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ABSTRAKT Xl

ABSTRAKT

Einleitung: Seit den 80er Jahren werden die Verdnderungen von Zellgruppen unter
Stress erforscht. Chronischer Stress ruft eine Immunsuppression hervor, wohingegen
akuter Stress eine immunologische Dysregulation verursacht. Bis zum heutigen Tag
wurde eine Vielzahl von Zellen entdeckt, die in das Konzert der Immunreaktion mit
einstimmen und dieses maligeblich beeinflussen. Die vorliegende Arbeit beschéatftigt
sich mit der Frage, ob der erwahnte Grundsatz der Stressreaktion auch auf die
kombinierte akute und chronische Stressreaktion unter der Belastung eines
sogenannten medizinischen ,Hammerexamens® Ubertragbar ist. Es wurde untersucht,
ob es unter Stress zu einer Suppression der proinflammatorischen und Proliferation der
antiinflammatorischen Zellen und deren Subtypen, Zytokinen und des zugehdrigen

Actetylcholinrezeptors kommt.

Methodik: Fur die vorliegende retrospektive  Fall-Kontroll-Studie  wurden
37 Medizinstudentinnen der Universitatsklink Charité Berlin unter dem Stress einer
Examensprufung uber insgesamt 24 Wochen untersucht. Die Messzeitpunkte fanden
12 Wochen vor der Prifung, also in einer Phase chronischen Stresses, unmittelbar
nach der Priufung, folglich unter akutem Stress, und 12 Wochen nach der Prifung,
demnach wahrend der Erholungsphase, statt. Die Zellzahlen wurden mithilfe der
Durchflusszytometrie nach Oberflachenfarbung bestimmit.

Ergebnisse: Eine Unterdriickung der proinflammatorischen, zellularen Immunantwort
zeigte sich an dem signifikanten Abfall der CD3-positiven T-Lymphozyten,
zytotoxischen T-Zellen und der Naturlichen Killerzellen. Auch die Gesamtzahl der T-
Helferzellen wurde supprimiert, ohne dass es zu einer signifikanten Verschiebung der
Thl- und Th2-Zellen kam. Die proinflammatorischen Th17-Zellen hingegen vollzogen
einen signifikanten Anstieg unter der kombinierten Stressbelastung, parallel zu den
klassischen, ebenfalls proinflammatorischen Monozyten, die unter anderem fur die

Aktivierung dieser Zellgruppe zustandig sind.

Die antiinflammatorischen T-regulatorischen Zellen zeigten eine vermehrte Aktivitat
unter Stress, ohne dass sie proliferierten. Der antiinflammatorische Acetylcholinrezeptor

alpha-7 wurde auf B-Lymphozyten in der Erholungsphase vermindert nachgewiesen.
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Schlussfolgerung: Die proinflammatorischen T-Helferzellen Typ 17 scheinen eine
maf3gebliche Rolle in der Immunantwort unter kombinierten akutem und chronischem
Stress zu spielen, da diese im Gegensatz zu den wichtigsten proinflammatorischen
Vertretern der adaptiven Immunitat unter der Stressbelastung proliferieren. Dies
geschieht analog zu den proinflammatorischen, klassischen Monozyten, die an deren
Aktivierung beteiligt sind. Die Aktivierung der T-regulatorischen Zellen unter Stress
scheint nicht hinreichend zur Suppression der Th17-Zellen zu gentigen, sodass diese
Dynamik weitreichende Folgen tragen konnte. Die Auswirkungen dieser Th17/Treg-
Dysbalance sollte hinsichtlich der Entwicklung einer depressiven Episode oder

Autoimmunerkrankung unter Stress in weiterfiihrenden Studien untersucht werden.

Die in dieser Studie nachgewiesene, verminderte Expression des antiinflammatorisch
wirksamen Acetylcholinrezeptors alpha-7 auf B-Lymphozyten in der Erholungsphase
konnte eine Antikorperproduktion im Anschluss an eine Stressreaktion begunstigen.
Somit Ubernimmt der Rezeptor die Rolle eines Mediators in der humoralen

Immunreaktion unter Stress.
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ABSTRACT

Background: Since the 80's changes of cell groups under stress have been
investigated. Under chronic stress immunosuppression occurres, while acute stress
causes immunological dysregulation. Our work specified whether the mentioned
principle can also be transferred to the combined acute and chronic stress reaction
caused by the German final exam in medical studies. This study investigated if there
was evidence of a suppression of the proinflammatory and the proliferation of
antiinflammatory cells and their subtypes, cytokines and the associated actetylcholine

receptor.

Methods: The retrospective case-control study investigated a total of 37 female medical
students of the University Hospital Charité Berlin undergoing their final exam. Time
measurements were carried out 12 weeks before the exam, hence in a phase of chronic
stress, immediately after the exam, at a time of acute stress, and 12 weeks after the
exam, i.e. during the recovery phase. The cells were detected using flow cytometry.

Results: Suppression of the proinflammatory cellular immune response was
demonstrated by the significant decrease in CD3-positive T lymphocytes, cytotoxic T
cells and natural killer cells. The total number of T-helper cells was suppressed without
showing a significant shift of Thl and Th2 cells. The proinflammatory Th17 cells,
however, performed a significant increase under the combined stress load. The same
trend was registered investigating the classical, also proinflammatory, monocytes, that
are activators of the Th1l7 cells. Regarding the antiiflammatory cell-response, the T-
regulatory cells showed increased activity under stress without proliferation. The
acetylcholine receptor alpha-7 was found to be reduced on B lymphocytes in the

recovery phase.

Conclusion: The proinflammatory T-helper cells type 17 seemingly play a role in the
immune response under combined acute and chronic stress by proliferating unlike the
other investigated proinflammatory cell groups of adaptive immunity. This finding shows
an analogy to the development of the proinflammatory classical monocytes that are
involved in their activation. The activation of the T-regulatory cells under stress seems
to be insufficient to suppress the Th17 cells, which means that this dynamic could have

far-reaching consequences. The impact of this Th1l7/Treg imbalance should be
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investigated in further studies with regards to the development of a depressive episode
or autoimmune disease under stress. The suppression of the anti-inflammatory
acetylcholine receptor alpha-7 could trigger antibody production by the B lymphocytes in
the recovery phase after the combined stress reaction. Thus, the receptor plays the

pivotal role of a mediator in the humoral immune response under stress.
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1 EINLEITUNG

Das Immunsystem ist eines der komplexesten Geflechte des menschlichen Korpers.
Orchestriert wird es durch Zellen, Molekile und unterschiedliche Organe, die mithilfe
von Mediatoren wie Zyto- und Chemokine sowie Rezeptoren und Zell-Zell-
Kommunikation miteinander in Kontakt stehen und dadurch schnell und effektiv
gemeinsam gegen Krankheitserreger kampfen oder korpereigene Funktionen
Ubernehmen konnen. Die Komplexitat des Systems ist nicht zuletzt nach Entdeckung
von immer mehr Zellgruppen zuweilen schwer zu erfassen. Im Folgenden soll eine

Zusammenschau der untersuchten Zellgruppen den Uberblick erleichtern.

1.1 Das Immunsystem — Ein Zusammenspiel unterschiedlicher

Zellpopulationen

1.1.1 Das angeborene und das adaptive Inmunsystem unterscheiden sich in

ihren Abwehrsystemen

Der Korper besitzt zwei unterschiedliche Abwehrmechanismen, das angeborene und
das adaptive Immunsystem, deren Aufgabe es ist, den Organismus vor Angriffen von
Mikroorganismen wie Bakterien, Viren und Pilzen zu schitzen. Dariiber hinaus ist es in
der Lage, pathologisch veranderte, gealterte oder apoptotische kdrpereigene Zellen zu

erkennen und zu eliminieren, sowie Entziindungs- und Heilungsprozesse zu steuern

(1),

Das angeborene Immunsystem bildet die unspezifische, nicht auf bestimme Erreger
spezialisierte, Abwehr gegen Krankheitserreger. Mitunter wird die mechanische Barriere
der Haut und Schleimhaut des Korpers dazugezéhlt, jedoch auch humorale
Bestandteile wie Plasmaproteine, Komplementbausteine und Zytokine. Als wichtigster
Bestandteil werden zellulare Komponenten, die mononuklearen Zellen des peripheren
Blutes (PBMC, engl.: Peripheral Blood Mononuclear Cell) wie Granulozyten,
Makrophagen, dendritische Zellen und Naturliche Killerzellen durch das Eindringen von
Krankheitserregern aktiviert. Diese Zellen kénnen korperfremde von koérpereigenen

Strukturen unterscheiden indem sie unspezifische, pathogen-assoziierte molekulare
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Strukturen auf der Oberflache von Pathogenen, sogenannte PAMP (engl. pathogen
associated molecular patterns), bei Bakterien sind dies beispielsweise
Lipopolysaccharide, erkennen. Eine direkte Bekampfung des Erregers ist durch jeweils
zellspezifische Abwehr-, Zerstorungs- und Entzindungsmechanismen schon innerhalb

von Sekunden bis Minuten méglich.

Erst Tage spater wird durch die Aktivierung der spezifischen Immunzellen — das
adaptive Immunsystem — in Gang gebracht. Dieses hat nun die Mdglichkeit, spezifisch
und somit besonders effektiv auf die Krankheitserreger zu reagieren. Die T-Zellen
bilden hierbei den zellvermittelten Teil der Immunantwort, die B-Zellen hingegen den
humoralen Anteil, indem sie nach Aktivierung Antikdrper produzieren. Diese passen
zum Krankheitserreger wie ein Schlissel zum Schloss und kénnen ihn somit schnell
und wirkungsvoll eliminieren. Durch die Bildung von sogenannten Ged&achtniszellen
stehen beim n&chsten Erregerkontakt umgehend grof3e Mengen an spezialisierten

Antikdrpern bereit, die eine sofortige Immunantwort mdglich machen (2).

Die folgende Darstellung (Abbildung 1) zeigt vereinfacht die Differenzierung in die
unterschiedlichen PBMCs, ausgehend von der pluripotenten Stammzelle. Die
Zellpopulationen des angeborenen Immunsystems sind in grin, die des adaptiven
Immunsystems in blau dargestellt. Die natirliche Killerzelle als wichtiger Vermittler

Ubernimmt Funktionen beider Systeme.
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Das angeborene Immunsystem Das adaptive Immunsystem
Pluripotente
Stammzelle
|
|
Myeloide Lymphatische
Varlauferzelle Vorlauferzelle
I I
Granulozyt Monozyt T-Lymphozyt B-Lymphozyt
* ® o o
Makrophage Myeloide Natirliche T-Helferzellen Zytotoxischer | Plasmazelle
Dendritische Zelle Killerzelle T-Lymphozyt

e & & o
Plasmazytoide T- T- T- Regu-
Dendritische Zelle Helfer  Helfer Helfer lato-
zelle zelle zelle  rischer
Typ1 Typ2 Typ17 T-Lym-
phozyt

Antikorper

Abbildung 1: Das angeborene und das adaptive Immunsystem.

1.1.2 Die Mediation der Immunantwort findet durch Zyto- und Chemokine sowie

Uber Zell-Zell-Kontakte und Cluster of Differentiation statt

Das angeborene und adaptive Immunsystem steht in einem gesunden Organismus in
einem fein abgestimmten Gleichgewicht. Die einzelnen Komponenten treten durch
zahlreiche Signal- und Aktivierungsmechanismen in Kontakt, die grotenteils durch
Zytokine vermittelt werden. Zytokine sind kleine Peptide, die von immunwirksamen
Zellen sezerniert werden und die Proliferation und Aktivitat von anderen Zellen
beeinflussen kdnnen. Zu ihnen gehoren Interleukine (IL) und Interferone (IFN), die meist
zur Kommunikation der Zellen untereinander dienen, Tumornekrosefaktoren (TNF),
Wachstumsfaktoren und zuletzt Chemokine, die Zellpopulationen chemotaktisch an den

Ort der Entziindung locken sollen.

Proinflammatorische Zytokine, also immunwirksame Botenstoffe, die
Entziindungsvorgange hervorrufen oder verstarken kénnen, sind vornehmlich IL-1, IL-6

und TNF-a sowie IFN-y. Sie werden hauptsachlich von T-Helferzellen und Monozyten
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sezerniert und entfalten ihre Wirksamkeit tber Aktivierung und Differenzierung der

Zielzelle oder regen diese zur Proliferation und Sekretion weiterer Zytokine an.

IL-4, IL-10 und TGF-B (Transformierender Wachstumsfaktor beta, engl. Transforming
growth factor B) fungieren hauptsachlich als antiinflammatorische Zytokine, indem sie in
der Zielzelle beispielswese die Zytokinproduktion hemmen oder die Phagozytose
fordern (3).

Auch direkter Zell-Zell-Kontakt kann eine Immunantwort auslosen. So treten
beispielsweise B-Zellen, Makrophagen und — als wichtigster Vertreter — dendritische
Zellen als professionelle antigenprasentierende Zellen (APC, engl. Antigen-presenting
cell) auf, die Antigene erst durch Phagozytose aufnehmen und dann auf ihrer
Oberflache mitsamt dem Haupthistokompatibilitaitskomplex Typ II, (MHC-II, engl. Major
Histocompatibility Complex Il) prasentieren. Der T-Zell-Rezeptor (TCR, engl. T cell
receptor) auf T-Lymphozyten erkennt und bindet daraufhin die auf diese Art
prasentierten Antigene, wodurch die T-Lymphozyten aktiviert werden und weitere
Zytokine bilden. Diese Zytokine wiederum stimulieren die B-Lymphozyten, die

proliferieren und in der Folge Antikdrper produzieren (4).

Weitere wichtige Oberflachenmolekile, die maligeblich an der interzellularen
Kommunikation beteiligt sind, heiBen CD (engl. Cluster of Differentiation, sog.
,2Unterscheidungsgruppen®) und sind membrangebundene Glykoproteine und -lipide, die
hauptsachlich Rezeptor- oder Signalfunktionen einnehmen. Diese kodnnen in der
Forschung genutzt werden, indem die fir einzelne Zellgruppen spezifischen CD-
Proteine mithilfe fluoreszenzmarkierter Antikorper detektiert, und die Zellen somit

eindeutig identifiziert werden kdénnen (5).

1.1.3 Die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes

(@) Die T-Lymphozyten und deren Selektion im Thymus

Eine der wichtigsten Zellpopulationen des adaptiven, zellularen Immunsystems sind T-
Lymphozyten, auch T-Zellen genannt, deren Name durch deren Reifungsort, dem
Thymus, gepragt ist. Sie machen zwischen 44-75 % der PBMCs des menschlichen

Blutes aus und tragen das CD3-Antigen auf ihrer Oberflache (6). T-Lymphozyten
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entstehen aus haematopoetischen Stammzellen im Knochenmark und reifen in einem
Vorgang der positiven und negativen Selektion im Thymus aus. Sie sind dann fahig, von
APC prasentierte, an MHC-Rezeptoren gebundene, kérperfremde Antigene mit Hilfe
ihres T-Zell-Rezeptors zu erkennen (7). Bei der Selektion entscheidet sich, welchen
Weg der T Lymphozyt einschlagen wird. Bindet eine dieser Zellen mittels Korezeptor
CD4 an das auf MHC-II prasentierte Antigen, entwickelt sich der Lymphozyt zur
T-Helferzelle, die von nun an das CD3 und CD4-Antigen tragen. Ist der Korezeptor
jedoch CD8 und die APC prasentiert mithilfe von MHC-I, entsteht eine zytotoxische
T-Zelle. Im Anschluss an die Selektion siedeln sich die T-Lymphozyten in den

sogenannten sekundaren lymphatischen Organen, also Lymphknoten und Milz, an (1).

(b)  Zytotoxische T-Lymphozyten I6sen die Apoptose der Zielzelle aus

Die in Folge des Vorganges der Ausdifferenzierung im Thymus den Korezeptor CD8
tragenden zytotoxischen T-Zellen (CTL, engl. cytotoxic T Lymphocytes) erkennen nun
Pathogene auf der Oberflache der Zielzellen und leiten bei diesen unmittelbar die
Apoptose ein. Dies passiert entweder durch direkten Zell-Zell-Kontakt durch die
Freisetzung von zytotoxischen Proteinen wie Perforin und Granzyme oder mithilfe von
mediatorisch wirksamen, proinflammatorischen Zytokinen, TNF-a und IFN-y. Dabei
induziert TNF-a die Apoptose in der Zielzelle durch eine Caspase wahrend IFN-y den
verstarkten Aufbau von MHC-Klasse-l Molekilen auf allen Zellen férdert, um eine
vermehrte Antigenprasentation der Zellen zu erméglichen (8). Im Zusammenspiel mit
den antigenprasentierenden dendritischen Zellen und Naturlichen Killerzellen kdnnen
sie sogar Tumorzellen eliminieren. Diese Eigenschaft wird im Sinne einer antitumoralen

Immuntherapie bereits erfolgreich therapeutisch nutzbar gemacht (9).

(c) T-Helferzellen Typ 1 und Typ 17 wirken proinflammatorisch, T Helferzellen

Typ 2 antiinflammatorisch

Die Differenzierung der CD4+ Zellen erfolgt durch die Konfrontation mit
unterschiedlichen Zytokinen, die von dendritischen Zellen und anderen APC sezerniert
werden. So induziert IL-12 die Entstehung von T-Helferzellen Typ 1, auch Thl-Zellen
genannt, die von da an proinflammatorische Zytokine, hauptsachlich IFN-y, IL-2 und

TNF-a, produzieren und zustandig sind fur die zellulare Abwehr von intrazellularen
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Mikroorganismen (10). Interferon-gamma (IFN- y) ist ein proinflammatorisch wirkendes
Zytokin und wird hauptséchlich von TH1-Zellen nach Kontakt mit Makrophagen und
anderen antigenprasentierenden Zellen gebildet. Auch andere Zellgruppen sind in der
Lage, IFN-y zu bilden, mitunter sind das — wie weiter oben bereits erwdhnt —
zytotoxische T-Zellen aber auch dendritische Zellen und Nattrliche Killerzellen. IFN-y
stimuliert die Phagozytosefahigkeit von Makrophagen, regt die APC zu einer
vermehrten Antigenprasentation durch gesteigerte Produktion von MHC-II-Molektlen an
und steigert die MHC-I-Produktion in allen Korperzellen. Zudem kann es die
Proliferation der TH2-Zellen hemmen (11). IL-2 stimuliert die T-Zellen und fordert die
Entwicklung von zytotoxischen T-Lymphozyten, NK-Zellen und die Antikérperbildung
durch B-Zellen. TH1-Zellen kénnen indirekt die Immunantwort regulieren, indem sie

durch den Einfluss von IL-2 die T-regulatorischen Zellen (Treg) aktivieren (12).

Unter der Einwirkung des antiinflammatorischen Zytokins IL-4 entsteht die Untergruppe
der Th2-Zellen, die fur die humorale Immunantwort verantwortlich sind und gegen
extrazellulare Pathogene vorgehen (13). Sie sezernieren die Zytokine IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 und IL-13. IL-4 stimuliert einerseits autokrin, das heisst innerhalb der Zelle, die
Differenzierung der T-Helferzellen zu T-Helferzellen Typ 2 und bewirkt andererseits
zusammen mit IL-5 als wichtigste Aufgabe den Antikdrperklassenwechsel der B-Zellen
von IgM zu IgG, IgE und IgA. Die Th2-Zellen wirken demnach als Gegenspieler zu den
Th1l-Zellen antiinflammatorisch, indem sie mittels IL-4 die Aktivierung der Makrophagen
hemmen und durch IL-10 die IFN-y-Produktion von TH1-Zellen und Makrophagen
inhibieren (14).

Eine optimale Balance zwischen der Thl- und Th2-vermittelten Immunreaktion ist
essentiell fir einen gesunden Organismus. Eine Uberschie3ende proinflammatorische
Zytokinproduktion kann zu akuten Entzindungsreaktionen im Korper mit
Gewebeschadigung und Fieber bis hin zum Schock und Tod fihren. Eine exzessive
antiinflammatorische Immunantwort hingegen ist assoziiert mit atopischen

Erkrankungen und Allergien (15).

Die Differenzierung der CD4+ Zellen zu Th17-Zellen erfolgt durch die Aktivierung eines
RORyT Rezeptors im Zusammenspiel mit dem Zytokin TGF-B. Sie werden aktiviert
durch Zellkontakte und Zytokinausschittung von DCs und Makrophagen und reguliert
durch die Zytokine der TH1l- und TH2-Zellen. Thl7-Zellen produzieren das
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proinflammatorische Zytokin IL-17, locken so Neutrophile und Makrophagen an den Ort
der Entzindung und bilden so einen wichtigen Vertreter in der Bekampfung von
Mikroorganismen wie Bakterien, Viren und Pilzen. Sie haben, wie die verwandten
Zellgruppen der TH-Zellen Typ 1 und 2, zudem die Fahigkeit, die B-Lymphozyten zur
Antikorperproduktion von IgM, IgG und IgA anzuregen. Bei Fehlregulationen dieser
Zellgruppe kann es zu der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie Psoriasis,
Rheumatoider Arthritis und Multipler Sklerose kommen (16). Interessanterweise wurden
erhbhte Th1l7 Spiegel im Mausmodell mit depressivem Verhalten in Verbindung
gebracht, sodass diese Zellreihe in Zukunft Grundlage fiir eine Thl7-gezielte

antidepressive Therapie sein kdnnte (17).

(d) Regulatorische T-Lymphozyten wirkend hemmend auf die Inmunantwort

Regulatorische T-Lymphozyten, auch als T-regulatorische Zellen oder Treg bezeichnet,
differenzieren sich aus CD4-positiven T-Helferzellen unter dem Einfluss von TGF- zu
zwei Untergruppen. Die natirlichen T-regulatorischen Zellen (nTreg) entstehen im
Thymus und die induzierbaren Treg (iTreg) in sekundaren lymphatischen Organen und
im peripheren Gewebe (18). Die Selektion der Zellen im Thymus geht nach dem
,Goldléckchen-Prinzip“ vonstatten. Herrscht eine starke Affinitat zum MHC-Komplex,
geht die Zelle in die Apoptose. Hierbei spielt auch die Starke der Bindung an den T-Zell-
Rezeptor eine Rolle (19). Die Funktion beider Gruppen unterscheidet sich unwesentlich,
wobei die iTregs eine gréRere Variabilitdt des TCR aufweisen (20). Sowohl nTreg als
auch iTreg tragen den intrazellular liegenden Transkriptionsfaktor FoxP3 (engl.
Forkhead-Box-Protein P3), der eine deutliche Unterscheidung zu den Ubrigen
T-Lymphozyten erlaubt und durch vermehrte oder verminderte Expression Funktion und

Differenzierung der Tregs steuert (21, 22).

Da eine Anfarbung des intrazellularen FoxP3 Proteins oft nur schwer gelingt, ist eine
Identifizierung auch tber die Kombination der Oberflichenmarker CD4, CD25 und die
geringe Dichte des Interleukin-7-Rezeptors (CD127low) mdglich. Die Abgrenzung
gelingt so zu den CD4+CD25+ T-Helferzellen, die nach Aktivierung durch IL-2 den
Oberflachenmarker CD127 tragen und keine regulatorische Funktion innehaben (23).

T-regulatorische Zellen exprimieren inhibitorische Zytokine wie IL-10 und TGF-B, die

hemmend auf die DC-Differenzierung wirken, oder durch direkte Zell-Zell-Kontakte
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Apoptose in T-Lymphozyten auslosen konnen, und somit durch unterschiedliche
Mechanismen die Immunantwort modulieren (24). Die Tregs sind zudem in der Lage,
die proinflammatorischen Th17-Zellen zu inhibieren. Die beiden Zellgruppen nutzen
zwar interessanterweise den gleichen, Uber das Zytokin TGF-B vermittelten,
Aktivierungsweg, sind jedoch Gegenspieler in der Immunantwort. Eine Dysbalance des
Th1l7/Treg Verhaltnisses ist ein entscheidender Faktor in der Entstehung von

Autoimmunerkrankungen (25).

Ein Mangel an T-regulatorischen Zellen aufgrund einer Mutation des FoxP3-Faktors
kann im Menschen eine schwere Autoimmunerkrankung, das IPEX-Syndrom (engl.
Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy X-linked syndrome) auslosen.
Somit wird den Tregs eine entscheidende Funktion in der Regulation der
Entziindungsreaktion zugeschrieben, deren Wegfall mit der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen wie dem systemischen Lupus erythematodes und der
rheumatoiden Arthritis sowie der Entstehung von Krebserkrankungen assoziiert ist (26,
27).

Je nachdem, ob T-regulatorische Zellen schon Antigen-Kontakt hatten oder nicht, kann
man sie in naive T-regulatorische Zellen und Memory-T-regulatorische Zellen, auch
effector Tregs genannt, einteilen. Dabei sind die naiven Zellen dieser Klasse CD45RA
positiv und CCR4 negativ, wobei die effector Tregs im Gegensatz dazu CD45RA
negativ und CCR4 positiv sind.

