihrt [25]. Es ist also nicht nur die Dosis entscheidend, ob
Stress einen negativen Impact auf den Verlauf der allergischen Erkrankung hat. Wichtig ist
auch der Zeitpunkt der Stressexposition zwischen Sensibilisierungs- und Effektorphase wéah-
rend der Etablierung der Allergie. Die richtige Dosis und der richtige Zeitpunkt der Stressex-
position kdnnen den Korper trainieren, sich an einen Stressor effektiv zu adaptieren. Mit die-

ser Arbeit ist es nach aktuellem Erkenntnisstand erstmalig gelungen, eine Stress- und SP-
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abhangige Induktion von T-regulatorischen Zellen nachzuweisen, wie sie schon seit langen

in der Therapie von entztindlichen Erkrankungen diskutiert wird [90, 91].

Pharmakologisch und praventiv intervenierte Stressantworten filhren zu einem dritten Ansatz
der Stressintervention: Die Intervention eines chronischen Stressors durch Aktivierung der
Eigenregulation. Die Diagnose einer Krebserkrankung ist fir den Betroffenen allein schon ein
Uber die MaRen stressvolles Ereignis [92]. Die gesamte Lebensplanung wird ,auf den Kopf
gestellt und der Umgang mit einer Krankheit, die tédlich enden kann, kann als chronischer

Stressor gewertet werden.

Die Aktivierung der klassischen Stressachsen SA und HHA unterdricken die TH1- Immun-
antwort, ein Mechanismus der rudimentér die Vergeudung von Energiereserven vermeiden
soll, um einen physischen oder psychischen Stressor begegnen zu kénnen [93]. Bei einer
Fehlaktivierung bzw. einer fehlenden Erholung von solch einer Stressphase, bewirkt die Un-
terdriickung der TH1- Immunantwort eine Balanceverschiebung in Richtung einer TH2- Im-
munantwort, die die zellulare Abwehr inhibiert - ein entscheidender Faktor in der Pathogene-

se TH2- assoziierter Erkrankungen, wie auch dem Brustkrebs [21].

Die Studie der Massageintervention bei Patientinnen mit Brustkrebs stellt deutlich heraus,
dass intensiver korperlicher Kontakt in Form von Massagen das Stresserleben und damit die
Lebensqualitat der Patientinnen deutlich verbessert. Der signifikante Abfall des Serumkor-
tisolspiegels als entscheidender Parameter einer reduzierten HHNA Achsen Aktivierung,

untermauert die Effektivitat dieser komplementéren Behandlungsstrategie [26].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Stressintervention bei chronisch entziindlichen
ebenso wie bei Krebserkrankungen, an verschiedenen Kreuzpunkten der Stressignal-
kaskade als effektive und sinnvolle Erganzung in der Therapie anzusehen ist. Unser wach-
sendes Wissen Uber neuronale Netzwerke und deren lebenslanger Plastizitéat 6ffnen uns die
Augen Uber die enge Verbindung von Nerven- und Immunsystem und deren gegenseitige
Beeinflussung - ein Mechanismus der es dem Korper im Laufe der Evolution ermdglichte, auf
physische wie auch psychische Stressoren zu reagieren, zu adaptieren und die Homgdostase
aller lebensnotwendigen Systeme aufrechtzuerhalten [20]. Die Stressantwort hat sich aus
der Immunantwort entwickelt und beide stellen somit hoch-konservierte Systeme zur Antwort
auf veranderte Umweltbedingungen dar [94]. So erklart sich das immense Potential des Ein-
flusses von Stress auf adaptive Veranderungen von neuro-immunen Interaktionen und bietet
damit selbst ein hohes Potential fir Interventionen im Kampf gegen Erkrankungen, denen

eine genetisch pradisponierte Immunsystemfehlaktivierung zugrunde liegt [95].
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Keine der Strategien, von schulmedizinischer bis komplementarer Behandlungsoption, sollte
per se ausgeschlossen werden - sie erleichtern den Betroffenen den Umgang mit der Er-
krankung und kdnnen den Verlauf der Erkrankung positiv beeinflussen. Von der Pravention
bis zur Intervention sollten Arzte und Therapeuten aller Fachrichtungen in einen regen Aus-
tausch treten, um therapeutische Konzepte zu entwickeln, die die Stressintervention als
ernstzunehmende Zusatzoption in die Behandlung von Erkrankungen, bei denen das Im-

munsystem eine Fehlregulation aufweist, einflie3en zu lassen.
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