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1  Einleitung

Formulierungen wie ,,aus der Haut fahren®, ,,sich in seiner Haut wohl fiihlen®, ,,vor Schreck den
Atem anhalten®, ,,an Sorgen ersticken* und ,,sich Luft verschaffen” lassen ein allgemeines
Wissen um die wechselseitige Beziehung von Korper und Psyche erkennen und haben Eintritt in
unseren tdglichen Sprachgebrauch gefunden. In den letzten Jahrzehnten ist mit der Entdeckung
neurogener Botenstoffe ein neuer Forschungszweig - die Psychoneuroimmunologie — entstanden,
der versucht, das psychische Erleben und die physische Stressreaktion in ein umfassendes
psychovegetatives Modell zu integrieren. Die der AuBenwelt ausgesetzten Organe Lunge und
Haut eignen sich durch ihren hohen Grad der Innervation und wegen der groBen Anzahl an
gewebsstidndigen Immunzellen besonders dafiir, die intensive wechselseitige Beziehung
zwischen Korper und Seele zu erforschen, da hier eine breite neuro-immunologische
Interaktionsfldche besteht, an der psychische in physische Stressreaktionen iibersetzt werden
konnen und vice versa. In der hier vorgelegten Arbeit wird konkret anhand von Mausmodellen
untersucht, inwieweit eine 24stiindige Stressexposition mittels Lirm (Maulwurfsvertreiber)
verschiedene Parameter der Krankheitsaktivitit von atopischer Dermatitis und allergischem

Asthma bronchiale beeinflusst.

1.1 Erkrankungen des atopischen Formenkreises

Atopische Dermatitis und allergisches Asthma bronchiale (im folgendem nur A. bronchiale
genannt) gehoren zu den Erkrankungen des atopischen Formenkreises. Atopie bezeichnet die
genetische Pridisposition zu allergischen Reaktionen vom Soforttyp (Typ I der Allergie), deren
klinische Auspriagung als exogene atopische Dermatitis (AD), allergische Rhinitis oder
allergisches Asthma bronchiale bekannt sind. Ursache dieser Erkrankungen ist eine
Hypersensibilititsreaktion mit einer iiberschieBenden krankmachenden Immunantwort gegen
exogene, normalerweise apathogene Substanzen. Dabei ist der Pathomechanismus von AD und
A. bronchiale sehr dhnlich. Unterschiede in der Pathophysiologie beider Erkrankungen beruhen

vor allem auf den immunologischen Gegebenheiten des involvierten Organs.

Allergisches Asthma bronchiale ist eine chronische Entziindung der Atemwege, charakterisiert
durch bronchiale Hyperreagibilitdt auf Allergene und andere unspezifische Faktoren wie Kilte,
Rauch etc. und Obstruktion der Luftwege durch vermehrte Schleimproduktion, Odem, und

reversible Bronchokonstriktion. AD ist eine chronisch rezidivierende Ekzemerkrankung auf



trockener Haut, die mit starkem Juckreiz einhergeht und im fortgeschrittenen Stadium zu

Lichenifizierung der betroffen Stellen fiihrt.

Auch die Tatsache, dass A. bronchiale und AD dhnliche pathophysiologische Abldufe zugrunde
liegen, spricht dafiir, dass atopische Erkrankungen héufig ineinander iibergehen und zu weiteren
Sensibilisierungen fithren [1]. So beginnt die Atopikerkarriere typischerweise mit der Aus-
bildung von AD und Nahrungsmittelallergie im Sduglings- und frithen Kleinkindesalter, gefolgt
von allergischer Rhinokonjunktivitis und A. bronchiale im Schulkindalter. Es konnte gezeigt
werden, dass AD einer der entscheidenden Risikofaktoren fiir die Entwicklung von A. bronchiale
ist, so zum Beispiel entwickeln circa 40-50% aller an AD erkrankten Kinder im spéteren Leben
Asthma [2]. Zusitzlich neigen Kinder mit AD zur Entwicklung schwerwiegenderer Verldufe von

A. bronchiale als Kinder ohne AD in der Vorgeschichte [3].

In der Entstehung von A. bronchiale und AD wirken genetische Faktoren, Umwelteinfliisse,
virale und bakterielle Infekte, der moderne Lebensstil sowie psychische Faktoren zusammen (s.
Abb.1). In den letzten Jahrzehnten ldsst sich eine deutlich Zunahme der Pridvalenz allergischer
Erkrankungen in den westlichen Industrielindern beobachten [4, 5]. Abgesehen von dem
Leidensdruck der Betroffenen stellt dies eine erhebliche Belastung fiir das Gesundheitssystem
dar. So werden die direkten und indirekten Krankheitskosten von A. bronchiale und AD in
Deutschland auf circa 6 Milliarden Euro pro Jahr geschitzt [6, 7]. Das Interesse ist daher grof3,
die Ursachen und Aggravationsfaktoren dieser Erkrankungen zu erforschen, um effektivere

Therapien anbieten zu kdnnen.

In der hier vorgelegten Arbeit wurde mit Hilfe von etablierten Mausmodellen der Einfluss von
Stress auf die Krankheitsentstehung und -ausprigung von AD und A. bronchiale untersucht.
Zum Verstindnis der Thematik sind Kenntnisse der fundamentalen Prozesse des Immunsystems

und der Stressreaktion notwendig, die in den folgenden Absitzen dargestellt werden.
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Abb.1: Gemeinsamkeiten von atopischer Dermatitis und allergischem Asthma bronchiale.

1.2 Immunologische Grundlagen von atopischer Dermatitis und Asthma bronchiale

Beobachtungen aus Mausmodellen und humanen Studien zeigen, dass atopische Erkrankungen
die Folge einer fehlgeleiteten Immunantwort sind, die durch eine Dysbalance zwischen

humoraler und zelluldrer Abwehr gekennzeichnet ist.

Das Immunsystem ist fihig zu einer angeborenen Immunantwort, die eine erste unspezifische
Reaktion gegen eindringende Keime darstellt, und zu einer adaptiven oder erworbenen
Immunantwort, die modulierbar und durch ein Gedichtnis gekennzeichnet ist. Zu der adaptiven
Immunitét gehort die naive CD4+-ThO-Zelle (CD = cluster of differentiation), die von phago-
zytierenden Zellen (u. a. des angeborenen Immunsystems) présentierte Antigene, und auf dem
gleichen Weg auch potentielle Allergene, erkennt. Diese Zelle besitzt die Fihigkeit, sich
abhingig vom Zytokinmilieu in eine T-Helferzelle Typ 1 (= Th1-Zelle) oder Typ 2 (= Th2-Zelle)

zu entwickeln, die jeweils fiir die zelluldre bzw. humorale Abwehr typisch ist (s. Abb. 2.).



Durch die Zytokine Interleukin (IL)-12 und Interferon-y (IFNy), produziert von aktivierten
Makrophagen und anderen antigenpridsentierenden Zellen (APC), differenziert die naive
CD4+ThO-Zelle in eine Th1-Zelle [8]. Diese stimuliert durch Produktion und Freisetzung von
IFNy und IL-2 (und anderen Mediatoren) zytotoxische T-Zellen, natiirliche Killer (NK)-Zellen
und besonders Makrophagen (s. Abb. 2). Es entsteht ein fiir die zellulire Abwehr typisches
inflammatorisches Milieu, das in der Spitphase der allergischen Reaktion maBigeblich fiir die

Chronifizierung von AD verantwortlich ist [9].

Dahingegen differenziert die naive CD4+Th0-Zelle in eine Th2-Zelle, eine Effektorzelle der
humoralen Abwehr, wenn sie durch IL-4 und IL-10 stimuliert wird [8]. Die Th2-Zelle und die
Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 sind fiir viele klinische Manifestationen von AD und A.
bronchiale verantwortlich. Thl-Zellen inhibieren Th2-Zellen genauso wie Th2-Zellen Thl-
Zellen hemmen. Dabei sind Thl- und Th2-Zellen nicht komplett unterschiedliche CD4+-
Zellunterarten sondern eher Formen einer hoch polarisierten CD4+-Zelle vermittelten Immun-
antwort. Im Mausmodell ist diese Trennung in Th1- und Th2-Antwort deutlicher ausgeprigt als

beim Menschen [10].

Auch konnte anhand von Zytokinbestimmungen in Lédsionen von AD gezeigt werden, dass es im
Krankheitsverlauf von AD zu einem Wechsel des dominierenden Zytokinprofils kommt. So
dominiert in der Frithphase ein Th2-Profil, wihrend bei der Chronifizierung (48 Stunden nach

einer ersten Hautldsion) der Erkrankung das Th1-Profil vorherrscht [9].

AD und A. bronchiale sind gekennzeichnet durch eine iiberschiefende Immunantwort gegen ein
Allergen, einhergehend mit gesteigerter IgE-Produktion durch B-Zellen, Degranulation von
Mastzellen, Eosinophilie und einem Ungleichgewicht in der Thl und Th2 vermittelten
Immunantwort. Bei diesem komplexen Vorgehen wird sich hier auf die Rolle von T-Zellen,

eosinophilen Granulozyten (= EOS) und Mastzellen im allergischen Geschehen konzentriert.
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Naive CD4+
ThO-Zelle

IFNy und IL-4 und
IL-12 aus IL-10 aus
APC APC

IL-4, IL-10

2

Zellvermittelte Immunitét: Humorale Immunitét:

« Aktivierung von Makrophagen, * Aktivierung von B-Zellen
NK-Zellen und zytotoxischen * Freisetzung von IL-4, IL-5
Killerzellen und IL-13

* Freisetzung von IL-2 und IFNy

Abb. 2: Differenzierung der CD4+Th0-Zelle.
APC = Antigenprésentierende Zelle, IFNy = Interferon y, IL = Interleukin, NK-Zelle =
Natiirliche Killerzelle, Th-Zelle = T-Helfer Zelle.

1.2.1 Die Rolle der Mastzellen in AD und A. bronchiale

Mastzellen befinden sich vor allem in Schleimhaut, im Epithelgewebe und im subendothelialen
Bindegewebe. Sie spielen sowohl in der akuten als auch in der chronischen Entziindungsreaktion
bei AD und A. bronchiale eine wichtige Rolle [11]. Die Th2-Zytokine IL-4 und IL-13 férdern
den Klassenwechsel der B-Zellen zu antigenspezifischen IgE-Produktion fihigen B-Zellen [8].
Das von den B-Zellen sezernierte IgE bindet an den hochaffinen Fcelc-Rezeptor auf Mastzellen
sowie an den niedrigaffinen Fce2c-Rezeptor auf aktivierten Lymphozyten, Monozyten,
alveoldren =~ Makrophagen und eosinophilen Granulozyten, wodurch diese Zellen
allergenspezifisch sensibilisiert werden. Bei erneuter Exposition kommt es zur Kreuzvernetzung
der an den Rezeptor gebundenen IgE-Molekiile mit dem Allergen. Dies fiihrt zur Degranulation
der Mastzelle mit Freisetzung einer Vielzahl unterschiedlicher Mediatoren wie Leukotrienen,
Chemokinen, Enzymen und Zytokinen. Mastzellen konnen jedoch auch unabhingig von IgE
durch Neuropeptide und Produkte der eosinophilen Granulozyten aktiviert werden und

degranulieren [12].

Der Tumornekrosefaktor alpha (= TNFa) wird nach Aktivierung in groBen Mengen

ausgeschiittet und vermittelt die Aktivierung von Endothelzellen, wodurch das Eindringen von
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inflammatorischen Leukozyten und Lymphozyten in betroffenes Gewebe gefordert wird.
Mastzellen selbst sezernieren dariiber hinaus IL-4, IL-5 und IL-13, die eine von Th2-dominierten
Zytokinen getragene Immunreaktion weiter férdern. Histamin, das 10% ihre Granulae ausmacht,
bindet an HI-Rezeptoren, was zu Konstriktion der glatten Bronchialmuskulatur, erhohter
Leukozytenmigration in betroffenes Gewebe, erhShter Permeabilitit der Gefdle und zu dem fiir
AD typischen Juckreiz fiihrt. Durch Bindung an den H2-Rezeptor fordert Histamin die Schleim-

sekretion in den Bronchien mit resultierender Zunahme der Atemwegsobstruktion [11, 13].

Histamin aktiviert nicht nur Immunzellen, sondern auch afferente Nervenfasern. Es konnte
gezeigt werden, dass in der Haut Mastzellen in enger Nachbarschaft zu Substanz P immuno-
reaktiven Nervenfasern zu finden sind. Die durch Histamin oder Tryptase stimulierte Freisetzung
von Neurotrophinen aus Nervenfasern haben eine weitere Mastzelldegranulation zur Folge [14,
15]. Auf diesen Vorgang wird spiter im Rahmen der neurogenen Entziindung genauer einge-

gangen.

1.2.2 Die Rolle der eosinophilen Granulozyten in AD und A. bronchiale

Im Mausmodell und beim Menschen findet sich in Lésionen von AD und in der broncho-
alveoldren Lavage (BAL) sowie in Biopsien der Bronchien von Asthmatikern eine deutliche
erhohte Anzahl von EOS [16-19]. Eosinophilie in betroffenem Gewebe ist eines der
Hauptmerkmale der allergischen Erkrankung. Die Mehrzahl der im Blut von allergischen
Patienten gefundenen Allergen spezifischen T-Zell-Klone produzieren IL-4, IL-5, IL-13 und
Granulozyten-Makrophagen kostimulierenden Faktor (GM-CSF). Diese Mediatoren aktivieren
unter anderem EOS, erhohen deren Reaktivitiit gegeniiber weiteren Mediatoren der allergischen
Entziindung und fordern deren Degranulation [20]. IL-5 vermittelt die terminale Differenzierung
und Proliferation von EOS [21] und fordert deren Eintritt in den Blutkreislauf aus dem
Knochenmark. So finden sich bei allergischen Erkrankungen, die mit erhohtem IL-5
einhergehen, vermehrt EOS in der Blutbahn, wihrend im Normalzustand nur circa 1-2% aller im
Korper vorhandenen EOS im Blut zirkulieren [22]. Daneben verlidngert IL-5 durch Inhibition der
Apoptose die Uberlebenszeit von EOS im Gewebe [23].

Die spezifische Rekrutierung von EOS an den Ort der Entziindung wird durch das Th2-Zytokin
IL-4 und Eotaxin vermittelt. Eotaxin, produziert von Endothelzellen, Epithelzellen,

Makrophagen, EOS und weiteren Immunzellen (und stimuliert durch IL-4) und IL-4 selbst
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filhren zur Induktion von Adhisionsmolekiilen wie dem vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1) auf Endothelzellen [24]. Bei atopischen Erkrankungen binden EOS mit very late
antigen 4 (VLA-4) an VCAM-1 und wandern verstirkt in betroffenes Gewebe ein [20].

EOS erfiillen zwei Arten von Effektorfunktionen. Zum einen schiitten sie nach Aktivierung
toxische Granulaproteine und freie Radikale aus, die im Rahmen allergischer Erkrankungen
direkt betrichtliche Schiden im Gewebe verursachen konnen. Zum anderen synthetisieren sie
chemische Mediatoren wie z. B. die Zytokine IL-4 und IL-5, die Entziindungreaktion verstirken
und weitere EOS und Leukozyten aktivieren [25, 26]. Weitere von EOS sezernierte Mediatoren,
wie das eosinophil cationic protein (ECB) und das major basic protein (MBP) fordern eine

weitere Mastzelldegranulation und wirken lokal zytotoxisch [27].

Es wird diskutiert, inwieweit EOS an dem fiir AD typischen Wechsel im Krankheitsverlauf von
Th2-dominiertem in ein Thl-dominiertes Zytokinprofil beteiligt sind. Stimulierte EOS bilden
und sezernieren IL-12, ein Zytokin, das die Thl-Zellen aktiviert und folglich ein Thl1-Profil
fordert [28].

1.3 Psyche und allergische Erkrankungen

1.3.1 Der Einfluss psychischer Faktoren auf AD und A. bronchiale

Zahlreich sind die Beispiele, die belegen, dass psychische Faktoren eine wichtige Rolle in der
Entstehung und Erhaltung von A. bronchiale und AD spielen. 50-70% der an AD erkrankten
Patienten erleben ein erhebliches Trauma oder Stress vor dem Ausbruch von AD [29]. Bei
Kindern fiihrt ein emotional stressgeladenes soziales Umfeld zur Verstirkung der Asthma-
symptome [30, 31]. Es wird berichtet, dass der tiglich erlebte Stresslevel mit dem Schweregrad
von AD [32] und von A. bronchiale [16, 33, 34] korreliert, sowie psychologisches Training und
Entspannungsverfahren zur einer deutlichen Linderung der Symptomatik fiihren [35, 36]. Zudem
konnte gezeigt werden, dass Kinder mit AD aufgrund einer hyporesponsiven Hypothalamus-
Hypophysenvorderlappen-Achse, die die normale Fahigkeit des Korpers Cortisol zu produzieren
abschwicht, anfilliger sind unter Stress Hauteruptionen zu entwickeln [37, 38].

Wie jedoch beeinflusst Stress den menschlichen Organismus?
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1.3.2 Die Stressreaktion

Stress kann als ein Zusammentreffen von Ereignissen psychischer oder physischer Natur
angesehen werden, das beginnend mit einem Stimulus (= Stressor), der zundchst im Gehirn eine
Stressreaktion auslost, die es dem Korper ermoglicht, eine adaptive Antwort auf den Stressor zu
entwickeln. Bedeutend fiir das Stresserleben eines Individuums ist, inwieweit eine Moglichkeit
der personlichen Beeinflussung des Stressors wahrgenommen wird [39]. Die Hypothalamus-
Hypophysenvorderlappen-Achse (HPA) und das sympathische Nervensystem (SNS) sind die
beiden klassischen Stressachsen. Aktivierung dieser Stresssysteme fithrt zu typischen
korperlichen und psychischen Verdnderungen. Unter anderem kommt es zu einer Steigerung der
Wachsamkeit und der Konzentration, zur Senkung des Schmerzempfinden und auf korperlicher

Ebene zu einer Zunahme der Herz- und Atemfrequenz, der Gluconeogenese und Lipolyse.

Diese und weitere Verdnderungen im Rahmen der Stressreaktion werden durch zentrale und
periphere Freisetzung endokriner und neurogener Botenstoffe vermittelt. Minuten bis wenige
Stunden dauernder Stress aktiviert vor allem das SNS und fithrt zur Freisetzung von
Noradrenalin und IFNy. Subakuter und chronischer Stress hingegen aktiviert vor allem die HPA-
Achse [40]. Dabei fiihrt die Stimulation hoherer kortikaler Zentren durch den Stressor iiber das
limbische System zur Freisetzung von Noradrenalin und Serotonin, die im paraventriculdren
Nucleus des Thalamus die Freisetzung des Cortiocoptropin-Releasing-Hormon (CRH) bewirkt.
Letztendliches Resultat ist die vermehrte Ausschiittung von Adrenocorticotrophen Hormon
(ACTH) und Cortisol. CRH selbst wird auch peripher von sympathischen und postganglionéren
Nervenfasern nach Aktivierung freigesetzt. Einige Immunzellen, darunter auch Mastzellen, be-
sitzen Rezeptoren fiir CRH und werden durch CRH zur vermehrten Degranulation stimuliert

[41].