Die naiven Tregs entsprechen einem ruhenden Stadium und kdnnen nach Aktivierung
durch Proliferation und vermehrter Expression des FoxP3 Transkriptionsfaktors das
Stadium der effector Tregs Uberfuhrt werden. Ihre Zahl féallt mit dem Alter ab, wobei die
Zahl der effector oder Memory Tregs gegenlaufig dazu ansteigt (24). Naive Tregs sind
demnach durch die Oberflachenmarker CD45RA+FoxP3lowCD127low definiert und die
Memory Tregs durch CD45RA-FoxP3hiCD127low.

Der Chemokinrezeptor Typ 4 (CCR4) entspricht CD194 und ist beteiligt an der
Aktivierung und Migration der Tregs. Er ist hauptsachlich auf der Oberflache von
T-Helferzellen Typ2 und T-regulatorischen Zellen zu finden und spielt eine
entscheidende Rolle im Rahmen der Rekrutierung und der Aktivierung

immunregulatorischer Zellen im septischen Geschehen (28). Anndhernd 75 % der
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T-regulatorischen Zellen tragen den CCRA4, sind auf ihre regulatorische Funktion bereits
vorbereitet, produzieren mehr inhibitorisch wirksames IL-10 und hemmen die Aktivitat

der CD8-positiven T-Lymphozyten (29).

(e) B-Lymphozyten produzieren Antikorper

Die B-Lymphozyten machen 15-25 % der PBMCs aus und sind als Vertreter des
spezifischen, humoralen Immunsystems als einzige Zellen in der Lage, auf einen
Antigenreiz hin Antikoérper zu produzieren. Zusatzlich sind sie zu Antigenprasentation
und Zytokinproduktion fahig und sind somit sowohl kostimulatorisch als auch
immunmodulatorisch tatig. Zusammen mit den T-Lymphozyten Gbernehmen sie also die

wichtigsten Aufgaben des adaptiven Immunsystems.

Die Ausbildung der B-Lymphozyten findet im Knochenmark statt, wo es zur Ausbildung
des B-Zell-Rezeptors (BCR, engl. B cell receptor) kommt. Die Oberflachenrezeptoren,
die die Identifizierung der Zelle ermoglichen, sind CD19, CD20 und CD21, die an dem
Aufbau des B-Zell-Rezeptors beteiligt sind (30). Die Aktivierung der zunéchst naiven
B-Lymphozyten findet in lymphatischen Organen - insbesondere der Milz und den
Lymphknoten — statt, sobald eine Antigenbindung an den zelleigenen Rezeptor den
Prozess der Antikorperproduktion in Gang setzt. Diese kann entweder in Abhangigkeit
von kostimulatorisch wirkender T-Helferzellen oder unabhéngig von diesen mithilfe von
Kreuzvernetzung des BCR stattfinden (31). Bindet eine auf das auf der B-Zell-
Oberflache présentierte Antigen spezialisierte T-Helferzelle mithilfe des TCR an den
Komplex, wird die B-Zelle, mithilfe der Ausschiittung des Zytokins IL-4, zur Proliferation
und Differenzierung zu einer Plasma- oder Gedachtniszelle angeregt (32). Die
Plasmazellen sind in der Lage, Antikorper zu produzieren, wohingegen die
Gedachtniszellen die Antigeninformation lediglich ,speichern, um beim nachsten

Kontakt mit dem Pathogen eine schnellere Immunreaktion hervorzurufen.

B-Lymphozyten treten mit T-Lymphozyten, T-Helferzellen und dendritischen Zellen in
Interaktion. Dies geschieht Uber die Produktion von Zytokinen, wobei die
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a die Aktivierung und Differenzierung der
T-Zellen vermitteln und die antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-35 diese
Entwicklung hemmen indem sie die Proliferation der regulatorischen T-Zellen vermitteln
(33).
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(f) Naturliche Killerzellen |6sen die Apoptose in Zielzellen aus

Natirliche Killerzellen machen ca. 15 % der PBMCs im menschlichen Blut aus. Sie
entstehen aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark und
zéhlen morphologisch zu den Lymphozyten (34). Auf ihrer Oberflache tragen sie in
mehr als 90 % der Falle CD569™ und in 10 % CD56"9", Dabei Ubernehmen die
CD56"19" Zellen immunregulatorische Funktionen, wahrend die Zellen mit hoher CD56-
Expression zytotoxisch tatig sind (35). CD16 ist auf fast allen CD569™ Zellen vorhanden,
wahrend der Oberflachenmarker in 50 % auf den CD5619"t Zellen fehlt (36).

Sie gehdren klassischerweise zum angeborenen Immunsystem, da ihnen, im
Gegensatz zu T- und B-Lymphozyten, spezifische Antigenrezeptoren wie TCR und BCR
fehlen (37). Sie stellen jedoch eine wichtige Verbindung zwischen diesem und dem
adaptiven Immunsystem dar. Sie nehmen Uber Zytokine Kontakt zu anderen
Immunzellen auf und regulieren insbesondere die dendritischen Zellen als Vertreter der
antigenprasentierenden Zellen (38, 39). Zu ihren besonderen Fahigkeiten gehort es,
Uber ein antigenspezifisches Gedachtnis eine schnelle Immunreaktion auszulésen (40).
Sie entfalten ihre Wirkung, indem sie, wie der Name schon verrat, mithilfe ihrer
zytolytischen Granula in virusinfizierten Zellen und Tumorzellen die Apoptose ausldsen.
Sie erkennen hierbei Zellen, denen der korpereigene MHC-I -Komplex fehlt, ein
Mechanismus, der auch als ,Missing-self-Hypothese“ (engl. missing-self-hypothesis)
bezeichnet wird (41). Wie diese NK-Zell-Aktivierung durch Viren oder Tumorzellen
unterwandert wird, ist derzeit Gegenstand intensiver Forschung. Checkpoint-Inhibitoren,
die die korpereigene Immuntoleranz modifizieren, haben bereits einen Weg in die NK-

Zell-basierte Immuntherapie gefunden (42).

(g0 Monozyten betreiben Phagozytose und sezernieren das

proinflammatorische Zytokin TNF-a

Monozyten machen etwa 10-30% aller im Blut zirkulierenden PBMCs aus,
Hauptspeicherort ist die Milz. Sie entstehen aus hamatopoetischen Stammzellen im
Knochenmarkt und zirkulieren bis zu drei Tage im nicht-aktivierten Zustand im Blut,
bevor sie bei akuten Infektionen ins Gewebe migrieren und sich dort zu Makrophagen
oder zu dendritischen Zellen differenzieren. Dies geschieht unter dem Einfluss durch
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das durch TH1-Zellen sezernierte IFN-y oder TNF-a. Ein weiterer starker Aktivator ist

das bereits zuvor erwahnte, von Bakterien ausgeschiittete LPS (43).

Makrophagen betreiben nach Aktivierung Phagozytose der Erreger und sezernieren
neben anderen proinflammatorischen Enzymen wie IL-10 und TGF-B und Faktoren
insbesondere das Zytokin TNF-a, das pyrogen und proinflammatorisch bis hin zum
Schock wirkt und zudem die Konzentration von Krankheitserregern in einem
Organismus verringern kann. Das Zytokin fordert die Migration von Neutrophilen zu
dem Ort der Entzindung und stimuliert die Makrophagen zur Phagozytose und
Zellreifung (44, 45).

Bisher ist kein einzelner Oberflachenmarker bekannt, der ausschliel3lich auf Monozyten
exprimiert wird. Die Kombination aus CD14 und CD16 identifizieren diese jedoch
eindeutig. Anhand der Intensitat der Expression der Oberflachenmarker kénnen die
Monozyten in drei Untergruppen aufgeteilt werden, wobei die klassischen Monozyten,
auch inflammatorische Monozyten genannt, (engl. classical monocytes) CD14" CD16"9
auf ihrer Oberflache tragen und mit 80-95 % den Hauptanteil der im Blut zirkulierenden
Monozyten bilden (46). Die Ubergangsmonozyten (engl. intermediate monocytes)
exprimieren CD14" CD16' und machen 2-8 % der Monozyten aus. Die nicht-
klassischen Monozyten, auch residenten Monozyten, (engl. non-classical monocytes)
CD14' CD16" bilden die Gegenspieler und sind mit 2-11 % vertreten (47). Die nicht-
klassischen Monozyten entwickeln sich aus den klassischen Monozyten, somit wird mit
hoherem Reifegrad eine hohere Dichte des CD16-Oberflachenproteins, und mit

geringerem Reifegrad eine hohere CD14-Expression assoziiert (48).

Die drei Untergruppen unterscheiden sich in der Funktion insofern, dass die klassischen
und intermedidren Monozyten vornehmlich Phagozytose und Antigenprasentation
betreiben, an der Proliferation und Stimulation der T-Zellen und der Angiogenese
beteiligt sind, sowie proinflammatorische und regulatorische, sowie zellaktivierende
Zytokine sezernieren (49). Die nicht-klassischen Monozyten sind hingegen vorwiegend
antiinflammatorisch tatig und hauptsachlich fir die vaskulare Homoostase zustandig,
indem sie durch das vaskulare Endothel ,patrouillieren®. Sie scheinen jedoch nicht nur
protektiv gegen Arteriosklerose zu agieren, sondern sind auch an deren Entstehung
beteiligt, eine Eigenschaft, an der insbesondere unter dem Aspekt der

pharmakologischen Nutzbarmachung aktuell intensiv geforscht wird (50).
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(h) Dendritische Zellen prasentieren Antigene

Dendritische Zellen (DC, engl. dendritic cells) nehmen die Hauptrolle bei der
Antigenprasentation ein und stellen die Verbindung zwischen angeborenem und
adaptivem Immunsystem her. Im menschlichen Koérper gibt es zahlreiche Arten von
dendritischen Zellen, die sich alle in der Morphologie, Herkunft und Funktion
unterscheiden. Die meisten dieser DC befinden sich in Oberflachengeweben, die in
Kontakt mit der Aul3enwelt stehen, wie beispielsweise der Haut, Lunge, Schleimhaut
des Verdauungstraktes oder Nase, weshalb ihr Anteil im peripheren Blut nur ca. 1 bis
1,5 % betragt (51). Im peripheren Gewebe nehmen die Zellen, deren Name von den
charakteristischen Zellfortsatzen stammt, Antigene auf und migrieren daraufhin in
lymphatisches Gewebe. Dort prasentieren diese die prozessierten Antigene mitsamt
dem MHC-II Rezeptor an T- und B-Lymphozyten und l6sen so, insbesondere Uber eine
T-Zell-Aktivierung, aber auch Gber Kommunikation mit B-Lymphozyten und NK-Zellen,
die Immunantwort aus (52). Kostimulatorisch werden Zytokine wie Interleukin-12 (IL-12)
und Interferon-alpha (IFN-a) ausgeschuttet. Fallen diese kostimulatorischen Elemente
weg, koénnen DC jedoch auch antinflammatorisch tatig sein, indem sie Toleranz
gegenuber bestimmten Antigenen hervorrufen. Dies geschieht Uber die Hemmung der
T-Zell-Proliferation (53).

Dendritische Zellen sind eine sehr heterogene Zellpopulation, die entweder aus
hamatopoetischen Vorlauferzellen im Knochenmark, oder direkt aus Monozyten
entstehen und sich unter den Gesichtspunkten der Herkunft, der Lokalisation und der
Funktion in unterschiedliche Untergruppen einteilen lassen (54, 55). Anhand von
Oberflachenmarkern lassen sie sich in eine plasmatische (pDC) und zwei myeloide

(mDC) Zellgruppen differenzieren.

Plasmazytoide DC (pDC) sind im Gegensatz zu den myeloiden dendritischen Zellen
(mDC) typischerweise negativ fur CD11c und tragen die spezifischen Marker CD303
und CD304. Sie sind aus lymphoiden Vorlauferstufen entwickelt, halten sich im
peripheren Blut oder lymphatischen Organen auf, und kdnnen abhangig vom Kontext
den Klassenwechsel von Thl zu Th2 hervorrufen sowie Natirliche Killerzellen
aktivieren (56). Sie produzieren groRe Mengen an Interferon und spielen eine

entscheidende Rolle bei der antiviralen und antibakteriellen Abwehr (57, 58).
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Myeloide dendritische Zellen (mDC), zu denen Langerhanszellen und interstitielle DC
gehdren, tragen unter anderem den Oberflachenmarker CD11c. Sie differenzieren sich
in zwei Untergruppen, wobei die mDC Typ 1 (mDC1) den spezifischen Marker CD1c
und die mDC Typ 2 (mDC2) den Marker CD141 tragen.

Die mDC1 machen ca. 1 % aller mononukledren Zellen aus und zeigen einen héheren
Aktivitatswert als die Ubrigen DC. Sie sind im Gegensatz zu den mDC2 starker an der
Aktivierung der CD4-positiven T-Helferzellen und Th-17 beteiligt und weniger an der

Antigenprasentation an CD8-positive T-Zellen.

Die mDC2 weisen nur etwa 0,1 % der mononukledren Zellen auf und kdnnen neben der
Antigenprasentation nekrotische Zellen phagozytieren. Sie sezernieren im Vergleich zu

den Ubrigen DC am wenigsten IL-12 (59).

CD86 fungiert als Marker zur ldentifizierung der stimulierten dendritischen Zellen. Er
wird von reifen DCs sezerniert und hat eine kostimulatorische Funktion bei der
Aktivierung der T-Lymphozyten. Im Vergleich zu den mDC haben die pDC ein

geringeres Aktivierungspotential (60).

1.2 Der nikotinische Acetylcholinrezeptor alpha-7 regelt die

Immunantwort herab

Acetylcholin (ACh) ist weitreichend bekannt als Neurotransmitter des zentralen,
peripheren und vegetativen Nervensystems, Ubernimmt also beispielsweise die
Aufgabe eines Botenstoffes zur Erregungsibertragung von den Nervenendigungen zur
Muskulatur. Uberraschenderweise spielt es nicht nur eine wichtige Rolle im Bereich der
motorischen Endplatte von Neuronen, sondern auch als Mediator in der Kommunikation
der Immunzellen untereinander im Sinne eines auto- oder parakrinen Effekts. Dazu wird
das Acetylcholin vor allem in den CD4-positiven T-Helferzellen mittels des Enzyms
Acetyltransferase hergestellt. Man unterscheidet zwei Typen von
Acetylcholinrezeptoren, die transmembranar gelegen sind. Diese sind — abhangig vom

an sie bindenden Agonisten — die nikotinischen und muskarinischen Rezeptoren.

Einige Zellen des Korpers, unter anderem T- und B-Zellen, sowie Makrophagen und

dendritische Zellen, tragen sowohl muskarinische als auch nikotinische



EINLEITUNG 14

Acetylcholinrezeptoren, inklusive den nikotinischen alpha-7 Acetylcholinrezeptor
(nAChRa7). Dabei ist alpha-7 eine der der bisher 17 bekannten Untereinheiten des
Rezeptors, ein lonenkanal, der Uber die Passage von Kalziumionen eine Signalkaskade
auslést (61). Der nAChRa7 auf Immunzellen nimmt eine Sonderrolle unter den
nikotinischen Rezeptoren ein, da er entscheidenden Einfluss auf die Zellen im Sinne
einer Immunmodulation nimmt. Er hemmt die Immunreaktion, indem er die
Antikdrperproduktion der B-Lymphozyten drosselt, die Proliferation und Differenzierung
der T-Helferzellen hemmt, die F&ahigkeit der Antigenprasentation von APCs
herabreguliert und die Zytokinproduktion der Makrophagen blockiert, vorzugsweise
TNF-a und IL-1B. Die immunsuppressive Funktion der Tregs wird ebenfalls moduliert,
zudem die Phagozytosefahigkeit der dendritischen Zellen und Zytokinproduktion der
T-Lymphozyten. Insbesondere das vor allem durch T-Helferzellen Typ | ausgeschuttete
Zytokin IFN-y wird dezimiert (62, 63).

Auf B-Lymphozyten ist der nAChRa7 mit 60 % im Vergleich zu den Ubrigen Subtypen
der haufigste nikotinische Acetylcholinrezeptor und hat einen unterschiedlichen Effekt
auf die B-Lymphozyten, abhangig von ihrem Reifestadium. So fordert er die B-Zell-
Reifung und inhibiert dann die Aktivierung der reifen Zellen. Er regelt die Proliferation
der Zellen und deren Antikorperproduktion herunter und greift in die B-Zell/T-Zell-
Kommunikation ein. Er nimmt jedoch keinen Einfluss auf den IgM-lgG-Klassenwechsel
oder die Memory-B-Zell-Aktivierung, reguliert also nicht alle Funktionen der Zellgruppe
(64, 65).

1.3 Stress, seine Formen und hormonellen Komponenten

Stress und seine Rolle fur die Entstehung von Krankheiten wird seit den 1970er Jahren
intensiv in Mausmodellen und am Menschen untersucht. In den meisten Studien wird
Prifungsstress als ein ,kurzer, naturalistischer Stress” charakterisiert. Er halt langer an
als der ,akute Stress“ bei Aufgaben wie Kopfrechnen oder eine Rede halten, aber
dauert kirzer als eine ,stressvolle Episode®, wie sie beispielsweise bei einer
Naturkatastrophe oder dem Verlust eines Ehepartners auftritt. Dartiber hinaus sind noch
weitere Stressoren untersucht worden, die sich dadurch auszeichnen, dass die Dauer

durch das Individuum nicht abschatzbar ist. So entsteht beispielsweise ein ,chronischer
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Stressor” bei physischer Behinderung und ein ,entfernter Stressor® bei traumatischen
Ereignissen in der Kindheit (66, 67).

Im Mausmodell arbeitet man mit unterschiedlichen Stressmodellen. Beispielhaft ist hier
das R-SDS-Modell (engl. repeated social defeat stress) zu erwahnen, welches haufig
zur Verwendung kommt. Das Protokoll sieht beispielsweise die Konfrontation mit einem
aggressiven Gegenspieler unter gleichzeitiger Fixierung im Kéafig vor. Diese Form von
Stress ist aquivalent zum chronischen sozialen Stress beim Menschen und kann

nachweislich zu depressivem Verhalten fiihren (68, 69).

Das vorliegende Studienmodell arbeitet mit einer kombinierten chronischen und akuten
Stressepisode. Die Lernphase zwolf Wochen vor dem Examen entspricht einem
Zeitraum chronischen Stresses, wahrend die Examensprifung selbst einem akuten
Stressor gleichkommt. In der Erholungsphase nach dem Examen hingegen bestand

eine vergleichsweise stressarme Zeit.

1.4 Effekte von Stress auf das Immunsystem: Studienlage

Das Immunsystem — einmal aktiviert — ist ein fein abgestimmtes Geflige des
Zusammenspiels diverser Zellpopulationen. Unter starkem Stress kann dieses
Gleichgewicht gestort werden, da der Organismus unter dem Einfluss von
Stresshormonen steht und somit die Immunreaktion zugunsten des ,fight or flight"

Mechanismus in den Hintergrund rickt.

Hans Selye erwadhnte erstmals im Jahre 1936 die direkten Auswirkungen akuten
Stresses auf das Immunsystem, indem er das sogenannte ,Allgemeine
Adaptationssyndrom* beschreibt. Durch Versuche am Mausmodell bewies er, dass sich
akuter Stress immunsuppressiv auf den Korper auswirkt (70). Kiecolt-Glaser et al
fuhrten daraufhin 1984 eine Studie an Medizinstudenten unter Prifungsstress durch,
die eine stressbedingte Verringerung der NK-Zellen beweisen konnte (71), spater wurde
auch die Lymphozytensuppression und Hemmung der Antikdrperproduktion unter

chronischem Stress bewiesen (72, 73).

Eine groRe Metaanalyse von 2004 unter Segerstrom et al. fasste schlie3lich die

Erkenntnisse aus Uber 300 verschiedenen Artikeln zusammen, in denen vorwiegend die
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T- und T-Helferzellen als Vertreter der zellularen, B-Zellen als Vertreter der humoralen
und NK-Zellen als Vertreter der unspezifischen Immunabwehr untersucht wurden.
Akuter Stress Uber Minuten bis Stunden fiihrte zu einer Aktivierung nicht nur des
angeborenen, sondern auch des adaptiven Immunsystems. Dhabhar et al. sehen darin
einen Mechanismus, der fir eine erwinschte Immunreaktion, beispielsweise im
Rahmen einer Impfung oder der Wundheilung, fir therapeutische Zwecke genutzt
werden kann (15, 74). Naturalistischer Stress fuhrte zu einer Reduktion der zellularen
Immunabwehr, also der proinflammatorischen, durch Thl-Zellen vermittelten,
Immunantwort. Dies geschieht unter Erhaltung der humoralen, mitunter durch
Th2-Zellen regulierten, Immunreaktion und ohne Veranderung der absoluten Zellzahlen.

Chronische Stressoren hingegen unterdrtickten beide Systeme (66, 67).

Besonders interessant ist auf Ebene der Stressmediatoren der Acetylcholinrezeptor auf
Immunzellen. Akuter Stress entfaltet seine Wirkung nicht nur Uber das Stresshormon
Cortisol und die Neurotransmitter Adrenalin und Noradrenalin als Vermittler des
sympathischen Nervensystems oder Acetylcholin als Mediator des parasympathischen
Nervensystems (PNS). Es findet vielmehr auch eine neuronal vermittelte Stressreaktion
des PNS uber den Nervus vagus, der cholinerge, antiinflammatorische Aktivierungsweg
(CAP, engl. cholinergic anti-inflammatory pathway) tUber die Milz statt. Dort werden
T-Zellen aktiviert, die Uber die Sekretion von Acetylcholin Makrophagen und andere
NAChRa7 exprimierende Immunzellen in der Produktion proinflammatorischer Zytokine
hemmen. Dies ist der sogenannte ,cholinerge, antiinflammatorische Reflex® (engl.
cholinergic anti-inflammatory reflex) (75, 76). Der Acetylcholinrezeptor a7 spielt
demnach eine entscheidende Rolle in der Immunmodulation unter Stress und kénnte
als Angriffspunkt zielgerichteter Substanzen fir zuklnftige Pharmakotherapie genutzt
werden (77).
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2 FRAGESTELLUNG

In der Stressforschung wachst in den letzten Jahrzehnten die Einsicht, dass Stress bei
der Genese chronischer Krankheiten, Autoimmunpathologien und bei der Entstehung
von Krebserkrankungen eine grof3e Rolle spielt (78). Die Zellen des Immunsystems

fungieren hierbei als maf3gebliche Vermittler.

In dieser Studie sollte der Einfluss von Stress auf junge Menschen und deren einerseits
bereits vielfach untersuchte, andererseits erst im letzten Jahrzehnt entdeckte
Immunzellgruppen, untersucht werden. Dabei lag der Arbeit die Hypothese zugrunde,
dass eine stressvolle Episode bei Medizinstudentinnen, die Lernphase fir das
Hammerexamen, in Kombination mit kurzem, naturalistischen Stress, der Prifung an

sich, grundlegende Veranderungen diverser Immunzellpopulationen verursacht.
Im Einzelnen wurden folgende Hypothesen bearbeitet:

1. Proinflammatorische Zellen des Immunsystems werden unter Examensstress
supprimiert. Dies betrifft in unterschiedlichem Mal3e die Zellen der
angeborenen und der erlernten Immunitat. Deren korrespondierenden

Zytokine reagieren analog zu dieser Entwicklung. Untersucht wurden:

a. Monozyten mit deren proinflammatorischen Untergruppen und das von

ihnen sezernierte Zytokin TNF-a
b. Naturliche Killerzellen

c. T-Lymphozyten als grof3ter Vertreter der erworbenen Immunitat und die
korrespondierenden proinflammatorischen Zytokine IFN-y, IL-17 und TNF-
a auf T-Lymphozyten und lebenden Zellen

d. Zytotoxische T-Lymphozyten

e. T-Helferzellen in deren Gesamtzahl und in aktivierter Form, vom Typ 1
und 17 und die proinflammatorischen zugehoérigen Zytokine IFN-y, IL-17
und TNF-a
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2. Die antiinflammatorischen Zellgruppen der angeborenen und erlernten
Immunitat werden in der Lernphase vor und der Stressphase wahrend des

Hammerexamens aktiviert oder proliferieren. Hierzu gehoren:
a. Nicht-klassische Monozyten

b. T-Helferzellen Typ 2 mit dem zugehdrigen Zytokin IL-4

c. Regulatorische T-Lymphozyten

3. Die antigenprasentierenden dendritischen Zellen und deren

korrespondierende Phanotypen werden unter Examensstress aktiviert

4. Die antikorperproduzierenden B-Lymphozyten als Reprasentanten der

humoralen Immunitat werden unter Examensstress supprimiert.

5. Der Acetylcholinrezeptor hat einen immunmodulierenden Effekt auf T-, T-
Helfer-, B-, NK-Zellen und Monozyten und wird entsprechend der zuvor
genannten Hypothesen exprimiert.
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3 MATERIAL UND METHODEN

Im Folgenden wird die vollstandige Auflistung der verwendeten Materialien
vorgenommen und die zur Beantwortung der Fragestellung angewandten Methoden

erlautert.

3.1 Material

3.11 Gerate

In Tabellel sind alle fir die Zellisolation verwendeten, in Tabelle 2 die fur die
Durchflusszytometrie gebrauchten Gerate aufgefuhrt.

Fir die Zellisolation verwendete Gerate

Artikel Hersteller

Thermo Scientific Heraeus Multifuge 1S-R Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Sterilwerkbank Heraeus Laminair HBB 2448 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Reagenzglasschiittler Grant Bio PCV-2400 Keison Products, Chelmsford, England

Combined Centrifuge/Vortex Mixer (Combi Spin)

Kihlschrank Liebherr

TiefkUhler Innova® U535 Upright Freezer Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tabelle 1: Fir die Zellisolation verwendete Gerate

Fir die Durchflusszytometrie verwendete Geréte

Artikel Hersteller

BD FACSCanto™ Il Flow Cytometer BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Sysmex KX-21N Hamatologie-Analysator Sysmex GmbH, Bornbarch, Deutschland

Zentrifuge Rotina 380 Hettich GmbH und Co. KG, Tuttlingen, Deutschland

Wasserbad WNB10 Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,
Deutschland
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Artikel Hersteller

Reagenzglasschiittler VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
HERAcell® 240 CO2-Inkubator Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Kihlschrank Pentan Robert Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerhdhe,

Deutschland

Gefrierschrank Pentan Robert Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerhdhe,
Deutschland

Heraeus ® HERAsafe ® Sicherheitswerkbanke Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold,
Deutschland

Tabelle 2: Fir die Durchflusszytometrie verwendete Geréate

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

In Tabelle 3 sind alle fiur die Zellisolation, Auftauprozesse und Oberflachenfarbungen

verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgefuhrt.

FUr die Zellisolation, Auftauprozesse und Farbungen verwendete Verbrauchs-
materialien

Artikel Hersteller

Infusionszubehdr Butterfly-Kanile 21G griin Hospira GmbH, Minchen, Deutschland
BD Vacutainer® Réhrchen 6,0 ml K2 EDTA 10,8 mg BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Vacutainer® Einmalhalter BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Vacutainer® multiple sample luer adapter BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
CryoPure Rohrchen 1,8 ml Weiss Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht, Germany
Freezing container, Nalgene® Mr. Frosty 86 mm x Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

117 mm

FACS Tubes 5ml REF 55.1579 Sarstedt AG & Co., NUrnbrecht, Germany
Transferpipetten 3,5ml Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht, Germany
Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf Research Plus 0,5-5ml, 100-1000pl

Eppendorf Research 0,1-2,5ul und 10-100ul

Pipetten STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland
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Artikel

Hersteller

ErgoOne 20-200ul

Pipettenspitzen (10pul, 200pl, 1000ul und 5ml)

Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht, Germany

50ml BD Falcon™ Tubes steril, konisch, mit
Schraubverschluss

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

15ml BD Falcon™ Tubes steril, konisch, mit
Schraubverschluss

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

SafeSeal Gefal 0,5ml

Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht, Germany

Tabelle 3: Fir die Zellisolation, Auftauprozesse und Farbungen verwendete Verbrauchsmaterialien

3.1.3 Antikorper, Isotypkontrollen, Beads

In Tabelle 4 sind alle fur die Farbungen verwendeten Antikoérper, Isotypkontrollen und

Beads aufgefihrt.

Antikdrper, Isotypkontrollen und Beads zur Ausfihrung der Oberflachenfarbungen

Artikel

Hersteller

FITC anti-human CD8 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

PE anti-human CD25 (M-A251) Antibody

BioLegend Inc, London, UK

PerCP anti-human CD4 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

PE-Cy7 anti-human CD127 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

Alexa Fluor 647 anti-human FoxP3 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

APC-Cy7 anti-human CD45RA Antibody

BioLegend Inc, London, UK

Pacific Blue anti-human CD3 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

Brilliant Violet 510 anti-human CD194 Antibody (CCR4)

BioLegend Inc, London, UK

FITC anti-human CD304 (Neuropilin-1) Antibody

BioLegend Inc, London, UK

PE anti-human CD1c Antibody

BioLegend Inc, London, UK

7-AAD (7-amino-actonomycin D) Viability Staining Solution

BioLegend Inc, London, UK

PE-Cy7 anti-human CD141 (Thrombomodulin) Antibody

BioLegend Inc, London, UK

APC anti-human CD11c Antibody

BioLegend Inc, London, UK
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Artikel

Hersteller

APC-Cy7 anti-human CD14 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

Brilliant Violet 421 anti-human CD86 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

Brilliant Violet 510 anti-human CD19 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

PE anti-human CD16 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

PE-Cy7 anti-human CD4 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

APC anti-human CD56 (NCAM) Antibody

BioLegend Inc, London, UK

FITC anti-human IFNg Antibody

BioLegend Inc, London, UK

PE anti-human IL17 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

PE-Cy7 anti-human TNF-a Antibody

BioLegend Inc, London, UK

APC anti-human IL-4 Antibody

BioLegend Inc, London, UK

Alexa Fluor® 647 Mouse IgG1, K Isotype Ctrl (ICFC) Antibody (FoxP3
Isotyp)

BioLegend Inc, London, UK

APC/Cy7 Mouse 1gG2b, k Isotype Ctrl Antibody (CD45RA Isotyp)

BioLegend Inc, London, UK

Brilliant Violet 421™ Mouse IgG2b, Kk Isotype Ctrl Antibody (CD 86
Isotyp)

BioLegend Inc, London, UK

FITC Mouse IgG1, k Isotype Ctrl (ICFC) Antibody (IFNg Isotyp)

BioLegend Inc, London, UK

PE Mouse IgG1, k Isotype Ctrl (ICFC) Antibody (IL17 Isotyp)

BioLegend Inc, London, UK

PE/Cy7 Mouse IgG1, k Isotype Ctrl Antibody (TNF-a Isotyp)

BioLegend Inc, London, UK

APC Rat IgG1, k Isotype Ctrl Antibody (IL4 Isotyp)

BioLegend Inc, London, UK

Anti-Nicotinic Acetylcholine Receptor alpha-7 antibody

Abcam plc, Cambridge, UK

Goat Control IgG (Isotyp nAChR a7)

Abcam plc, Cambridge, UK

FITC-conjugated Donkey Anti-Goat IgG
(Sekundérantikdrper nAChR a7)

Jackson ImmunoResearch

Laboratories Inc., West Baltimore

Pike, USA

Anti Mouse IgG Compensation Bead Set
anti Mouse 1gG beads

negative control beads (BSA)

TransMIT GmbH, Giessen,
Deutschland

Tabelle 4: Antikdrper, Isotypkontrollen und Beads zur Ausfiihrung der Oberflachenfarbungen
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3.1.4 LoOsungen zur Zellstimulation, Proteaseinhibitor

In Tabelle 5 sind alle fur die intrazellulare Zytokinfarbung gebrauchten Zellstimulantien

und Proteaseinhibitoren aufgeftuhrt.

Zellstimulantien und Proteaseinhibitoren, die fir die Durchfihrung der intrazellularen
Zytokinfarbung bendétigt wurden

Artikel Hersteller

Brefeldin A Solution eBioscience, Frankfurt am Main, Deutschland

lonomycin calcium salt from Streptomyces conglobatus | Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

BD GolgiStop™ containing Monensin BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tabelle 5: Zellstimulantien und Proteaseinhibitoren, die fir die Durchfuhrung der intrazelluléren

Zytokinfarbung bendtigt wurden

3.1.5 Nahrmedien und Puffer

In Tabelle 6 sind alle fur die Durchflusszytometrie verwendeten Nahrmedien und Puffer
aufgefuhrt.

Nahrmedien und Puffer fur die Durchflusszytometrie

Medium Hersteller

RPMI-1640 Medium Modified, with 20mM HEPES and|Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
L-glutamine, without sodium bicarbonate, liquid, sterile-filtered

10 % heat deactivated fetal calf serum (FCS) Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

DPBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline) (10x) sterile filtered | PAN-Biotech  GmbH, Aidenbach,

without Ca and Mg Deutschland
BD Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Solution Kit with |BD Biosciences, Heidelberg,
BD GolgiStop™ Deutschland
Foxp3 Transcription Factor Staining Buffer Set eBioscience, Frankfurt am Main,

Deutschland

AB Serum Serum eines anonymen Spenders
mit der Blutgruppe AB
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Medium

Hersteller

Gibco® DPBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline) (1x) no |Life Technologies GmbH, Darmstadt,

calcium, no magnesium

Deutschland

Biocoll Separating Solution Dichte 1,077 g/ml, isotonisch Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Gibco® AIM V® Serum Free Medium

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

DMSO 33,3 % Dimethylsulfoxid fur die Zellkultur

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Tabelle 6: Nahrmedien und Puffer fir die Durchflusszytometrie

3.1.6 Mischungen

In Tabelle 7 sind alle fur die Durchflusszytometrie selbstandig angefertigten Mischungen

mit der jeweiligen Zusammensetzung aufgefuhrt.

Fir die Oberflachenfarbungen hergestellten Mischungen

Name Zusammensetzung
Zellkulturmedium RPMI 1640
10 % FCS

2U/ml Heparin

PBS-Waschpuffer

50ml PBS
1% FCS

Permeabilisationspuffer Intrazellularfarbung (BD
Biosciences, Heidelberg, Deutschland)

10 % Perm/Wash Buffer
90 % H20

Permeabilisationslosung FoxP3 (eBioscience)

75 % Fixation/Permstabilisations-Losung
25 % Fix/Perm Diluent

Permeabilisationspuffer FoxP3 (eBioscience)

10 % Permeabilisationspuffer

90 % H20
lonomycin 1 mg/mlin DMSO gel6st (Stimulation mit 1 pg/ml)
PMA 50 pg/ml in DMSO geldst (Stimulation mit 50 ng/ml)

Acetylcholinrezeptor a7 Antikdrper-Suspension

10 % Antikorper
90 % PBS
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Name Zusammensetzung
Acetylcholinrezeptor a7 Isotyp-Suspension 10 % Goat Control IgG
90 % PBS

Tabelle 7: Fur die Oberflachenfarbungen hergestellten Mischungen

3.2 Methoden

3.21 Studiendesign

Die Datenerhebung fand zwischen Februar und August 2010 statt. Es handelte sich
hierbei um eine retrospektive Studie im Sinne einer Fall-Kontroll-Studie. Die
Teilnehmerinnen wurden durch eine Anzeige auf dem schwarzen Brett der
Universitatsklinik Charité Berlin angeworben. Nach Abschluss der Studie wurde jede
Teilnehmerin mit 200 Euro vergitet. Die ethischen Erfordernisse wurden im Sinne der
Deklaration von Helsinki (79) erflllt und somit fand die Studie die Zustimmung der
Ethikkommission der Universitat Berlin am 25.7.2014 mit dem AZ EA1/134/14.

3.2.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien waren: weibliche Medizinstudentinnen zwischen 18 und 48 Jahren,
die keine hormonelle oder endokrine Medikation, einschliel3lich Kortikoide,
Antihypertensiva, hormonelle Kontrazeption, Antidepressiva und Schmerzmedikamente
einnehmen. Sie sollten frei von chronischen Krankheiten sein und weder an
Fettleibigkeit noch an Bluthochdruck, metabolischen, allergischen oder psychischen
Erkrankungen leiden. Es sollte kein Udbermé&Riger Nikotin-, Kaffee-, Tee oder
Alkoholkonsum vorliegen sowie keine Ubermafige sportliche Betatigung, insbesondere
nicht am Tage der Blutentnahme. Zum Ausschluss fiihrten zudem eine vorliegende
akute Infektion, Schwangerschaft oder eine ausgeprégte stressvolle Episode, wie

beispielsweise der Tod eines Familienangehorigen
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3.2.3 Teilnehmercharakteristika und Ausschlussgriinde der primér

eingeschlossenen Studienteilnehmerinnen

Alle Studienteilnehmerinnen waren Medizinstudentinnen mit einem Alter zwischen
21-32 Jahren mit einem Durchschnittsalter von MW 25.91 +/- SD 2.27. Sie erwiesen
sich als homogene Gruppe, die zumeist mit anderen Studenten oder
Familienangehorigen zusammenlebten, unverheiratet aber oft in einer Partnerschaft
waren, soziale Kontakte pflegten und hinreichend finanziell durch staatliche Gelder oder
die Eltern unterstitzt wurden. Die Lebensumstande entsprachen den typischen
Bedingungen eines Studierenden im Berliner Stadtzentrum. Es wurden keine
Unterschiede diesbezuglich im Vergleich der Gruppen oder zu den unterschiedlichen
Messzeitpunkten gefunden. Alle Studienteilnehmerinnen bestanden das Examen und

waren zufrieden mit inrem Ergebnis.

Die Studentinnen wurden in zwei Gruppen eingeteilt, in eine Stress- und eine
Kontrollgruppe. Diejenigen, die am sogenannten ,Hammerexamen®, dem zweiten Teil
der arztlichen Prifung, teilnahmen, wurden als Stressgruppe bezeichnet. Die
Teilnehmerinnen, die sich im letzten regularen Semester des Medizinstudiums
befanden, wurden der Kontrollgruppe zugeordnet. Die Stressgruppe stand nachweislich

unter einem héheren Stressniveau als die Kontrollgruppe (80).

Aus unterschiedlichen Grinden konnten einige der primar eingeschlossenen
Studienteilnehmerinnen nicht in der Auswertung bericksichtigt werden. Die
Teilnehmerinnen mit den Probennummern 2, 4, 5 und 15 wurden ausgeschlossen, da
eines der Ausschlusskriterien zu mindestens einem Untersuchungszeitpunkt zutraf,
beispielsweise musste eine Teilnehmerin ein krebskrankes Kind pflegen. Die Proben
der Teilnehmerinnen mit den Nummern 1l und 6 der Stressgruppe konnten nicht
eindeutig zugeordnet werden und wurden daher nicht in die Auswertung
miteingeschlossen. Die Probennummern 3 der Kontrollgruppe und 30 der Stressgruppe
wurden aus allen Messungen ausgeschlossen, da die Zellzahlbestimmung im Sysmex-
Geréat eine zu geringe Anzahl ergab und somit verfalschte Ergebnisse geliefert hatte.
Somit verringerte sich die Gesamtprobenzahl auf 17 in der Kontrollgruppe und 16 in der

Stressgruppe, also insgesamt auf n = 33.
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Zusatzlich zu den zuvor ausgeschlossenen Probennummern verringerte sich die Anzahl
der Proben in der ,Jmmunstatus-¢, ,DC-* und ,Zytokinfarbung“ wiederum jeweils um
4 Proben, da die Proben mit den Nummern 26 und 32 aus der Kontrollgruppe und die
Nummern 23 und 29 der Stressgruppe wegen zu geringen Zellzahlen herausfielen. In
der ,DC-* und ,Zytokinfarbung“ fielen die Proben 24 und 28 der Stressgruppe heraus,
da nach den vorangehenden Farbungen nicht genug Zellen fir eine weitere Farbung
vorhanden blieben, wobei sich die Gesamtprobenzahl fir diese Messungen um jeweils
zwei Proben der Stressgruppe verminderte und sich somit die Probenzahl fur die ,DC-

Messung“ auf n = 27 reduzierte.

Bei der als letztes durchgefuhrten Oberflachenfarbung ,Zytokine® konnte keine Farbung
der Proben 16 und 36 der Kontrollgruppe vorgenommen werden, wodurch sich die
Gesamtprobenzahl auf n =25 verringerte. Die Ergebnisse der ,FoxP3-“ und
. mmunstatusfarbung“ wurden fur die CD3-postitiven T-Lymphozyten und CD4-positiven
T-Lymphozyten kombiniert. Analog dazu wurden die Ergebnisse der Immunstatus- und

DC-Farbungen fir die Monozyten und B-Lymphozyten kombiniert.

In Tabelle 8 ist nachzuvollziehen, welche Proben von den jeweiligen Messungen
ausgeschlossen wurden und aus welchem Grund. In den jeweiligen Spalten sind die
Probennummern aufgetragen sowie die zugehdorige Gruppe. In den beiden rechten
Spalten ist nachvollziehbar, aus welchen Oberflachenfarbungen die Studienteilnehmerin
ausgeschlossen wurden und aufgrund welchen labortechnischen Problems dies
geschah.

Ausschlussgrinde primar eingeschlossener Studienteilnehmerinnen

Probennr. |Gruppe Ausschluss aus Farbungen Ausschlussgrund

1 Stressgruppe FoxP3, IS, DC, Zy Proben nicht zuzuordnen
3 Kontrollgruppe FoxP3, IS, DC, Zy Geringe Gesamtzellzahl
6 Stressgruppe FoxP3, IS, DC, Zy Proben nicht zuzuordnen
16 Kontrollgruppe |Zy Geringe Gesamtzellzahl
23 Stressgruppe IS, DC, Zy Geringe Gesamtzellzahl
24 Stressgruppe DC, zZy Geringe Gesamtzellzahl
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Probennr. |Gruppe Ausschluss aus Farbungen Ausschlussgrund

26 Kontrollgruppe IS, DC, Zy Geringe Gesamtzellzahl
28 Stressgruppe DC, Zy Geringe Gesamtzellzahl
29 Kontrollgruppe IS, DC, Zy Geringe Gesamtzellzahl
30 Stressgruppe FoxP3, IS, DC, Zy Geringe Gesamtzellzahl
32 Kontrollgruppe IS, DC, Zy Geringe Gesamtzellzahl
36 Kontrollgruppe |Zy Geringe Gesamtzellzahl

Tabelle 8: Ausschlussgriinde primér eingeschlossener Studienteilnehmerinnen

Entsprechend der Anzahl der ausgeschlossenen Teilnehmerinnen reduzierte sich die
Anzahl der in der Messung eingeschlossenen Proben. Tabelle 9 beschreibt, wie viele
Proben nach Ausschluss noch fur die jeweilige Oberflachenfarbung zur Verfigung
standen.

Anzahl der Teilnehmerinnen (n) nach Ausschluss

Farbung n Stressgruppe n Kontrollgruppe n gesamt
Gesamtprobenzahl 19 18 37
FoxP3 17 16 33
Immunstatus 15 14 29
DC 13 14 27
Zytokine 13 12 25

Tabelle 9: Anzahl der Teilnehmerinnen n nach Ausschluss

3.2.4 Probenentnahme und PBMC Zellisolation

In einem Telefonat wurden die Studentinnen Uber die Studie und die Ein- bzw.
Ausschlusskriterien informiert, und in Kleingruppen von 6-8 Personen in das Labor des
Instituts fur Psychoneuroimmunologie am Charité Campus Virchow-Klinikum geladen.
Die Entnahme der Blutproben fand jeweils zwischen 8:00 und 9:00 Uhr morgens statt.
Wahrend die Probandinnen die Fragebdgen ausfillten, wurden die Proben direkt

weiterverarbeitet. Die Blutentnahme erfolgte immer zur gleichen Tageszeit zu
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insgesamt drei Zeitpunkten. Der erste Zeitpunkt fand 12 Wochen vor dem Examen (im
Folgenden auch ,Termin 1 oder ,T1“ genannt) statt, im Monat Januar, die zweite
Blutentnahme im Monat April in den zwei Wochen nach dem schriftichen Examen, noch
vor Bekanntgabe der Noten (entspricht ,Termin 2“ oder ,T2%) und die dritte
Blutentnahme 12 Wochen nach dem Examen, im Monat Juli (in dieser Arbeit auch
.rermin 3“ oder ,T3“ betitelt). Pro Probandin wurden zwei EDTA-Blutrohrchen (6 ml)
abgenommen und bei Raumtemperatur weiterverarbeitet. Als nachster Schritt erfolgte

die Isolation der PBMCs, der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes.

Vorerst wurden die beiden, jeweils 6 ml fassenden EDTA-R6hrchen bei 1800rpm fur
5 Minuten mit Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Uberstehende Plasma
wurde abpipettiert und fir einen spateren Arbeitsschritt bei -4°C verwahrt. Der
Unterstand beider EDTA-ROhrchen wurde in ein gemeinsames 50 ml Falconréhrchen
dberfuhrt und mit sterilem PBS auf 12 ml aufgefullt und vorsichtig gemischt. Nun
wurden je 6 ml des Zell/lPBS-Gemisches vorsichtig auf zwei mit 3 ml Biocoll bestiickten
15 ml Falconrbhrchen gegeben ohne dass sich beide Reagenzien vermischten.
Anschlieend wurden die Falconrohrchen bei 2400rpm fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Der Interphasenring, der sich am
Ubergang von Biocoll zu PBS gesammelt hatte, wurde nun mit einer sterilen
Transferpipette vorsichtig abgesaugt und in jeweils ein neues 15 ml Falconréhrchen
Uberfuhrt. Die Falconréhrchen wurden daraufhin mit PBS auf 12 ml aufgefillt und erneut
zentrifugiert. Diesmal bei 1800rpm fir 10 Minuten mit Bremse bei Raumtemperatur,
wobei ein Pellet entstand. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen per Ratschen
(das Falconroéhrchen wurde Uber einen umgedrehten Rohrchenstander gezogen) vom
Boden des Rohrchens geldst und mit dem im Kihlschrank verwahrtem Plasma auf 1 ml
aufgefullt. Nun wurde jeweils der Inhalt eines Falconréhrchens in ein mit 450 yl DMSO
und 550 Plasma versetztes Nunc-Rohrchen tberfiihrt. Das Nunc-Réhrchen wurde dann
einmal kurz geschwenkt. Im Anschluss wurden die dann isolierten Zellen bei -80°C in
einer Nalgane-Gefrierbox, das zum Zellschutz mit 80 %-igem Alkohol gefullt war,

eingefroren. Nach einer Woche wurden die Proben in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.

Die Proben wurden am 25.03.2014 auf Trockeneis von Berlin nach GielRen geschickt
und direkt in flissigem Stickstoff gelagert. Die FACS-Messung erfolgte daraufhin im

biomedizinischen Forschungszentrum Seltersberg in Giel3en in Zusammenarbeit mit der
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FACS Core Facility Klinische Immunologie unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Holger

Hackstein.

3.2.5 Durchflusszytometrie: Prinzip, Messung und Auswertung

Die Durchflusszytometrie ist ein optisches Messverfahren, das Aussagen uber
verschiedene Zelleigenschaften wie GroRe und Granularitat treffen kann und diese
mittels Antikorper zuvor gezielt markierten Rezeptoren sichtbar machen kann. Die
Zellen werden in einem Flussigkeitsstrom einzeln und mit hoher Geschwindigkeit an
Lasern unterschiedlicher Wellenlange vorbeigeleitet (81). Die von den Zellen emittierten
Lichtsignale werden gefiltert und anschlieRend mithilfe von Detektoren aufgefangen. Die
GroRRe der Zellen kann anhand des Vorwartsstreulicht (FSC, engl. Forward Scatter), die
Granularitat anhand des Seitwartsstreulichts (SCC, engl. Side Scatter) bestimmt
werden. Weitere Zelleigenschaften werden mittels der Fluorochrome, die zuvor per
Antikérperbindung an die Zellen geheftet werden, analysiert und direkt in einem
sogenannten ,Dotplot, einem zweidimensionalen Diagramm, an dem zwei
verschiedene Eigenschaften auf x- und y-Achse aufgetragen werden kdnnen (s.
Abbildung 2), dargestellt. Dabei entspricht jeder Punkt einem gemessenen Ereignis. Es
wird jeweils ein CD-Marker als Abszisse und Ordinate aufgetragen. Zellen, die fir beide
Marker negativ sind, befinden sich am Schnittpunkt beider Achsen. Die
Fluoreszenzintensitat nimmt von links nach rechts (x-Achse) bzw. von unten nach oben
(y-Achse) zu, sodass die am weitesten vom Nullpunkt entfernten Ereignisse am

positivsten fur den jeweiligen Marker sind.
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Abbildung 2: Beispiel eines Dotplots.

Das BD FACSCanto Il Durchflusszytometer hat drei verschiedene Laser, einen
Argonionenlaser mit der Wellenlange 488, einen Helium-Neon-Laser mit der
Wellenlange 633 und einen Diodenlaser mit der Wellenlange 405. Diese Gegebenheit
macht die gleichzeitige Messung von acht Kanédlen méglich. Um ein mdglichst breites
Spektrum Uber die Veranderungen der verschiedenen Zellpopulationen unter Stress zu
gewinnen, wurden insgesamt vier verschiedene Oberflachenfarbungen mit jeweils
acht unterschiedlichen antikérpergekoppelten Fluorochromen vorgenommen. Bei den
vier Oberflachenfarbungen handelt es sich um die ,FoxP3-Farbung“, den

. mmunstatus®, die ,DC-Farbung“ und die ,Zytokinfarbung®.