Neben der HPA-Achse gewinnt eine neue Stressachse via Nerve Growth Faktor (NGF) und
Substanz P (SP) zunehmende Bedeutung in der Stressforschung. Diese Achse, bei der Mastzellen
und sensorische Nervenfasern eine wichtige Rolle spielen, ist mitverantwortlich fiir die
morphologischen Veridnderungen in Haut und Lunge im Rahmen der neuronalen Plastizitét. Das
unter Stress vermehrt ausgeschiittete SP, das sowohl im Nervensystem als auch im Immunsystem
gebildet und sezerniert wird, ermdglicht neben anderen Botenstoffen die Kommunikation
zwischen diesen beiden Systemen. NGF ist ein trophischer Faktor, der die Aussprossung von
peptidergen und sympathischen Nervenfasern fordert und in der Kommunikation zwischen

Neuronen, Glia-Zellen und Immunzellen eine bedeutende Rolle spielt. NGF regelt die Synthese
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von SP in sensorischen Neuronen herauf [42], reguliert die Dichte der SP-Innervation in Lunge
und Haut und fiihrt zur direkten Freisetzung von SP aus peripheren Nervenfasern, den
myelinisierten Ad- und den unmyelinisierten C-Fasern [43, 44]. Wie CRH treten auch SP und
NGF iiber spezifische Rezeptoren mit Langerhans-Zellen, Lymphozyten, Keratinozyten,
Endothelzellen, Mastzellen und Fibroblasten in Haut bzw. Lunge in Kontakt und modulieren

dort die ortliche Homdostase [45, 46].

1.3.3 Die Kommunikation zwischen Nervensystem und Immunsystem

Es besteht eine intensive Kommunikation und wechselseitige Beeinflussung zwischen
Nervensystem und Immunsystem. Einerseits beeinflussen die in der Stressreaktion gebildeten
Neurotransmitter und Neurotrophine iiber den Blutweg — aber auch iiber direkte Innervation
primédrer und sekundérer lymphatischer Organe durch sympathische Nervenfasern — eine
Immunantwort mafgeblich. Anderseits besitzen verschiedene Zellen des Immunsystems die
Fahigkeit, diese Botenstoffe zu bilden und somit sowohl peripher auf Nervenfasern als auch
zentral Einfluss auf das Nervensystem zu nehmen. Stress hat dabei nicht wie frither
angenommen den Effekt einer reinen Immunosuppression, sondern fiihrt eher zu einer
Dysregulation des Immunsystems und greift iiber vielfiltige Einflusswege ins

Krankheitsgeschehen von A. bronchiale und AD ein.

Stress wird als potenter Vermittler der Verschiebung eines Zytokinprofils in Richtung Th2
diskutiert. Dafiir verantwortlich sind in erster Linie die durch Aktivierung der HPA-Achse
freigesetzten Glukokortikoide. Sie fordern durch Inhibition der Produktion von IL-12, IFNy und
TNFa durch Th1-Zellen und durch Steigerung der Produktion von IL-4, IL-10 und IL-13 durch
Th2-Zellen die humorale Immunitdt [41, 47]. Es wird angenommen, dass Stress, im Rahmen
einer physiologischen Antwort des Korpers auf eine Gefahr, durch Induktion eines Th2-
Zytokinprofils Gewebe vor einer potentiell gewebezerstdrenden Th1-Antwort schiitzen soll [52].
Bei AD und A. bronchiale kann dies jedoch zu einer erneuten Exazerbation der schon etablierten

Erkrankung fiihren.

Bei Patienten mit A. bronchiale oder AD wird eine hyporeaktive HPA-Achse beobachtet und als
Aggravationsfaktor allergischer Erkrankungen diskutiert. Im Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass eine hyporesponsive HPA-Achse die Entwicklung inflammatorischer

Erkrankungen begiinstigt [53]. AuBerdem kommt es bei Atopikern, als Folge der
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hyporesponsiven HPA-Achse auf Stimuli wie Stress, zu einer deutlich abgeschwichten Cortisol-
und ACTH-Freisetzung im Vergleich zu Nicht-Atopikern, die mit einer Verschlechterung des
klinischen Zustandes einhergeht. Ob dabei die allergische Erkrankung Folge einer (genetisch
bedingten) hyporesponsiven HPA-Achse oder Ursache dieser ist, ist noch nicht abschlieBend
geklart [37, 38].

1.3.4 Substanz P in AD und A. bronchiale und die neuronale Entziindung

Substanz P gehort zu der Familie der Tachykinine. Im Zellkérper von sensorischen Neuronen
gebildet, wird SP via axonalen Transport an die Nervenendigung befordert. Auf Reize
vielfiltiger Art folgt eine Calciumionen-abhingige Membrandepolarisation mit Ausschiittung
von SP in den Synapsenspalt oder die Blutbahn. Seine Wirkung entfaltet SP durch Bindung mit
hoher Affinitit an den Neurokinin 1 (NK1)-Rezeptor und mit niedriger Affinitit an den NK2-
Rezeptor [54]. Sowie neben Nervenfasern auch eine Reihe von Immunzellen — wie EOS,
Lymphozyten, Makrophagen und dendritische Zellen — SP bilden und sezernieren, so wird auch
sein Rezeptor nicht nur auf unmyelinisierten Nervenfasern sondern auch auf Mastzellen,
Keratinozyten, Fibroblasten und Endothelzellen exprimiert [43, 48]. SP gilt als Vermittler des
Th1- und Th2-Zytokinprofils [48-50]. Es wurde gezeigt, dass SP in vitro zu einer verstirkten
Expression von Thl- (IFNy) und Th2- (IL-4) Zytokinen durch Thl- und Th2-Zellen fiihrt und
dabei die strikte Trennung beider Subpopulationen der T-Zelle hinsichtlich der Expression eines

bestimmten Zytokinprofils abschwicht [51].

SP-immunoreaktive Nervenfasern finden sich in allen Hautschichten und in der Lunge in der
glatten Muskelzellschicht, im Epithel der Luftwege, und in der Submukosa. Es ist bekannt, dass
sich die Innervation im Rahmen von Entziindung und Stress veridndert. Dieses Phidnomen der
neuronalen Plastizitdit mit Zunahme SP-immunoreaktiver Nervenfasern und vermehrter

Expression von NGF unter Stress wurde im Mausmodell in Haut und Lunge beobachtet [55-57].

Der Begriff der neurogenen Entziindung beschreibt eine lokale Entziindungsreaktion, die durch
ein rasch einsetzendes Erythem, Vasodilatation, gesteigerte Permeabilitit der GefidBe mit
Odembildung sowie durch Zunahme der Schmerz- und Juckreizwahrnehmung gekennzeichnet
ist. CRH und vor allem SP sind weit reichend an den Veridnderungen im Rahmen der neurogenen
Entziindung beteiligt [45] . In Haut und Lunge finden sich Mastzellen in enger Nachbarschaft zu

SP-immunoreaktiven Nervenfasern. Freisetzung von SP und CRH aus diesen fiihrt zu einer
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Zunahme an degranulierten Mastzellen [55, 58, 59]. Durch Histamin und andere Bestandteile der
Mastzellgranulae werden weitere Mastzellen zur Degranulation stimuliert, und fithren an
Nervenendigungen zu Sekretion von SP (und CRH), wodurch der Teufelskreis der neurogenen
Entziindung im Rahmen der AD mit Aggravation des Entziindungsprozess und Juckreizes
aufrechterhalten wird [45]. AuBerdem stimuliert SP die Induktion von Adhisionsmolekiilen wie
VCAM-1, intracellular adhesion molecule I (ICAM-1) und E-Selectin auf humanen
Endothelzellen, das zu einer vermehrten Einwanderung von EOS und neutrophilen Granulozyten
in betroffenes Gewebe fiihrt [60, 61]. Bei vorgeschidigter Haut oder Lunge kann die erhohte
Freisetzung von SP mit Uberproduktion von Zytokinen zu einer schlecht kontrollierbaren
Uberaktivitiit fiihren, die eher schadet als niitzt, und zu einer Aggravation der Erkrankung, in

unserem Beispiel AD und A. bronchiale, beitrdgt [45, 62].

1.4 Zielsetzung und Vorstellung der Mausmodelle

In dieser Arbeit stand die Frage im Vordergrund, inwieweit der genetische Hintergrund eines
Mausstamms eine Rolle in der Ausprigung atopischer Erkrankungen spielt. Allergische
Entziindung wie die atopische Dermatitis und das A. bronchiale werden durch eine Th2-
dominierte Zytokinimbalance gefordert. Allergiemausmodelle verwenden daher hiufig den
Inzuchtmausstamm Balb/c, da dieser stark zu einer Th2-dominierten Immunantwort tendiert und
als high responder gegeniiber Allergenprovokation beschrieben wird [18]. Ein weiterer in der
Forschung hiufig verwendeter Mausstamm, der C57BL/6-Stamm, tendiert dagegen zu einer
Th1-dominierten Immunantwort und reagiert wesentlich schwicher auf Allergenprovokation. Es
ist jedoch zu beachten, dass in zahlreichen Veroffentlichungen eine priferierte Ausbildung einer
Thl-dominierten Immunantwort seitens des C57BL/6-Stamms bzw. einer Th2-dominierten
Immunantwort seitens Balb/c-Stamms ohne Nennung von Orginalarbeiten zu diesem Thema

angenommen wird und diese Annahme nur auf einigen wenigen Studien basiert [61-63].

Neben den genannten Unterschieden in der Ausprigung einer Immunantwort sind die beiden
Mausstimme auch hinsichtlich der Aktivierbarkeit der HPA-Achse gegeniiber Stress auf der
Basis einer genetischen Pridisposition verschieden [64, 65]. Ob auch Unterschiede in SP-
abhingigen neuronalen und immunologischen Reaktionen oder Unterschiede in der SP-Aus-
schiittung auf Stress vor dem Hintergrund der oben erwéhnten unterschiedlichen Stress-

reaktivitidt zwischen den beiden Mausstimmen bestehen, ist nicht bekannt.
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Diese Arbeit fokussiert auf folgende Fragestellungen:

= Beeinflusst der genetische Hintergrund die Ausprigung von AD und A. bronchiale? Dazu
wurden verschiedene Parameter der Krankheitsaktivitit von AD und A. bronchiale mit
Hilfe von Mausmodellen fiir allergische Dermatitis und allergische Atemwegs-
inflammation (= AD-Stress bzw. Asthma-Stress Modell) zwischen dem Balb/c- und

C57BL/6-Stamm verglichen.

= Fiihrt Stress zu einer Verdnderung der Krankheitsaktivitit von AD und A. bronchiale und
sind unterschiedliche Reaktionen bei den Mausstimmen zu beobachten? Dazu wurde der
Einfluss von 24stiindiger Stressexposition mittels Mauslwurfvertreibers auf die
Parameter der Krankheitsaktivitit von AD und A. bronchiale untersucht und die

Reaktionen der beiden Stimme verglichen.

= Welche Rolle spielt SP in den unter Stress beobachteten Verdnderungen der
Krankheitsaktivitdit von AD und A. bronchiale und welche Unterschiede sind zwischen
den beiden Mausstimmen zu beobachten? Um diese Frage zu untersuchen, wurde ein

NK1-Rezeptorantagonist vor und nach Stressexposition eingesetzt.

= Beeinflusst der Zeitpunkt der Stressexposition die Krankheitsaktivitit von AD? Dazu
wurde innerhalb des C57BL/6-Stamms die Auswirkung unterschiedlicher Zeitpunkte

einer Stressexposition verglichen.

Im AD-Stress Modell wurden als Vergleichsgrundlage die Epidermisdicke, die Anzahl an
degranulierten Mastzellen und die Anzahl an EOS in AD-Lésionen herangezogen. Im Modell der
allergischen Atemwegsinflammation (im folgenden Asthma-Stress Modell genannt) dienten die
Bronchialepitheldicke, die Zellverteilung in der BAL und die Zytokinbestimmung mittels ELISA
von IL-4, IL-5, TNFa und INFy in der BAL als Vergleichsparameter zwischen den einzelnen

Gruppen und den beiden Stimmen.

Es wird ersichtlich, dass in diesen Modellen vielfiltige Variablen auf die Ergebnisse Einfluss
nehmen. Diese Modelle dienen als Basis, um in weiteren Experimenten die komplexe Beziehung
zwischen Nervensystem und Immunsystem unter dem Einfluss von Stress bei atopischen

Erkrankungen zu erforschen.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere

Alle hier beschriebenen in vivo Experimente sind gemél der Richtlinien fiir tierexperimentelle
Forschung an der Charité Berlin, Campus Virchow Klinikum, angemeldet und genehmigt
worden (Projektnummer G 0075/03, G 0033/01). Fiir die vorliegende Arbeit wurden weibliche
Tiere der Mausstimme Balb/c und C57BL/6 (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet.
Die Tiere waren bei ihrer Ankunft in der tierexperimentellen Einrichtung des Campus Virchow
Klinikums 6 Wochen alt. Thr durchschnittliches Gewicht betrug 18-20 g. Aufgrund des Alters
waren alle Haare der Riickenhaut der Balb/c- und C57BL/6 Miuse in der Telogenphase des
Haarzyklus. Dies ist fiir die spitere Analyse von Bedeutung, da sich die Blutversorgung, die
epidermale Dicke und Innervation der Haut wihrend des Haarzyklus dramatisch veréndert und
bei Wechsel der Haarfollikel widrend des Versuchs in z.B. das Wachstumsstadium (Anagen)
experimentelle Ergebnisse verzerren kann [68]. Wihrend der gesamten Dauer des Experiments
wurden die Tiere unter speziellen keimarmen Bedingungen, in einem 12-Stunden-Tag-Nacht-
Zyklus und bei freiem Futter- und Wasserzugang gehalten. Vor einer Eingewohnungszeit von 7
Tagen wurden die Tiere beider Stimme in die Behandlungsgruppen fiir das atopische Dermatitis-
Stress-Modell und das Asthma-Stress-Modell eingeteilt. Die Aufteilung der Tiere innerhalb eines

Mausstamms in die fiinf verschiedenen Gruppen erfolgte zufillig.

Material fiir die Tierversuche

Reagenzien:

Aluminiumhydroxyd (AlumImuject®)
Aquadest

Hexan

Ketaminhydrochlorid (Ketanest®)

Longasteril-Losung (Longasteril®)
NatriumChlorid 0,9% fiir Injektionszwecke
NK1-Rezeptorantagonist RP 67580

OCT Gewebeeinbettmedium

Ovalbumin Grad V

Ovalbumin Grad IV

Paraformalaldehyd

Pierce Chemical (Rockfort, IL, USA)
Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)

Parke-Davis (Freiburg, D)

Fresenius Kabi (Bad Homburg, D)

Merck (Darmstadt, D)

Rhone-Poulenc (Vitry-sur-Seine, France)
Jung (Heidelberg, D)

Sigma Biochemica (Deisenhofen, D)
Sigma Biochemica (Deisenhofen, D)

Merck (Darmstadt, D)
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PBS steril
Pikrinsdure
Saccharose

Xylazinhydrochlorid (Rompun®)

Losungen:
LANA-L6sung:
Losung A:
Paraformalaldehyd
in 125 ml Aquadest bei 58° 16sen
NaOH zugeben bis Losung klar ist
70 ml Prikrinsdure hinzugeben
mit Aquadest auf 250ml auffiillen
Losung B:
10, 23 g Na,HPO, x 2H,0
2,99 g NaH,PO, x H,O
mit Aquadest auf 250ml auffiillen
Losung A und B im Verhiltnis 1:1 mischen
Narkoselosung:
1 Teil (50mg/ml) Ketaminhydrochlorid
1 Teil Xylazinhydrochlorid 2%
8 Teile 0,9% NaCl fiir Injektionszwecke
Saccharose-Puffer:
50g Saccharose
6,22g Na,HPO, x 2H,0
2,06g NaH,PO, x H,O

Apparaturen und Verbrauchsmaterialien:

anatomische Pinzette
Auslauthahn HDPE
Butterfly-Nadeln
Eppendorfgefiie (1,5 und 2 ml)
Eppendorfzentrifuge

Merck (Darmstadt, D)

Sigma Biochemica (Deisenhofen, D)
Merck (Darmstadt, D)

Bayer (Bayer Leverkusen, D)

Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)

Sigma Biochemica (Deisenhofen, D)

Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)

Parke-Davis (Freiburg, D)
Bayer (Bayer Leverkusen, D)
Merck, (Darmstadt, D)

Jung (Heidelberg, D)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)

Carl Rothe GmbH (Karlsruhe, D)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)
Braun (Melsungen, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
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Instrumentenschale Carl Rothe GmbH (Karlsruhe, D)

Maulwurfsvertreiber Conrad Electronics (Hirschau, D)
Pinzette Carl Rothe GmbH (Karlsruhe, D)
Rasiergeriit Braun (Kronberg, D)
Diisen-Vernebler PariMaster (Starnberg, D)

2.2 Das allergische Dermatitis-Stress Modell

2.2.1 Behandlungsgruppen

Die einzelnen Behandlungsgruppen fiir das atopischen Dermatitis-Stress-Modell setzten sich wie
folgt fiir den Balb/c- und C57BL/6-Stamm zusammen (s. Abb. 3 und Tab. 1.):

Kontroll-Gruppe: unbehandelte Tiere, Priaparation 23 Tage nach Versuchsbeginn.

Stress-Gruppe 20-21: akustischer Stress am Tag 20 bis Tag 21 fiir 24 Stunden;

Priparation 48 Stunden nach Stressende.

Atopische Dermatitis-Gruppe (AD): Sensibilisierung am Tag 0 und 14 mit OVA VI,

Provokation am Tag 21 mittels OVA V; Priparation 48 Stunden nach Provokation.

Stress+AD-Gruppe (S+AD): Sensibilisierung und Provokation wie bei der AD-Gruppe,

zusitzlich akustischer Stress von Tag 20 auf Tag 21 bis unmittelbar vor Provokation; Pri-

paration 48 Stunden nach Provokation.

Stress+AD+NK 1 -Rezeptorantagonist-Gruppe (S+AD+NK]I): Sensibilisierung, Provoka-

tion und Stress wie bei S+AD-Gruppe, zusitzlich Injektion des NKI1-Rezeptor-
antagonisten vor und nach der Stressapplikation; Préparation 48 Stunden nach

Provokation.

Zusitzlich wurden noch folgende zwei Behandlungsgruppen innerhalb des C57BL/6-Stammes
gebildet:

Stress-Gruppe  21-22:  keine Sensibilisierung, keine Provokation; 24stiindige

Stressexposition an Versuchstag 21 auf 22, entsprechend der Stressexposition der

AD+Stress-Gruppe. Priparation 24 Stunden nach Stressende.

AD+Stress-Gruppe (AD+S): Sensibilisierung und Provokation wie bei der AD-Gruppe,

24stiindiger akustischer Stress von Tag 21 auf 22 beginnend nach der Provokation;

Priparation 48 Stunden nach Provokation.
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Tab.1: Gruppenverteilung im atopischen Dermatitis-Stress Modell.

Behandlungsgruppen in beiden Stimmen: Kontroll-Gruppe: unbehandelte Tiere, Priparation 23
Tage nach Versuchsbeginn; Stress-Gruppe 20-21: 24stiindige Stressexposition von Tag 20 auf
Tag 21, Pridparation 48 Stunden nach Stressende; Atopische Dermatitis-Gruppe (AD):
Sensibilisierung am Tag 0 und 14 mit OVA VI, Provokation am Tag 21 mittels OVA V,
Priparation 48 Stunden nach Provokation; Stress+AD-Gruppe (S+AD): Sensibilisierung und
Provokation wie bei AD-Gruppe, Stressexposition von Tag 20 auf Tag 21; Pridparation 48
Stunden nach Provokation; Stress+AD+NKI1-Rezeptorantagonist-Gruppe (S + AD + NKI1):
Sensibilisierung, Provokation und Stress wie bei S+AD-Gruppe, zusitzlich Injektion des NK1-
Rezeptorantagonisten vor und nach der Stressexposition; Pridparation 48 Stunden nach
Provokation; nur beim C57BL/6-Stamm wurden folgende Gruppen gebildet: Stress-Gruppe 21-
22: keine Sensibilisierung, keine Provokation; 24stiindige Stressexposition von Tag 21 auf 22;
AD+Stress-Gruppe (AD+S): Sensibilisierung und Provokation wie bei AD-Gruppe, Stress von
Tag 21 auf 22 beginnend nach der Provokation; Priaparation 48 Stunden nach Provokation.

Mausstamm Gruppe n Total
Balb/c Kontrolle 4
Stress 20-21

AD

Stress+AD
Stress+AD+NK1
C57BL/6 Kontrolle

Stress 20-21

AD

Stress+AD
Stress+AD+NK1
Stress 21-22
AD+Stress

A | oo oo | K| | | 0 | W

2.2.2 Versuchsablauf

Am Tag 0 des Versuchs wurden die Tiere der Gruppen AD, Stress+AD, AD+S und S+AD+NK1
mit 20 pg Ovalbumin Grad VI und 2.25 mg Aluminiumhydroxid (Al(OH)s) gelost in 100 ul
sterilem PBS intraperitoneal sensibilisiert. Eine zweite Sensibilisierung erfolgte am Tag 14. Die
Tiere der Stress- und Kontrollgruppen erhielten keine Sensibilisierung und keine

Allergenprovokation.

Um die Ausbildung von AD-Lisionen zu provozieren, erhielten am Tag 21 die Tiere der AD-,

der Stress+AD, der Stress+AD+NKI1- und der AD+Stress Gruppen die Allergenprovokation.
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Dazu wurden die Tiere durch intraperitoneale Injektion von 200 pl der Narkoselosung (s.
Losungen) ruhig gestellt und die Haare der Riickenhaut rechtsseitig mit einem elektrischen
Rasierer vorsichtig und untraumatisch entfernt. Alle Tiere befanden sich in der Telogenphase des
Haarzyklus (erkennbar an rosafarbener, leicht faltenwerfender Haut). Zur Provokation wurde den
Tieren 50 pg Ovalbumin Grad V gel6st in 200 pl sterilem PBS in die rasierte Riickenhaut
intradermal injiziert. Dieses Protokoll hat im Gegensatz zu epikutaner Sensibilisierung den
Vorteil, dass der Zeitpunkt der Ausbildung von AD-Lisionen genau geplant und so mit der
Stressexposition abgestimmt werden kann. Am Tag 20 wurden die Tiere der Gruppen Stress 20-
>21-, Stress+AD und Stress+AD+NK1 fiir 24 Stunden durch einen akustischen Stressor mittels
eines Maulwurfsvertreiber vor der Allergenprovokation gestresst. Die Stressexposition fand in
einem separierten Raum statt. Der Maulswurfsvertreiber sandte auf einer Frequenz von 300 Herz
4-mal in der Minute in unregelmifigen Abstinden Schallwellen aus, denen die Tiere in ihren
Kifigen nicht ausweichen konnten. Die Emittierung der Schallwellen in einer fiir die Tiere nicht
vorhersehbaren Zeitabfolge ist ein etabliertes Akustikstress-Modell in der Forschung [69-71].
Jeweils vor und nach der Stressexposition wurde den Tieren der Stress+AD+NK1-Gruppe 200
png NK1-Rezeptor-Antagonist in 200 pl (0,9% NaCl+0,05% COzCCOH) gelost intraperitoneal
injiziert. Die Tiere der Stress 21->22 und der AD+Stress Gruppe wurden am Tag 21 auf 22 der

24stiindigen Stressexposition (= nach der Provokation) ausgesetzt (s. Abb.3).

Die Tiere aller Gruppen wurden am Tag 23 des Versuchs mit der Narkoselosung (s. Losungen)
ruhig gestellt, die rechtsseitige Riickenhaut rasiert und durch eine letale Dosis (ca. 50 pl,
intraperitoneal) einer Losung aus Ketaminhydrochlorid mit 1 pl Xylazinhydrochlorid getétet.
Allen Versuchstieren wurde nach der Thoraxerdffnung iiber den linken Ventrikel mit einer
Butterfly-Kaniile 20 ml Longasteril® injiziert, welches iiber den erdffneten rechten Vorhof frei
abfliesen konnte. Nach Erreichen der Blutleere wurde iiber den gleichen Zugang eine Losung aus
4%igem Paraformaldehyd und 14%iger gesittigter Pikrinsédure injiziert. Dieses Protokoll fiir die
Perfusionsfixierung wird standardmifig fiir die Gewinnung von Geweben fiir den Nachweis
kleinster Peptide, wie sie z.B. die Neuropeptide darstellen, in der Immunhistochemie angewandt.
Nach der Perfusionsfixierung wurde die gesamte Riickenhaut mit anatomischer Pinzette und
Schere in der Subkutis stumpf frei pripariert. Die sorgfiltig abgetrennte Riickenhaut wurde
faltenfrei auf Karton aufgespannt, um unerwiinschte Schrumpfung zu vermeiden. Das Gewebe
wurde 2 Stunden bei 4 °C in LANA-Losung (s. Losungen) fixiert und iiber Nacht in 10%

Saccharose-Puffer (s. Losungen) bei 4 °C belassen. Am nichsten Tag wurde die Haut in OCT-
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Einbettmedium eingebettet, und in fliissigen Stickstoff gekiihlt. Alles entnommene Gewebe

wurde bei -80 °C gelagert.

Balb/c und C57BL/6

Gruppen:

» Kontrolle

; Stress Tag 20->21 | [vor/ nach Stress NK1-RA i.p.

*S+AD

S + AD + NK1 Stress

Tag 0 14 20 21 23
OVA i.p.
Sensibilisierung ’Provokation‘ ’Préparation‘

Nur C57BL/6 21 22 23
Gruppen:
*AD+S Stress
* Stress Tag 21 -> 22

Abb. 3. Versuchsablauf des atopischen Dermatitis-Stress Modells.

Die Gruppen AD+Stress und Stress 21->22 wurden nur innerhalb des C57BL/6-Stamms
gebildet. Die bei Ankunft 6 Wochen alten Tiere wurden zufillig in die Behandlungsgruppen
aufgeteilt. Sensibilisierung der Gruppen AD, Stress+AD, Stress+AD+NK1 und AD+Stress mit
20 ug OVA VI/AL(OH); i. p erfolgte an Tag O und 14, gefolgt von der Provokation mit 50 ug
OVA V intradermal am Tag 21. Die Gruppen Stress+AD- und Stress+AD+NK1 wurden vor
Provokation mittels eines Maulwurfvertreibers fiir 24 Stunden gestresst, die Gruppe AD+Stress
nach Provokation. Die Gruppe Stress-20->21 wurden analog zur Stress+AD-Gruppe von Tag 20
auf 21 gestresst; die Gruppe Stress 21->22 analog der AD+Stress-Gruppe von Tag 21 auf 22.
Den Tieren der Stress+AD+NK1-Gruppe wurde vor und nach der Stressexposition 200 pg NKI1-
Rezeptor-Antagonist in 200 pl (0,9% NaCl+0,05% CO3;CCOH) geldst i. p. injiziert. Priparation
aller Tiere am Tag 23 des Versuchs.

2.3 Das Asthma-Stress Modell

2.3.1 Behandlungsgruppen

Dieses Modell der allergischen Atemwegsinflammation zeigt die Hauptmerkmale des
allergischen Asthma bronchiale (erhdhte Atemwegsreaktivitit und allergische Atemwegs-

inflammation) und ist ein etabliertes Modell in der Asthmaforschung [18, 72, 73]. Im Folgenden
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wird es Asthma-Stress Modell genannt. Die Verteilung der bei Ankunft 6-8 Wochen alten
Balb/c- und C57BL/6-Miuse in die einzelnen Behandlungsgruppen erfolgte zufillig (s. Abb. 4
und Tab. 2):

Kontroll-Gruppe: unbehandelte Tiere

Stress-Gruppe: Injektion von 200 pl/ Maus sterilem PBS intraperitoneal an Tag 0, 14 und
21; challenge in PBS-Box mit Vernebelung von sterilem PBS an Tag 26 und 27 und 24-

stiilndige Stressexposition an Tag 26 bis 27

Asthma-Gruppe: Sensibilisierung mit OVA VI, zweimaliger challenge mit OVA 'V an Tag
26 und 27

Asthma+Stress-Gruppe (A+S): Sensibilisierung und challenge wie bei der Asthma-

Gruppe, zwischen den challenges 24stiindige Stressexposition

Asthma+Stress+NKI-Rezeptorantagonist-Gruppe (A+S+NKI): Ablauf wie bei A+S-

Gruppe, zusitzlich vor und nach jeder challenge Injektion des NKI-Rezeptor-

antagonisten

Tab. 2: Gruppenverteilung im Asthma-Stress Modell.
Gezeigt ist die maximale Gesamtgrofle (= n Total) der einzelnen Gruppen pro Mausstamm. Fiir
die spitere Ergebnisdarstellung wurden Tiere gleichen Mausstamms aber verschiedener
Tierversuche in einer einzigen Gruppe zusammengefasst.

Mausstamm Gruppe n Total

C57BL/6 Kontrolle 7
Stress 8
Asthma 6
Asthma+Stress 7
Asthma+Stress+NK1 6

Balb/c Kontrolle 6
Stress 8
Asthma 11
Asthma+Stress 12
Asthma+Stress+NK1 11
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2.3.2 Versuchsablauf

Am Tag 0, 14 und 21 wurde den Tieren der Gruppen Asthma, Asthma+Stress und
Asthma+Stress+NK1 zur Sensibilisierung 20 pg Ovalbumin Grad VI und 2.25 mg
Aluminiumhydroxid (AI(OH)3) gelost in 200 pl sterilem PBS intraperitoneal injiziert. Den
Tieren der Stressgruppe wurde an den gleichen Tagen 200 pl steriles PBS intraperitoneal

injiziert. Tiere der Kontrollgruppe blieben bis zur Priparation unbehandelt.

Am Tag 26 und 27 des Versuchs wurden bei den Tieren der Asthma-, Asthma+Stress- und
Asthma+Stress+NK1-Gruppen eine lokale Allergenprovokation (= challenge) durchgefiihrt.
Dazu wurden die Miuse in einer 20 x 20 x 15 cm groflen Plastikkammer iiber eine Dauer von 20
Minuten einer aerolisierten OVA V-Losung (50 pg geldst in 5 ml sterilem PBS) ausgesetzt, die
durch einen Diisenvernebler erzeugt wurde. Die durch die Verneblung erzeugte Tropfchengrofe
betrdgt 1-2um und erreicht somit die kleinen Atemwege. Entsprechend wurde die Stressgruppe
einer challenge mit 5 ml sterilem PBS fiir 20 Minuten an den gleichen Tagen unterzogen.
Jeweils vor und nach der challenge wurde den Tieren der Asthma+Stress+NK1-Gruppe 20 pg
NKI1-Rezeptorantagonist gelost in 200 pl (0,9% NaCl+0,05% CO;CCOH) intraperitoneal
injiziert. Zwischen den beiden challenges wurden die Tiere der Asthma+Stress- und
Asthma+Stress+NK1-Gruppen fiir 24 Stunden durch einen akustischen Stressor mittels eines
Maulwurfsvertreiber gestresst. Wie auch beim atopischen Dermatitis Stress-Modell fand die
Stressexposition in einem separierten Raum statt. Der Maulswurfsvertreiber sandte auf einer
Frequenz von 300 Hz 4-mal in der Minute in unregelméfBigen Abstinden Schallwellen aus,
denen die Tiere in ihren Kéfigen nicht ausweichen konnten. Die Emittierung der Schallwellen in

einer fiir die Tiere nicht vorhersehbaren Weise.

Alle Tiere wurden am Tag 28 des Versuchs pripariert. Die Tiere wurden durch zervikale
Dislokation getotet und der Thorax erdffnet. Fiir die bronchoalveoldre Lavage (BAL) wurde
nach Punktion der Trachea die Lunge zweimal mit 0,8 ml eiskaltem PBS gewaschen und die
BAL in Eppendorfrohrchen gesammelt. Die pro Maus generierte BAL hatte ein durch-
schnittliches Volumen von 1,2 ml und ein Gewicht von 2,3 g. 150 pl der gewonnenen BAL
wurde fiir die Zellzdhlung in der Neubauer-Kammer und die Generierung der Zytospins
abgenommen, die verbleibende BAL zur Gewinnung zellfreier Uberstinde zentrifugiert. Die
Uberstinde wurden in Aliquots 4 300 ul bis zur Zytokin-Bestimmung bei -80 °C eingefroren.
Zur Entnahme der Lungenfliigel wurde die rechte Herzkammer punktiert, die Lunge mit PBS

gespiilt und anschliefend mit ca 0,8 ml OCT-Einbettmedium gefiillt. Das Lungengewebe wurde
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entnommen, in OCT-Einbettmedium eingelegt und in Hexan gefolgt von Stickstoff kryofixiert,

und bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Balb/c und C57BL/6
Gruppen:
» Kontrolle
* Stress
» Asthma .
. Asthma + Stress Vor/ nach Challenge NK1 - RAi.p.
» Asthma + Stress + NK1 I
Challenge mit
OVA - Aerosol
Tag 0 14 21 26 27 28
[ [
’Sensibilisierung‘ Stress‘ ’Préparation

Abb. 4: Versuchsablauf des Asthma-Stress Modells.

Die bei Ankunft 6 Wochen alten Méuse des Balb/c und C57BL/6 Stamms wurden zufillig in die
einzelnen Behandlungsgruppen aufgeteilt. Die Tiere der Gruppen Asthma, Asthma+Stress und
Asthma+Stress+NK1 wurden am Tag 0, 14 und 21 des Versuches mit 20 ug OVA V/AL(OH); i.
p. sensibilisiert; die Tiere der Stressgruppe analog dazu mit 200 pl sterilem PBS injiziert. Die
mit OVA sensibilisierten Tiere wurden an Tag 26 und 27 fiir 20 Minuten einer
Allergenprovokation (= challenge) mit OVA VI ausgesetzt. Die Stress-Gruppe wurde mit
sterilem PBS gechallengt. Vor und nach den challenges wurde den Tieren der
Asthma+Stress+NK1-Gruppe 200 pg NK1-Rezeptor-Antagonist in 200 pl (0,9% NaCl+0,05%
CO3CCOH) gelost i. p. injiziert. Zwischen den challenges wurden die Tiere der Stress-,
Asthma+Stress- und Asthma+Stress+NK1-Gruppen mittels eines akustischen Stressors fiir 24
Stunden gestresst. Priparation aller Tiere am Tag 28.

2.3.3 Zellziihlung mittels Neubauer-Kammer

Material:
Neubauer-Zihlkammer improved Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)
Zeiss Axioscope 2 Mikroskop Carl Zeiss (Gottingen, D)
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Zur Bestimmung der Gesamtzahl an Zellen in der BAL wurden 10 pl der BAL eines jeden Tieres

in eine Neubauer-Kammer pipettiert und ausgezihlt.

2.3.4 Zytospin und Diff-Quik Firbung

Material:

Diff-Quik®-Firbung Dade Behring (Marburg, D)

Objekttrager Super Frost Menzel Glaser (Braunschweig, D)
Shandon Cytospin® 4 Cytocentrifuge Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Zeiss Axioscope 2 Mikroskop Carl Zeiss (Gottingen, D)

Zytospins wurden aus 100 pl BAL pro Tier durch Zentrifugierung (100xg, Smin) auf
Objekttriger im Shandon Cytospin® generiert. Die Zytopspins wurden mittels Diff-Quik®-
Fiarbung gefirbt. Es wurde mit der Diff-Quik® Firbelésung 1 (2 min) eine eosinophile (rote)
Farbung und anschlieend mit der Diff-Quik® Farbelosung 2 (5 min) eine basophile (blaue)
Fiarbung durchgefiihrt.

Je hundert Zellen pro Objekttriger bzw. Tier wurden in 400facher Vergroferung unter dem
AxioVision Zeiss Mikroskop ausgezihlt. Die Zellen wurden nach gingigen morphologischen
Kriterien klassifiziert als Lymphozyten, Makrophagen bzw. Monozyten, eosinophile
Granulozyten und neutrophile Granulozyten und als Prozentwerte notiert. Die mittels der
Neubauer-Kammer bestimmte Gesamtzahl (= Leukozyten) an Zellen in der BAL jedes Tieres
wurde mit der Prozentzahl multipliziert, und anschlieBend durch 100 geteilt, um die absoluten

Werte der einzelnen Zellpopulationen pro Tier zu erhalten.

2.3.5 Zytokinbestimmung in der bronchoalveoliren Lavage mittels ELISA
Material

Reagenzien:
Blockpuffer, pH 7 fiir IL-4, IL-5 und INFy-ELISA:

PBS (siehe unten)

3% Bovines Serum Albumin Sigma Biochemica (Deisenhofen, D)
Blockpuffer, pH 7 fiir TNF-a-ELISA:

PBS (siehe unten)

10% Fetales Kilber Serum Sigma Biochemica (Deisenhofen, D)

GALLATI-Puffer:
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8.4 g Zitronensédure-Monohydrat

60 ml Aqua dest.

pH-Einstellung auf 3,95 mit 4N KOH

Auffiillung auf 200 ml mit Aqua dest.