Mit Hilfe der Arbeitsgruppe um Holger Hackstein wurde ein sogenanntes ,Panel” erstellt
(s. Tabelle 10). Dieses zeigt die Kombination der zur Charakterisierung einer
Zellpopulation erforderlichen Oberflachenmarker mit dem jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoffen FITC, PE, PerCP, PE-Cy7, ABC, ABC-Cy7, Pacific Blue bzw.
Brilliant Violet421 und AmCyan bzw. Brilliant Violet510. Bei den Oberflachenmarkern
handelt es sich um Oberflachenproteine, die gegen die Cluster of Differentiation auf der
Oberflache der Zellen, oder Bestandteile, die sich innerhalb einer Zelle befinden, wie
beispielsweise Zytokine, gerichtet sind. Der Marker 7AAD ist ein intrazellularer
DNA-Marker, der spezifisch an die DNA nekrotischer Zellen bindet und somit dabei
helfen kann, tote Zellen ausfindig zu machen und diese aus der Auswertung

auszuschliel3en.
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In Tabelle 10 ist das in diesem Fall fir die Durchflusszytometrie verwendete Panel
abgebildet. In der obersten Zeile sind die drei Laser mit den Wellenlangen 488, 633 und
405 aufgetragen, darunter die acht moglichen Messkandle. In jedem Kanal ist die
Messung eines Fluoreszenzfarbstoffes mdglich, die jeweilige Wellenlange ist in
Klammern angegeben. Am linken Rand sieht man die vier unterschiedlichen
Oberflachenfarbungen  (FoxP3=FoxP3-Farbung, DC=DC-Farbung) untereinander
aufgelistet, in denen jeweils acht verschiedene Marker zur Zell-/Zytokinidentifizierung
zur Verfugung stehen. Wurde ein spezieller Klon oder eine anderer
Fluoreszenzfarbstoff, abweichend vom Herstellerprotokoll, verwendet, ist die jeweilige

Bezeichnung in Klammern angegeben.

Das fur die Durchflusszytometrie verwendete Panel

488 Laser 633 Laser 405 Laser
Kanéale 1 2 3 4 5 6 7 8
Pacific AmCvan/
Fluoreszenz- FITC PE PerCP PE-Cy7 APC (660) APC-Cy7 |Blue (450)/ BV5y10
farbstoffe (530) (585) (670) (780) (780) BVv421
(510)
(421)
FoxP3 CD8 €D25 CD4 CD127 FoxP3 CD45RA CD3 CCR4
(M-A251)
Immunstatus CHRNA7 CD16 7AAD CD4 CD56 CD14 CD3 CD19
DC CD304 CDl1c 7AAD CD141 CD11c CD14 cD86 CD19
(BV421)
Zytokine IFN-y IL17 CD4 TNF-a ILSS(E\)AZF;A'_ CD14 CD3

Tabelle 10: Das fur die Durchflusszytometrie verwendete Panel

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mithilfe der BD FACSDiva Software
(Version 6.1.3). Um im Datenanalyseprogramm festzulegen, welche Ereignisse im
Dotplot zu welcher Zellpopulation gezahlt werden soll, wurden die Ereignisse in Fenster
eingeschlossen und durch das Programm gezahlt. Zur Standardisierung der Ergebnisse
wurden Masken erstellt, die jeden Messtag nur minimal angepasst wurden. Die weitere
Bearbeitung und graphische Aufarbeitung der Daten erfolgte mit dem Programm
Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corp., Seattle, WA, USA). Von den mehrfach
gemessenen Zellpopulationen der vier Kanale wurde jeweils der Durchschnittswert fur

die statistische Auswertung berechnet.
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3.2.6 Auftauprotokoll

Zu Beginn wurde das Zellkulturmedium vorbereitet, indem in einem 50 mi
Falconrohrchen RPMI 1640 mit FBS und Heparin gemischt wurden. AnschlieRend
wurde der fur alle kommenden Waschschritte verwendete PBS-Waschpuffer ebenfalls
in 50 ml Falcons angesetzt.

Fur die Messungen wurden die Nunc-Rohrchen erst im Wasserbad bei 37°C aufgetaut
und in jeweils ein 50 ml Falconréhrchen dberfihrt. Um die Zellen von dem
Frostschutzmittel DMSO zu waschen, wurden sie tropfchenweise mit dem
Zellkulturmedium versetzt und die Probe so auf 20 ml aufgefullt. Nach dem
Zentrifugieren bei 500 g fir funf Minuten wurde der Uberstand abgeschiittet und die
Pufferreste aus dem schrag gehaltenen Falcon pipettiert, um UbermalRige Verdinnung
zu vermeiden. Erneut wurden 500 pl Medium zugegeben und durch Auf- und
Abpipettieren mit den Zellen vermischt. Zur korrekten Messung im FACS-Gerat wird
eine Zahl von mindestens einer Million Lymphozyten fir die Farbungen mit langen
Waschschritten oder seltenen Zellen und von 500.000 fur einen einfachen Immunstatus
bendtigt. Um nun eine Zellzahlanalyse durchzufihren, wurden jeweils 60 yl in
Eppendorf-Tubes pipettiert und das Blutbild am Hamatologie-Analysator gemessen. Die
Konzentrationen wurden auf die Gesamtprobenmenge umgerechnet, indem man die im
Analysator gemessene Zellzahl ins Produkt mit der Gesamtprobenmenge setzte (WBC
x Gesamtprobenmenge, z. B. 4,2 x 103x 550 pl = 2,31 x 109).

3.2.7 Oberflachenfarbung und Kompensationsmessung

Fur einen Arbeitstag wurden in der Regel zehn Stunden berechnet, um alle vier
Farbungen parallel zueinander vorzunehmen. Es wurde mit der am meisten Zeit
beanspruchenden intrazellularen Zytokinfarbung begonnen. Daraufhin folgte die
ebenfalls intrazellulare FoxP3-Farbung, dann der Immunstatus und schlie3lich die
DC-Farbung.

Da verschiedene Faktoren wie Lange der Waschschritte und Chemikalien sich
zwischen den Oberflachenfarbungen unterscheiden, variieren die fur die
Durchflusszytometrie verwendeten Zellzahlen. Fir den Immunstatus wurden 5 x 10°

Zellen bendtigt, fur die anderen drei Farbungen idealerweise 1 x 108. Die errechneten
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Mengen X wurden jeweils in ein FACS-RoOhrchen pipettiert und je nach Farbung
entweder mit dem PBS-Waschpuffer auf insgesamt 100 pl, oder mit dem
Zellkulturmedium auf 1000 pl aufgefullt. Waren die Zellzahlen nicht ausreichend fir alle
vier Farbungen, wurden fur diese spezifische Probe nicht alle vier Farbungen
vorgenommen. In Einzelféllen waren die Zellzahlen nach dem Auftauprozess so gering,

dass keine Farbung vorgenommen werden konnte.

Mittels einmaliger Kompensationsmessung wurden die Uberlappungen der
Emissionsspektren der einzelnen Fluorochrome, das sogenannte ,Spillover®
herausgerechnet und somit vermieden, dass Signale eines Farbstoffs falschlicherweise
einem anderen Spektrum zugeordnet wurden. Zur Antikérperbindung wurden als
Zellersatz Beads verwendet, als Negativkontrolle dienten mit BSA Uberzogene Beads.
Die Kompensationsmessungen wurden einmalig durchgefihrt und wurden fir alle

Messtage gleichermal3en gespeichert.

(@  Zytokinfarbung

Die fur die intrazellulare Zytokinfarbung und Zelldetektion verwendeten
Oberflachenmarker und ermittelten Zellgruppen sind in Tabelle 11 aufgelistet. Der fir
die Zellgruppe charakteristische Marker ist dabei hervorgehoben.

Die in der Zytokinfarbung durch Oberflachenmarker definierten Zellgruppen

Oberflachenmarker Zellgruppe

IFN-y+ IFN-y positive Zellen

IL-4+ IL-4 positive Zellen

IL-17+ IL-17 positive Zellen

TNF-a+ TNF-a positive Zellen

CD3+ T-Lymphozyten

CD3+IFN-y+ IFN-y positive T-Lymphozyten
CD3+IL-4+ IL-4 positive T-Lymphozyten
CD3+IL-17+ IL-17 positive T-Lymphozyten
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Oberflachenmarker

Zellgruppe

CD3+TNF-a+

TNF-a positive T-Lymphozyten

CD14+

Monozyten

CD14+ TNF-a+

TNF-a positive Monozyten

CD3+CD4+

T-Helferzellen

CD3+CD4+IFN-y+

T - Helferzellen Typ 1

CD3+CD4+IL-4+

T - Helferzellen Typ 2

CD3+CDA4+IL-17+

T - Helferzellen Typ 17

CD3+CD4+TNF-a+

TNF-a positive T-Helferzellen

Tabelle 11: In der Zytokinfarbung durch Oberflachenmarker definierte Zellgruppen

Die Farbung erfolgte nach dem Protokoll von BD Bioscience zur Bestimmung der
T-Helfer-Zellen Typ 1, Typ 2 und Typ 17, der T-Zellen und Monozyten. Aul3erdem
wurden jeweils die Zytokine auf den bereits genannten sowie allen lebenden Zellen

untersucht.

Nach dem Auftauen der Proben wurde die errechnete Menge X, also ca. eine Million
Zellen, in das FACS-Ro6hrchen pipettiert und mit dem Zellkulturmedium auf insgesamt
1000 pl aufgefillt. Nun wurden zu den Proben jeweils 1 ul Brefeldin A zur Blockierung
des intrazellularen Proteintransports, sowie PMA und lonomycin zur Zellstimulation
hinzugegeben und die Proben vier Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach
Ablauf der Zeit wurde 1 pul Monensin hinzugegeben, welches ebenfalls die
intrazellularen Transportprozesse unterbricht und somit zur Akkumulation von Zytokinen
in der Zelle fuhrt. Innerhalb der Inkubationszeiten wurden die Ubrigen drei

Oberflachenfarbungen vorgenommen.

Nach insgesamt sechs Stunden wurden die Zellen aus dem Brutschrank genommen
und mit jeweils 2 ml PBS-Waschpuffer versetzt und 5 Minuten bei 500 g zentrifugiert.
Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurden 10 pl AB Serum als FC-Block zu
den Proben gegeben und diese 10 Minuten im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss erfolgte
die Oberflachenfarbung, indem jeweils 1,25 pl CD4 + PerCp, CD 14 + APC-Cy7 und
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CD 3 + Pacific Blue hinzugegeben wurden. Zur Bestimmung der Menge der Antikorper
wurden im Vorversuch verschiedene Konzentrationen getestet und die Menge auf ein
Viertel der vom Hersteller angegebenen reduziert. Nach 15-minttiger Inkubationszeit
wurden zum Waschen 2 ml PBS-Waschpuffer zugegeben und die Proben 5 Minuten bei
500 g zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellen permeabilisiert, um die Farbung der
intrazellularen Strukturen Zu ermdglichen. Hierfr wurden 250 ul
Fixation/Permstabilisations-Losung (BD Bioscience) hinzugegeben und die Proben
20 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach Permeabilisierung der Zellen wurden die
Probenréhrchen zum Mischen lediglich geschwenkt, um einer Zelllyse vorzubeugen.
Zum Waschen wurden nun 1000 pl Perm/Wash Buffer verwendet und die Proben im
Anschluss fir 5 Minuten bei 500g zentrifugiert. Nach Wiederholung des
Waschvorgangs wurden erneut 10 pl AB Serum zugegeben, diesmal um die
intrazellularen unspezifischen Bindungen der Farbeantikdrper zu verhindern, und

10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Ein weiteres FACS-R6hrchen wurde fur die Isotypkontrolle vorbereitet. Diese dient als
Negativkontrolle, da die Isotyp-Kontrollantikbrper an unspezifische Antigene binden und
somit vom Ergebnis subtrahiert werden kénnen. Es wurde jeweils ein Anteil aus jedem
Probenréhrchen ins Iso-Réhrchen gefillt und gegebenenfalls mit PBS erganzt, sodass
die Menge im Iso-Réhrchen ungefahr der Menge der Probenréhrchen entsprach.
Dieses wurde nun mit den Isotyp-Kontroll-AK fir FITC, PE, PE-Cy7 und APC versetzt.

Im Anschluss wurden jeweils 1,25 pl Antikorper INFy + FITC fur die Identifizierung der
Thl-Zellen, IL17 + PE fur die Thl7 Zellen, TNF-a + PE-Cy7 fir die Monozyten und
IL4 + APC fur die Th2-Zellen in die Probenréhrchen gegeben, gemischt und 30 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es erfolgte ein zweimaliger Waschvorgang
mit jeweils 1 ml Perm/Wash Buffer und Zentrifugation fur 5 Minuten bei 500 g. Im
Anschluss konnte am FACS-Gerat mit 1.000.000 Events gemessen werden.

(b) FoxP3-Féarbung

In Tabelle 12 sind die fur das FoxP3-Farberegime verwendeten Oberflachenmarker und
die detektierten Zellgruppen aufgelistet. Der fur die Zellgruppe charakteristische Marker

ist jeweils hervorgehoben.
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Die in der FoxP3 Farbung durch Oberflachenmarker definierten Zellgruppen

Oberflachenmarker

Zellgruppe

CD3+ T-Lymphozyten

CD3+CD8+ Zytotoxische T-Lymphozyten
CD3+CD4+ T-Helferzellen
CD3+CD4+CD25+ Aktivierte T-Helferzellen

CD3+CD4+CD25+CD127low

Regulatorische T-Lymphozyten (Treg)

CD3+CD4+CD25+FoxP3+ FoxP3-positive Treg
CD3+CD4+CD25+CD127lowCD45RA- Memory Treg
CD3+CD4+CD25+CD127lowCD45RA+ Naive Treg
CD3+CD4+CD25+CD127lowCCR4+ Memory Treg
CD3+CD4+CD25+CD127lowCCR4- Naive Treg
CD3+CD4+CD45RA+CCR4- Naive Treg
CD3+CD4+CD45RA-CCR4+ Memory Treg

Tabelle 12: In der FoxP3-Farbung durch Oberflachenmarker definierte Zellgruppen

Das Farbeprotokoll erfolgte nach der Anleitung von eBioscience. Nach dem Auftauen
der Proben wurde die errechnete Menge X in Probenrohrchen pipettiert und mit
Waschpuffer auf 100 ul aufgefillt. Nun wurden jeweils 10 pl AB Serum hinzugegeben
und die Proben damit 10 Minuten inkubiert. Danach wurden jeweils 1,25 ul aller
Farbeantikorper hinzugegeben: CD 8 + FITC, CD25 + PE, CD4 + PerCp,
CD127 + PE-Cy7, CD3 + Pacific Blue, CCR4 (= CD194) + BV510. Nach 15-mindtiger
Inkubation im Dunkeln wurden 2 ml PBS mit 1 % FBS hinzugegeben und 5 Minuten bei
500 g zentrifugiert, bevor jeweils 500 ul Permeabilisationsldsung zugegeben und
gemischt wurden. Nach einer halbstindigen Inkubation wurden jeweils 1 ml
Permeabilisationspuffer hinzugegeben und die Proben 5 min bei 500 g zentrifugiert. Um
unspezifische Bindungen zu verhindern, wurden 10 ul AB Serum als FC-Block

zugegeben und 15 Minuten im Dunkeln inkubiert.

Auch in diesem Farbeprotokoll erfolgte eine Isotypkontrolle. Die Iso-R6hrchen und
Proben wurden anschlielend nach den Farbeschritten mit PBS + 1 % FBS auf 100 pl
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aufgefullt und 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nun wurden
jeweils 2 ml Permeabilisationspuffer hinzugegeben und die Réhrchen 5 Minuten bei
500 g zentrifugiert. Nach Wiederholung des Waschvorgangs gab man 60 pl
PBS-Waschpuffer hinzu, um eine Schadigung der Zellen durch den
Permeabilisationspuffer zu vermeiden. AnschlielRend wurden die Proben im FACS mit

1.000.000 Events gemessen.

(c) Immunstatus

In Tabelle 13 sind die fur den Immunstatus verwendeten Oberflachenmarker und die
mithilfe des Farbeprotokolls ermittelten Zellgruppen aufgefiihrt. Der fur die Zellgruppe

charakteristische Marker ist hervorgehoben.

Die im Immunstatus durch Oberflachenmarker definierten Zellgruppen

Oberflachenmarker Zellgruppe

CD3+ T-Lymphozyten

CD19+ B-Lymphozyten

CD4+CD3+ T-Helferzellen

CD16+CD56+ Naturliche Killerzellen
CD14+CD16+ Monozyten gesamt
CD14++CD16- Klassische Monozyten
CD14++CD16+ Intermedidare Monozyten
CD14+CD16++ Nicht-klassische Monozyten
CD3+CHRNAT7+ AChRalpha-7 auf T-Lymphozyten
CD19+CHRNA7+ AChRalpha-7 auf B-Lymphozyten
CD4+CD3+ CHRNAT7+ AChRalpha-7 auf T-Helferzellen
CD14+CD16+CHRNA7+ AChRalpha-7 auf Monozyten
CD16+CD56+CHRNA7+ AChRalpha-7 auf NK-Zellen

Tabelle 13: Im Immunstatus durch Oberflichenmarker definierte Zellgruppen
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Nach dem Auftauen wurde die errechnete Menge X, also ca. 5x 10° Zellen in
FACS-RoOhrchen pipettiert und mit Waschpuffer auf 100 ul aufgefullt. Zur Sattigung
unspezifischer Bindungsstellen wurden die Proben mit 10 ul AB Serum versetzt und
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anders als bei den Ubrigen
Oberflachenfarbungen ist der Acetylcholinrezeptor a7 Antikdrper noch ungekoppelt,
sodass er in einem weiteren Arbeitsschritt an ein Sekundarantikérper gebunden werden
musste, der den Fluoreszenzfarbstoff tragt. Die nAChRa7 Antikérper- und Isotyp-
Suspensionen wurden erstellt, die im Anschluss zum Einsatz kamen. Der Isotyp wurde
auf die bereits zuvor erlauterte Methode erstellt, mit Waschpuffer auf 100 pl aufgefullt
und mit 1pl nAChR a7 Isotyp-Suspension versetzt. Analog dazu wurden die
Probenréhrchen mit 10 ul nAChR a7 Antikoérper-Suspension versetzt und 15 Minuten

bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Nun wurden die Proben mit 2ml Waschpuffer versetzt und dann fur 5 Minuten bei 500 g
zentrifugiert, der Uberstand abgeschuttet und gemischt. Zur Fluoreszenzmarkierung
des nAChR a7 Antikérpers und Isotyps wurde nun 1 pl des Sekundar-Antikorpers
hinzugegeben. Im Anschluss wurden nun jeweils 1,25 pl des CD16 + PE Antikorpers
zur Bestimmung von Monozyten und NK-Zellen, CD4 + PE-Cy7 zum Auffinden von
Th-Zellen, CD56 + APC fur die NK-Zellen, CD14 + APC-Cy7 fur die Monozyten,
CD3 + Pacific Blue fur Lymphozyten und CD19 + BV510 fiir B-Zellen zugegeben und
30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nun wurden die Zellen mit 2 ml
Waschpuffer befullt und 5 Minuten bei 500 g zentrifugiert. Nun wurden jeweils 2,5 pl
7AAD + PerCP hinzugegeben und die Proben erneut fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend konnten die Proben im FACS mit 500.000 Events

gemessen werden.

(d) DC-Farbung

Die fur die DC-Farbung verwendeten Oberflichenmarker und die mithilfe dieser
bestimmten Zellgruppen sind in Tabelle 14 aufgelistet. Der fir die Zellgruppe jeweils

charakteristische Marker ist hervorgehoben.
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Die in der DC-Farbung durch Oberflachenmarker definierten Zellgruppen

Oberflachenmarker

Zellgruppe

CD14+

Monozyten gesamt

CD19+

B-Lymphozyten

CD304+CD11c low

plasmazytoide dendritische Zellen (pDC)

CD304+CD1c low CD86+

Aktivierte pDC

CD304+CD1c low CD86-

Nicht-aktivierte pDC

CD1c+CD11c+

myeloide dendritische Zellen Typ 1 (mDC1)

CD1c+CD11c+ CD86+

aktivierte mDC1

CD1c+CD11c+ CD86-

Nicht-aktivierte mDC1

CD141+CD11c+ myeloide dendritische Zellen Typ 2 (mDC2)
CD141+CD11c+CD86+ aktivierte mDC2
CD141+CD11c+CD86- Nicht-aktivierte mDC2

Tabelle 14: In der DC-Farbung durch Oberflachenmarker definierte Zellgruppen

Nach dem Auftauen wurde die errechnete Menge X, also ca. eine Million Zellen in
FACS-RoOhrchen pipettiert und mit Waschpuffer auf 100 ul aufgefillt. Zum Waschen
wurden die Proben mit 2 ml Waschpuffer versetzt und dann fur 5 Minuten bei 500 g
zentrifugiert. Zur Farbung der Oberflachenantikbrper wurden nun jeweils 1,25 pl
CD304 + FITC zur Bestimmung der pDCs, CD1lc+PE zur Bestimmung der
mDC1-Zellen, CD141 + PE-Cy7 fur die mDC2-Zellen, CD11c + APC zur Differenzierung
zwischen mDCs und pDCs, CD14 + APC-Cy7 fir die Monozyten und CD19 + BV510
zur Bestimmung der B-Zellen hinzugegeben. Es erfolgte eine Isotypkontrolle. Nun
wurde das Probenrohrchen mit 1,25yl CD86 versetzt und 15 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschlielend wurden 2 ml Waschpuffer
hinzugegeben und die Zellen fur 5 Minuten bei 500 g zentrifugiert. Der Marker 7AAD
farbt die intrazellular gelegene DNA von Zellen an und dient somit zur Detektion von
apoptotischen Zellen. Er wurde erst 5 Minuten vor der FACS-Messung hinzugegeben

mit einer Menge von jeweils 2,5pul. Nachdem die Proben 5 Minuten Dbei
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Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert worden waren, konnten die Proben im FACS mit

1.000.000 Events gemessen werden.

3.2.8 Statistische Auswertung mit Sensitivitatsanalyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS Version 22.0 (IBM
SPSS 22.0, Armonk, NY, USA). Die Werte wurden als Mittelwert + Standardabweichung

angegeben.

Die zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung (ANOVA, engl. Analysis Of
Variance) wurde genutzt, um die Abhangigkeiten in den Daten angemessen modellieren
zu konnen. Gepruft wurde mit dem allgemeinen linearen Modell (GLM, engl. General
Linear Model), ob eine Interaktion zwischen der Stress- und Kontrollgruppe in deren
Entwicklung Uber den gesamten Beobachtungszeitraum bestand. Untersucht wurden
zudem der jeweilige Verlauf der Stress- und Kontrollgruppe, mit dem Zeitpunkt als
Wiederholungsfaktor (engl. within) einerseits, sowie der Unterschied zu den
Messzeitpunkten im paarweisen Vergleich der Gruppen untereinander mit der Gruppe
als Zwischensubjektfaktor (engl. between) andererseits. Eine statistische Evidenz

wurde bei Irrtumswahrscheinlichkeiten ab Werten p<0,05 angenommen.
Somit wurden drei Nullhypothesen formuliert:

1. Es besteht kein Unterschied zwischen den Gruppen in Bezug auf die

Veranderung Uber den Gesamtzeitraum der Messung (Interaktion)

2. Es besteht kein Unterschied innerhalb der jeweiligen Gruppe im Verlauf Gber
die Zeit zwischen den drei Messzeitpunkten T1, T2 und T3 (within)

3. Es besteht kein Unterschied zwischen den Gruppen untereinander zum

jeweiligen Zeitpunkt T1, T2 und T3 (between)

Zur Prufung der Testvoraussetzungen wurden Residuen im Varianzkomponentenmodell
mit der Prozedur des gemischten linearen Modells (LMM, engl. Linear Mixed Model)
erzeugt. Im Anschluss wurden die Residuen auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-

Smirnov-Tests und auf Varianzhomogenitat mittels Levene-Tests gepruft.
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Vor Berechnung der Statistik wurden zundchst extreme Ausreil3er mithilfe der
berechneten Boxplots detektiert. War nur ein Wert von drei Messzeitpunkten auffallig,
wurden auch die Daten der (Ubrigen Zeitpunkte zur Sensitivitatsanalyse
herausgenommen. Die CD45RA negativen regulatorischen T-Zellen zeigten als extreme
Ausreil3er die beiden der Stressgruppe zugehdrigen Probennummern 37 und 38. Die
Ergebnisse der Berechnungen der p-Werte erwiesen sich stabil nach Herausnahme der
beiden Werte, sodass nach dieser Sensitivitdtsanalyse die Ursprungsdaten genutzt

werden konnten.

Bei der Untersuchung der nichtaktivierten plasmazytoiden dendritischen Zellen fielen
drei AusreiBer auf. Bei Berechnung der Daten unter Herausnahme von
Probennummern 10 und 14 der Kontrollgruppe und Probennummer 38 der
Stressgruppe wurde der Verlauf zwischen Zeitpunkt2 und 3 fur beide Gruppen
signifikant. Die Entwicklung der Gruppen Uber die Zeit erfuhr keine Anderung, sodass

auch fur diese Variable die Ursprungsdaten zur Analyse verwendet wurden.

Der entscheidende Qualitatstest war, wie bereits erwahnt, der Test auf
Normalverteilung der Residuen auf Basis des gemischten linearen Modells. Besonderes
Augenmerk wurde aufgrund der Grol3e der Stichprobe insbesondere dem Kolmogorov-
Smirnov Test zugewandt. Bei Signifikanz dieses Testes p <0,05 wurden
unterschiedliche Transformationsverfahren wie Logarithmieren, die Quadratwurzel

ziehen oder Quadrieren genutzt.

Eine Transformation wurde vorgenommen bei den Monozyten, den FoxP3 positiven
T-regulatorischen Zellen, den CD45RA negativen T-regulatorischen Memory
Lymphozyten und den CD45RA positiven naiven T-regulatorischen Lymphozyten, den
Acetylcholinrezeptoren auf allen untersuchten Zellen, den intermediaren und nicht-
klassischen Monozyten, den plasmazytoiden, aktivierten und nichtaktivierten
plasmazytoiden dendritischen Zellen, den aktivierten myeloiden dendritischen Zellen
Typ 1, sowie den aktivierten myeloiden und nicht-aktivierten myeloiden dendritischen
Zellen Typ 2, den Interleukin-4 positiven lebenden Zellen, den Interleukin-17 positiven
lebenden Zellen, den Interleukin-4 positiven T- und T-Helferzellen und zuletzt den

Interferon-gamma positiven lebenden T-Helferzellen.
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Die nach Transformation ermittelten p-Werte zeigten keine Anderung der Signifikanz,
sodass diese in den Ergebnisteil eingingen, da die Normalverteilungsannahme bestatigt
wurde. Da es sich um prozentuale und keine absoluten Werte handelte, wurden die
Graphiken mithilfe der untransformierten Ursprungsdaten berechnet, um die direkte
Vergleichbarkeit der Zellgruppen untereinander und deren Verteilungsverhaltnisse im

Blut beizubehalten.

Die Transformation der Monozyten, der CD45RA positiven naiven T-regulatorischen
Lymphozyten, der Acetylcholinrezeptoren auf allen untersuchten Zellen, der
intermediaren und nicht-klassischen Monozyten, der gesamten plasmazytoiden und
aktivierten plasmazytoiden dendritischen Zellen, der aktivierten myeloiden dendritischen
Zellen Typ 1 und der Interleukin-4 positiven T-Helferzellen mittels Logarithmierens war
erfolgreich. Die Residuen zeigten sich normalverteilt und der Kolmogorov-Smirnov Test
war nicht mehr signifikant, sodass die transformierten Daten in die Auswertung

eingingen.

Nach Transformation der FoxP3 positiven T-regulatorischen Zellen zeigten sich die
Residuen annahernd normalverteilt, sodass beschlossen wurde, die logarithmierten
Werte dieser Variable ebenfalls in die Auswertung aufzunehmen.

War die gewlnschte Normalverteilung der Residuen unter Transformation noch immer
nicht gegeben, wurden als weitere Sensitivitatsanalyse die Berechnungen unter
Herausnahme einzelner Ausreil3er-Werte durchgefuhrt. Als Ausreil3er wurden Werte
definiert, die grol3er oder kleiner als das Dreifache der Standardabweichung waren.

Dies war der Fall fur die CD45RA negativen T-regulatorischen Memory Lymphozyten,
den nichtaktivierten plasmazytoiden dendritischen Zellen, den aktivierten myeloiden und
nicht-aktivierten myeloiden dendritischen Zellen Typ 2, den Interleukin-4 positiven
lebenden Zellen, den Interleukin-17 positiven lebenden Zellen, den Interleukin-4
positiven lebenden T- und T-Helferzellen und den Interferon-gamma positiven lebenden

T-Helferzellen.

Die Ergebnisse der Berechnungen der p-Werte der Entwicklung der Gruppen Uber die
Zeit erwiesen sich durchweg stabil nach Herausnahme der Ausreil3er, obwohl vereinzelt

die Werte der paarweisen Vergleiche einiger Variablen signifikant wurden. Deshalb
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konnten fir die CD45RA negativen T-regulatorischen Memory Lymphozyten, den
nichtaktivierten plasmazytoiden dendritischen Zellen, den Interleukin-17 positiven
lebenden Zellen und den Interferon-gamma positiven lebenden T-Helferzellen die
Ursprungsdaten genutzt werden, da weder die Herausnahme der Ausreif3er noch eine
Transformation zielfihrend war und die Qualitatstests signifikant blieben. Die Ausreil3er
wurden als zuféllige Abweichung gewertet oder als Ursache der insbesondere in der

vierten Farbung gering ausgefallenen Zellzahl angesehen.

In dem Fall, dass die Normalverteilung der Residuen anndhernd gegeben war,
beziehungsweise die Storung der Normalverteilung der Residuen nicht erheblich war,
ohne dass die Herausnahme der AusreiRer eine Anderung der Signifikanz erbrachte,
wurden die p-Werte, die sich aus der Transformation ergaben fur die Auswertung
gebraucht. Demzufolge flossen die p-Werte der logarithmierten Daten der Interleukin-4
positiven lebenden Zellen und der Interleukin-4 positiven T-Zellen in die Auswertung
ein. Die aktivierten und nicht-aktivierten myeloiden dendritischen Zellen Typ 2 nehmen
eine Sonderrolle ein, da eine Transformation durch Logarithmieren nicht zielfihrend
war, andere Mechanismen jedoch zu einer Annéherung an eine Normalverteilung der
Residuen fuhrte. Die aktivierten myeloiden DC Typ 2 wurden demnach mittels
Quadratwurzel berechnet, die nichtaktivierten DC Typ 2 mittels Quadrierens, wobei die
Ergebnisse unter Vorbehalt prasentiert werden, da die Normalverteilung der Residuen

nicht zufriedenstellend gelost werden konnte.
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4 ERGEBNISSE

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Studie prasentiert. Zur Ubersichtlichkeit
werden lediglich deutliche Tendenzen sowie signifikante Ergebnisse besprochen, die

Darstellung aller weiteren Ergebnisse erfolgt in Tabellenform.

4.1 Detektion proinflammatorischer Immunzellen und deren

Zytokine unter Stress bei Medizinstudentinnen

4.1.1 Gesamtzahl der Monozyten, deren proinflammatorischen Untergruppen und

das zugehorige Zytokin TNF-a unter Examensstress

| |
15 p<0,05  _

14

13

12

11

10

—4— Kontrollgruppe —l— Stressgruppe

Mittelwerte der Gesamtzahl der

Monozyten in %

Termin 1 Termin 2 Termin 3

Abbildung 3: Gesamtzahl der Monozyten (CD14+CD16+) in % zu den jeweiligen Terminen

Abbildung 3 zeigt den Verlauf der Monozyten Die Werte sind als Mittelwerte und
Standardabweichung dargestellt. Der Balken oberhalb (rot) markiert die Signifikanz der
Stressgruppe im Verlauf zwischen T2 und T3. Alle durch CD14 und CD16 markierten

Monozyten der Stressgruppe zeigten einen signifikanten Anstieg zwischen Termin 2
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und Termin 3 (p=0,005). Zeitgleich ist der Verlauf der Kontrollgruppe nicht signifikant.
Es ergab sich also insgesamt kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und
Stressgruppe, aber eine interessante Entwicklung der Stressgruppe in der

Erholungsphase nach dem Examen.
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Abbildung 4: klassische Monozyten (CD14++CD16-) in % zu den jeweiligen Terminen

In Abbildung 4 sind die Werte der CD14-hochpositiven und CD16-negativen klassischen
Monozyten als Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt. Der Balken oberhalb
(rot) markiert die Signifikanz der Stressgruppe im Verlauf zwischen T2 und T3. Es ist
also nachvollziehbar, wie die Hauptvertreter der Monozyten einen signifikanten Anstieg
in der Erholungsphase der 12 Wochen nach dem Hammerexamen zeigt (p=0,007). Die
Kontrollgruppe wird nicht signifikant im Verlauf. Zu den drei Zeitpunkten zeigten die
Gruppen zwar deutliche Differenzen, diese waren jedoch zu keinem Messzeitpunkt

signifikant.



ERGEBNISSE a7

4,5
=4—Kontrollgruppe =— Stressgruppe
4,0
c
ot
<
o 3,5
4] _
£
9 +4
s 30
% - p<0,05
o c
£8
Lc -
=20
==
2,0
Termin 1 Termin 2 Termin 3

Abbildung 5: Intermediére Monozyten (CD14++CD16+) in % zu den jeweiligen Terminen

Abbildung 5 bildet den Verlauf der CD14-hochpositiven und CD16-normal positiven und
somit reiferen intermedidren Monozyten ab. Die Werte sind als Mittelwerte und
Standardabweichung dargestellt. Die Balken (schwarz) zu Termin 1 und 2 markieren die
Signifikanz zwischen den Gruppen zum jeweiligen Zeitpunkt. Somit zeigten die
intermediaren Monozyten der Stressgruppe signifikant hohere Mittelwerte im Vergleich
zur Kontrollgruppe am Termin 1 (p=0,036) und Termin 3 (p=0,026), wurden also 12
Wochen vor und 12 Wochen nach dem Examen vermehrt exprimiert.
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Abbildung 6: TNF-a positive Monozyten (CD14+TNFa+) in % zu den jeweiligen Terminen.

Die Werte der TNF-a positiven Monozyten sind als Mittelwerte und
Standardabweichung dargestellt (Abbildung 6). Der Balken oberhalb (blau) markiert die
Signifikanz der Kontrollgruppe im Verlauf zwischen T1 und T2. Der Unterschied
zwischen Stress- und Kontrollgruppe ist zwar an den unterschiedlichen Messtagen
deutlich erkennbar, jedoch wurde dieser zu keinem Zeitpunkt signifikant. Die

Kontrollgruppe wurde im Verlauf zwischen T1 und T2 signifikant (p=0,026).
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Abbildung 7: TNF-a positive lebende Zellen (TNF-a+) in % zu den jeweiligen Terminen

Betrachtet man die Unterschiede der Stress- und Kontrollgruppe der TNF-a positiven
lebenden Zellen zu den einzelnen Messzeitpunkten, weisen diese zwar Differenzen auf,
dieser Unterschied ist jedoch im paarweisen Vergleich zu keinem Messzeitpunkt
signifikant. Auch der Verlauf der Kurven wird nicht signifikant, wie man in Abbildung 7
(die Werte sind als Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt) nachvollziehen

kann.
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4.1.2 Entwicklung der Naturlichen Killerzellen Uber die Zeit
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Abbildung 8: Naturliche Killerzellen (CD16+CD56+) in % zu den jeweiligen Terminen

Die Mittelwerte mit Standardabweichung der apoptotisch wirksamen, CD16- und CD56-
positiven Naturlichen Killerzellen sind in Abbildung 8 dargestellt. Der Balken oberhalb
(rot) markiert die Signifikanz der Stressgruppe im Verlauf zwischen T1 und T2. Diese
Zellen zeigen einen signifikanten Verlauf innerhalb der dreimonatigen Lernphase vor
dem Examen (p=0,035). Die Stressgruppe fallt deutlich ab, wahrend die Kontrollgruppe

keine signifikante Entwicklung vollzieht.
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41.3 T-Lymphozyten unter Examensstress und die proinflammatorischen
Zytokine IFN-y, IL-17 und TNF-a auf T-Lymphozyten und lebenden Zellen
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Abbildung 9: Gesamtzahl der T-Lymphozyten (CD3+) in % zu den jeweiligen Terminen

Um zunéchst einen generellen Eindruck in die Entwicklung der T-Zell-Populationen zu
gewinnen, wurde der Pan-Lymphozytenmarker CD3 als grol3ter Vertreter der
erworbenen Immunitat ausgewertet. In Abbildung 9 sind die Werte der Stress- und
Kontrollgruppe als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt. Die Balken oberhalb
(rot) markieren die Signifikanz der Stressgruppe im Verlauf zwischen T1 und T3 sowie
T2 und T3. Der Balken seitlich (schwarz) markiert die Signifikanz zwischen den
Gruppen im Verlauf. In der Stressgruppe ergab sich bei der Messung der Gesamtzahl
der CD3-positiven T-Lymphozyten im Verlauf des Beobachtungszeitraumes ein
signifikanter Abfall vom Messzeitpunkt T2, das heisst direkt nach der Examensprifung,
zu T3 in der Entspannungsphase nach der Prufung (p=0,01). Dabei fallt insbesondere
der Kurvenverlauf zwischen Termin 2 und 3 auf, der ebenfalls signifikant wird (p=0,034).
Diese Entwicklung war in der Kontrollgruppe der Medizinstudentinnen nicht zu
beobachten. Dabei entwickelten sich die Gruppen signifikant unterschiedlich Gber die
Zeit (p=0,05 (0,04995)).
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Abbildung 10: IFN-y positive T-Lymphozyten (CD3+IFN-y+) in % zu den jeweiligen Terminen

Wie in Abbildung 10 dargestellt, starteten die Mittelwerte der Kontroll- und Stressgruppe

der IFN-y positiven T-Lymphozyten mit jeweiliger Standardabweichung zum ersten

Messzeitpunkt zwar auf einem unterschiedlichen Niveau, wurden jedoch im paarweisen

Vergleich als nicht-signifikant ausgewiesen.
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Abbildung 11: Interleukin-17 positive T-Lymphozyten (CD3+IL-17+) in % zu den jeweiligen Terminen

Die Unterschiede der Werte der Interleukin-17 positiven T-Lymphozyten der Stress- und

Kontrollgruppe sind in Abbildung 11 gut nachvollziehbar. Die Werte sind als Mittelwerte

und Standardabweichung dargestellt. Weder zwischen den Gruppen, noch innerhalb

einer Gruppe im Verlauf zeigte sich eine signifikante Entwicklung.
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Abbildung 12: TNF-a positive T-Lymphozyten (CD3+TNF-a+) in % zu den Terminen

Die Stressgruppe der TNF-a positiven T-Lymphozyten wies zwar insbesondere zu
Termin 1 im Vergleich zur Kontrollgruppe unterschiedliche Werte auf, bevor sich die
Gruppen im Verlauf wieder ndhern (Abbildung 12), jedoch wurde dieser ebenso wie der
Verlauf innerhalb der Gruppen nicht signifikant. Die Werte sind als Mittelwerte und

Standardabweichung dargestellt.
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4.1.4 Entwicklung der zytotoxischen T-Lymphozyten unter Examensstress
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Abbildung 13: Zytotoxische T-Lymphozyten (CD3+CD8+) in % zu den jeweiligen Terminen

Bei der Detektion der zytotoxischen T-Lymphozyten, mit ihren spezifischen Markern
CD3 und CDB8, fiel ein signifikanter Kurvenverlauf in der Erholungsphase der 12
Wochen nach dem Examen auf (vgl. Abbildung 13, die Werte sind als Mittelwerte und
Standardabweichung dargestellt. Der Balken oberhalb (rot) markiert die Signifikanz der
Stressgruppe im Verlauf zwischen T2 und T3.). Die Vertreter der adaptiven
Immunabwehr zeigen einen deutlichen Rickgang, wahrend die Kontrollgruppe keine

signifikante Entwicklung zeigte.
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4.1.5 Detektion der T-Helferzellen mit deren Unterformen Typ 1 und Typ 17 sowie

deren zugeordnete proinflammatorische Zytokine IFN-y, IL-17 und TNF-a
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Abbildung 14: Gesamtzahl der T-Helferzellen (CD3+CD4+) in % zu den jeweiligen Terminen

Bei der Ermittlung der Gesamtzahl der CD3 und CD4 positiven T-Helferzellen konnte
ein Rickgang der Zellgruppe Uber den gesamten Beobachtungszeitraum hinweg
festgestellt werden, der statistisch signifikant wurde (p=0,039). Die Entwicklung war
auch im Vergleich mit der Kontrollgruppe signifikant unterschiedlich (p=0,034), dabei
zeigen sich besonders deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen zu Termin 3.
Abbildung 14 zeigt die Werte der Stress- und Kontrollgruppe, die als Mittelwerte mit
Standardabweichung dargestellt sind. Der Balken oberhalb (rot) markiert die Signifikanz
der Stressgruppe im Verlauf zwischen T1 und T3. Der Balken seitlich (schwarz)
markiert die Signifikanz zwischen den Gruppen im Verlauf.
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Abbildung 15: Aktivierte T-Helferzellen (CD3+CD4+CD25+) in % zu den jeweiligen Terminen

Die Entwicklung der Stress- in Bezug auf die Kontrollgruppe war insgesamt annahernd
analog und wies keine signifikante Differenz auf, sondern naherten sich im Gegenteil
zum Examen auf fast identische Werte an (vgl. Abbildung 15, die Werte sind als
Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt. Die beiden roten Balken oberhalb
markieren die signifikante Entwicklung der Stressgruppe und die beiden blauen Balken
markieren die signifikante Entwicklung der Kontrollgruppe im Verlauf jeweils zwischen
T1 und T2 und zwischen T2 und T3.). Der Werteabfall zwischen den ersten beiden
Zeitpunkten war innerhalb der Stressgruppe signifikant (p = 0,038), der Werteanstieg
zwischen Zeitpunkt 2 und 3 stark signifikant (p=0,003). Die Kontrollgruppe entwickelte
sich ahnlich und wurde stark signifikant zwischen Zeitpunkt1 und 2 (p = 0,002) und
Zeitpunkt 2 und 3 (p = 0,000).
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Abbildung 16: T-Helferzellen Typ 1 (CD3+CD4+IFN-y+) in %

Die Interferon-gamma positiven T-Helferzellen Typ 1 zeigten, wie in Abbildung 16

nachvollziehbar Gber den Beobachtungszeitraum hinweg keinen signifikanten Verlauf

oder Entwicklung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Werte sind als Mittelwerte und
Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 17: Die Mittelwerte mit Standardabweichung der IFN-y positiven Zellen (IFN-y+) in %

Die Stressgruppe der IFN-y positiven lebenden Zellen wurde weder zwischen den
Messzeitpunkten noch im Gesamtverlauf signifikant und war im Vergleich zur

Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 17).
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Abbildung 18: T-Helferzellen Typ 17 (CD3+CD4+IL-17+) in %

In Abbildung 18 kann man den deutlichen Anstieg der Interleukin-17 positiven T-
Helferzellen Typ 17, insbesondere in der Erholungsphase nach dem Examen
nachvollziehen. Die Werte sind als Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt. Die
beiden Balken oberhalb (rot) markieren die signifikante Entwicklung der Stressgruppe
im Verlauf jeweils zwischen T1 und T3 und zwischen T2 und T3. Der Verlauf der
Stressgruppe zeigte signifikante Werte innerhalb zwischen Termin 2 und 3 (p = 0,046).
Insgesamt war der Verlauf Gber die 24 Wochen hinweg ebenfalls signifikant (p = 0,02).
Diese Entwicklung war in der Kontrollgruppe der Medizinstudentinnen nicht zu

verzeichnen.
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Abbildung 19: IL-17 positive Zellen (IL-17+) in % zu den jeweiligen Terminen

Wie in Abbildung 19 nachvollziehbar, zeigten die Gruppen einen ahnlichen Verlauf Gber

den gesamten Messzeitraum. Weder zu den verschiedenen Zeitpunkten, noch

innerhalb der Gruppen im Verlauf konnte eine Signifikanz festgestellt werden. Die Werte

sind als Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 20: TNF-a positive T-Helferzellen (CD3+CD4+TNF-a+) in % zu den jeweiligen Terminen

Vergleicht man in Abbildung 20 die als Mittelwerte und Standardabweichung
dargestellten Werte, entwickelten sich die Gruppen der TNF-a-positiven T-Helferzellen
zu keinem der Zeitpunkte signifikant unterschiedlich. Auch der Verlauf zwischen den
Zeitpunkten zeigte keine Signifikanz, obwohl beide Gruppen die Tendenz zur

verminderten Expression zum Examenstermin aufwiesen.
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4.2 Nachweis antiinflammatorischer Immunzellen und deren

Zytokine unter Stress bei Medizinstudentinnen

4.2.1 Entwicklung der nicht-klassischen Monozyten Uber die Zeit
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Abbildung 21: Nicht-klassische Monozyten (CD14+CD16++) in % zu den Terminen 1, 2 und 3

Die antiinflammatorischen Monozyten der Stressgruppe starteten, wie in Abbildung 21
nachvollziehbar, zum ersten Messzeitpunkt von einem signifikant h6heren Niveau als
die Kontrollgruppe (p= 0,037). Im Anschluss zeigte die Stressgruppe eine signifikante
Zellreduktion zwischen Termin 1 und 2 (p= 0,035). Die Kontrollgruppe verlief fast
konstant und zeigte keine signifikante Entwicklung. Die Werte sind als Mittelwerte und
Standardabweichung dargestellt. Der senkrechte Balken (schwarz) markiert den im
paarweisen Vergleich signifikanten Unterschied der Gruppen zu T1, der Balken

oberhalb (rot) markiert den signifikanten Verlauf der Stressgruppe zwischen T1 und T2.
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4.2.2 Verlauf der T-Helferzellen Typ 2 und des antiinflammatorischen Zytokins

Interleukin-4 auf T-Lymphozyten und lebenden Zellen

1.3
1,2
11
1,0

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0.4 =¢—Kontrollgruppe

T-Herlferzellen Typ 2in %

=fli— Stressgruppe

0,3

Termin 1 Termin 2 Termin 3

Abbildung 22: T-Helferzellen Typ 2 (CD3+CD4+IL-4+) in % zu den Terminen

Die in der oberen Graphik als Mittelwerte und Standardabweichung dargestellten Werte
der Stress- und Kontrollgruppe waren zwar insbesondere zum Zeitpunkt 3 sehr
unterschiedlich (s. Abbildung 22), dieser war jedoch im paarweisen Vergleich nicht
signifikant. Auch der Verlauf zwischen den Zeitpunkten war trotz Aufwartstrend nicht

signifikant.
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Abbildung 23: IL-4 positive Zellen (IL-4+) in % zu den Terminen

Bei Betrachtung der Mittelwerte und Standardabweichung aller untersuchten IL-4
positiven Zellen (Abbildung 23) wird folgender Trend deutlich: zu Zeitpunkt 1 starteten
die Gruppen auf einem &hnlichen Niveau, bevor sie sich zu Zeitpunkt 2 deutlich
voneinander unterschieden (vgl.), ohne dass der Unterschied zwischen Stress- und
Kontrollgruppe signifikant wird.
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Abbildung 24: IL-4 positive T-Lymphozyten (CD3+IL-4+) in % zu den Terminen

In Abbildung 24 sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der Interleukin-4 positiven
T-Lymphozyten graphisch dargestellt. Der Unterschied zwischen den Gruppen wurde
zwar zu Zeitpunkt 2 gréf3er, wies jedoch im paarweisen Vergleich zu keinem der drei
Messzeitpunkte eine Signifikanz auf. Auch der Verlauf der Werte war sowohl fir

Kontroll-, als auch Stressgruppe nicht signifikant aufsteigend oder abfallend.
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4.2.3 Die aktivierten und deaktivierten regulatorischen T-Lymphozyten
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Abbildung 25: Regulatorische T-Lymphozyten (CD3+CD4+CD25+CD127low) in % zu den jeweiligen

Terminen

In Abbildung 25 ist die Entwicklung der T-regulatorischen Zellen dargestellt. Der rote
Balken oberhalb markiert die signifikante Entwicklung der Stressgruppe und der blaue
Balken markiert die signifikante Entwicklung der Kontrollgruppe im Verlauf zwischen T2
und T3. Bei Betrachtung der Zellgruppe zu den jeweiligen Zeitpunkten zeigte sich eine
deutliche Differenz der Gruppen zu Zeitpunkt 2, die zu Zeitpunkt 3 maximal, ohne dass
dieser Unterschied im paarweisen Vergleich signifikant wurde. Der Verlauf der
Stressgruppe wurde in der Erholungsphase signifikant, also zwischen Termin 2 und 3
(p= 0,016). Die Kontrollgruppe entwickelte sich analog zur Stressgruppe und wurde im

Anstieg Zeitpunkt 2 und 3 ebenfalls signifikant (p= 0,036).
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Abbildung 26: FoxP3 positive regulatorische T-Lymphozyten (CD3+CD4+CD25+FoxP3+) in % zu den
drei Zeitpunkten