68 ul 30%tiges H,O, dazugeben
Natriumbicarbonat (coating puffer), pH 8,2:
Phosphat-puffered-saline (PBS), pH 7,0:

8 g Natriumchlorid NaCl

16 g Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPO,

0,2 g Kaliumchlorid KCl

0,2 g Dikaliumhydrogenphosphat K,HPO4

auf 11 Aquadest
Schwefelsdure H,.SOM?2
Streptavidin-Meeretich-Peroxidase (SMP)

TMB-Lo6sung:

Tetramethylbenzidin (TMB)

1:100 in Gallati-Puffer

Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)
Serva, (Heidelberg, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, D)
Calbiochem (Bad Soden, D)

Merck (Darmstadt, D

Verdiinnungspuffer fiir die Standardreihe und biotinylierten Antikérper (TNF-alpha):

PBS
10% Fetales Kilber Serum

Sigma Biochemica (Deisenhofen, D)

Verdiinnungspuffer fiir die Standardreihen (IL-4, IL-5, INF-y) und fiir den biotinylierten

Antikorper (IL-4, IL-5, INF-y):
PBS
3 % Bovines Serum Albumin
Verdiinnungspuffer, pH 7 fiir SMP:
PBS
0,1% Tween 20
Waschpuffer, pH 7:
PBS
0,1% Tween 20

Verbrauchsmaterial und Apparaturen:

96well-Rundbodenplatten

Sigma Biochemica (Deisenhofen, D

Sigma Chemie (Deisenhofen, D)

Sigma Chemie (Deisenhofen, D)

Greiner GmbH (Frickenhausen, D)
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96 Well Immunop MaxiSorp Platten NUNC GmbH (Wiesbaden, D)

Microtiter Plate Reader MR 7000 Dynatech Lab. (Alexandria, USA)
OPTIMA Software fiir ELISA BMG Labtech (Offenburg, D)

ELISA-Kits:

Mouse IFNy ELISAspot Kit R&D Systems (Minneapolis, USA)

Mouse IL-4-ELISA Kit ,optEIA BD Biosciences Pharmingen (Hamburg, D)
Mouse IL-5-ELISA Kit, optEIA BD Biosciences Pharmingen (Hamburg, D)
Mouse TNF-a-ELISA Kit, optEIA-Kit BD Biosciences Pharmingen (Hamburg, D)

verwendete Konzentrationen der AntikOrper:

Primire Antikorper: anti-Maus IL-4 1 pg/ml
anti-Maus IL-5 2 pg/ml
anti-Maus-IFNy 3 pg/ml
anti-Maus TNFa 4 pg/ml

Sekunddre Antikorper: anti-Maus IL-4 0,25 pg/ml

(biotiniliert) anti-Maus IL-5 1 pg/ml
anti-Maus-IFNy 100 ng/ml
anti-Maus TNFa 1 pg/ml

Standards: rekombiniertes IL-4 5,2 - 2000 pg/ml
rekombiniertes IL-5 20 - 4000 pg/ml
rekombiniertes [FNy 55 - 20000 pg/ml
rekombiniertes TNFa 10,4 - 1000 pg/ml

Detektionslimits: rekombiniertes IL-4 22 pg/ml
rekombiniertes IL-5 22 pg/ml
rekombiniertes IFNy 40 pg/ml
rekombiniertes TNF-a 18 pg/ml

Ablauf

Der Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) basiert auf dem Prinzip der kompetitiven

Bindung. Die Vertiefungen der ELISA-Platte sind mit einem Antikorper gegen die zu
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bestimmende Substanz beschichtet. Es werden eine Probe mit unbekannter Konzentration und
eine definierte Menge Enzymkonjugatlosung in die Vertiefung gegeben, die um die freien
Bindungsstellen des an die Platte gebundenen Antikorpers konkurrieren. Durch Zugabe eines
chromogenen Substrats kommt es zu einem Farbumschlag, der photometrisch gemessen wird.
Die Menge an gebundenem Enzymkonjugat ist proportional zur Konzentration in der Probe, die
durch Vergleich mit Standards mit bekannten Konzentrationen bestimmt werden kann.

96well-Rundbodenplatten (fiir den IL-4, IL-5 und INF-y-ELISA) und 96 Well Immunop
MaxiSorp Platten (fiir den TNFo-ELISA) wurden mit dem jeweiligen primdren Antikdrper
beschichtet (gelost in Carbonatpuffer, 50 pl/well) und bei 4° iiber Nacht inkubiert. Mit dem
Waschpuffer wurden die Platten dreimalig ausgewaschen. Unspezifische Bindungen wurden
durch den Blockpuffer gesittigt (2h bei RT, 200 pl/well). Nach erneutem dreimaligen
Auswaschen wurden im Anschluss die Proben und die Standardreihe (je 50 pl/well) in
Doppelbestimmung auf die Platten aufgetragen. Die Standardreihe wurde in 10maligen 1:2
Verdiinnungsschritten erstellt, ausgehend von der jeweiligen hochsten Standardkonzentration fiir
jeden Zytokin-ELISA. Wihrend der Inkubation bei 4°C iiber Nacht konnten die gebundenen
Antikorper somit ihre spezifischen Antigene binden und mit diesen Immunkomplexen bilden.
Nichtgebundene Antigene wurden am folgenden Tag durch fiinfmaliges Waschen aus den
Vertiefungen entfernt. Durch Zugabe des biotinilierten sekundiren Antikorpers (50 pl/well, 2h
bei RT) wurde das durch den Primérantikdrper immobilisierte Zytokin detektiert. An das Biotin
des Sekundirantikorpers band der Streptavidin-Meerechtich-Peroxidase (SMP) Enzymkomplex
(1:10 000 in Verdiinnungslosung fiir SMP, 50 pl/well) wéhrend der Inkubationszeit von 2
Stunden bei RT. Nach achtmaligem Waschen wurde durch Zugabe der 3,3;5,5-
Tetramethylbenzidin (TMB)-Losung (150ul/well) eine Redoxreaktion ausgelost, welche nach
etwa 30-45 Minuten mittels 2M Schwefelsdure (50 pl/well) gestoppt wurde. Durch Protonierung
des TMB erfolgte ein Farbumschlag von blau nach gelb. Die Extinktion der Proben wurden
innerhalb von 20 Minuten im Dynatech MR-7000-Photometer mit Testfilter 450 nm und
Referenzfilter 490 nm bestimmt und anhand der Standardkurve die Probenkonzentration an I1L.-4,
IL-5, IFNy und TNFa unter zu Hilfenahme der Software von BMG Labtech bestimmt. Aus den
so fiir jede Probe zwei erhaltenen Werten, wurde der Mittelwert gebildet und dieser als Wert der

jeweiligen Zytokinkonzentration in der bronchoalveolidren Lavage eines Tieres genommen.
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2.4 Immunhistochemie

2.4.1 Herstellung von Schnitten

Material:

Aceton Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)
Kryostat 1720 Leica (Bensheim, D)
Objekttrager Super Frost Menzel Glaser (Braunschweig, D)

Fiir die immunhistologische Fiarbung wurden 8 pm (Asthma-Stress Modell) der Lunge bzw. 10
pm dicke Schnitte (AD-Stress Modell) der Haut mit einem Kryostat gefertigt und auf Objekt-
triger Super Frost aufgetragen. Die Hautschnitte wurden luftgetrocknet und bei -20° bis zur
weiteren Verwendung gelagert. Die Lungenschnitte wurden in Aceton (10min, -20° C) fixiert,

luftgetrocknet und ebenfalls bei -20° gelagert.

24.2 Giemsa Firbung und Bewertungsparameter im AD-Stress Modell

Material:

Deckglidschen Menzel Glaser (Braunschweig, D)
Essigsédure 0,02% Merck (Darmstadt, D)

Ethanol (85%, 90%, 100%) Herbeta Arzneimittel (Berlin, D)
Giemsa-Losung Merck (Darmstadt, D)
Sodium-Borat-Losung Sigma Biochemica (Deisenhofen, D)
Vitramecid (Vitroclud®) Langenbrinck (Emmendigen, D)
Xylol J.T. Baker (Deventer, Niederlande)
Apparate:

Axio Cam HR Fotoaufsatzkamera Carl Zeiss (Jena, D)

AxioVision Programm Carl Zeiss (Jena, D)

Zeiss Axioscope 2 Mikroskop Carl Zeiss (Jena, D)

Die Firbung nach Giemsa dient der spezifischen Anfarbung von Granula in Mastzellen.
Die Objekttriger mit aufgezogenen Hautschnitten wurden getrocknet, in PBS gewaschen und 30
Minuten in Giemsalosung mit 1:10 verdiinnter Sodium-Borat-Losung gefdrbt. Nach einer

Spiilung in Aqua dest. und mikroskopischer Kontrolle und Differenzierung mit 0,2% Essigsidure
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wurde erneut in Aqua dest. gewaschen. Die Entwisserung mittels aufsteigender Alkoholreihe,
Fixierung in Xylol und Eindeckelung mit Vitracemid beendeten die Farbung.

Pro Tier wurden in 5 Gesichtsfeldern je 2 Messungen der epithelialen Dicke unter 100facher
Vergrolerung mit dem AxioZeiss Mikroskop unter Hilfenahme des AxioVision Programms
gemacht. Zur photographischen Dokumentation wurde die AxioCam-Aufsatzkamera benutzt.
Fiir die Ermittlung des Eosinophileninfiltrats und dem Prozentsatz an degranulierten Mastzellen
wurde pro Tier in Dermis und Subkutis je 10 Gesichtsfelder in 400facher Vergroferung
ausgezihlt. Als degranuliert z#hlte eine Mastzelle mit mind. 7 auBlerhalb der Zellmembran
sichtbaren Granulae. Berechnet wurde die Anzahl an degranulierten Mastzellen von insgesamt

gezihlten Mastzellen als Prozentwert.

24.3 Hematoxylin-Eosin Firbung und Bewertungsparameter im Asthma-Stress Modell

Material:

Eosin Waldeck GmbH (Miinster, D)
Ethanol (85%, 90%, 100%) Herbeta Arzneimittel (Berlin, D)
Hémalaun-Losung nach Mayers Dr. K. Hollborn & So6hne (Leipzig, D)
Vitracemid (Vitroclud®) Langenbrinck (Emmendingen, D)
Xylol J.T. Baker (Deventer, Niederlande)

Fiir die Bestimmung der Dicke des Bronchialepithels wurden die in Aceton fixierten Schnitte des
Lungengewebes mit einer Hematoxylin-Eosin-Farbung gefirbt. Die Objekttriger wurden
getrocknet, in PBS gewaschen und Hidmalaun-Losung nach Mayers (7 min, RT) gefdrbt. Nach
Blduung in Leitungswasser und 1-miniitiger Gegenfirbung in Eosin folgte die aufsteigende
Alkoholreihe zur Dehydrierung. Nach Fixierung in Xylol wurden die Objekttriger mit
Vitracemid (Vitroglut®) eingedeckelt.

Pro Tier wurden in je 2 Bronchen 5 Messungen der Bronchialepitheldicke unter 200facher
Vergroferung mit dem AxioZeiss Mikroskop unter Zuhilfenahme des AxioVision Programms

vorgenommen.

2.5 Statistische Analyse

Alle durchgefiihrten statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe des Computerprogramms

»SPSS* angefertigt. Die Mittelwerte aller verschiedenen Gruppen eines bestimmten Paramters
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wurden mit dem H-Test nach Kruskal und Wallis fiir mehrere unabhingige Stichproben
verglichen. Wenn dieser Test signifikant (= p < 0,001) war, wurde der U-Test nach Mann und
Whitney fiir zwei unabhiéngige Stichproben angewandt. Fiir die Korrelationsanalyse wurde die
Rangkorrelation nach Sperman berechnet. Die Irrtumswahrscheinlichkeit / probability value p <
0,05 wurde als signifikant und p <0,01 bzw. 0,001 als hochsignifikant angesehen. In den
Abbildungen wurde fiir jede Gruppe der Mittelwert plus Standardfehler dargestellt und die

Signifikanz mit einem Sternchen* (= p < 0,05) oder ** (= p < 0,01) markiert.

Beim atopischen Dermatitis-Stress Modell wurden nur Tiere in die Auswertung aufgenommen,
deren Riickenhaar sich in der Telogenphase des Haarzyklus befand. Beim Asthma-Stress Modell
wurden alle Tiere der Kontroll- und Stress-Gruppen in die Auswertung einbezogen. Als
Nonresponder galten Tiere der Asthma-, Asthma+Stress- und Asthma+Stress+NK1-Gruppen,
deren prozentualer Anteil an eosinophilen Granulozyten in der BAL nach Sensibilisierung und

Provokation unter 20% betrug. Diese Tiere wurden aus der Auswertung herausgenommen.

34



3 Ergebnisse
3.1 Das atopische Dermatitis-Stress Modell

3.1.1 Die Auswirkung von AD und Stress auf die epidermale Dicke

Zunahme der epidermalen Dicke durch Provokation von AD bei beiden Stimmen
Die durchschnittliche epidermale Dicke der unbehandelten Tiere des Balb/c-Stamms war mit
16,01 pm signifikant diinner als die der Kontrollgruppe des C57BL/6-Stamms mitl12,42 um.
Nach Sensibilisierung und Provokation kam es zu einer signifikanten Zunahme der epidermalen
Dicke auf 25,53 pm beim Balb/c-Stamm bzw. 23,26 um beim C57BL/6-Stamm im Vergleich zur
jeweiligen Kontrollgruppe. Wie auch in AD-Lidsionen menschlicher Haut war in beiden
Stammen die Zunahme der epidermalen Dicke durch eine endotheliale Hyperplasie, Spongiose
und Akanthose gekennzeichnet (s. Abb. 5 und 6).

Abnahme der epidermalen Dicke bei nicht sensibilisierten Tieren durch Stress
Interessanterweise fiihrte bei beiden Stimmen die 24stiindige Stressexposition nicht
sensibilisierter Tiere zu einer signifikanten Abnahme der epidermalen Dicke (Balb/c syess = 13,55
pm; C57BL/6 siress 20 > 21 = 10,92 pm) im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe.

Zunahme der epidermalen Dicke bei sensibilisierten Tieren durch Stress
Durch Stressexposition vor Provokation kam es bei beiden Stimmen zu einer signifikanten
Zunahme der epidermalen Dicke im Vergleich zu sensibilisierten Tieren ohne Stressexposition
(Balb/c gyess+ap = 28,15 pm; CSTBL/6 syess+ap = 29,11 pm). Auch die nur beim C57BL/6-Stamm
durchgefiihrte Stressexposition sensibilisierter Tiere nach Provokation bewirkte eine signifikante
Zunahme der epidermalen Dicke (C57BL/6 gyessiap = 29,58 um)

Verhinderung der Zunahme der epidermalen Dicke unter Stress durch den NKI-RA
Bei beiden Stimmen verhinderte die Administration des NK1-Rezeptorantagonisten die unter
Stressexposition beobachtete Zunahme der epidermalen Dicke bei sensibilisierten und

gestressten Tieren (Balb/c gyess+apink1 = 22,93 um; C57BL/6 syess+ap+Nk1 = 24,26 um).
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Abb. 5: Die epidermale Dicke der einzelnen Behandlungsgruppen im AD-Stress Modell.
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Angegeben ist der Mittelwert mit Standardfehler. Pro Maus wurden in je 5 Gesichtsfelder 2
Messungen an den dicksten Stellen der Epidermis durchgefiihrt. Reprisentative Ausschnitte der
jeweiligen Gruppen sind rechts dargestellt. Epi = Epidermis, D = Dermis, Hf = Haarfollikel.
Behandlungsgruppen: Kontrolle (npaw. = 4, nes7sre = 3): unbehandelte Tiere; Stress 20->21-
Gruppe (npawe = 5, nes7eLe = 4): 24stiindige Stressexposition mittels Maulwurfvertreibers;
Atopische-Dermatitis (= AD)-Gruppe (npawc = 4, ncs7eLe = 4): Sensibilisierung mit OVA V und
Provokation mit OVA VI; Stress+AD (=S+AD)-Gruppe (npawe = 7, nes7ers = 8): Behandlung
wie bei der AD-Gruppe, =zusitzlich vor Provokation 24stiindige Stressexposition;
Stress+AD+NK1-Rezeptorantagonist (=S+AD+NK1)-Gruppe (Mpape = 5, nesmus = 8):
Behandlung wie bei der S+AD-Gruppe, zusitzlich direkt vor und nach Stressexposition Injektion
des NK1-Rezeptorantagonisten

Zusitzliche Behandlungsgruppen beim C57BL/6-Stamm: Stress 21->22-Gruppe (ncs7sLs = S):
24stiindige Stressexposition von Tag 21 bis 22 des Versuchs; AD+Stress-Gruppe (ncs7sLie = 4):
Behandlung wie bei der AD-Gruppe, zusitzlich nach Provokation 24stiindige Stressexposition.
Zur Kontroll- und Stress-Gruppe sind innerhalb beider Stimme alle anderen Gruppen jeweils
signifikant (p < 0,01), auBBer die Stress 21->22-Gruppe des C57BL/6-Stamm:s.

3}
stess 77 |*

0O BalbC

AD Co7BL/6

Stress+AD

¥
SN 7777777777777 77777 /777707

0 5 10 15 2 25 30 35
Bopidermisdicke in um

Abb. 6: Vergleich der Epidermisdicke des Balb/c- und C57BL/6-Stamms im AD-Stress
Modell.
Gruppenverteilung und Messung s. Abb. 5.
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3.1.2 Die Auswirkung von AD und Stress auf die Mastzelldegranulation

Zunahme der Mastzelldegranulation durch Provokation von AD
Nach Sensibilisierung und Provokation kam es zu einer signifikanten Zunahme der Mastzell-
degranulation im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe von 16,01% auf 33,92% beim Balb/c-
Stamm bzw. von 6,76 % auf 21,97 % beim C57BL/6-Stamm (s. Abb. 7 und 8).
Zunahme der Mastzelldegranulation bei nicht sensibilisierten Tieren durch Stress
Bei beiden Stimmen fiihrte die Stressexposition nicht sensibilisierter Tiere zu einer signifikanten
Zunahme der Mastzelldegranulation im Vergleich zur Kontrollgruppe des jeweiligen Stamms
(Balb/c syress = 24,3 %; CSTBL/6 syress = 13,05 %).
Zunahme der Mastzelldegranulation bei sensibilisierten Tieren durch Stress
Die Stressexposition sensibilisierter Tiere vor Provokation fiihrte bei beiden Stimmen zu einer
signifikanten Zunahme der Mastzelldegranulation im Vergleich zu den sensibilisierten Tieren
ohne Stressexposition des jeweiligen Stamms (Balb/c gyessiap = 42,36 %; C57BL/6 syess+aD =
34,43 %). Auch die nur beim C57BL/6-Stamm durchgefiihrte Stressexposition nach Provokation
fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der Mastzelldegranulation im Vergleich zur AD-Gruppe
(CSTBL/6 Ap+stress = 32,66 %).
Verhinderung der Zunahme der Mastzelldegranulation unter Stress durch NKI1-RA
Bei beiden Stimmen fiihrte die Injektion des NKI1-Rezeptorantagonisten zu einem signifi-
kanten Riickgang der unter Stress beobachteten Zunahme der Mastzelldegranulation in AD-
Lisionen sensibilisierter Tiere (Balb/c syesstapsnki = 24,97%; CSTBL/6 syesseapsnki = 19,22%).
Stirkere Mastzelldegranulation beim Balb/c-Stamm
Beim Balb/c-Stamm fanden sich in der AD-, Stress+AD- und Stress+AD+NKI1-Gruppe ein
signifikant hoherer Anteil an degranulierten Mastzellen als in den entsprechenden Gruppen des
C57BL/6-Stamms.
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Abb. 7: Prozentsatz an degranulierten Mastzellen in den einzelnen Behandlungsgruppen im
AD-Stress Modell.
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Als degranuliert zihlte eine Mastzelle mit mind. 7 auBerhalb der Zellmembran sichtbaren
Granulae, dargestellt als Prozentwert von insgesamt gezihlten Mastzellen. Pro Maus wurden 10
Gesichtsfelder in Dermis und Subkutis ausgezéhlt. Behandlungsgruppen s. Abb. 5.
Reprisentative Ausschnitte jeder Gruppen mit nicht degranulierten oder degranulierten
Mastzellen in der Subkutis sind rechts dargestellt. Pfeile zeigen auf Mastzelle (= Mz, dunkellila)

oder Granulae (= Gr., helllila Punkte auflerhalb der Mastzelle).

o
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AD 0 BalbC
C57BL/6
Stress+AD
S+AD+NK1 — | *
S S SSSSSSASS SIS
0 10 20 2 50
Degranulierte Mastzellen in %

Abb. 8: Vergleich des Prozentsatz an degranulierten Mastzellen des Balb/c- und C57BL/6

Stamms im AD-Stress Modell.
Gruppenverteilung und Messung s. Abb. 7.
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3.1.3 Die Auswirkung von AD und Stress auf das Eosinophileninfiltrat in AD-Lisionen

Geringe Anzahl an eosinophilen Granulozyten in der Haut nicht sensibilisierter Tiere
Beim C57BL/6- und beim Balb/c-Stamm fanden sich nur vereinzelt eosinophile Granulozyten (=
EOS) in der Haut nicht sensibilisierter Tiere (Balb/c konwone = 3,1 EOS/Gesichtsfeld (= EOS/Gf);
C57BL/6 kontrole = 1,6 EOS/Gf). Stressexposition nicht sensibilisierter Tiere hatte bei beiden
Stammen keinen Einfluss auf die Anzahl an in der Haut vorgefundenen EOS (Balb/c gyess = 2,9
EOS/Gf; C57BL/6 syess = 0,6 EOS/Gf) im Vergleich zu der jeweiligen Kontrollgruppe (s. Abb. 9
und 10).