Bei Betrachtung von Abbildung 26 fallt die unterschiedliche Entwicklung der Gruppen
der mit dem intrazellularen Marker FoxP3 ermittelten regulatorischen T-Lymphozyten
Uber die Zeit auf. Die Gruppen starteten auf einem nicht-signifikant unterschiedlichen
Niveau, néherten sich zu Zeitpunkt2 sehr stark aneinander an, und driften zu
Zeitpunkt 3 wieder auseinander, ohne dass der Unterschied signifikant wurde.
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Abbildung 27: CCR4 negative naive regulatorische T-Lymphozyten (CD3+CD4+CD25+CD127lowCCR4-)

in % zu den jeweiligen Terminen

Die Stressgruppe der durch das Fehlen des Chemokinrezeptors CCR4
gekennzeichneten regulatorischen T-Zellen verlauft auf einem deutlich niedrigeren
Niveau als die Kontrollgruppe. In der Abbildung 27 wird dies bei Betrachtung der
Mittelwerte mit Standardabweichung nachvollziehbar. Dieser Unterschied wurde zu
Termin 2 knapp signifikant unterschiedlich (p=0,05 (0,049989)), das heil3t es waren zum
Examenszeitpunkt in der Stressgruppe weniger naive regulatorische Zellen
nachweisbar als in der Kontrollgruppe. Der Balken mittig markiert den signifikanten

Unterschied der Gruppen zu Termin 2.
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Abbildung 28: CD45RA positive naive regulatorische T-Lymphozyten
(CD3+CD4+CD25+CD127lowCD45RA+) in % zu den jeweiligen Terminen

Die Gruppen der durch den Marker CD45RA gekennzeichneten, naiven regulatorischen
T-Lymphozyten waren — wie in Abbildung 28 nachvollziehbar — zu Termin 2 maximal
unterschiedlich ausgepragt, wobei der Unterschied im paarweisen Vergleich nicht als
signifikant gedeutet werden konnte. Die Werte sind in der Graphik als Mittelwerte mit

Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 29: CD45RA positive CCR4 negative naive T-regulatorische Zellen
(CD3+CD4+CD45RA+CCR4-) in % zu den jeweiligen Terminen

Zu allen drei Messzeitpunkten waren die Werte der CD45RA positiven und CCR4
negativen T-Helferzellen und somit naiven T-regulatorischen Zellen von Kontroll- und
Stressgruppe sehr ahnlich, sodass der Unterschied zu den Messzeitpunkten nicht
signifikant wurde  (Abbildung 29, die Werte sind als Mittelwerte und
Standardabweichung dargestellt). Weder zwischen den Gruppen im paarweisen
Vergleich, noch innerhalb einer Gruppe im Verlauf zeigte sich eine signifikante

Entwicklung.
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Abbildung 30: CCR4 positive T-regulatorische Memory-Zellen (CD3+CD4+CD25+CD127lowCCR4+) in %

zu den jeweiligen Terminen

Die Gruppen der Chemokinrezeptor CCR4 positiven regulatorischen T-Zellen starteten

zum Zeitpunkt 1 bereits mit unterschiedlichen Werten und wurden zu Zeitpunkt 2 im

paarweisen Vergleich signifikant unterschiedlich. (p = 0,041) im Sinne eines deutlich

erhdohten Nachweises der Memory-Treg um den Examenszeitpunkt. Die Werte sind in

Abbildung 30 als Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt. Der Balken mittig

(schwarz) markiert den signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen zu T2.
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Abbildung 31: CD45RA negative T-regulatorische Memory-Zellen (CD3+CD4+CD25+
CD127lowCD45RA-) in % zu den jeweiligen Terminen

In Abbildung 31 sind die Werte der CD45RA negativen regulatorischen Memory-T-
Lymphozyten als Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt. Die Stressgruppe
zeigte zwar Uber den gesamten Messzeitraum niedrigere Zellzahlen als die
Kontrollgruppe, dieser Unterschied war jedoch im paarweisen Vergleich nicht

signifikant.
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Abbildung 32: CD45RA negative CCR4 positive T-regulatorische Memory-Zellen (CD3+CD4+CD45RA-

CCR4+) in % zu den jeweiligen Terminen

Die Unterschiede der Gruppen der CD45 negativen CCR4 positiven T-Helferzellen und
somit der regulatorischen Memory-T-Lymphozyten zu den jeweiligen Messzeitpunkten
werden insbesondere zu Termin 2 deutlich, dieser Unterschied wird jedoch im
paarweisen Vergleich als nicht signifikant ausgewiesen. Der Verlauf der Stressgruppe
zeigt zwar einen V-formigen Verlauf, wird jedoch nicht signifikant. Die Kontrollgruppe
hingegen fiel zwischen Zeitpunkt 1 und 2 signifikant ab (p = 0,005) und stieg zwischen
Zeitpunkt 2 und 3 wiederum an (p = 0,018). Diese Entwicklung ist in Abbildung 32
nachvollziehbar. Die beiden Balken oberhalb (blau) markieren den signifikanten Verlauf

der Kontrollgruppe zwischen T1 und 2 sowie zwischen T2 und T3.
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4.3 Die B-Lymphozyten unter Examensstress
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Abbildung 33: B-Lymphozyten (CD19+) in % zu den jeweiligen Terminen

In Abbildung 33 sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der B-Zellen dargestellt.
Im Paarweisen Vergleich konnte sogar zu Zeitpunkt 2, an dem die Werte der B-
Lymphozyten sich maximal unterscheiden, keine Signifikanz bezuglich der

Unterschiede in der Entwicklung zwischen den Messzeitpunkten ermittelt werden.
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4.4 Ergebnisse der dendritischen Zellen

4.4.1 Plasmazytoide dendritische Zellen, inaktiv und aktiviert
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Abbildung 34: Plasmazytoide dendritische Zellen (CD304+CD11c low) in % zu den jeweiligen Terminen

Die Stressgruppe der plasmazytoiden dendritischen Zellen blieb in der Prifungsphase
auf konstantem Niveau, bevor sie in der Erholungsphase anstieg. Abbildung 34 stellt die
Mittelwerte und Standardabweichung graphisch dar. Weder zwischen den Gruppen im
paarweisen Vergleich, noch innerhalb einer Gruppe im Verlauf zeigte sich eine
signifikante Entwicklung. Die Entwicklung der Gruppen und die Zellzahl zu den drei

Messzeitpunkten war Uber die Zeit hinweg nicht signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 35: Inaktive plasmazytoide dendritische Zellen (CD304+CD1c lowCD86-) in % zu den

jeweiligen Terminen

Zu allen drei Zeitpunkten bestand fur die inaktiven plasmazytoiden dendritischen Zellen
nur ein geringer, nicht-signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und Stressgruppe.
Auch der Verlauf der Gruppen war trotz Abfall zum Examen nicht signifikant
(Abbildung 35, die Werte sind als Mittelwerte mit Standatdabweichung dargestellt)
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Abbildung 36: Aktivierte plasmazytoide dendritische Zellen (CD304+CD1c lowCD86+) in % zu den

jeweiligen Terminen

Bei Betrachtung des Kurvenverlaufes der aktivierten plasmazytoiden dendritischen
Zellen fallt der deutliche Abwartstrend beider Gruppen auf (vgl. Abbildung 36). Dieser
wird weder in der Stress- noch in der Kontrollgruppe signifikant. Die Werte sind in der

oberen Graphik als Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt.
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4.4.2 Myeloide dendritische Zellen Typ 1, inaktiv und aktiviert
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Abbildung 37: Myeloide dendritische Zellen Typ 1 in % zu den jeweiligen Terminen

Die Mittelwerte von Stress- und Kontrollgruppe der myeloiden dendritischen Zellen
Typ 1 zeigen zu Zeitpunkt 1 und 2 eine ahnliche Aufwartstendenz und gleichen sich
stark, bis es zu Zeitpunkt 3 zu einem deutlichen Unterschied kommt im Sinne eines
deutlichen Anstieges der Stressgruppe (vgl. Abbildung 37, Mittelwerte sind mit
Standatdabweichung dargestellt). Dieser Maximalwert der Stressgruppe wurde im
paarweisen Vergleich jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 38: Inaktive myeloide dendritische Zellen Typ 1 (CD1c+CD11c+CD86-) in % zu den jeweiligen

Terminen

Wie in Abbildung 38 nachvollziehbar ist, stiegen die inaktiven myeloiden dendritischen

Zellen Typ 1 der Stressgruppe Uber die drei Messzeitpunkte hinweg stetig an, ohne

dass der Verlauf signifikant wurde. Die Kontrollgruppe hingegen zeigt einen deutlich

steileren Aufwartstrend, der signifikant wurde (p= 0,002). Die Werte sind als Mittelwerte

und Standardabweichung dargestellt.

signifikanten Verlauf der Kontrollgruppe von T1 bis T3.

Der Balken oberhalb (blau) markiert den
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Abbildung 39: Aktivierte myeloide dendritische Zellen Typ 1 (CD1c+CD11¢c+CD86+) in % zu den

jeweiligen Terminen

Die Werte der aktivierten myeloiden dendritischen Zellen Typ 1 starteten zu Zeitpunkt 1
auf einem sehr unterschiedlichen Niveau, dieser Unterschied ist im paarweisen
Vergleich jedoch nicht signifikant. Zu Zeitpunkt 2 und 3 wird der Abstand geringer und
die Werte der Gruppen gleichen sich an (vgl. Abbildung 39). Der Verlauf der
Stressgruppe entwickelt sich fast konstant und zeigt zwischen keinem der Zeitpunkte
eine signifikante Entwicklung. Die Kontrollgruppe jedoch wird im Verlauf Gber die Zeit
signifikant zwischen Zeitpunkt 2 und 3 (p = 0,044) und Uber den gesamten Verlauf des
Semesters (p =0,001). Die Werte in Abbildung39 sind als Mittelwerte und
Standardabweichung dargestellt. Die Balken oberhalb (blau) markieren den

signifikanten Verlauf der Kontrollgruppe von T1 bis T3 und von T2 bis T3.
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4.4.3 Myeloide dendritische Zellen Typ 2, inaktiv und aktiviert

0,060 =¢— Kontrollgruppe
=fli— Stressgruppe

N 0,055

o

>

|_

c 0,050

Q

©

N

g 0,045

(&)

0

5 0,040

[

[}

©

()

i=) 0,035

o

T X

> [

= .= 0,030

Termin 1 Termin 2 Termin 3

Abbildung 40: Myeloide dendritischen Zellen Typ 2 (CD141+CD11c+) in % zu den jeweiligen Terminen

Die Gruppen der myeloiden dendritischen Zellen Typ 2 sind sich zu Messzeitpunkt 1
und 2 sehr ahnlich bevor sich die Werte an Zeitpunkt 3 deutlicher voneinander
unterscheiden ohne dass diese Differenz signifikant wurde. Abbildung 40 stellt die

Mittelwerte mit Standardabweichung der genannten Zellgruppe dar.
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Abbildung 41: Inaktive myeloide dendritische Zellen Typ 2 (CD141+CD11c+CD86-) in % zu den
jeweiligen Terminen

Weder der Aufstieg der Stressgruppe der inaktiven mDC2 in den ersten zwdolf Wochen
vor dem Examen noch der Abstieg in den folgenden zwolf Wochen zeigten eine
Signifikanz (vgl. Abbildung 41: Die Werte sind als Mittelwerte und Standardabweichung
dargestellt. Die Balken oberhalb (blau) markieren den signifikanten Verlauf der
Kontrollgruppe von T1 bis T3 und von T1 bis T2.). Die Werte zwischen Kontroll- und
Stressgruppe zu den Zeitpunkten 1 und 3 waren sehr unterschiedlich, wobei dieser
Unterschied im paarweisen Vergleich als nicht signifikant ausgewiesen wurde. Die
Kontrollgruppe steigt insgesamt deutlich an und wurde, wie bei den inaktiven mDC1,
signifikant, diesmal im Verlauf zwischen Zeitpunkt 1 und 2 sowie im Gesamtverlauf.
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Abbildung 42: Aktivierte myeloide dendritische Zellen Typ 2 (CD141+CD11c+CD86+) in % zu den
jeweiligen Terminen

Die Zellzahlen der Stressgruppe der aktivierten myeloiden dendritischen Zellen Typ 2
sanken zum Examenszeitpunkt ab, bevor sie nach dem Examen wieder anstiegen ohne
dass der Verlauf signifikant wurde. Die Kontrollgruppe hingegen vollzog auch bei dieser
Untersuchung eine signifikante Entwicklung. In den 12 Monaten vor dem Examen fielen
die Zellzahlen signifikant ab (p = 0,014). Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
hinweg wurde der Verlauf ebenfalls deutlich (p =0,007). Diese Entwicklung ist in
Abbildung 41 nachvollziehbar. Die Werte sind als Mittelwerte und Standardabweichung
dargestellt. Die Balken oberhalb (blau) markieren den signifikanten Verlauf der
Kontrollgruppe von T1 bis T2 und von T1 bis T3.
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4.5 Der nikotinische Acetylcholinrezeptor a7 (hAChRa7) auf pro-

und antiinflammatorischen Zellen

4.5.1 nAChRa7 auf proinflammatorischen Zellen der angeborenen Immunitat
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Abbildung 43: nAChRa7 auf Monozyten in % zu den jeweiligen Terminen

In Abbildung 43 sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der nikotinischen
Acetylcholinrezeptor alpha7-tragenden Monozyten dargestellt. Betrachtet man die
Werte zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten zeigt sich, dass sich die Werte zu
Zeitpunkt 2 ahnlicher wurden, bevor sie zum Messzeitpunkt 3 ihre ausgepragteste
Differenz erreichen. Dieser Unterschied wurde jedoch im paarweisen Vergleich als
nicht-signifikant ausgewiesen. Auch in der Entwicklung der Werte zeigte sich kein
signifikanter Unterschied innerhalb der ersten 12 Wochen und innerhalb der letzten

12 Wochen sowie Uber den Gesamtzeitraum hinweg.
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Abbildung 44: nAChRa7 auf NK-Zellen (CD16+CD56+CHRNAT7+) in % zu den jeweiligen Terminen

Die Werte des nikotinischen Acetylcholinrezeptoren auf Naturlichen Killerzellen
starteten auf einem sehr unterschiedlichen Niveau und ndherten sich zu Zeitpunkt 2 und
3 an, ohne zu einem Messzeitpunkt signifikant zu werden. Abbildung 44 zeigt die

Mittelwerte mit Standatdabweichung.
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4.5.2 nAChR a7 auf Zellen der adaptiven Immunitat
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Abbildung 45: nAChRa7 auf T-Lymphozyten (CD3+CHRNA7+) in % zu den jeweiligen Terminen

Die Werte des nikotinische Acetylcholinrezeptor auf T-Lymphozyten unterschieden sich
zu jedem Zeitpunkt deutlich von den Werten der Kontrollgruppe, jedoch wurde der

Unterschied im paarweisen Vergleich als nicht signifikant bewertet (Abbildung 45).
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Abbildung 46: nAChRa7 auf T-Helferzellen (CD4+CD3+CHRNA7+) in % zu den jeweiligen Terminen

Der Abstand der Gruppen des Acetylcholinrezeptoren auf T-Helferzellen zwischen den
jeweiligen Messzeitpunkten war deutlich und blieb relativ konstant tGber die Zeit. Zu
keinem Zeitpunkt wurde der Abstand im paarweisen Vergleich signifikant
(Abbildung 46).
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Abbildung 47: nAChRa7 auf B-Lymphozyten (CD19+CHRNA7+) in % zu den jeweiligen Terminen

Abbildung 47 zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichung des Acetylcholinrezeptors
auf B-Lymphozyten. Die Werte der Gruppen blieben Uber die ersten beiden Zeitpunkte
hinweg ahnlich bevor sie sich zu Zeitpunkt 3 deutlich voneinander entfernten, wobei der
Kontrollwert deutlich anstieg und der Stresswert leicht absank. Dieser Unterschied
wurde im paarweisen Vergleich als signifikant gewertet (p=0,039). Die Werte sind als
Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt. Der Balken rechts seitlich der Graphik

markiert den im paarweisen Vergleich signifikanten Unterschied der Gruppen zu T3.
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5 DISKUSSION

5.1 Kernergebnisse und Hintergrund der Studie

In der umfassenden Untersuchung der vorgestellten Zellgruppen konnten unter
Examensstress einige entscheidende Veranderungen festgestellt werden. Zur besseren
Ubersicht sind die signifikanten Entwicklungen der Stress- und Kontrollgruppe im

Folgenden zusammengefasst dargestellt.

Ubersicht der Entwicklung der einzelnen Zellpopulationen im Verlauf

: T1-T2/ T2-T3/ T1-T3/
Zellpopulationen Marker Gruppen 2uT1 2uT2 ZuT3
Proinflammatorische Zellen

CD14+ Stress - 1 T2-T3 -
Monozyten gesamt
CD16+ Kontrolle - - -
Stress - 1 T2-T3 -
Klassische Monozyten ggigﬁ
; Kontrolle - - -
CD14++ Stress tzuTl - T1zuT3
Intermediére Monozyten CD16+
Kontrolle - - -
Stress - - -
TNFa positive Monozyten E’gig:
Kontrolle 1 T1-T2 - -
Stress - - -
TNFa positive Zellen TNFa+
Kontrolle - - -
Stress 1 T1-T2 - -
Natirliche Killerzellen ggégi
Kontrolle - - -
Stress - 1 T2-T3 L T1-T3
T-Lymphozyten CD3+
Kontrolle - - -
IFN-y positive T- CD3+ Stress ) ) )
Lymphozyten IFN-y+ Kontrolle } ) }
IL-17 positive T- CD3+ Stress - - -
Lymphozyten IL-17+ Kontrolle ) ) )
TNF-a positive T- CD3+ Stress - - -
Lymphozyten TNF-a+ Kontrolle 3 ) )
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: T1-T2/ T2-T3/ T1-T3/
Zellpopulationen Marker Gruppen 2uTL JuT2 2uT3
Zytotoxische T- CD3+ Stress - 1 T2-T3 )
Lymphozyten CD8+ Kontrolle } } )
Gesamtzahl der T- CD3+ Stress - - 14 T1-T3
Helferzellen CD4+ Kontrolle ) 3 )
Stress 1 T1-T2 1 T2-T3 -
Aktivierte T-Helferzellen gggngM
Kontrolle 1 T1-T2 1 T2-T3 -
Stress - - -
T-Helferzellen Typ 1 ﬁ:?\]3+ED4+
Y Kontrolle - - -
Stress - - -
IFN-y positive Zellen IFN-y+
Kontrolle - - -
Stress - 1 T2-T3 1T T1-T3
T-Helferzellen Typ 17 ﬁ_D137++CD4+
) Kontrolle - - -
Stress - - -
IL-17 positive Zellen IL-17+
Kontrolle - - -
Stress - - -
TNF-a positive T-Helferzellen '(|E|8|::3+C+D4+
o Kontrolle - - -
Antiinflammatorische Zellen
T1
Stress Tau -
. . CD14+ | T1-T2
Nicht-klassische Monozyten CD16++
Kontrolle - - -
CD3+CD4+  |Stress - - -
T-Helferzellen Typ 2 IL-d+
) Kontrolle - - -
Stress - - -
IL-4 positive Zellen IL-4+
Kontrolle - - -
Stress - - -
IL-4 positive T-Lymphozyten |CD3+IL-4+
Kontrolle - - -
Regulatorische T- ngESDM Stress - 1T2-T3 |1 T1-T3
Lymphozyten (Treg) CD127low Kontrolle ) ) )
Stress - - -
. CD3+CD4+
FoxP3-positive Treg
CD25+FoxP3+ Kontrolle } } }
CD3+CD4+CD2 |Stress - lzuT2 -
CCR4 negative Treg 5+CD127low
CCR4- Kontrolle - - -
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: T1-T2/ T2-T3/ T1-T3/
Zellpopulationen Marker Gruppen 2uTL JuT2 JuT3
CD3+CD4+CD2 |Stress - - _
CD45RA positive Treg 5+CD127low
CD45RA+ Kontrolle - - -
CD3+CD4+ Stress - - -
CD.45FfrA pos CCR4 neg CD45RA+CCRA4
nawve freg - Kontrolle - - -
CD3+CD4+CD2 |Stress - 1zuT2 -
CCR4 positive Memory Treg |5+CD127low
CCRA4+ Kontrolle - - -
. CD3+CD4+CD2 |Stress - - -
_CI_2D45RA negative Memory 5+CD127low
red CD45RA- Kontrolle - - -
CD3+CD4+ Stress - - -
CD45RA neg CCR4 pos Treg |[CD45RA-
CCR4+ Kontrolle - - -
B-Lymphozyten
Stress - - -
B-Lymphozyten CD19+
Kontrolle - - -
Dendritische Zellen
plasmazytoide dendritische |CD304+CD11c |Stress - - -
Zellen (pDC) low Kontrolle } ) )
Stress - - -
Inaktive pDC ICDng;ngc
ow ; Kontrolle - - -
Stress - - -
Aktivierte pDC FD38‘[‘);§E1°
ow Kontrolle - - -
Stress - - -
Myeloide DC Typ 1 (mDC1) |CD1lc+CD11c+
Kontrolle - - -
Stress - - -
Inaktive mDC1 ggé?CDllﬁ
; Kontrolle - - 1 T1-T3
Stress - - -
Aktivierte mDC1 ggég:CDllﬁ
Kontrolle - 1+ T2-T3 1 T1-T3
Stress - - -
Myeloide DC Typ 2 (mDC2) | <0170
¢ Kontrolle | T1T2 |- | T1-T3
Stress - - -
Inaktive mDC2 ggég“CDllﬁ
) Kontrolle 1 T1-T2 - 1 T1-T3
Stress - - -
Aktivierte mDC2 ggég}_+CD11C+
Kontrolle 1 T1-T2 - 1 T1-T3
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: T1-T2/ T2-T3/ T1-T3/
Zellpopulationen Marker Gruppen 2uTL JuT2 JuT3
Acetylcholinrezeptor a7

Stress - - -
AChRa-7 auf Monozyten gaéﬁ-&?}&
Kontrolle - - -
Stress - - -
AChRa-7 auf NK-Zellen gaé?\rpc\:?aS&
Kontrolle - - -
Stress - - -
CD3+
AChRa-7 auf T-Lymphozyten
CHRNA7+ Kontrolle - - -
Stress - - -
AChRa-7 auf T-Helferzellen | SD% CD3*
Kontrolle - - -
Stress - - l zuT3
CD19+
AChRa-7 auf B-Lymphozyten
CHRNA7+ Kontrolle - - -

Tabelle 15: Ubersicht der Entwicklung der einzelnen Zellpopulationen im Verlauf

Tabelle 15 gibt eine Ubersicht tber die Entwicklung der einzelnen Zellpopulationen im
Verlauf zwischen (T1-T2, T2-T3 und T1-T3) sowie zu den Messzeitpunkten (zu T1, zu
T2 und zu T3) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ein signifikanter Anstieg ist durch 1 und
ein signifikanter Abfall durch | gekennzeichnet. Ist der Gesamtverlauf im
Gruppenvergleich signifikant, sind die Symbole doppelt angefiihrt.

Zur Beantwortung der ersten Frage, ob die proinflammatorischen Zellen unter Lern- und
Examensstress supprimiert werden, kann zusammenfassend festgestellt werden, dass
die untersuchten Zellen der angeborenen Immunitat, also Monozyten und Naturliche
Killerzellen, unter Examensstress — wie bereits in vergleichenden Untersuchungen
belegt — eine unterschiedliche Entwicklung vollzogen. Wahrend die Anzahl der
mengenmalig Uberlegenen, naiven, proinflammatorischen Monozyten in der
Erholungsphase anstieg, wurden die in der Zielzelle Apoptose auslésenden Nattrlichen
Killerzellen unter Stress supprimiert. Die proinflammatorischen Zellen der erworbenen
Immunitat, also T-Lymphozyten als grof3te Vertreter mit ihren Untergruppen
zytotoxische T-Lymphozyten und die Gesamtzahl der T-Helferzellen zeigten einen
Abwartsentwicklung im Sinne einer deutlichen Immunsuppression. Bei genauerer
Betrachtung féallt auf, dass diese Verédnderung hauptséchlich in der Erholungsphase,

sprich nach dem Hammerexamen, stattfand. Uberraschenderweise fielen im Gegensatz
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dazu die proinflammatorischen T-Helferzellen Typ 17 aus diesem Schema, indem sie

einen deutlichen Anstieg zeigten. Auch dies geschah in der Erholungsphase.