Zunahme des Eosinophileninfiltrats in AD-Lisionen durch Provokation von AD
Durch Provokation von AD kam es bei beiden Stammen zu einer hochsignifikanten Zunahme der
Anzahl an EOS in den AD-Lisionen (Balb/c op = 11,6 EOS/Gf; C57BL/6 ap = 43,0 EOS/Gf) im
Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Eine allergische Dermatitis konnte also in beiden
Stammen effektiv ausgelost werden. Interessanterweise fanden sich dabei signifikant mehr EOS
in den AD-Lisionen sensibilisierter Tiere des C57BL/6-Stamms als in denen sensibilisierter
Tiere des Balb/c-Stamms. Ein verstidrktes Eosinophileninfiltrat fand sich v. a. in der Subkutis am
Ubergang zur Dermis und zur Lamina muscularis.

Zunahme des Eosinophileninfiltrats in AD-Liisionen durch Stress
Bei beiden Stammen nahm durch Stressexposition vor Provokation die Anzahl an EOS in den
AD-Lisionen signifikant im Vergleich zu den entsprechenden AD-Gruppen zu (Balb/c gyess+ap =
19,7 EOS/Gf; C57BL/6 syess+ap = 53,3 EOS/Gf). Auch hier fanden sich signifikant mehr EOS in
den AD-Lisionen sensibilisierter und gestresster Tiere des C57BL/6-Stamms als in denen
sensibilisierter und gestresster Tiere des Balb/c-Stamms. Interessanterweise fiithrte die beim
C57BL/6-Stamm durchgefiihrte Stressexposition nach Provokation zu einer signifikanten
Abnahme der EOS in den AD-Lisionen (C57BL/6 aAp.suess = 17,7 EOS/GY).

Verhinderung der unter Stress beobachteten Zunahme des Eosinophileninfiltrats

durch den NKI-RA
Bei beiden Stimmen bewirkte die Injektion des NKI-Rezeptorantagonisten die unter
Stressexposition beobachtete Zunahme an EOS in AD-Lisionen bei sensibilisierten Tieren zu
verhindern (Balb/c syesstapink1 = 12,3 EOS/Gf; C57BL/6 syesstapsnk1 = 5,7 EOS/Gf), beim
C57BL/6-Stamm sogar noch deutlich unter den bei der AD-Gruppe gefunden Wert von 42,96
EOS/Gf.
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Abb. 9: Anzahl an eosinophilen Granulozyten der einzelnen Behandlungsgruppen im AD-
Stress Modell.

Pro Maus wurden je 10 Gesichtsfelder in Dermis und Subkutis ausgewertet. Behandlungs-

gruppen s. Abb. 5. Reprisentative Ausschnitte der jeweiligen Gruppen sind rechts dargestellt.

Epi = Epidermis, D = Dermis, Sc = Subkutis, Hf = Haarfollikel; Pfeile in den rechten
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vergroBerten Ansichten zeigen auf Mastzellen (= Mz, dunkellila) oder auf ein Infiltrat von eosi-
nophilen Granulozyten (= Eo., kleine hellrosa und lila Zellen).
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O BalbC
AD *
* C57BL/6
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S+ADINKT M|

0 10 20 30 40 50 60 70
eosinophile Granulozyten / Gesichtsfeld

Abb. 10: Vergleich der Anzahl an eosinophilen Granulozyten des Balb/c- und C57BL/6-
Stamms im AD-Stress Modell.
Gruppenverteilung und Messung s. Abb. 9.
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3.2 Das Asthma-Stress Modell

3.2.1 Die Auswirkung von Allergenprovokation und Stress auf die Gesamtzellzahl in der

BAL

Zunahme der Gesamtzellzahl in der BAL durch Allergenprovokation
In den BALs der nicht sensibilisierten Tiere des Balb/c- und C57BL/6-Stamms fanden sich
jeweils nur eine geringe Anzahl an Zellen (Balb/c reyo = 38 £ 9; CS7TBL/6 Leyko = 37 % 8),
darunter vor allem Makrophagen bzw. Monozyten (s. Abb. 11 und 12).
Bei beiden Mausstimmen fithrte die Sensibilisierung und Allergenprovokation zu einer
hochsignifikanten Zunahme der Anzahl an Leukozyten in der BAL. Dabei machten EOS den
groBten Teil der in die BAL eingewanderten Zellen aus. Beim C57BL/6-Stamm fand sich eine
deutlich hohere Gesamtzellzahl und eine deutlich hohere Zahl an EOS in der BAL der Asthma-
Gruppe als beim Balb/c-Stamm (Balb/c [ eyko = 176 £ 23; CSTBL/6 [ eyko = 314 = 70; Balb/c gos =
99 + 16; C57BL/6 gos = 223 £ 65). Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu einer Arbeit, die
zeigte, dass C57BL/6-Miuse auf Allergenprovokation mit einer schwécheren Zunahme der
Leukozyten in der BAL reagieren im Vergleich zu Balb/c-Mé&usen [18].

Keine Zunahme der Gesamtzellzahl durch Stress bei nicht sensibilisierten Tieren
Bei beiden Stdmmen hatte die Stressexposition nicht sensibilisierter Tiere keine Auswirkung auf
die Hohe der Gesamtzellzahl in der BAL im Vergleich zur Kontrollgruppe des jeweiligen
Stamms. Gleiches gilt fiir die einzelnen Zellgruppen, lediglich beim C57BL/6-Stamm fiihrte die
Stressexposition zu einer signifikanten Abnahme der neutrophilen Granulozyten im Vergleich
zur Kontrollgruppe.

Divergierende Auswirkung von Stress auf die Gesamtzellzahl bei sensibilisierten und

allergenexponierten Balb/c- und C57BL/6-Mdusen
Interessanterweise hatten gestresste und sensibilisierte Tiere des C57BL/6-Stamm deutlich
weniger Leukozyten und EOS in der BAL als nicht gestresste sensibilisierte Tiere (Leukos asthma
=314 £ 70, Leukos asihma+stress = 208 + 60, EOS asthma = 223 * 65, EOS Asthma+Stress = 109 + 49).
Beim Balb/c-Stamm hingegen fiihrte Stressexposition zu einer signifikanten Zunahme der
Leukozyten und EOS in der BAL (Leukos ashma = 176 + 23, Leukos asthma+stress 319 + 42, EOS
Asthma = 99 £ 16, EOS Agthma+stress = 173 £ 32).

Abnahme der Gesamtzellzahl durch den NKI1-RA beim Balb/c-Stamm
Beim C57BL/6-Stamm hatte die Injektion des NKI-Rezeptorantagonisten vor und nach

Stressexposition keinen signifikanten FEinfluss auf die Gesamtzellzahl noch die einzelner
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Zellgruppen in der BAL im Vergleich zur Asthma+Stress-Gruppe (Leuko a.s = 208 + 60, Leuko
A+s+NK1 = 162 = 31). Beim Balb/c-Stamm hingegen hatten gestresste und sensibilisierte Tiere mit
NKI1-RA deutlich weniger Leukozyten und EOS in der BAL als gestresste und sensibilisierte
Tiere ohne NK1-RA (Leuko ass =319 +42, Leuko atsenki = 195 +£43).
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Abb. 11: Gesamtzellverteilung in der BAL beim Balb/c- und C57BL/6-Stamms.

Gesamtzahl aller gezihlten Zellen (Leukozyten = Leuko.). Zelldifferenzierung: Lymphozyten (=
Lympho.), eosinophile Granulozyten (= Eos.), neutrophile Granulozyten (= Neutro.),
Makrophagen/ Monozyten (= Makro.). Repréisentative Ausschnitte der Zytospins jeder Gruppe
des C57BL/6-Stamms sind rechts in 100facher Vergroferung mit einem vergroferten Ausschnitt
des jeweils vorherrschenden Zelltyps abgebildet.

Behandlungsgruppen: Kontroll-Gruppe (n e = 6, 1 cs78L6 = 7), Stress-Gruppe (n gape = 8, n
cs7BL6 = 8), Asthma-Gruppe (n gawie = 10, n cs781/6 = 6), Asthma+Stress (= A+S)-Gruppe (0 aib/c
= 12, n cs7se = 7), Asthma+Stress+NK1-Rezeptorantagonist (= A+S+NK1)-Gruppe (n gape =

11,1 cs7Be = 6).
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Abb. 12: Zellverteilung in der BAL nach Zellart, Behandlungsgruppe und Stamm.
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3.2.2 Die Auswirkung von Allergenprovokation und Stress auf die Zytokinkonzentration

in der BAL

Die Konzentration der im Rahmen des Krankheitsgeschehens von Asthma bronchiale wichtigen
Zytokine IL-4, IL-5, IFNy und TNFa wurden in der bronchoalveoldren Lavage der Miuse des
Balb/c- und des C57BL/6-Stamms mittels ELISA bestimmt. Dazu einige Anmerkungen:

Die IL-4 Konzentrationen in der BALs aller Tiere aller Gruppen beider Stimme waren unter
dem Detektionslimit des verwendeten ELISAs. Auch die TNFa- und INFy- Konzentration in der

BAL aller Gruppen des Balb/c-Stamms waren unter dem Detektionslimit von 18 pg/ml bzw. 22
pg/ml.

Zunahme der IL-5-Konzentration in der BAL durch Allergenprovokation
Beim Balb/c-Stamm waren die Werte der IL-5-Konzentration in der BAL der Kontroll- und
Stress-Gruppe unter dem Detektionslimit von 22 pg/ml. Allergenprovokation fiihrte bei beiden
Stammen zu einer hochsignifikanten Zunahme der IL-5 Konzentration in der BAL (Balb/c agthma
=173 £ 69 pg/ml; C57BL/6 kontrole = 89 £ 15 pg/ml; C57TBL/6 Agthma = 452 + 96 pg/ml). Es fand
sich signifikant mehr IL-5 in den BALs der sensibilisierten Tiere des C57BL/6-Stamms als in
denen des Balb/c-Stamms (Abb. 13).

Abnahme der IL-5-Konzentration in der BAL durch Stress beim C57BL/6-Stamm
Stressexposition nicht sensibilisierter und sensibilisierter Tiere des C57BL/6-Stamms fiihrte zu
einer signifikanten Abnahme der IL-5-Konzentration in der BAL im Vergleich zur Kontroll-
bzw. Asthma-Gruppe (C57BL/6 sress = 359 £ 5 pg/ml; CSTBL/6 Asthma+stress = 152 £ 37 pg/ml).
Beim Balb/c-Stamm hatte Stressexposition sensibilisierter Tiere ohne oder mit Administration
des NKI1-RA keinen FEinfluss auf die IL-5-Konzentrationen in der BAL im Vergleich zur
Asthma-Gruppe.

Beim C57BL/6-Stamm verhinderte die Injektion des NKI-Rezeptorantagonisten die unter
Stressexposition beobachtete Abnahme der IL-5 Konzentration in der BAL und fiihrte zu einer

deutlichen (p < 0,09) Zunahme der IL-5 Konzentration in der BAL auf 336 + 75 pg/ml.
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Abb. 13 a,b und c: IL-5-Konzentration in der BAL des Balb/c- und C57BL/6-Stamms.
Vergleich der beiden Stimme in Abb. 13a. Punkte markieren in Abb. 13b fiir den Balb/c bzw. in
Abb. 13c fiir den C57BL/6-Stamm die mittels ELISA in der BAL eines einzelnen Tieres
vorgefundene IL-5-Konzentration, Querstriche markieren den Mittelwert der in jeder Gruppen
gefunden IL-5-Konzentrationen. Die Werte in der Kontroll- und Stress-Gruppe des Balb/c-
Stamms waren unter dem Detektionslimit (° = 22 pg/ml).

Behandlungsgruppen: Kontroll-Gruppe: unbehandelte Tiere (n cs7s16 = 5); Stress-Gruppe: Sensi-
bilisierung und zweimaliger challenge mit sterilem PBS und 24stiindige Stressexposition mittels
Maulwurfsvertreibers (n cs7L6 = 7); Asthma-Gruppe: Sensibilisierung mit OVA VI und zwei-
maliger challenge mit OVA V (n e = 7, 1 cs78L6 = 7); Asthma+Stress (=A+S)-Gruppe: Sensi-
bilisierung wie Asthma-Gruppe, vor und nach der 24stiindige Stressexposition challenge (n gap/c
=7, n csLe = 6); Asthma+Stress+NK1-Rezeptorantagonist (=A+S+NK1)-Gruppe: wie A+S-
Gruppe, vor und nach jedem challenge Injektion des NK1-Rezeptorantagonisten (n pape = 11, n
cs78Li6 = 0).

Keine Verinderung der IFNy-Konzentration in der BAL durch Allergenprovokation
In allen Gruppen des Balb/c-Stamms wurden keine Werte iiber dem Detektionslimit von 40

pg/ml gefunden.
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Beim C57BL/6-Stamm fiihrte Allergenprovokation ohne oder mit Stressexposition zu keiner
Verianderung der IFNy-Konzentration in der BAL im Vergleich zur Kontrollgruppe (C57BL/6
Kontrolle 136 % 19 pg/ml; C57BL/6 agthma 174 = 28 pg/ml; C57TBL/6 asthma-+stess 149 + 29pg/ml).
Zunahme der IFNy-Konzentration bei nicht sensibilisierten Tieren durch Stress

Stressexposition nicht sensibilisierter Tiere des C57BL/6-Stamms bewirkte eine signifikante
Zunahme der INFy-Konzentration in der BAL (C57BL/6 gyess 257 = 42 pg/ml).
Interessanterweise wiesen die Tiere der Asthma+Stress+NKI1-RA-Gruppe mit 302 + 44 pg/ml
IFNy die hochste INFy-Konzentration aller Gruppen auf (s. Abb. 14).
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Abb. 14: IFNy-Konzentration in der bronchoalveoliren Lavage des C57BL/6 Stamms.
Punkte markieren die mittels ELISA in der BAL eines einzelnen Tieres vorgefundene IFNy-
Konzentration, Querstriche markieren den Mittelwert der in jeder Gruppe gefunden IFNy-
Konzentration.

Behandlungsgruppen: Kontroll-Gruppe (n = 8): unbehandelte Tiere; Stress-Gruppe (n = 8):
Sensibilisierung und zweimaliger challenge mit sterilem PBS und 24stiindige Stressexposition;
Asthma-Gruppe (n = 7): Sensibilisierung mit OVA VI und zweimaliger challenge mit OVA V;
Asthma+Stress (= A+S)-Gruppe (n = 7): Sensibilisierung wie Asthma-Gruppe, vor und nach der
24stiindige Stressexposition challenge; Asthma+Stress+NK1-Rezeptorantagonist-(= A+S+NK1)
Gruppe (n = 6): Behandlung wie bei der A+S-Gruppe, vor und nach jedem challenge Injektion
des NK1-Rezeptorantagonisten.

Geringe Konzentration an TNFa in der BAL aller Gruppen
In allen Gruppen des Balb/c-Stamms wurden keine Werte iiber dem Detektionslimit von 22

pg/ml gefunden.
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Beim C57BL/6-Stamm fanden sich sehr niedrige TNFa-Konzentration bei allen Gruppen (s.
Abb. 15) mit keinen signifikanten Unterschieden zwischen den einzelnen Gruppen (C57BL/6
Kontrolle = 36 + 6 pg/ml; C57BL/6 gyess+ = 20 £ 1 pg/ml; CS7TBL/6 pAgthma = 41 = 13 pg/ml; C57BL/6
Asthma+Stress = 32 £ 12 pg/ml; C57BL/6 asthma+stesseNk1 = 35 pg/ml). Interessanterweise wurde nur
bei einem Tier der Asthma+Stress+NK1-Gruppe eine TNFo-Konzentration in der BAL iiber dem

Detektionslimit gefunden.
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Abb. 15: TNFa-Konzentration in der bronchoalveolidren Lavage des C57BL/6-Stamms.
Punkte markieren die mittels ELISA in der BAL eines einzelnen Tieres vorgefundene TNFa-
Konzentration, Querstriche markieren den Mittelwert der in jeder Gruppe gefunden TNFa-
Konzentration.

Behandlungsgruppen: Kontroll-Gruppe (n = 4): unbehandelte Tiere; Stress-Gruppe (n = 2):
Sensibilisierung und zweimaliger challenge mit sterilem PBS und 24stiindige Stressexposition;
Asthma-Gruppe (n = 5): Sensibilisierung mit OVA VI und zweimaliger challenge mit OVA V;
Asthma+Stress (= A+S)-Gruppe (n = 5): Sensibilisierung wie Asthma-Gruppe, vor und nach der
24stiindige Stressexposition challenge; Asthma+Stress+NK1-Rezeptorantagonist- (= A+S+NK1)
Gruppe (n = 1): Behandlung wie bei der A+S-Gruppe, vor und nach jedem challenge Injektion
des NK1-Rezeptorantagonisten.

3.2.3 Die Korrelation zwischen der IL-5-Konzentration und der Anzahl an EOS in der
BAL

Beim Balb/c-Stamm korrelierte die in der BAL bestimmten IL-5 Konzentration nicht mit der in

der BAL gefunden Zahl an eosinophilen Granulozyten (s. Abb. 16). Beim C57BL/6-Stamm
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hingegen wurde eine hohe Korrelation zwischen diesen gefunden (Korrelationskoeffizient =

0,88, 1, =0,7, p <0,01).
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Abb. 16: Korrelation zwischen der IL-5-Konzentration und der Anzahl an EOS in der BAL
beim Balb/c- und C57BL/6-Stamm.

Beim Balb/c-Stamm wurde keine Korrelation, beim C57BL/6-Stamm wurde eine Korrelation
festgestellt (Korrelationskoeffizient = 0,88, r; = 0,7, p < 0,01).