Auch die zur Beantwortung der zweiten Frage, namlich ob antiinflammatorische Zellen
unter Examensstress proliferieren, untersuchten Zellen zeigten unterschiedliche
Entwicklungen. Die Vertreter der antiinflammatorischen Zellen der angeborenen
Immunitéat, also die nicht-klassischen Monozyten, die als Untergruppe der Monozyten
einen hoheren Reifegrad haben, waren unter dem chronischen Stress der Lernphase
signifikant rucklaufig. Diese Entwicklung war gegenlaufig zu der der anderen
Untergruppen, sodass man schlussfolgern kann, dass in einer Stressreaktion
zunehmend naive, proinflammatorische Monozyten proliferieren. Dies geschieht zu
Lasten der antiinflammatorischen nicht-klassischen Monozyten. Das Verhdltnis der T-
Helferzellen Typ 2 als antiinflammatorische Vertreter der adaptiven Immunitat im
Vergleich zu den proinflammatorischen T-Helferzellen Typ 1 verschob sich bei
Betrachtung des Kurvenverlaufes zugunsten der T-Helferzellen Typ 2, ohne dass das
Ergebnis signifikant wurde. Die auf die Immunantwort hemmend wirkenden T-
regulatorischen Helferzellen zeigten einen erhohten Aktivitatsgrad, sodass hier von
einer zunehmenden Hemmung des Immunsystems unter Examensstress gesprochen

werden kann.

Aufgrund der Tatsache, dass die antigenprasentierenden dendritischen Zellen mit ihren
Unterformen weder in Anzahl noch Aktivierungsstufe eine signifikante Entwicklung unter
Examensstress zeigten, kann geschlussfolgert werden, dass die Antigenpréasentation
unter Stress somit nicht aktiviert ist, und somit die dritte Hypothese nicht bestatigt

werden kann.

Da die antikorperproduzierenden B-Lymphozyten keine signifikante Veranderung unter
Examensstress zeigten, wurde die Hypothese einer verminderten Expression der
Zellgruppe nicht bestatigt. Jedoch war der antiinflammatorisch  wirksame
Acetylcholinrezeptor alpha-7 auf B-Lymphozyten zum dritten Messzeitpunkt signifikant
erniedrigt  im  Vergleich zur Kontrollgruppe. Hier ist demzufolge eine
antiinflammatorische Immunmodulation unter Stress anzunehmen, sodass die letzte

Hypothese bestatigt wurde.
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5.2 Die proinflammatorischen Zellen der angeborenen und

erworbenen Immunitat unter Examensstress

5.2.1 Entwicklung der Monozyten und des TNF-a auf Monozyten unter

Examensstress

Die Monozyten zeigten in der vorliegenden Studie je nach Untergruppe eine
unterschiedliche Entwicklung unter kombiniertem akutem und chronischem Stress. In
der Studie von Maydych et al aus dem Jahr 2017 wurde eine Suppression der
Monozyten unter Examensstress beschrieben. Hier war keine Aufteilung in Subtypen
erfolgt und der zweite und letzte Messzeitpunkt fand eine Woche nach dem Examen
statt (82). Diese Entwicklung im Sinne einer Reduktion der Monozyten unter dem Stress
der Lernphase kann in der vorliegenden Studie als Abwartstrend aus dem
Kurvenverlauf innerhalb der 12 Wochen vor dem Examen abgelesen werden, ohne
dass diese signifikant wird. Auch bei Mausen, die einem chronischen,
unberechenbarem Stress (engl. Chronic unpredictable stress, CUS) ausgesetzt waren,
fand eine Reduktion der Monozytenzahlen statt. In dieser Studie wurde CUS durch ein
10-tagiges Protokoll hervorgerufen, das unter anderem rasch aufeinanderfolgende
Beleuchtungswechsel, Positionswechsel des Kafigs, Konfrontation mit Urin eines
Fressfeindes und Entzug von Nahrungsmitteln vorsieht (78).

Bei Probanden, die einen Trier Sozial Stress Test (engl. Trier social stress test, TSST)
absolvieren mussten, kam es zu einer Verschiebung zugunsten der naiven,
proinflammatorischen, klassischen Monozyten (83). Der TSST ist ein 1993 entwickeltes
Verfahren, das mit einem standardisierten, 15-mindtigen Stressprotokoll, bestehend aus
einem Bewerbungsgesprach und Rechenilibungen, akuten Stress hervorruft (84). Es ist
also in der genannten Studie ein Anstieg der Monozyten unter akutem Stress zu
verzeichnen. Somit ware aufgrund der Studienlage ein erhdhter Nachweis der
Gesamtzahl der Monozyten unter akutem und eine erniedrigte Zellzahl unter
chronischem Stress zu erwarten gewesen. Der signifikante Anstieg der Monozyten in
der Erholungsphase in der vorliegenden Studie kénnte somit einem Wiederanstieg nach

Suppression gleichkommen.
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Interessanterweise wurde gezeigt, dass Monozyten in das Gehirn migrieren kdnnen, wo
sie unter chronischer Stressbelastung psychologische Effekte auf Stimmung und
Verhalten, und sogar Angstzustande auslésen kdénnen (85, 86). Gemeinsam mit den
Th17-Zellen kdnnten diese somit verantwortlich fur die langerfristigen psychologischen

Auswirkungen von Stress auf den Menschen sein.

Der stark proinflammatorisch wirksame Tumornekrosefaktor-a wies in der vorliegenden
Studie auf Monozyten unter Stress keine entscheidende Veranderung im Gegensatz zur
Kontrollgruppe auf. Eine Reduktion unter chronischem Stress wére aufgrund der
Studienlage zu erwarten gewesen (87). Eine detaillierte Untersuchung der
Makrophagen und deren Sekretionsverhaltens des stark proinflammatorischen Zytokins
TNF-a unter Stress konnte somit als Gegenstand weiterfiihrender Studien interessant

sein.

5.2.2 Die Naturlichen Killerzellen unter Stress

Ein signifikanter Abfall der Naturlichen Killerzellen zeigte sich in der Phase des
chronischen Stresses vor dem Examen. Diese Entwicklung ist im Konsens mit aktuellen
und mit der weiter zurtickliegenden, bereits erwahnten Studie von Kiecolt-Glaser et al.
zu sehen, die unter vergleichbaren Konditionen ebenfalls eine Reduktion der NK-Zellen

des peripheren Blutes beobachteten (71, 82).

Bei der Reaktion auf akuten Stress wird jedoch eine relevante Erh6hung der NK-Zell-
Konzentration im peripheren Blut beschrieben. Es wird angenommen, dass dies
geschieht, da die Immunzellen zu den Orten im Korper transportiert werden, wo sie am
meisten gebraucht werden. Unter Fallschirmspringern wurden die NK-Zellen unmittelbar
nach dem Sprung analog zu den Katecholaminen erhéht gemessen, bevor sie eine
Stunde spater stark bis unter den Ausgangswert abfielen (88). Demnach scheinen die
Naturlichen Killerzellen sensible Indikatoren der akuten und chronischen Stressreaktion

ZU sein.
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5.2.3 Die T-Lymphozyten in der Gesamtzahl und deren zugehoérige

proinflammatorischen Zytokine

Bei der Untersuchung der T-Lymphozyten in der Gesamtheit als grof3ter Vertreter der
erworbenen Immunitdt wurde eine signifikante Entwicklung Uber den gesamten
Messzeitraum im Sinne einer deutlichen Reduktion nachgewiesen. Laut der
Metaanalyse durch Segerstrom et al. fihrte chronischer Stress zu einer
Immunsuppression (67), die sich am Beispiel der T-Lymphozyten in der vorliegenden

Studie bestéatigte.

Akuter Examensstress fihrte in dem vergleichbaren Modell der Studie von Gloger et al.
zu einer Verminderung der T-Lymphozyten-Proliferation unter ansteigendem
Cortisolspiegel. Diese Entwicklung bezog sich auf den Zeitraum vor dem Examen (89).
Im Gegensatz dazu zeigt die vorliegende Studie eine deutliche Reduktion in der
Erholungsphase.

Im Mausmodell wurde gezeigt, dass unter R-SDS T-Zellen im Blut, Thymus,
Lymphknoten und Milz entscheidend vermindert wurden. Die Zellzahl wurde auch im
Knochenmark verringert, au3erdem gingen T-Zellen mutmalRlich durch die erhthte
Glukokortikoidkonzentration in Apoptose (90). Auch in der bereits zuvor zitierten Studie
konnte unter CUS im Mausmodell eine Reduktion der Lymphozytenzahl festgestellt
werden (78).

Moglicherweise zeigt sich das Ausmall des Rickganges der T-Zellen in der
Kombination des chronischen Stresses vor dem Examen und des akuten
naturalistischen Stresses wahrend des Examens erst mit ein paar Wochen
Verzdogerung. Ob und wie zeitig die Zellzahlen der T-Lymphozyten nach der
Erholungsphase wieder Normalwerte erreichen, konnte mit dieser Studie nicht erfasst
werden. Um die Entwicklung der Zellpopulation nach dem dritten Messzeitpunkt zu

untersuchen, wére eine weitere Studie mit einem vierten Zeitpunkt interessant.

5.2.4 Die zytotoxischen T-Lymphozyten unter Examensstress

Die zytotoxischen, CD8-positiven T-Lymphozyten wiesen in der hier diskutierten Studie
eine signifikante Reduktion innerhalb der Erholungsphase nach dem Examen auf. Dass
kombinierter akuter und chronischer Stress eine Reduktion der CTL verursacht, steht im
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Zusammenhang mit der bereits zuvor zitierten globalen Immunsuppression unter
chronischem Stress (91). Sommershof et al. bestatigten dies am Mausmodell, in dem
sechs Tage anhaltender chronischer sozialer Stress die Konzentration der
zytotoxischen T-Lymphozyten signifikant reduzierten. Zudem wurde die Fahigkeit der
Migration dieser Zellgruppe beeintrachtigt (92).

Auch im Mausmodell konnte unter sowohl psychologischen als auch physiologischem
Stress, dem die Mause fur eine Woche ausgesetzt waren, eine Reduktion der Aktivitat
der zytotoxischen T-Lymphozyten nachgewiesen werden (93). Auch tumor-spezifische
CD8-positive T-Lymphozyten waren unter chronischem sozialem Stress bei M&usen
supprimiert nachweisbar. Dies koénnte einen Hinweis darauf geben, dass
tumorspezifische Immuntherapien durch chronischen Stress negativ beeinflussbar sein
konnten (94).

5.2.5 Die T-Helferzellen Typ 1 und Typ 17 sowie deren zugeordnete Zytokine IFN-

Y, IL-17 und TNF-a unter Examensstress

In der vorliegenden Studie zeigte sich eine eindeutig signifikante Entwicklung der
Gesamtzahl der CD4-positiven T-Helferzellen im Sinne einer Reduktion der
Stressgruppe Uber den Messzeitraum von 24 Wochen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Auch im Mausmodell fand sich eine deutliche Reduktion der naiven CD4-positiven T-
Helferzellen bei chronischem physischem und psychischem Stress (95). Hierbei konnte
zwar eine verminderte Zellzahl nachgewiesen werden, es kam jedoch zu einer
gesteigerten Differenzierung der Helferzellen zu Thl, Th2 und Thl7-Zellen (96, 97).
Dies geschieht Uber die vermehrte Freisetzung der korrespondierenden Zytokine: das
zu den T-Helferzellen Typ 1 gehorige IFN-y, das unter anderem von Monozyten
produzierte TNF-a und die den T-Helferzellen Typ 2 zugeordneten Zytokine IL-4 und IL-

10 sowie das den T-Helferzellen zugeordnete IL-17 (98).

Bei Menschen wurden in mehreren Studien bei kurzem, naturalistischen Stress einer
akademischen Prufung ein sogenannter , Th1-Th2-Shift, also eine Verschiebung der
Zellverhaltnisse der adaptiven Immunitét von zellular zu humoral beschrieben, wobei es
nicht zu einer wesentlichen Veranderung der Zellzahlen kam, sondern lediglich zu einer
Verschiebung der zugehorigen Zytokine. Dabei konnte die Herabregulierung des

proinflammatorischen IFN-y und die vermehrte Expression des antiinflammatorischen
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IL-4 und IL-10 nachgewiesen werden (67, 99). Auch Arrej M. Assaf et al. fanden in ihrer
Studie von 2017 bei Medizinstudenten unter Examensstress eine entsprechende
Entwicklung der Verhaltnisse der Thl- und Th2-Zytokine und vermuteten eine erhéhte
Empfindlichkeit der Studenten bezlglich einer Infektionserkrankung wahrend der
Lernphase (100). In der vorliegenden Studie war zwar die Entwicklung der Thl- und
Th2-Zellen nicht signifikant, jedoch deutete sich der Th1-Th2-Shift als Trend an.

Auch die untersuchten Zytokine zeigten zwar keine signifikante Entwicklung, jedoch
eine angedeutete Verschiebung zugunsten des antiinflammatorischen Zytokins IL-4 und
ein im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigtes Niveau des proinflammatorischen TNF-
a. Eine weiterfuhrende Untersuchung der Entwicklung der pro- und
antiinflammatorischen Zytokine unter Examensstress konnte sicherlich spannende
Erkenntnisse bringen, da mehrere Studien vermuten, dass auch die Zytokine in der
durch Glukokortikoide und Katecholamine vermittelten Stressreaktion die Produktion
der proinflammatorischen Zytokine hemmen und die der antiinflammatorischen férdern
(101, 102).

Der Verlauf der T-Helferzellen Typ 17 wurde in dieser Studie signifikant, wobei die
Zellen insbesondere in der Erholungsphase deutlich anstiegen. Diese Entwicklung
passt zu einer aktuellen Studie aus dem Jahr 2019, die eine Zunahme der Th17-Zellen

unter chronischem R-SDS im Mausmodell nachweisen konnten (103).

Interessant ist aufl3erdem, dass der Anstieg der Th17-Zellen &quivalent zum Anstieg der
Monozyten nach dem Examen war. Da die Monozyten nicht nur in der Aktivierung,
sondern auch der Proliferation der Th-17 Zellen eine Rolle spielen, kdnnte ein
Zusammenhang in der parallelen Entwicklung bestehen. Zudem fiel méglicherweise der
inhibitorische Einfluss durch die TH1-Zellen unter Stress weg, sodass die Th17-Zellen
auch nach dem Examen noch anstiegen. Welche Rolle die TH17-Zellen unter akutem
und chronischem Stress spielen, sollte sicherlich noch Gegenstand weiterer
Forschungstatigkeit sein. Unter Anderem vermutet die 0.g. Studie in den Th17-Zellen

einen Einflussfaktor bei der Entstehung einer Depression unter Stress.

Betrachtet man die aktivierten T-Helferzellen isoliert, fallt das starke Absinken der Kurve

vor dem Examen und der anschlieRende Anstieg in der Erholungsphase auf. Dieser
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Verlauf zeigte sich zwar signifikant, jedoch verlief die Kontrollgruppe anndhernd parallel

zu dieser Kurve und war ebenfalls signifikant.

Diese Entwicklung ist vergleichbar mit dem Verlauf der T-Helferzellen Typ 1 und kénnte
durch jahreszeitliche Einflussfaktoren bedingt sein, der die Kontrollgruppe ebenfalls
ausgesetzt ist. Ein Beispiel hierfur sind Allergien und ihre Entstehung durch

Wechselwirkungen der T-Helferzellen und T-regulatorischen Zellen (104, 105).

5.3 Die antiinflammatorischen Zellen und Zytokine der angeborenen

und erworbenen Immunitat

5.3.1 Die nicht-klassischen Monozyten

Die nicht-klassischen Monozyten, die einen hoheren Reifegrad besitzen und
antiinflammatorisch wirksam werden, starteten nicht nur von einem signifikant héheren
Niveau als die Kontrollgruppe, sondern zeigten einen deutlichen Abwartstrend in der
Lernphase. Wie bereits zuvor erwahnt, kommt es unter einer akuten Stressreaktion zu
einer Reduktion der nicht-klassischen Monozyten zugunsten der Kklassischen

Monozyten, die in der vorliegenden Studie bestatigt werden konnte (83).

5.3.2 Die T-Helferzellen Typ 2 und das antiinflammatorische Zytokin IL-4

Durch Stress-induzierte Glukokortikoid-Ausschittung kommt es durch die Suppression
der T-regulatorischen Zellaktivitat zu einer verstarkten Th-2-Immunantwort. Auch hier
ware aus der Literatur also ein Th1l-Th2-Shift zu erwarten gewesen, der sich in der
vorliegenden Studie durch leicht erhéhte Werte im Vergleich zur Kontroligruppe
andeutet. Miyasaka et al. vermuten eine Th-2 und Th-17 assoziierte und durch die
Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 vermittelte Stressreaktion, allergisches Asthma bei
Menschen und Nagetieren hervorrufen kann (106). Hier ware die Fokussierung auf die
Interaktion der Zellgruppen und Zytokine auf der Suche nach dem Zusammenhang
zwischen Stress und der Entstehung autoimmuner Erkrankungen in weiteren Studien

wegweisend.
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5.3.3 Die naiven und Memory T-regulatorischen Lymphozyten und der

intrazellulare FoxP3-Transkriptionsfaktor

Die T-regulatorischen Zellen stiegen in der hier diskutierten Arbeit im Zeitraum nach
dem Examen an. Dabei unterschieden sie sich jedoch nicht signifikant von der
Kontrollgruppe, die ebenfalls eine signifikante Entwicklung vollzog und nach dem
Examen vermehrte T-regulatorische Zellen messbar waren. Auch hier sind
maoglicherweise wie bei den aktivierten T-Helferzellen jahreszeitlichen Einflussgrof3en
wie Allergene oder virale Infektionen verantwortlich. Auf genetischer Ebene ist keine
Veranderung nachweisbar, denn der FoxP3-Transkriptionsfaktor zeigte Kkeine

signifikante Veranderung tber den Untersuchungszeitraum.

Aufgrund der aktuellen Studienlage ware eine Reduktion der Zellpopulation unter
akutem Stress zu erwarten gewesen. Dies war das Ergebnis einer vergleichenden
Studie, die bei mannlichen Medizinstudenten einen 12-mindtigen, standardisierten,
psychologischen Stresstest durchfuhrten (107). Chronischer Stress hingegen fiihrte zu
einer Hemmung des Immunsystems durch den Anstieg der stark antiinflammatorisch
wirkenden T-regulatorischen Zellen. Dies wurde in einer Studie von 2018 unter
virtuellen sozialen Stressoren in Kombination mit erhéhten Th-17- und erniedrigten NK-

Zellzahlen nachgewiesen (108).

In einer Studie an Kriegsveteranen mit einer posttraumatischen Belastungsstorung
wurde hingegen eine vermehrte Expression einer Untergruppe der Tregs, die eine
geringere Hemmung des Immunsystems auszulésen scheint, nachgewiesen. Dies wird
in Zusammenhang mit einer vermehrten Pravalenz von Autoimmunerkrankungen
gebracht (109). Diese Erkenntnisse sollten zu weiterfiuhrenden Studien am Menschen
ermutigen, die eine weitere Differenzierung dieser Zellgruppe und deren Reaktion unter
akuten und chronischen Stressoren beleuchten, da es offenbar zu unterschiedlichen

Entwicklungen kommt.

Am Mausmodell wurde eine &hnliche Kinetik unter chronischem Stress im Sinne einer
Hochregulierung der T-regulatorischen Zellen nachgewiesen. Hier kam es bei Mausen,
die drei Wochen in einer beengten Behausung zubrachten, zu einem signifikanten
Anstieg der Tregs und passend dazu zu einer verminderten Funktionalitdt der APC und

T-Zellen (110). In der bereits weiter oben erwdhnten Studie an M&usen unter
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chronischem R-SDS kam es im Zusammenhang mit dem Anstieg der Th17-Zellen zu
einer Reduktion der T-regulatorischen Zellen (103). Auch bei der bei Mausen durch
chronischen, unberechenbarem milden Stress (engl. Chronic unpredictable mild stress,
CUMS) ausgeldste Depression wird in Zusammenhang mit einer Th2/Th17-Dysbalance
assoziiert (111). Eine gezielte Untersuchung der Wechselwirkung von T-regulatorischen
und Th17-Zellen unter Stress und deren Einfluss auf die Entstehung von Depressionen

kdnnte somit das Thema einer interessanten, weiterflihrenden Studie sein.

Auch wenn keine signifikante Entwicklung der T-regulatorischen T-Lymphozyten im
Vergleich zur Kontrollgruppe in der vorliegenden Studie bewiesen werden konnte,
zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied im Aktivierungsgrad dieser Zellgruppe.
Das Verhéltnis verschob sich, betrachtet man isoliert den Marker CCR4, in der
Stressgruppe zum Examenszeitpunkt signifikant zugunsten der T-regulatorischen
Memory-Zellen. Die naiven, CCR4-negativen, T-regulatorischen Zellen sind dazu
antiproportional vermindert nachweisbar. Dies deutet auf eine gesteigerte Aktivierung
durch Reifung der T-regulatorischen Zellen unter akutem Stress hin und ist
moglicherweise neben anderen immunregulatorischen Mechanismen fur die Hemmung

der Aktivitat der CD8-positiven T-Lymphozyten verantwortlich.

In einer japanischen Studie aus dem Jahr 2000 wurde die Entwicklung der Tregs unter
Arbeitsstress untersucht. Dabei wurden die naiven T-Lymphozyten, die durch den
Marker CD45RA identifiziert wurden, deutlich supprimiert (112). Warum in der
vorliegenden Studie lediglich die Aktivierungsstufe, die durch den CCR4-Rezeptor im
Gegensatz zum CD45RA-Rezeptor charakterisiert wird, signifikant wurde, ist unklar und
konnte als Fragestellung Gegenstand einer weiterfihrenden Untersuchung der

Aktivierungsstufen T-regulatorischer Lymphozyten unter Stress sein.

5.4 Aktivierte und nicht-aktivierte plasmazytoide und myeloide

Dendritische Zellen Typ 1 und 2

Dendritische Zellen reagieren als Aktivatoren der adaptiven Immunantwort nicht nur
sehr sensibel auf physischen, sondern auch auf psychischen Stress. Es kommt zu einer
Aktivierung der Zellgruppe (113). In der vorliegenden Studie deutet die Verteilung der
plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC) mit insgesamt erhohten Werten sowie der
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Anstieg der myeloiden dendritischen Zellen Typ 1 (mDC1) und Typ 2 (mDC2) Uber den
Messzeitraum zwar eine steigende Tendenz an, die jedoch nicht evident wird. Unter
psychologischem Stress wurde sowohl im Mausmodell als auch beim Menschen bei
einer Kontakt-Hypersensitivierung der Haut oder einer Impfung festgestellt, dass es zu
einer erhohten DC-Migration zu den naheliegenden Lymphknoten kam und somit zu
einer verstarkten CD8+ T-Zell-Antwort, ohne dass eine Zellzahlvermehrung
beschrieben wurde (114, 115). Vergleichende Studien am Menschen beschreiben zwar
eine Steigerung der DC-Zahl unter Stress, diese manifestiert sich jedoch nur unter
physischer Belastung, beispielsweise wahrend einer chirurgischer Behandlung oder

einer korperlichen Betatigung auf dem Laufband (116).

Es wird ein Zusammenhang zwischen der bereits weiter oben beschriebenen
Suppression der CD8-positiven T-Lymphozyten unter chronischem Stress und der
Aktivierungsform der dendritischen Zellen vermutet (94). Ob dieser Effekt Uber die
Hemmung oder Foérderung der Zellreifung der dendritischen Zellen vermittelt wird,
konnte Gegenstand weiterer Forschung sein. Da eine korrekte Messung der DC und
deren Differenzierung in die Reifestadien aufgrund der sehr geringen Zellzahlen
problematisch ist, ware eine erneute Untersuchung mithilfe gro3erer Zellzahlen hier

zielfihrend.

Uberraschenderweise kam es in der Kontrollgruppe der mDC1 und mDC2 zu einer
Verschiebung hin zur aktivierten Form, ohne dass die Stressgruppe signifikant wurde.
Unter jahreszeitlichen Einflissen wie der Influenza-Infektion kommt es zur DC-Zell-
Reifung, sodass aus den vorliegenden Daten interpretiert werden kdnnte, dass es unter
Stress zu einer Hemmung der Aktivierung der mDC gekommen sein konnte (117).

5.5 Verlauf der B-Lymphozyten unter Examensstress

Examensstress unter Studenten fuhrte laut einer Studie aus dem Jahr 2016 zu einem
signifikanten Abfall der Zellzahlen antipropotional zum Anstieg des Cortisollevels (118).
Eine Entwicklung, die sich bei Betrachtung des Kurvenverlaufs der vorliegenden

Untersuchung andeutet, ohne dass diese evident wurde.
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Im Mausmodell in der 2001 veroffentlichten Studie von Dominguez-Gerpe und Rey-
Méndez wurde bereits statuiert, dass durch chronischen Stress bei Mausen eine
signifikante Anderung der T-Lymphozyten stattfindet, es jedoch lediglich zu einem
leichten Abfall der B-Lymphozyten kommt (119). In der chronischen Stressreaktion
scheint es vielmehr zu einer Umverteilung der Zellen zu kommen. In einer Studie von
Engler et al. aus dem Jahr 2004 wird im Mausmodell beschrieben, dass wiederholter
sozialer Stress (R-SDS), eine Reduktion der B-Lymphozyten im Knochenmark und Blut
und ein Anstieg dieser Zellgruppe in der Milz verursacht (90). Doch nicht nur die
Verteilung der Zellen in den verschiedenen immunaktiven Kompartimenten des
Korpers, sondern auch das Reifestadium scheint sich unter Stress zu verschieben. In
eine Studie von 2017 wurde bei mittels CUMS gestressten Mausen ein Anstieg der

naiven und Verminderung der gereiften B-Lymphozyten nachgewiesen (120).