Behandlungsgruppen: Kontroll-Gruppe: unbehandelte Tiere (ncsps = 4); Stress-Gruppe:
Sensibilisierung und zweimaliger challenge mit sterilem PBS und 24stiindige Stressexposition
mittels Maulwurfsvertreibers (ncs7sLe = 7); Asthma-Gruppe: Sensibilisierung mit OVA VI und
zweimaliger challenge mit OVA V (n gy = 7, nes7eLe =6); Asthma+Stress (=A+S)-Gruppe:
Sensibilisierung wie Asthma-Gruppe, vor und nach der 24stiindige Stressexposition challenge (n
Babe = 0, Ncs7ps = 5); Asthma+Stress+NK1-Rezeptorantagonist (=A+S+NK1)-Gruppe: wie
A+S-Gruppe, vor und nach jedem challenge Injektion des NK1-Rezeptorantagonisten (n pai/c =

10, n cs781/6 = 6).
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3.2.4 Die Auswirkung von Allergenprovokation und Stress auf das Bronchialepithel

Zunahme der Dicke des Bronchialepithels durch Allergenprovokation
Durch Allergenprovokation kam es beim C57BL/6-Stamm zu einer hochsignifikanten Zunahme
des Bronchialepithels von 13,6 pm auf 24,38 pum. Die Dicke des Bronchialepithels der
Kontrolltiere des Balb/c-Stamms wurde nicht bestimmt. Jedoch hatten die Tiere der Asthma-
Gruppe des Balb/c-Stamms mit 34,48 pum ein signifikant dickeres Bronchialepithel im Vergleich
zur Asthma-Gruppe des C57BL/6-Stamms (s. Abb. 17).

Morphologische Verinderungen des Bronchialepithels durch Allergenprovokation
Im Rahmen der subakuten Entziindungsreaktion der Atemwege bei allergischem Asthma
bronchiale werden charakteristische Verdnderungen des Bronchialepithels beobachtet.
Typischerweise kommt es zu einem Odem des Bronchialepithels begleitet von einer Infiltration
von EOS, neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten. Auch in dem hier vorgestellten Modell
der allergischen Atemwegsinflammation kam es zu einer deutlichen Infiltration der Bronchien
mit eosinophile Granulozyten bei allergenprovozierten Tieren beider Stamme.

Wirkung der Stressexposition auf die Bronchialepitheldicke sensibilisierter Tiere
Interessanterweise hatte die Stressexposition bei den Stimmen gegensitzliche Wirkungen. Beim
Balb/c-Stamm kam es durch Stress zu einer signifikanten Abnahme des Bronchialepithels im
Vergleich zur nicht gestressten Tieren (Balb/c aghma = 34,48 pm; Balb/c Ashma+siress = 28,95 pm)
withrend es beim C57BL/6-Stamm zu einer hochsignifikanten Zunahme des Bronchialepithels
durch Stress kam (C57BL/6 aghma = 24,38 pm; CSTBL/6 agthma+stress = 31,1 um).

Bei beiden Stimmen fiihrte die Administration des NK1-Rezeptorantagonisten vor und nach
Allergenprovokation zu einer signifikanten Abnahme im Vergleich zu den allergensensibili-
sierten und gestressten Tieren des jeweiligen Stamms (Balb/c asthma+Stresseng1 = 21,87 pm; Balb/c

Asthma+Stress = 20,19 }Jm)
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Abb.17: Dicke des Bronchialepithels beim Balb/c- und C57BL/6-Stamm.

Vergleich der beiden Stimme in Abb. 16a, Darstellung der Bronchialepitheldicke des Balb/c-
Stamms in Abb. 16b bzw. des C57BL/6-Stamms in Abb. 16c¢.

Ausgewertet wurden 5 Messungen (um) in je 2 Bronchien pro Maus, gemessen von der
Basallamina bis zum entsprechenden hochsten Punkt des Epithels. Die Dicke des Bronchial-
epithels in der Kontrollgruppe des C57BL/6-Stamms betrug 13,6 pum (nicht gezeigt).
Behandlungsgruppen: Asthma-Gruppe (n pabe = 6, nes7ee = 6): Sensibilisierung mit OVA VI
und challenge (OVA V Aerosol an Tag 26 und 27); Asthma+Stress (=A+S)-Gruppe (n gapic = 6,
nes7eLs = 7): Behandlung wie bei Asthma-Gruppe und 24stiindige Stressexposition mittels
Maulwurfsvertreibers zwischen den zwei challenge; Asthma+Stress+NK1 (A+S+NK1)-Gruppe
(0 Bawie = 3, nes7eLe = 6): Behandlung wie bei Asthma-Stress-Gruppe, zusitzlich vor und nach
jedem challenge Injektion des NK1-Rezeptorantagonisten.
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3.2.5 Der Vergleich des Balb/c- und C57BL/6-Stamms im AD-Stress und Asthma-Stress
Modell

Die Krankheitsaktivitit von AD wurde durch das Ausmal} der epidermalen Schidigung, der
Mastzelldegranulation und der Stirke des Eosinophileninfiltrats im AD-Stress Modell bestimmt
und zwischen dem Balb/c- und C57BL/6-Stamm verglichen. Im Asthma-Stress Modell wurde
bei beiden Stiammen fiir das Ausmal der allergischen Atemwegsinflammation u. a. die Anzahl
an Leukozyten in der BAL, die IL-5-Konzentration in der BAL und die Dicke des
Bronchialepithels gemessen. Gesucht wurde nach Parallelen zwischen diesen beiden
Erkrankungen in der Art der Entziindung und des vorherrschenden Zelltyps bei Allergen-
provokation der Tiere, nach Verénderungen dieser Parameter der Krankheitsaktivitét unter Stress

sowie der Rolle von Substanz P bei den unter Stress beobachteten Veridnderungen (s. Tab. 3).

Tab. 3: Vergleich von ausgesuchten Parametern der Krankheitsaktivitit im AD-Stress und
Asthma-Stress Modell.

Abkiirzungen: ,,1“ = Zunahme, ,11“ = signifikante Zunahme, ,,|“ = Abnahme, ,||“ =

signifikante Abnahme, ,,=* = kein Unterschied, ,,-* = nicht bestimmt.

A. Sensibilisierte versus nicht sensibilisierte Tiere

Epidermis- | Mastzell- EOS in AD- | Leukozyten | IL-5-Konz. | Bronchial-
dicke degranulation Liasionen inder BAL |i.d. BAL | epitheldicke
Bablc | 11 i T 1 T :
CS7BL6 | 11 f 1 1 1 1

B. Sensibilisierte gestresste Tiere versus sensibilisierte Tiere ohne Stressexposition

Epidermis- | Mastzell- EOS in AD- | Leukozyten | IL-5-Konz. | Bronchial-

dicke degranulation Lisionen i.d. BAL i.d. BAL | epitheldicke
Balbic |1 17 1 1 = i
C57BL/6 | 1 1 1 1 1l 7

C. Sensibilisierte gestresste Tiere mit NK1-RA versus sensibilisierte Tiere ohne NK1-RA

Epidermis- | Mastzell- EOS in AD- | Leukozyten | IL-5-Konz. | Bronchial-

dicke degranulation Lisionen i. d. BAL i.d. BAL | epitheldicke
Balb/c ! W 2 ! = 3
C57BL/6 | | 1 1l = = i
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4 Diskussion

Umweltantigene und eine genetische Prédisposition beeinflussen die Entwicklung einer Immun-
antwort, die allergische Reaktionen begiinstigt [1]. Vor diesem Hintergrund wird Stress als ein
entscheidender Faktor fiir die Aggravation von atopischen Erkrankungen diskutiert. In dieser
Arbeit wurde im Mausmodell der Einfluss von Stress auf die Krankheitsaktivitit von atopischer
Dermatitis und allergischem Asthma bronchiale in Abhingigkeit der genetischen Pridisposition
untersucht. Zu diesem Zweck wurden zwei in der Forschung hiufig verwendete Mausstimme
verglichen, der Balb/c-Stamm — ein als stressreaktiv geltender und zu einem Th2-dominierten
Zytokinprofil neigender Stamm — und der C57BL/6-Stamm — ein eher stressresistenter und zu
einem Th1-Zytokinprofil neigender Stamm. Als Krankheitsmodelle dienten ein sog. atopisches
Dermatitis-Stress Modell, in dem eine der atopischen Dermatitis ver-gleichbare allergische
Dermatitis hervorgerufen wird, sowie ein Asthma-Stress Modell, das ein Modell fiir die bei
allergischem Asthma bronchiale beobachtete Atemwegsinflammation darstellt. In beiden

Modellen wurde der Stress duch eine 24 stiindige Larm-Exposition erzeugt.

4.1 Der Vergleich von nicht sensibilisierten und sensibilisierten Tieren im AD-Stress und

Asthma-Stress Modell

Um eine Sensibilisierung gegeniiber einem Allergen im Mausmodell zu induzieren, stellt die
intraperitoneale Injektion von Ovalbumin mit dem Adjuvans AI(OH); zur Verstirkung der
Immunantwort eine anerkannte Methode dar. Die Sensibilisierung und Provokation der Tiere
fiihrte bei beiden Stimmen zu einer Einwanderung von eosinophilen Granulozyten (EOS) in
AD-Lisionen bzw. in Mukosa und Interstitium in der Lunge mit dem Resultat einer Zunahme
der Gesamtzellzahl in der bronchoalveoldren Lavage (BAL). Gleichzeitig kam es bei sensibili-
sierten Tieren zu einer Zunahme der Mastzelldegranulation in AD-Lésionen im Vergleich zu
nicht sensibilisierten Tieren. Aus Mastzellen freigesetzte Leukotriene und Histamin verursachen
u. a. eine Erhohung der perivaskuldren Permeabilitit, eine Kontraktion von glatten Muskelzellen,
verstirken die Mukusproduktion und vermitteln den fiir AD typischen Juckreiz [74]. Im
Mausmodell sind die Bestimmung der Mastzelldegranulation sowie des Eosinophileninfiltrats in
AD-Lésionen und in der BAL etablierte Parameter zur Beurteilung der Krankheitsaktivitit von

AD sowie der allergischen Atemwegsinflammation von A. bronchiale [18, 55, 75].
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Im AD-Stress Modell zeigte der Balb/c-Stamm eine signifikant hohere Neigung zur
Degranulation von Mastzellen als der CS57BL/6-Stamm, sogar das Ausgangsniveau an
degranulierten Mastzellen war bei der Kontroll-Gruppe des Balb/c-Stamms deutlich hoher als in
der des C57BL/6-Stamms. Es ist bekannt, dass C57BL/6-Miuse einen Defekt im mast cell
protease gene 7 haben, was allerdings die Fidhigkeit zur Degranulation nicht beeinflussen sollte
[76]. In AD-Lisionen von sensibilisierten Miusen des C57BL/6-Stamm fanden sich weniger
degranulierte Mastzellen, jedoch ein deutlich stirkeres Eosinophileninfiltrat als in Lésionen von
sensibilisierten Méusen des Balb/c-Stamms. Auch in der BAL sensibilisierter C57BL/6-Méuse
fanden sich deutlich mehr eosinophile Granulozyten als in der BAL sensibilisierter Balb/c-
Mause, eine Beobachtung, die auch Takeda et al. machte [77]. Es ist anzunehmen, dass in der
Entwicklung von AD-Lisionen und von allergischer Atemwegsinflammation beim Balb/c-
Stamm die Aktivierung der Mastzelle eine zentrale Rolle spielt, wihrend beim C57BL/6-Stamm
eher die Aktivierung und Forderung der Einwanderung von EOS in betroffenes Gewebe zur

Krankheitsentstehung von AD und A bronchiale beitrégt.

TNFa wird nach Aktivierung der Mastzelle in groBen Mengen ausgeschiittet, vermittelt die
Aktivierung von Endothelzellen und Makrophagen und stimuliert die Bildung von Zytokinen in
vielen Zelltypen. Interessanterweise war beim Balb/c-Stamm die TNFa-Konzentration in der
BAL unter dem Detektionslimit, wihrend beim C57BL/6-Stamm zwar keine signifikanten
Unterschiede in der TNFa-Konzentration in der BAL zwischen den einzelnen Gruppen zu finden
war, sie jedoch in allen Gruppen iiber dem Detektionslimit lag. Diese Beobachtung aus dem
Asthma+Stress Modell kann nicht ohne weiteres auf das AD+Stress Modell iibertragen werden.
Es bleibt zu untersuchen, ob die bei der Balb/c-Maus im Vergleich zur C57BL/6-Maus stirkere

Mastzelldegranulation auch von einer hoheren TNFa-Expression in AD-Lisionen begleitet wird.

Die in der Literatur beschriebene Neigung des C57BL/6-Stamms zur Ausbildung eines
Immunprofils vom Typ Thl und des Balb/c-Stamms vom Typ Th2 beruht u. a. auf folgenden
Beobachtungen: Infektion mit Leishmania major, einem intrazelluldren Parasit, stimuliert
C57BL/6-Lymphozyten zur Produktion von IFNy mit folgender Aktivierung von Makrophagen,
das zu einer Eliminierung des Erregers fiithrt. Beim Balb/c-Stamm hingegen kommt es durch
vermehrte [L-4-Produktion zur Hemmung von Makrophagen und einer persistierenden Infektion
ohne Eliminierung des Erregers [64]. Zudem zeigen Con A stimulierte Milzzellen von C57BL/6-
Maiusen eine Thl-typische Immunantwort mit hoher IFNy und niedriger IL-4 Produktion,

wihrend Balb/c-Milzzellen nach Stimulierung weniger IFNy und vermehrt IL-4 produzieren
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[63]. In Einklang mit diesen Beobachtungen fiihrte im Asthma-Stress Modell die Allergen-
provokation zu einer signifikanten Zunahme der IFNy-Konzentration in der BAL beim
C57BL/6-Stamm, wihrend bei allen Gruppen des Balb/c-Stamms die IFNy-Konzentration in der

BAL unter dem Detektionslimit lag.

In einem Mausmodell fiir A. bronchiale mit identischen Protokoll wurde gezeigt, dass C5S7BL/6-
Maiuse nach Sensibilisierung mit OVA um 75% niedrigere Anti-OVA IgEl- und Anti-OVA
IgG1-Titer im Serum zeigen als sensibilisierte Balb/c-Méuse, wihrend der Anti-OVA IgG2 Titer
der C57BL/6-Maus doppelt so hoch war wie der der Balb/c-Maus [18]. Da die IgE- und IgG1-
Produktion durch IL-4 und die IgG2-Produktion durch IFNy geregelt wird, bestitigt auch diese
Beobachtung die Annahme der priferierten Ausbildung eines Thl- bzw. Th2-dominierten

Zytokinprofils der C57BL/6- bzw. Balb/c-Maus.

Im Asthma-Stress Modell wurden Anti-OV A Titer nicht bestimmt. Es ist interessant, dass sich in
den AD-Lisionen und der BAL der sensibilisierten C57BL/6-Méuse eine signifikant hthere Zahl
an EOS fand als in den Lisionen und der BAL der sensibilisierten Balb/c-Méiuse, da dies von
Th2-Zytokinen geforderte Prozesse sind. Die Th2-Zytokine IL-4 und IL-5 sind die
dominierenden Zytokine im akuten Stadium von AD und A. bronchiale. IL-5 vermittelt die
terminale Differenzierung und Proliferation von EOS, verlingert deren Uberlebenszeit durch
verspitete Apoptoseinduktion und stimuliert EOS zur Degranulation [27]. IL-4 fordert den
Klassenwechsel der B-Zellen zu antigenspezifischen IgE-Produktion fahigen B-Zelle und fordert
die Einwanderung von EOS ins Gewebe u. a. iiber Stimulierung der VCAM-1 Expression auf
Endothelzellen [27]. In einer Studie von Whitehead et al. mit dhnlichem Sensibilisierungs-
protokoll wurden wie in dieser Arbeit eine hohere Zahl an EOS in der BAL sensibilisierter
C57BL/6-Miduse beobachtet als in der BAL sensibilisierter Balb/c-Miuse [78]. Vor dem
Hintergrund der oben postulierten Priferenz der Ausbildung eines Thl-dominierten
Zytokinprofils seitens des C57BL/6-Stamms sind diese Beobachtungen tiiberraschend und
kontrastieren mit den Ergebnissen aus der vorher erwihnten Studie von Herz et al., die den
C57BL/6-Stamm aufgrund niedrigerer Anti-OVA IgE1- und Anti-OVA IgG1-Titer im Serum als
sog. low-responder gegeniiber Sensibilisierung beschreibt und signifikant weniger Leukozyten

bzw. EOS in der BAL des C57BL/6-Stamms als in der BAL der Balb/c-Stamms findet [18].

Bei A. bronchiale wird ein Th2-dominiertes Zytokinprofil in der BAL beobachtet [79]. Auch in

dem hier vorgestellten Modell der allergischen Atemwegsinflammation fiihrte die
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Allergenprovokation bei beiden Stimmen zu einer hochsignifikanten Zunahme der IL-5
Konzentration in der BAL. Nicht sensibilisierte und sensibilisierte C57BL/6-Méiuse hatten
signifikant hohere IL-5 Spiegel in der BAL als die des Balb/c-Stamms, was von einer deutlich
hoheren Zahl an EOS in der BAL begleitet war. Whitehead et al. [78] beobachtete hohere IL-4-
und IL-5-Spiegel in der BAL von Balb/c-Méiusen 24 Stunden nach challenge, 72 Stunden nach
challenge jedoch fanden sich auch dort deutlich hohere IL-4- und IL-5-Spiegel in der BAL des
C57BL/6-Stamms als in der des Balb/c-Stamms, wobei keine Korrelation zwischen dem IL-4-
oder dem IL-5-Spiegel und der Anzahl an EOS in der BAL gefunden wurde. Im Gegensatz zu
den von Whitehead und den hier vorgestellten Ergebnissen beobachtete Herz et al. signifikant
hohere IL-4 und IL-5 Levels in der BAL sensibilisierter Balb/c-Méuse als in der sensibilisierter
C57BL/6-Miuse 48 Stunden nach dem ersten challenge (was dem Zeitpunkt der Messung im
Asthma-Stress Modell entspricht).

Im AD-Stress Modell wurde ein stirkeres FEosinophileninfiltrat in AD-Lésionen bei
sensibilisierten C57BL/6-Méiusen beobachtet als bei sensibilisierten Balb/c-Miusen, und auch im
Asthma-Stress Modell wies der C57BL/6-Stamm in der BAL von sensibilisierten Tieren eine
deutlichere Th2-Dominanz (gemessen durch IL-5 und EOS in der BAL) auf als in der BAL von
sensibilisierten Balb/c-Miusen. Basierend auf diesen Ergebnissen und der Studie von Whitehead
et al. [78] scheint die im Rahmen von Infektion beobachtete priferierte Ausbildung eines Thl-
bzw. Th2-Immunprofils des C57BL/6 bzw. Balb/c-Stamms bei der Neigung zur Ausbildung von
AD-Lisionen und allergischer Atemwegsinflammation beim Mausmodell keine tragende Rolle
zu spielen bzw. weitere Ursachen erheblich Einfluss auf die Ausbildung eines wéhrend des
allergischen Geschehen dominierenden Zytokinprofils zu nehmen, unabhiingig der genetischen
Priadisposition des verwendeten Mausstamms. Um diese Aussagen zu verifizieren, miissten in
einem zukiinftigen Versuch die Zytokinspiegel in der Haut beider Mausstimme wihrend der
Ausbildung von AD-Lisionen bestimmt werden, um etwaige Parallelen mit den hier gefundenen
Zytokinspiegeln in der BAL zu finden. Aus der hohen Variabilitit der in den verschiedenen
Versuchen gefundenen Auswirkungen der Sensibilisierung auf die einzelnen Parameter der
Krankheitsaktivitit von A. bronchiale bei beiden Mausstimme ldsst sich schlieBen, dass diese
erheblich vom Zeitpunkt der Messung, dem verwendeten Protokoll, dem verwendeten
Mausstamm, dem Alter und Geschlecht der Tiere und weiteren im Moment noch nicht geklérten
Variablen beeinflusst werden, was die Ergebnisbeurteilung und den Vergleich der einzelnen

Studien untereinander einschrinkt.
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4.2 Die Auswirkungen von Stress auf AD und Asthma bronchiale

Die Ergebnisse aus dem AD-Stress Modell belegen, dass Stress, unabhiingig vom verwendeten
Mausstamm, die einzelnen Parameter der Krankheitsaktivitit von AD deutlich steigert. Im
Asthma-Stress Modell fiihrte Stress beim Balb/c-Stamm zu einer signifikanten Zunahme der
Leukozytenzahl in der BAL, hatte jedoch keinen Einfluss auf die IL-5 Konzentration in der BAL
und fiihrte sogar zu einer Abnahme der Bronchialepitheldicke. Interessanterweise verursachte
Stressexposition beim C57BL/6-Stamm hingegen eine (nicht signifikante) Abnahme der
Leukozytenzahl und IL-5 Konzentration in der BAL und eine signifikante Zunahme der
Bronchialepitheldicke. Die Ergebnisse aus dem Asthma-Stress Modell sind somit zwar weniger
eindeutig, jedoch finden sich auch dort zahlreiche Beispiele fiir die Aggravation von A.

bronchiale durch Stress.

Obwohl Stress direkt zu einer vagal vermittelten Bronchokonstriktion fithren kann [80] und in
einem Mausmodell Ursache fiir die Ausbildung von AD-Lisionen bei NC/Nga-Méusen in
keimfreier Umgebung ist, die in einer solchen Umgebung normalerweise keine Lé&sionen
ausbilden [81], wird Stress meist nicht als ursdchlicher Ausloser einer AD oder eines A.
bronchiales angesehen. Seine Bedeutung im Rahmen allergischer Erkrankungen wird eher in der
Verstirkung potentiell schidlicher Immunreaktionen auf Allergene diskutiert. So belegen
zahlreiche humane Studien, dass Stress zu einer Aggravation atopischer Erkrankungen wie AD
und A. bronchiale fiihrt [16, 32-34, 80] und psychologisches Training und Entspannungs-

verfahren zur einer deutlichen Linderung der Symptomatik fiihren konnen [35].

Im Mausmodell wurde eine genetische Préadisposition fiir die Reaktivitdt der HPA-Achse, einem
der zentralen Vermittler der Stressreaktion, gegeniiber Stress beobachtet. Durch Verhaltens-
beobachtung und Messung der Immunreaktivitit des CRH-Rezeptors und der mRNA-Expression
im orbitalen frontalen Kortex vor und nach Anwendung unterschiedlichster Stressprotokolle
wurde gezeigt, dass ausgeprigte Differenzen in der Stressreaktivitit verschiedener Mausstimme
zu beobachten sind. So gilt der Balb/c-Stamm als ein im Allgemeinen #ngstlicher und
stressreaktiver Stamm, der mitunter unter Stress Merkmale einer Depression ausbildet, wihrend
der C57BL/6-Stamm deutlich stressresistenter ist [66, 67, 82]. Im AD-Stress Modell fiihrte die
24stiindige Stressexposition mittels Maulwurfsvertreibers, eine etablierte Stressmethode in der
Forschung [55, 70, 83], bei beiden Mausstimmen zu einer deutlichen Zunahme der

Krankheitsaktivitit. Die unterschiedliche Stressreaktivitidt des Balb/c- und C57BL/6-Stamms

62



scheint daher in dem hier vorgestellten AD-Stress und Asthma-Stress Modell von

untergeordneter Bedeutung zu sein.

Der Einfluss eines Stressors auf das Immunsystem hingt unter anderem von der Dauer der
Stressexposition ab. Akuter Stress verstirkt Immunantworten und resultiert in einer
Nebennierenrindenhormon abhingigen Umverteilung von Immunzellen ins Knochenmark,
Lymphknoten und Haut, wéhrend chronischer Stress die Umverteilung von Immunzellen aus
dem Blut inhibiert [84]. Dies korreliert mit Beobachtungen aus verschiedenen Mausmodellen fiir
A. bronchiale, in denen gezeigt wurde, dass akute Stressbelastung zu einer Abnahme der
Leukozyten und Eosinophilenzahl in der BAL fiihrt, wihrend chronische Stressbelastung zu
einer Zunahme der Leukozytenzahl in der BAL fiihrte [85-87]. In Tiermodellen wird als akuter
Stressor meist eine einmalig mehrere Minuten dauernde Stressexposition angesehen. Zur
Untersuchung der Wirkungen chronischer Stressoren werden meist Protokolle verwendet, in
denen die Tiere mehrmals iiber einige Tage hinweg Minuten bis Stunden dauernden Stressoren
ausgesetzt werden. Es ist zu beachten, dass in der vorliegenden Untersuchung die 24stiindige
Stressexposition mittels Maulwurfvertreibers weder ein akuter noch ein rein chronischer Stressor

ist, sondern ein einmalig lang andauernder Stressor fiir die Tiere darstellt.

Stress dndert die Aktivitdt der HPA-Achse und des SNS, so dass diese Systeme auf einem
anderen Niveau als im Zustand der Homoostase arbeiten. Die durch das Stresssystem
ausgelosten immunologischen, metabolischen und neuronalen Verteidigungsmechanismen
konnen ohne Kontrollmechanismen und ihre eventuelle Beendigung langfristige Schéden
verursachen [88]. Dass chronischer Stress iiber Aktivierung der HPA-Achse mit resultierender
vermehrter Ausschiittung von Glukokortikoiden zu einer Zunahme der Beschwerdesymptomatik
von A. bronchiale und AD fiihrt, ist ein in der Stressforschung hiufig diskutiertes Paradox mit
mehreren Erkldarungsansétzen. Zum einen wird unter chronischem Stress eine Hyporesponsivitiit
der HPA-Achse gegeniiber Stimuli mit resultierender verringerter Ausschiittung von
Glukokortikoiden beobachtet [37, 38]. Zum anderen wird angenommen, dass durch anhaltenden
Stress die Expression von Glukokortikoidrezeptoren herunterreguliert wird, was zu einer
Glukokortikoidresistenz beitragen kann [89]. Diese unter chronischem Stress beobachteten
Veridnderungen fithren neben dem Verlust der immunsupprimierenden Effekte der
Glukokortikoide zum Wegfall des negativen Feedbackmechanismus auf die hypothalamische
und hypophysire Sekretion von CRH und ACTH und anderen Hormonen wie Katecholaminen,

die selbst proinflammatorische und immunpotenzierende Wirkungen entfalten konnen. Eine der
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Hauptwirkungen von CRH liegt in der Mastzellaktivierung mit resultierender Degranulation [50,
90]. Zudem wird unter chronischem Stress eine vermehrte Produktion von Th2-Zytokinen und
darauf folgender Rekrutierung von EOS ins Gewebe beobacht, teilweise einhergehend mit einer

verminderten Expression von Th1 Zytokinen [16, 91-93].

Stress aktiviert auch das sympathische Nervensystem. T- und B-Zellen (und eine Reihe weiterer
Immunzellen) exprimieren B-Adrenorezeptoren. An diese binden Adrenalin und Noradrenalin,
die an der Forderung der humoralen Immunantwort im Rahmen allergischer Erkrankungen durch
Inhibierung der IL-5 Expression nach Allergenexposition, Inhibierung der Freisetzung von
Histamin durch Mastzellen und an der Inhibierung der Rekrutierung und Aktivierung von EOS
in den Luftwege erheblich beteiligt sind (nach Marshall [94]). Es wurde gezeigt, dass
chronischer Stress zu einer Herunterregulierung der B-Adrenorezeptoren fiihrt, belegt durch
vermindertes Vorfinden von mRNA des f-Adrenorezeptors in Leukozyten von Asthmatikern mit
erhohtem Stress [95]. Die Auswirkungen der Aktivierung des SNS durch Stress auf Haut und
Lunge sind nicht ausreichend erforscht. Vor allem in der Pathophysiologie von A. bronchiale
spielt das SNS eine wichtige Rolle. Der Atemwegswiderstand wird erheblich vom SNS
beeinflusst und als Ursache fiir deutliche Unterschiede in der Ausprigung dieses Parameters der
Asthmaaktivitit zwischen unterschiedlichen Mausstimmen diskutiert [78, 96]. Auch hier konnte
eine mogliche unterschiedlich starke Aktivierung des SNS durch Stress Auswirkung auf die
Ausprigung der Parameter der Asthmaaktivitit haben und an einigen der zwischen dem Balb/c-
und C57BL/6-Stamm gefundenen Unterschiede im Rahmen des Asthma-Stress Modells beteiligt

sein.

Im AD-Stress Modell fiihrte Stress bei beiden Stimmen zu einer deutlichen Zunahme der
Mastzelldegranulation und einer verstirkten Einwanderung von EOS in die Haut, wéhrend im
Asthma-Stress Modell nur bei sensibilisierten Balb/c-Miusen aber nicht bei sensibilisierten
C57BL/6-Miusen eine Zunahme der Gesamtzellzahl in der BAL unter Stress zu beobachten war.
Parallel zu der Abnahme der Gesamtzellzahl in der BAL bei sensibilisierten und gestressten
Tieren des C57BL/6-Stamms nahm auch die IL-5-Konzentration in der BAL ab. Okuyama et al.
[86] beobachteten, dass beim C57BL/6- und Balb/c-Stamm an 7 Tagen wiederholte
Stressexposition mittels Restrainer zu einer Zunahme der Gesamtzellzahl fiihrte, wihrend akuter
Stress (zweimalige Stressexposition mittels Restrainer) keinen Effekt auf die Gesamtzellzahl in
der BAL beim C57BL/6-Stamm hatte, jedoch beim Balb/c-Stamm zu einer signifikanten
Abnahme der Gesamtzellzahl in der BAL fiihrte. Auch Forsythe et al. [85] zeigte, dass beim
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C57BL/6-Stamm an 7 Tagen wiederholte Stressexposition mittels Restrainer zu einer
signifikanten Zunahme der Gesamtzellzahl in der BAL fiihrt. Da in den Studien von Okuyama et
al. und Forsythe et al. deutlich andere Stress- und Sensibilisierungsprotokolle verwendet wurden,
sind diese Ergebnisse mit den hier vorgelegten nur eingeschriankt vergleichbar. Dies zeigt
jedoch, dass vor allem in Mausmodellen fiir A. bronchiale die Dauer (akut versus chronisch) und

Art des Stressors erheblich Einfluss auf die Ergebnisse nehmen.

Humane Studien und Beobachtungen aus Mausmodellen zeigen, dass chronischer Stress zu einer
erhohten Expression von IL-4 und IL-5 in der BAL fiihrt [16, 70]. Interessanterweise konnte im
Asthma-Stress Modell beim Balb/c-Stamm eine Zunahme der IL-5 Konzentration in der BAL
sensibilisierter Tiere unter Stress beobachtet werden, wihrend es beim C57BL/6-Stamm zu einer
hochsignifikanten Abnahme des IL-5 Spiegels durch Stressexposition kam. Die IFNy-
Konzentration in der BAL des C57BL/6-Stamms #nderte sich durch Stressexposition nicht, eine
Beobachtung, die auch von Forsythe et al. gemacht wurde [85]. Bei allen Gruppen des Balb/c-
Stamms war die IFNy-Konzentration in der BAL unter dem Detektionslimit. Aus diesen
Ergebnissen ldsst sich zusammenfassen, dass im Asthma-Stress Modell Stress beim Balb/c-
Stamm zu einer Forderung des Th2-Zytokinprofils fithrte, wihrend beim C57BL/6-Stamm unter

Stress eher eine verminderte Th2-Zytokin Expression in der BAL beobachtet wurde.

Okuyama et al. [86] hingegen beobachtete bei sensibilisierten und gestressten C57BL/6- und
Balb/c-Miusen eine deutliche Zunahme der IL-4 und IL-5 Konzentration in der BAL bei
chronischer Stressexposition. Es ist jedoch zu beachten, dass in dieser Studie bei beiden
Stammen hohe interindividuelle Differenzen innerhalb der einzelnen Gruppen beobachtet
wurden, so dass es zu keiner signifikanten Verschiebung des Immunprofils in Richtung Th2
unter Stress beim Zusammenfassen aller Tiere einer Gruppe kam. Die Verwendung
verschiedener Stressoren, unterschiedlicher Stressprotokolle oder sogar methodische Fehler
konnten moglicherweise Ursache sein fiir die in den Studien beobachteten divergierenden
Auswirkungen von chronischem Stress auf die Zytokinkonzentration in der BAL. Ferner kénnte
die C57BL/6 Maus aufgrund einer genetischen Prédisposition und gemil ihrer postulierten
Priferenz einer Ausbildung eines Thl-Zytokinprofils auf Stress eher mit Forderung des Thl-
Immunprofils reagieren, wihrend die Balb/c-Maus durch Stress eher ein Th2-dominiertes
Zytokinprofil ausbildet. Durch die in der vorliegenden Studie durchgefiihrten Zytokinbe-
stimmungen in der BAL kann diese Frage nicht beantwortet werden. Bei weiteren Versuchen

sollten auch die Schwankungen der einzelnen Zytokine im zeitlichen Verlauf beriicksichtigt
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werden. Die Priferenz einer Ausbildung eines Thl- oder Th2-dominierten Zytokinprofils unter
Stress in Abhingigkeit der genetischen Prédisposition ist ein zu empfehlender Ansatzpunkt fiir
weitere Forschungsbemiihungen mit eventuellen weit reichenden Konsequenzen fiir die Therapie

von atopischen Erkrankungen.

Zeitpunkt der Stressexposition im AD-Stress Modell
Stress beeinflusst die Antigenprédsentation durch Antigen-pridsentierende Zellen, was weit
reichende Konsequenzen fiir die Etablierung einer Immunantwort gegen ein potentielles Antigen
bei A. bronchiale und AD hat [41, 97]. Dendritische Zellen, die zu den antigenprisentierenden
Zellen gehoren, haben eine Wichterfunktion im peripheren Gewebe und wandern nach
Allergenkontakt in Lymphknoten zur Antigenprésentation mit folgender T-Zell Aktivierung. Im
Rahmen des AD-Stress Modells wurde untersucht, ob der Zeitpunkt der Stressexposition, vor
oder nach Provokation, Einfluss auf die Ausprigung der Krankheitsparameter nimmt. Die
epidermale Dicke und Mastzelldegranulation wurde durch den Zeitpunkt der Stressexposition
nicht beeinflusst. Jedoch fanden sich hochsignifkant weniger EOS in den Lisionen der Miuse,
die nach Provokation gestresst wurden als in denen, die vor Provokation gestresst wurden. Die
Einwanderung von EOS in Gewebe ist ein komplexer Prozess mit vielféltigen Regulations-
mechanismen, die durch Stress weit reichend und auf verschiedenen Ebenen
(Zytokinkonzentration, Rezeptorexpression, Rezeptorsensitivitit) beeinflussen werden konnen,
auch wenn Einzelheiten noch nicht erforscht sind. Ferner zeigt dies, dass neben dem
Sensibilisierungsprotokoll der Zeitpunkt der Stressexposition erheblich Einfluss auf die

Ergebnisse nimmt und beim Vergleich von Studien beriicksichtigt werden muss.

4.3 Die Rolle von Substanz P im AD-Stress und Asthma-Stress Modell

Hier konnte gezeigt werden, dass neben den bei der Aktivierung der HPA-Achse und des SNS
freigesetzten Neurotransmittern auch Substanz P bei der Beeinflussung der Krankheitsaktivitit
von AD und A. bronchiale durch Stress eine herausragende Rolle spielt. Seine Wirkung entfaltet
SP iiber Bindung mit hoher Affinitit an den Neurokinin 1 (NK1)-Rezeptor und mit niedriger
Affinitdt an den NK2-Rezeptor [98, 99]. Administration des NKI-Rezeptorantagonisten bei
gestressten Tieren fithrte im AD-Stress Modell bei beiden Stimmen zu einer signifikanten
Abnahme der epidermalen Dicke, der Mastzelldegranulation und des Eosinophileninfiltrats in
AD-Lisionen. Im Asthma-Stress Modell wurde bei beiden Stimmen eine Abnahme der

Leukozytenzahl in der BAL bei Administration des NK1-Rezeptors beobachtet.
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Der Begriff neurogene Entziindung beschreibt eine lokale Entziindungsreaktion, die durch ein
rasch einsetzendes Erythem, Vasodilatation, gesteigerte Permeabilitit der Gefile mit
Odembildung sowie durch Zunahme der Schmerz- und Juckreizwahrnehmung [100]
gekennzeichnet ist. Es ist bekannt, dass SP weit reichend an den Verdnderungen im Rahmen der
neurogenen Entziindung beteiligt ist, unter anderem ist aus Mastzellen freigesetztes Substanz P
und Histamin fiir erhohte Plasmaextravasation aus postkapilldren Venolen verantwortlich [101].
In beiden Organen kommt es durch Entziindung im Rahmen von Erkrankungen und Stress zu
nervalen Umbauprozessen. Dieses als neuronale Plastizitit beschriebene Phidnomen ist
gekennzeichnet durch Stressabhéngige Zunahme von SP-immunoreaktiven Nervenfasern in Haut
und Lunge und erhohter SP-Expression in AD-Lidsionen im Mausmodell und im
Bronchialepithel von Asthmatikern [55, 57, 102-104]. In Haut und Lunge finden sich Mastzellen
in enger Nachbarschaft zu SP-immunoreaktiven Nervenfasern [55, 105-107]. Freisetzung von SP
(und CRH) aus diesen fithrt zu einer Zunahme an degranulierten Mastzellen. Das in den
Granulae der Mastzellen enthaltene Histamin stimuliert weitere Mastzellen zur Degranulation
und gleichzeitig afferente Nervenfasern zur Freisetzung von SP, das zu weiterer
Mastzelldegranulation fithrt [14, 15]. Es entsteht ein Teufelskreis, der entscheidend zur
Beschwerdezunahme und Chronifizierung der Erkrankung beitréigt. Dabei wurde gezeigt, dass in
der Haut Substanz P zu einer dosisabhingigen Ausschiittung von TNFa und Histamin fiihrt [108]
und die unter Stress beobachtete Degranulation der Mastzellen von SP-Nervenfasern abhéngig
ist [58]. Die Beobachtung im AD-Stress Modell, dass der NK1-Rezeptorantagonist die unter
Stress beobachtete Zunahme der Mastzelldegranulation verhindert, ldsst annehmen, dass
Substanz P durch Forderung der neurogenen Entziindung bei der unter chronischen Stress

beobachteten Zunahme der Krankheitsaktivitit von AD weit reichend beteiligt ist.

Die unter Stress beobachtete Zunahme der Gesamtzellzahl bzw. von EOS in der BAL des
Balb/c-Stamms und EOS in AD-Lésionen beider Stamme wurde hier wie auch in anderen
Arbeiten durch einen NK1-RA verhindert bzw. bei NK1 Rezeptor knock out Méusen nicht
beobachtet [17, 109]. Die unter Stress beobachtete verstirkte Einwanderung von EOS in
betroffene Haut ist von einer erhohten Expression von VCAM-1 auf kutanen Blutgefifien
begleitet, einem der Adhisionsmolekiile, das die Einwanderung von EOS ins Gewebe erméglicht
[17]. Zudem fiihrt SP und einige Produkte der Mastzellgranulae in vitro zu einer erhohten
VCAM-1 und ICAM-1 Expression auf dermalen Epithelzellen [61, 110]. Es ist daher
anzunehmen, dass im AD-Stress Modell Stress durch Stimulierung der SP-Freisetzung aus

peripheren Nervenfasern und resultierender erhohter VCAM-1 Expression auf kutanen
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Blutgefifen die Einwanderung von EOS in betroffenes Gewebe forderte. Somit ist Substanz P
im Rahmen der unter Stress beobachteten Aggravation von AD nicht nur fiir die klassischen
Kennzeichen der neurogenen Entziindung wie Rétung, Schwellung und Juckreiz verantwortlich,
sondern triagt auch entscheidend zu der fiir Atopie und Allergie typischen Infiltration des

Gewebes durch EOS u. a. Zellen bei.

Diese Beobachtung lésst sich nicht ohne weiteres auf das Asthma-Stress Modell iibertragen.
Einerseits wurde in einer Studie trotz erhohter Eosinophilenzahl in der BAL keine erhohte
VCAM-1 Expression in der BAL gestresster Balb/c-Méuse gefunden, jedoch eine deutlich
hohere Eotaxin-Expression, die zu der erhthten Anzahl an EOS in der BAL beitragen kdnnte
[111]. Anderseits zeigte Baluk et al., dass in der Lunge der Ratte die Adhésion von neutrophilen
Granulozyten und EOS an Blutgefifle der Mukosa durch SP gefordert wird und dieser Effekt
durch den NKI1-Rezeptor vermittelt wird [112]. Im Asthma-Stress Modell deuten die beim
Balb/c-Stamm gefunden Ergebnisse darauf hin, dass SP eine wichtige Rolle bei der unter Stress
beobachteten Aggravation von A. bronchiale spielt. Jedoch sind diese Zusammenhénge noch

nicht aureichend erforscht und miissen in zukiinfitgen Versuchen weiter beleuchtet werden.

Humane Studien und Beobachtungen aus Mausmodellen fiir A. bronchiale zeigen, dass
chronischer Stress zu einer erhohten Expression von IL-4 und IL-5 in der BAL fiihrt und ein
Zytokinprofil in Richtung Th2 verschiebt [16, 70]. Gleichzeitig ist bekannt, dass SP die
Expression eines Th2-Zytokinprofils [113, 114] fordert, obwohl SP auch als Vermittler beider
Zytokinprofile — des Th1- und Th2-Zytokinprofils — diskutiert wird [48-50, 52, 115]. So wurde
gezeigt, dass SP in vitro zu einer verstirkten Expression von Thl- (IFNy) und Th2- (IL-4)
Zytokinen durch Thl- und Th2-Zellen fiihrt, und dabei die strikte Trennung beider
Subpopulationen der T-Zelle hinsichtlich der Expression eines bestimmten Zytokinprofils
abschwicht [51]. Andere Studien zeigen, dass SP die Ratio der IL-4/IFNy-Produktion durch
periphere Monozyten von Atopikern zu Gunsten von IFNy verschiebt [116] bzw. gleichermalien
die Produktion von IL-4 und IFNy in diesen induziert [117]. Interessanterweise konnte beim
Balb/c-Stamm eine Zunahme der IL-5 Konzentration in der BAL sensibilisierter Tiere unter
Stress beobachtet werden, wihrend es beim CS57BL/6-Stamm zu einer hochsignifikanten
Abnahme des IL-5 Spiegels durch Stressexposition kam. Im Gegensatz zur Beobachtung, dass
Substanz P an der unter Stress beobachteten Zunahme an EOS in AD-Lésionen und BAL
erheblich beteiligt ist und eventuell auch an der Zytokinverschiebung in Richtung Th2 [17],

verhinderte im Asthma-Stress Modell die Administration des NK1-Rezeptorantagonist die unter
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Stress beobachteten Verdnderungen im Zytokinprofil nicht. Daher scheint in diesem Asthma-
Stress Modell Substanz P nicht Hauptvermittler der Verschiebung des Zytokinprofils in der BAL
bei chronischem Stress zu sein, sondern miissen andere Stresshormone an diesen Veridnderungen

ursichlich beteiligt sein.

4.4 Einfluss von Stress auf das Bronchialepithel und die Epidermis

Im Rahmen von AD kommt es zu Umbauprozessen in der Haut, die durch eine Spongiose,
Hyperkeratose und Akanthose gekennzeichnet sind. Auch in dem hier verwendeten Mausmodell
wurden diese Veridnderungen bei mit OVA sensibilisierten und provozierten Tieren beobachtet.
Die Messung der epidermalen Dicke, die durch diese Prozesse verdndert wird, ist ein etablierter
Parameter fiir die Krankheitsaktivitdt von AD im Mausmodell [17, 118]. Im AD-Stress Modell
fiihrte Stress beim Balb/c- und C57BL/6-Stamm zu einer signifikanten Zunahme der epithelialen
Dicke. Diese Beobachtung zeigt, dass dieses Merkmal von AD in beiden Mausstimmen etabliert

werden kann und unabhéngig des genetischen Hintergrunds ist.

Parallel dazu wurde im Asthma-Stress Modell die Dicke des Bronchialepithels bestimmt, um den
Einfluss von Provokation von A. bronchiale und Stress auf diesen Parameter zu untersuchen. In
der menschlichen Lunge befinden sich SP-immunoreaktive Nervenfasern um Blutgefife, in der
glatten Muskelzellschicht, im Epithel der Luftwege und in der Submukosa [119]. Diese werden
dort bei Asthmatikern im Vergleich zu Nichtasthmatikern vermehrt gefunden [120]. Auch ist der
NK2-Rezeptor auf glatten Muskelzellen bei Asthmatikern im Vergleich zu Nichtasthmatikern
heraufreguliert, wihrend die Expression des NK1-Rezeptor auf Epithelzellen, Becherzellen und
in submukdsen Driisen sich nur wenig zwischen Asthmatikern und Nichtasthmatikern
unterscheidet [54, 121]. Im Rahmen der unter anderem durch SP vermittelten neurogenen
Entziindung nimmt die Permeabilitit des Endothels zu. Es bildet sich ein Odem, das im akuten
Geschehen zur Erhohung der Atemwegsobstruktion beitrdgt. Dies wurde im Asthma-Stress
Modell beobachtet. Hier wurde zum ersten Mal gezeigt, dass Allergenprovokation zu einer
signifikanten Zunahme der Bronchialepitheldicke beim C57BL/6-Stamm und Balb/c-Stamm
fiihrt. Da die unter Stress beobachtete Zunahme der Dicke des Bronchialepithels durch
Administration des NKI-RA verhindert wurde, kann vermutet werden, dass beim C57BL/6-
Stamm Stress iiber SP in der akuten Phase des A. bronchiales die Odembildung in der Bronchial-
schleimhaut fordert. Beim Balb/c-Stamm fiihrte Stress zu einer Abnahme des Bronchialepithels,

wobei methodische Fehler (unzureichendes Probenmaterial) die Interpretation dieses Ergebnisses
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erschweren. Aufgrund des Versuchsaufbaus dient dieses Asthma-Stress Modell der Unter-
suchung akuter Prozesse im Rahmen von A. bronchiale. Strukturelle Umbauprozesse im Verlauf
der chronischen Entziindung der Atemwege bei A. bronchiale, das sog. Remodelling, konnen
anhand dieses Modells nicht untersucht werden. Es ist bekannt, dass SP durch Stimulierung von
Fibroblasten [122] und NKI1-vermittelter Forderung der Mukusproduktion durch submukdsen
Driisen [123, 124] im Mausmodell an einer Reihe der im Remodelling beobachteten
Umbauprozesse mitwirkt. Remodelling ist gekennzeichnet durch vermehrte Ablagerung
extrazelluldrer Matrixproteine in der retikuldren Basalmembran und bronchialen Submukosa,
Zunahme der glatten Muskelzellmasse, Hypertrophie der Becherzellen und Gefilneubildung. Es
wird u. a. durch die von EOS produzierten Mediatoren IL-13, TGF-a, TGF-f und VEGF
gefordert [125]. Die proinflammatorischen Zytokine IL-9 und IL-13, die in der BAL gestresster
Mause erhoht sind [85], verursachen Schiaden am Bronchialepithel und fordern die Hyperplasie
der Becherzellen mit Hypersekretion von Mukus [126-128]. Hier wurde gezeigt, dass Stress iiber
SP das akute Entziindungsgeschehen u. a. durch Forderung der Odembildung beeinflusst. Es ist
zu untersuchen, ob Stress iiber Substanz P oder andere Mediatoren auch chronische

Umbauprozesse im Rahmen einer allergischen Atemwegsinflammation beeinflusst.

Die Erhohung des Atemwegswiderstands ist eines der Hauptmerkmale von A. bronchiale. Im
Mausmodell fiihrt Stress zu einer Zunahme des Atemwegswiderstandes gemessen mittels
elektrischer Feldstimulation, die durch einen NKI1-RA verhindert wurde [109]. Es sind
erhebliche Unterschiede in der bronchialen Hyperreagibilitit gegeniiber Allergenen zwischen
einzelnen Mausstimmen beobachtet worden, die einerseits auf Unterschieden in
Sensibilisierungsprotokollen und Messungsmethoden beruhen, andererseits eine genetische
Pridisposition fiir die Entwicklung dieses Merkmals wahrscheinlich machen [78, 96]. Die im
Asthma-Stress Modell erhobenen Parameter lassen keine direkten Riickschliisse auf den Grad
des Atemwegswiderstands zu, jedoch sind einige Beobachtungen zum AHR im Tiermodell fiir
das hier vorgestellte Thema interessant. Im Asthma-Stress Modell wurde eine hohe Korrelation
zwischen der IL-5 Konzentration in der BAL und der Anzahl an EOS in der BAL beim
C57BL/6-Stamm gefunden, nicht jedoch beim Balb/c-Stamm. Es bestehen widerspriichliche
Antworten auf die Frage, ob die Anzahl der EOS bzw. Leukozyten in der BAL, der IL-4 und IL-
5 Spiegel und der Atemwegswiderstand miteinander korrelieren. Einige Studien deuten auf eine
Korrelation hin [129, 130], wihrend andere Studien keine Korrelation finden [16, 77, 78, 92]. Es
ist bekannt, dass AHR zumindest im Tiermodell durch zwei voneinander unabhéngig agierende

Mechanismen — einem Mastzell-abhéngigem sowie einem EOS-abhingigem Mechanismus —
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induziert wird [130, 131]. Auf beide, Mastzelle und EOS, iibt Stress iiber SP, wie hier immer
wieder gezeigt, erheblichen Einfluss aus. Somit bestehen vielfiltige potentielle Angriffspunkte
fiir SP, in den Krankheitsprozess von A. bronchiale einzugreifen. Auch wenn im Asthma-Stress
Modell nicht immer eindeutige Ergebnisse gefunden wurden und Einzelheiten der Wirkungen
von SP und/oder Stress auf die Krankheitsaktivitit von A. bronchiale noch nicht ausreichend
geklirt sind, kommt Substanz P in der unter Stress beobachteten Aggravation von A. bronchiale

eine wichtige Bedeutung zu.

4.5 Ausblick

Neuropeptide und ihre Rezeptoren sind ein interessantes Ziel fiir die pharmakologische
Forschung in einer Vielzahl von Erkrankungen [132]. Bei leichter und schwerer Depression
wurde eine signifikante Verbesserung der Symptomatik durch Therapie mit einem NKI1-RA
erreicht, die nur von wenigen Nebenwirkungen begleitet war [133]. Erste registrierte klinische
Anwendung findet der NK1-RA bei der Ubelkeit im Rahmen einer Chemotherapie. Dort kann er
das Auftreten der Ubelkeit erfolgreich senken [134]. Bei der Behandlung von A. bronchiale
wurde bisher keine iiberzeugende Verbesserung der Symptomatik durch Anwendung eines NK1-
RA erzielt. In humanen Studien und im Mausmodell hatte ein NKI1-RA nur schwache
Auswirkung auf die Verhinderung der Bronchokonstriktion auf Allergenexposition [135-137]. In
Tiermodellen wurde zwar eine Abnahme der Migration von EOS in die Lunge durch den NKI1-
RA erreicht, die die reversible Bronchokonstriktion auf Allergene jedoch nicht verhinderte [75,

136, 138, 139].

Der fiir AD typische starke Juckreiz wurde im Mausmodell durch einen NK1-RA deutlich
vermindert [140]. Auch Entspannungstechniken wie die Muskelrelaxation nach Jacobsens mit
dem Ziel der Reduktion des Stress- und Angstempfindens fithren zu einer Verminderung des
Juckreizes und einer Abnahme der Beschwerden bei Patienten mit AD [35, 141]. Dabei ist
bekannt, dass der NK1-Rezeptor fiir Substanz P ein zentraler Vermittler der Angstreaktion ist
[142]. Die Ergebnisse aus dem Asthma-Stress und AD-Stress Modell bestitigen eine wichtige
Rolle fiir Substanz P und seinen NK1-Rezeptor bei der unter Stress beobachteten Aggravation
dieser Erkrankungen durch Forderung der neurogenen Entziindung. Psychopharmokologische
Forschungsansitze mit einem NKI-RA das Angstempfinden auf zentralem Niveau zu senken

und die Forderung der neurogenen Entziindung durch Stress zu verhindern, stellen ein neues und
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attraktives Ziel fiir die Forschung von AD und A. bronchiale dar, um die Behandlung dieser weit

verbreiteten Krankheiten zu optimieren.

72



5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, im Mausmodell den Einfluss von Stress auf die Krankheitsaktivitidt von
atopischer Dermatitis (AD) und Asthma bronchiale in Abhéngigkeit der genetischen
Pridisposition zu untersuchen. Zahlreiche Studien zeigen, dass Stress den Verlauf allergischer
Erkrankungen durch Verschiebung des Zytokinprofils und Forderung der neurogenen
Entziindung beeinflusst. Das Neurotrophin Substanz P, das im Nervensystem und im
Immunsystem gebildet und sezerniert wird und dessen NK1-Rezeptor auf Nervenfasern und
Immunzellen exprimiert wird, wird als einer der Vermittler der unter Stress beobachteten
Aggravation von AD und A. bronchiale diskutiert.

In einem sog. AD-Stress und in einem Asthma-Stress Modell (einem Modell der allergischen
Atemwegsinflammation) wurden zwei in der Forschung héufig eingesetzte Mausstimme,

- der Balb/c-Stamm, ein als stressreaktiv geltender und zu einem Th2-dominierten

Zytokinprofil neigender Stamm und
- der C57BL/6-Stamm, ein eher stressresistenter und zu einem Th1-Zytokinprofil neigender
Stamm

hinsichtlich verschiedener Parameter der Krankheitsaktivitit von AD und A. bronchiale
miteinander verglichen. Um die Rolle von Substanz P bei den unter Stress auftretenden
Veridnderungen bestimmen zu konnen, wurde zusitzlich einer Gruppe jedes Mausstamms in
jedem Modell vor und nach 24stiindiger Stressexposition mittels Maulwurfsvertreibers ein NK1-
Rezeptorantagonist injiziert. Als zusitzliche Fragestellung wurde im AD-Stress Modell des
C57BL/6-Stamms untersucht, inwieweit der Zeitpunkt der Stressexposition, vor oder nach

Provokation, die Krankheitsaktivitit beeinflusst.

Im AD-Stress Modell fiihrte Stress bei beiden Mausstimmen zu einer deutlichen Zunahme der
epidermalen Dicke, der Mastzelldegranulation und des Eosinophileninfiltrats in Lésionen von
AD, die durch Administration des NK1-Rezeptorantagonisten verhindert werden konnte.

In AD-Lidsionen von sensibilisierten Miusen des C57BL/6-Stamm fanden sich signifikant
weniger degranulierte Mastzellen, jedoch ein signifikant stirkeres Eosinophileninfiltrat als in
AD-Lisionen von sensibilisierten Méusen des Balb/c-Stamm. Es ist anzunehmen, dass in der
Entwicklung von AD-Lisionen beim Balb/c-Stamm die Aktivierung der Mastzelle eine zentrale
Rolle spielt, wihrend beim C57BL/6-Stamm eher die Aktivierung und Forderung der

Einwanderung von EOS in betroffenes Gewebe zur Krankheitsentstehung von AD beitrigt.
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Es fanden sich hochsignifkant weniger eosinophile Granulozyten in den AD-Léisionen der
Maiuse, die nach Provokation gestresst wurden als in denen, die vor Provokation gestresst
wurden. Wie Stress die Migration der EOS ins Gewebe beeinflusst, ist nicht bekannt, jedoch
zeigt dieses Ergebnis, dass neben dem Sensibilisierungsprotokoll auch der Zeitpunkt der
Stressexposition einen erheblichen Einfluss auf die Ergebnisse hat und dies beim Vergleich von
Studien zu beriicksichtigen ist.

Im Asthma-Stress Modell wurde beim Balb/c-Stamm unter Stress eine Zunahme der
Gesamtzellzahl, der Anzahl eosinophiler Granulozyten und der IL-5 Konzentration in der
bronchoalveolidren Lavage beobachtet, wihrend beim C57BL/6-Stamm Stress zu einer Abnahme
dieser drei Parameter fiihrte. GemiBl der in der Literatur postulierten Priferenz der C57BL/6
Maus zur Ausbildung eines Thl- dominierten Zytokinprofils bzw. der Balb/c-Maus zur
Ausbildung eines Th2- dominierten Zytokinprofils, war somit bei der C57BL/6-Maus unter
Stress eine Verschiebung des Zytokinprofils in Richtung Thl und bei der Balb/c-Maus in
Richtung Th2 zu beobachten. Die Ausbildung eines Th1l- oder Th2-dominierten Zytokinprofils
unter Stress in Abhéngigkeit von der genetischen Préidisposition ist ein zu empfehlender
Ansatzpunkt fiir weitere Forschungsbemiihungen.

Im Rahmen der neurogenen Entziindung nimmt die Permeabilitit des Endothels zu. Es bildet
sich ein Odem, das im akuten Geschehen zur Erhohung der Atemwegsobstruktion beitrigt. Im
Asthma-Stress Modell fiihrte Stressexposition sensibilisierter C57BL/6-Méuse zu einer
signifikanten Zunahme der Bronchialepitheldicke, die durch Administration des NKI1-RA
verhindert wurde. Es kann angenommen werden, dass beim C57BL/6-Stamm Stress iiber SP in

der akuten Phase von A. bronchiale die Odembildung in der Bronchialschleimhaut fordert.

Die Ergebnisse der hier vorgestellten Arbeit belegen eine wichtige Rolle von Substanz P und
seinem NK1-Rezeptor bei der unter Stress beobachteten Aggravation von AD und A. bronchiale.
Psychopharmokologische Forschungsansiitze mit einem NKI-Rezeptorantagonisten das
Angstempfinden auf zentralem Niveau zu senken und die Forderung der neurogenen Entziindung
durch Stress zu verhindern, stellen ein neues und attraktives Ziel fiir die Forschung von AD und

A. bronchiale dar, um die Behandlung dieser weit verbreiteten Krankheiten zu optimieren.
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7 Anhang

Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.'
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