5.6 Der nikotinische Acetylcholinrezeptor alpha-7 auf T- und B-

Lymphozyten, T-Helferzellen, NK-Zellen und Monozyten

Bei der Untersuchung des antiinflammatorisch wirksamen Acetylcholinrezeptors
alpha-7 auf B-Lymphozyten zeigte sich eine signifikant erniedrigte Expression des
Rezeptors zum dritten Messzeitpunkt, das heil3t in der Erholungsphase nach dem
Examen. Diese Phase lieRe also durch den verminderten Einfluss des
antiinflammatorischen = Rezeptors  eine  Proliferation und  Zunahme  der

Antikdrperproduktion der B-Lymphozyten zu.

Im Mausmodell konnte unter Stress hingegen eine Hochregulierung des AChRa7
nachgewiesen werden. Diese Entwicklung hatte wiederum eine verminderte Expression
der pro- und eine erhohte Expression der antiinflammatorischen Zytokine zur Folge,
sodass der Rezeptor im Rahmen der Immunantwort unter Stress eine
immunsuppressive Rolle zu Ubernehmen schien (64, 121). Die erhohten
Acetylcholinrezeptorspiegel unter Stress zeigten im Mausmodell auch zentral seine
Wirkung. Dieser Effekt steht im Zusammenhang mit der Entwicklung einer depressiven
Symptomatik (122).
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Da sich bislang nur wenige Studien mit der Reaktion des Acetylcholinrezeptors auf
Immunzellen unter Stress befasst haben, waren weiterfihrende Untersuchungen

aufschlussreich, um ein besseres Verstandnis dieser Immunregulation zu erlangen.

5.7 Einschrankung der Studie

Fur die Auswertung der vorliegenden Studie ist es unverzichtbar, die zeitliche Abfolge
der Blutentnahmen zu bertcksichtigen. Wir setzten bei Festlegung der Zeitpunkte
voraus, dass die Probenentnahme am zweiten Zeitpunkt, also in den beiden Wochen
nach dem schriftlichen Examen und vor der mindlichen Prifung, sowohl die chronische
Stressreaktion der vorangegangenen Wochen im Vergleich zum ersten Zeitpunkt
einerseits als auch die akute Stressreaktion kurz nach der schriftlichen Prifung, also

dem Maximum der Stressreaktion widerspiegelt.

Innerhalb von Minuten kommt es unter akutem Stress zu einer Mobilisation der
Lymphozyten in das Blut, bevor diese nach Stunden wiederum in die Kompartimente
des Korpers, hauptsachlich in die Haut, die Lunge und die lymphatischen Organe,
umverteilt werden, wo die Zellen ihrer Funktion nachgehen kdénnen. Insofern ist bei der
Vergleichbarkeit mit anderen Studien entscheidend, zu welchem Zeitpunkt die Messung
stattgefunden hat. Eine frihe Messung wird am ehesten den Anstieg, eine spate
Messung eher den Abfall der Zellen dokumentieren. Dies erklart die Unterschiede in

den Studien sowohl am Menschen, als auch bei Nagetieren (74).

Die dendritischen Zellen sind physiologischerweise mit geringen Prozentzahlen im
peripheren Blut nachweisbar und bewegen sich in der vorliegenden Studie im Bereich
unter einem Prozent. Es ist nachvollziehbar, dass diese Messungen weniger genau
ausfallen als beispielsweise bei der Bestimmung der CD3+ Lymphozyten. Erschwerend
kommt hinzu, dass fir die DC-Messung aus bereits oben erwdhnten Griinden weniger

Proben zur Verfligung standen.

Bei der Beurteilung der TH-Zellen Typ 1, 2 und 17 sowie FoxP3 ist zu beachten, dass
die Farbung intrazellular stattfand. Durch den komplexen Farbemechanismus mit

Permeabilisierung der Zellen und langwierigen Arbeitsschritten ist gegebenenfalls ein
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hoherer Zellverlust zu beachten, der sich wiederum in der Messgenauigkeit

widerspiegelt.

5.8 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte Veradnderungen in der Verteilung der
Immunzellpopulationen, deren Subtypen und Aktivierungsstufen unter kombiniertem
chronischem und akutem  Stress beweisen. Eine Unterdriickung der
proinflammatorischen zellularen Immunantwort unter der kombinierten Stressbelastung
wurde an dem signifikanten Abfall der Gesamtzahl der T-Lymphozyten, zytotoxischen
T-Zellen, T-Helferzellen und der NK-Zellen deutlich. Ein interessantes Ergebnis ist der
signifikante  Anstieg der bisher wenig unter Stresseinfluss untersuchten,
proinflammatorischen T-Helferzellen Typ 17. Diese Entwicklung zeigte sich in der
Erholungsphase nach dem Examen und fand analog zu der Entwicklung der
proinflammatorischen klassischen Monozyten, die in funktionellem Zusammenhang mit
den Thl7-Zellen stehen, statt. Diese Entdeckung erhartet die Annahme, dass diese
Zellgruppe einen entscheidenden Trigger fur unterschiedliche stress-assoziierte
Erkrankungen verantwortlich sein konnte, zumindest aber eine entscheidende Rolle in

der Stressreaktion spielt.

Die antiinflammatorisch  wirksamen T-regulatorischen Zellen wurden zum
Examenszeitpunkt aktiviert. Demzufolge Gben sie unter dem kombinierten chronischen
und akuten Stress einer Examensprifung eine immunmodulatorische Wirkung aus.

Dies zeigt sich an der Suppression der 0.g. proinflammatorischen Zellen.

Der  antiinflammatorische Einfluss des  Acetylcholinrezeptors  auf  die
antikdrperproduzierenden B-Lymphozyten nimmt in der Erholungsphase ab, ohne dass
sich die Zellzahlen der B-Zellen Gber den Messzeitraum verandern. Es ist folglich eine
antiinflammatorische Immunmodulation der humoralen Immunreaktion durch den

Acetylcholinrezeptor a7 unter Stress anzunehmen.

Die Alteration des Immunsystems durch Stress kann schwere gesundheitliche Folgen
mit sich bringen (123) und spielt in Zeiten des sogenannten ,Burn-outs® nicht nur in den

westlichen Industrienationen eine Ubergeordnete Rolle. Das friihzeitige Erkennen der
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Symptome und der seelische Ausgleich durch Hypnose oder Yoga-Praxis kann eine
positive Auswirkung auf die immunologische Dysregulation haben (124, 125) und sollte
in Therapien und Pravention in Zukunft einen gro3eren Stellenwert am Arbeitsplatz, in

der Schule oder im Gesundheitssystem einnehmen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Der Arbeit lag die Hypothese zugrunde, dass chronischer Stress, im Sinne der
Lernphase in Vorbereitung auf die Teilnahme am sogenannten Hammerexamen,
kombiniert mit akutem Stress, also der Examensprifung, bei Medizinstudentinnen
bedeutende Verédnderungen in der Verteilung der Immunzellpopulationen, deren

Subtypen und Aktivierungsstufen hervorruft.

Gewahlt wurden fir die vorliegende Studie sowohl pro- als auch antiinflammatorische
Zellpopulationen mitsamt Zytokinen und einem ausgewahlten Rezeptor, der sich an der
Oberflache einer Handvoll Immunzellen findet und dort immunmodulatorische Aufgaben
Ubernimmt. Diese Variablen wurden nun bei Medizinstudentinnen mit vergleichbarem
soziobkonomischem Status unter Examensstress tber einen Zeitraum von 24 Wochen

untersucht.

Die vorliegende Studie bestatigt die aktuelle Studienlage, dass kombinierter chronischer
und akuter Stress zu einer Unterdriickung der proinflammatorischen zellularen
Immunantwort fuhrt. Dies ist verdeutlicht an dem signifikanten Abfall der CD3-positiven
T-Lymphozyten, zytotoxischen T-Zellen und der Natirlichen Killerzellen. Die
Gesamtzahl der T-Helferzellen scheint ebenfalls der globalen Immunsuppression unter

chronischem Stress zu unterliegen.

Als interessantes Ergebnis konnten wir herausarbeiten, dass die proinflammatorischen
Thl7-Zellen unter dem kombinierten akuten und chronischen Stress insgesamt
anstiegen. Dies geschah in der Erholungsphase nach dem Examen und &aquivalent zu
dem Anstieg der klassischen, proinflammatorischen Monozyten, die mitunter fir die
Aktivierung dieser Zellgruppe zustandig sind. Inwiefern diese Zellgruppe einen
Einflussfaktor beispielsweise bei der Entstehung einer Depression unter Stress darstellt,

sollte in weiteren Studien untersucht werden.

Die antiinflammatorisch wirksamen T-regulatorischen Zellen wurden unter akutem
Stress vermehrt in ihre aktivierte Form der Memory T-regulatorischen Zellen tberfiihrt,
ohne dass sie proliferierten oder der FoxP3-Transkriptionsfaktor vermehrt exprimiert

wurde. Diese Ergebnisse suggerieren, dass antiinflammatorische Mechanismen durch
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die aktivierten T-regulatorischen Memory-Zellen, unter akutem Stress vermehrt zu
Einsatz kommen und in Zusammenhang stehen mit einer Hemmung der bereits oben

genannten, proinflammatorischen Zellen.

Der antiinflammatorisch  wirksame  Acetylcholinrezeptor alpha-7 zeigte auf
B-Lymphozyten als Vertreter der humoralen Immunantwort zum Ende der
Prufungsphase eine deutlich erniedrigte Expression, ohne dass sich die Zellzahlen der
B-Zellen veranderten. Dieser Mechanismus, also der Wegfall der antiinflammatorischen
Effekte des Rezeptors, konnte mitunter dafir verantwortlich sein, eine
Antikorperproduktion der B-Lymphozyten in der Phase nach einer Stressreaktion
mdglich zu machen. Dieser Zusammenhang konnte in weiteren Studien untersucht

werden.

Bei der Untersuchung der Zytokine Inteferon gamma, Interleukin-4 und -17 sowie TNF-
a konnte keine signifikante Entwicklung im Sinne eines in der Literatur beschriebenen
Anstieges der antiinflammatorischen und Abfall der proinflammatorischen Zytokine
unter Stress verzeichnet werden. Auch die plasmazytoiden und myeloiden
dendritischen Zellen wurden unter kombiniertem chronischem und akutem Stress weder
vermehrt noch vermindert aktiviert. Hierbei war moglicherweise die geringe
Stichprobenanzahl fir ungenaue Messungen verantwortlich. Eine grolRere
Teilnehmerzahl kdnnte einen hier wahrscheinlich stattgefundenen Zellverlust wahrend

der intrazellularen Farbung kompensieren und ware fir weitere Studien ratsam.
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ERGEBNISSE IN TABELLENFORM

Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) sowie Median der jeweiligen Zellpopulation

Zellpopulation Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2  Zeitpunkt 3
Gesamtzahl der T-Lymphozyten Kontrolle  Mittelwert + SD 52,31 +13,16 51,51+11,04 51,76 +15,55
in % Median 53,80 54,05 56,95
Stress Mittelwert + SD 51,79 + 15,49 50,75+ 15,05 44,42 + 16,30
Median 51,63 51,93 45,28
Zytotoxische T-Lymphozyten Kontrolle  Mittelwert + SD 18,05 + 6,48 17,48 £5,87 15,12 + 4,46
in % Median 18,00 17,80 14,50
Stress Mittelwert + SD 19,73 + 6,36 19,46 + 6,52 16,47 £ 7,04
Median 18,15 17,60 16,50
Gesamtzahl der T-Helferzellen Kontrolle  Mittelwert + SD 29,66 + 9,79 28,42 £ 6,63 31,34 +11,81
in % Median 29,45 29,05 32,35
Stress Mittelwert + SD 28,72 + 9,13 26,57 +9,47 24,06 + 9,30
Median 28,55 26,25 24,63
T-Helferzellen Typ 1in % Kontrolle  Mittelwert + SD 12,82 £9,2 9,75 + 8,82 14,02 + 9,82
Median 9,1 7,8 11,2
Stress Mittelwert + SD 11,0+ 7,34 8,53 £ 6,47 13,23 +7,82
Median 10,15 6,9 14,2
T-Helferzellen Typ 2 in % Kontrolle  Mittelwert + SD 0,43 £ 0,3 0,7 £0,55 0,56 £ 0,38
Median 0,3 0,6 0,5
Stress Mittelwert + SD 0,63 + 0,49 0,83+1,3 0,83+ 1,05
Median 0,5 0,35 0,45
T-Helferzellen Typ 17 in % Kontrolle  Mittelwert + SD 1,46 + 1,03 1,17 £ 0,73 1,76 £ 1,1
Median 1,1 1 15
Stress Mittelwert + SD 1,48 + 0,82 1,37 +0,8 2,14 +1,14
Median 1,3 1,25 2,55
Aktivierte T Helferzellen in % Kontrolle Mittelwert + SD 16,54 + 4,42 14,05 + 3,22 18,22 +5,01
Median 15,5 13,8 19,1
Stress Mittelwert + SD 15,94 + 3,8 14,20 + 3,54 16,81 + 4,29
Median 15,15 13,15 16,35
Regulatorische T-Lymphozyten Kontrolle  Mittelwert+ SD 6,11 +2,13 5,569 + 1,57 6,51+1,9
in % Median 6.3 5,7 6,7
Stress Mittelwert + SD 6,48 + 2,17 6,32 +£1,73 7,38 +1,97
Median 5,8 5,85 6,7
FoxP3 positive regulatorische Kontrolle Mittelwert + SD 1,36 + 1,12 1,72 +£1,49 1,12 £ 0,97
T-Lymphozyten in % Median 0,9 1,2 07
Stress Mittelwert + SD 2,3 £2,05 1,81+1,34 1,66 + 1,07
Median 1,45 1,65 1,45
CD45RA positive naive Kontrolle  Mittelwert £ SD 33,11 + 9,33 32,18 + 7,66 31,27 +9,4
regulatorische T-Lymphozyten in % Median 315 32,4 33,6
Stress Mittelwert + SD 34,61 +17,18 37,31+21,1 34,76 £ 16,74
Median 32,7 29,7 30,5
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Zellpopulation Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2  Zeitpunkt 3
CCR4 negative naive Kontrolle  Mittelwert + SD 34,14 +10,73 35,45+%7,7 33,26 £ 9,45
regulatorische T-Lymphozyten in % Median 313 33,2 31,2
Stress Mittelwert + SD 28,56 + 8,48 29,59 + 8,81 28,41 +9,09
Median 26,4 28,1 27,9
Cp45 positive QCR4 negative Kontrolle  Mittelwert + SD 42,2 + 12,07 45,03 £+ 9,25 41,06 + 13,07
?‘f‘l'_‘;?nrsr?gz'ﬁzrrﬁm Median 434 45 40,5
Stress Mittelwert + SD 40,22 + 14,65 42,37 +12,19 38,07 +9,13
Median 36,6 40,3 37,6
CD45RA negative regulatorische Kontrolle  Mittelwert + SD 67,3 £9,32 68,2 + 7,54 68,78 £ 9,89
Memory-T-Lymphozyten in % Median 69,3 68 67.2
Stress Mittelwert + SD 62,31 +23,01 63,23+21,02 66,47 +17,38
Median 68 70,8 70,1
CCRA4 positive regulatorische Kontrolle  Mittelwert £ SD 64,68 + 10,96 62,38 + 8,88 65,36 + 9,69
Memory-T-Lymphozyten in % Median 67.4 63.6 68,2
Stress Mittelwert + SD 70,33 + 8,93 69,31 +9,81 70,5+ 9,53
Median 72,5 71,4 70,65
CD45 negative CCRA4 positive Kontrolle  Mittelwert + SD 23,59 + 6,09 20,36 £ 5,47 23,72+7,2
fﬁ;ﬁgfj&grﬂﬁ'ﬁfry Median 22,3 19 23,4
Stress Mittelwert + SD 22,75 + 9,25 21,62 +7,46 24,23 + 6,49
Median 23,6 23,3 25
B-Lymphozyten in % Kontrolle  Mittelwert £ SD 12,83 £2,94 14,03 £5,74 11,59 £ 3,26
Median 12,00 12,50 11,50
Stress Mittelwert + SD 11,76 £+ 4,61 11,95 +5,46 10,91 +4,81
Median 11,50 11,45 9,35
Nattrliche Killerzellen in % Kontrolle Mittelwert + SD 9,06 + 4,44 8,18 + 4,22 7,48 + 4,07
Median 9 7,5 7,2
Stress Mittelwert + SD 10,64 + 3,96 8,3+3,52 9,49 + 4,15
Median 10,85 8,05 8,6
Gesamtzahl der Monozyten in % Kontrolle  Mittelwert + SD 8,61+ 3,17 9,90 + 4,58 11,20+ 2,73
Median 8,63 9,81 10,92
Stress Mittelwert + SD 9,76 + 4,61 8,93+ 4,89 13,12 + 5,53
Median 8,85 8,03 13,44
Klassische Monozyten in % Kontrolle  Mittelwert + SD 38,72 +12,93 37,96 +13,22 43,12 + 15,54
Median 37,4 41 48
Stress Mittelwert + SD 42,39+ 12,22 34,86 + 16,0 46,76 + 15,01
Median 40,95 34 49,6
Intermediare Monozyten in % Kontrolle  Mittelwert + SD 2,28 £ 0,84 2,81+1,39 2,43 +1,47
Median 2,2 2,3 2
Stress Mittelwert + SD 3,62 + 1,84 3,33+2,34 3,41 +£ 0,96
Median 4,05 2,75 3,65
Nicht-klassische Monozyten in % Kontrolle Mittelwert+ SD 2,1+1,16 1,8 +0,88 1,7+1,32
Median 2,3 1,7 1,3
Stress Mittelwert + SD 3,46 + 2,09 2,52 +1,39 2,59 +1,27
Median 3,2 2,3 2,5
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Zellpopulation Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2  Zeitpunkt 3
Tumornekrosefaktor-a positive Kontrolle  Mittelwert + SD 16,0 + 24,23 10,73 +24,97 12,75+ 22,32
Monozyten in % Median 8,6 2,8 5
Stress Mittelwert + SD 6,08 + 5,32 3,71+ 3,53 4,74 £ 2,94
Median 49 2,45 3,6
Plasmazytoide dendritische Zellen  Kontrolle  Mittelwert + SD 0,27 £ 0,19 0,3+£0,2 0,35+0,29
in % Median 0,22 0,23 0,24
Stress Mittelwert + SD 0,38 + 0,22 0,38 £ 0,26 0,47 £ 0,35
Median 0,35 0,31 0,38
Aktivierte Plasmazytoide Kontrolle  Mittelwert + SD 0,78 £ 0,49 0,63 £ 0,55 0,51+£0,76
dendritische Zellen in % Median 07 05 0.4
Stress Mittelwert + SD 0,86 + 0,74 0,75+ 0,66 0,46 + 0,38
Median 0,7 0,5 0,35
Nicht-aktivierte Plasmazytoide Kontrolle  Mittelwert + SD 98,02 £1,3 97,71 +1,81 97,95 +2,76
dendritische Zellen in % Median 983 98.2 98.9
Stress Mittelwert + SD 97,91 + 1,23 97,68 £+ 1,38 97,93 £ 2,68
Median 98,35 98,15 98,7
Myeloide dendritische Zellen Typ 1 Kontrolle  Mittelwert + SD 0,4 + 0,11 0,47 £ 0,16 0,43+0,13
in % Median 0,37 0,44 0,46
Stress Mittelwert + SD 0,46 + 0,18 0,51+0,2 0,59 £+ 0,29
Median 0,42 0,5 0,51
Aktivierte Myeloide dendritische Kontrolle  Mittelwert £ SD 27,67 £19,37 22,05+17,83 15,05+13,44
Zellen Typ 1in % Median 28,8 17,4 13,1
Stress Mittelwert + SD 17,25+ 15,41 15,82 +11,0 13,99 + 13,08
Median 9 14,65 7,6
Nicht-aktivierte Myeloide Kontrolle Mittelwert+ SD 71,81 +18,98 77,44 +17,29 84,46 +12,96
dendritische Zellen Typ 1in % Median 68 82,2 86.9
Stress Mittelwert + SD 82,33 +15,04 83,67 +10,47 85,68+ 12,8
Median 90,95 85,15 92,25
Myeloide dendritische Zellen Typ 2 Kontrolle  Mittelwert + SD 0,04 + 0,02 0,05 £ 0,02 0,04 £ 0,02
in % Median 0,04 0,04 0,04
Stress Mittelwert + SD 0,04 + 0,01 0,05 £+ 0,02 0,05 £ 0,02
Median 0,04 0,05 0,04
Aktivierte myeloide dendritische Kontrolle  Mittelwert + SD 15,31 +10,89 9,28 +5,91 6,8 £ 6,23
zellen Typ 2in % Median 12,6 8,9 6,3
Stress Mittelwert + SD 11,47 £ 7,34 8,74 + 4,92 9,64 + 6,58
Median 8,25 7,45 7,65
Nicht-aktivierte Myeloide Kontrolle  Mittelwert + SD 84,53 +10,79 89,95 + 5,58 93,04 +6,17
dendritische Zellen Typ 2 Median 87.4 011 937
Stress Mittelwert + SD 88,26 + 7,15 90,89 + 4,44 90,14 +6,3
Median 91,55 92,5 92,35
Interferon-gamma positive lebende Kontrolle  Mittelwert + SD 11,25 + 8,53 9,08 + 7,45 9,94 + 6,63
Zellen in % Median 7,8 6,3 10,3
Stress Mittelwert + SD 11,28 + 6,39 9,89 +7,61 11,36 + 5,05
Median 10,85 8,45 11,75
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Zellpopulation Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2  Zeitpunkt 3
Interferon-gamma positive Kontrolle  Mittelwert + SD 17,55+ 9,76 13,16 + 9,67 14,81 + 8,28
T-Lymphozyten in % Median 12,6 10,7 15,7
Stress Mittelwert + SD 15,53 + 8,68 13,06 + 8,87 15,78 + 6,24
Median 15,35 11,75 16,05
Interleukin-4 positive lebende Kontrolle  Mittelwert + SD 0,86 £ 0,54 0,89 £ 0,66 1,28+1,01
Zellen in % Median 0,9 1,1 1,1
Stress Mittelwert + SD 1,05+ 1,17 1,51 + 3,09 1,23+1,26
Median 0,7 0,7 0,75
Interleukin-4 positive T- Kontrolle  Mittelwert + SD 0,58 £ 0,31 0,74 £ 0,59 0,74 +0,58
Lymphozyten in % Median 0,7 0,6 0,6
Stress Mittelwert + SD 0,76 + 0,81 1,11 +2,34 0,81+0,91
Median 0,55 0,5 0,5
Interleukin-17 positive lebende Kontrolle  Mittelwert + SD 0,65 = 0,37 0,48 £0,17 0,71 £ 0,49
zellen in % Median 0,6 0,4 0,6
Stress Mittelwert + SD 0,69 + 0,6 0,64 £0,51 0,77 £ 0,46
Median 0,45 0,35 0,7
Interleukin-17 positive lebende T- Kontrolle  Mittelwert + SD 1,16 + 0,63 0,87 £0,35 1,16 £ 0,7
Lymphozyten in % Median 0,9 0.9 1.1
Stress Mittelwert + SD 1,11 +0,7 1,09 +0,73 1,32+0,61
Median 0,9 0,9 1,6
Tumornekrosefaktor-a positive Kontrolle  Mittelwert £ SD 18,57 £11,73 15,17 £12,37 19,51 +£10,88
lebende Zellen in % Median 145 9.9 175
Stress Mittelwert + SD 15,45 + 7,64 12,35+ 8,17 17,79 £ 7,64
Median 18,1 11,05 17,1
Tumornekrosefaktor-a positive Kontrolle Mittelwert + SD 29,63 +11,52 22,35+14,43 27,85+12,62
lebende T-Lymphozyten in % Median 265 18 265
Stress Mittelwert + SD 23,73 +10,38 19,72+9,6 26,8 +10,19
Median 28 19,35 28,05
Tumornekrosefaktor-a positive Kontrolle  Mittelwert + SD 23,16 + 13,54 16,49 + 14,37 25,63 + 14,62
lebende T-Helferzellen in % Median 21.6 126 29
Stress Mittelwert + SD 20,12 + 13,01 14,79 +10,82 25,54 + 16,2
Median 21,75 15,65 26,35
nAChRa7 auf T-Lymphozyten in % Kontrolle  Mittelwert + SD 3,15 + 3,53 2,99 + 3,81 2,99+28
Median 1,5 1 1,9
Stress Mittelwert + SD 2,13 + 2,87 2,06 £3,41 1,81 +2,03
Median 1,1 1,1 1,15
nAChRa7 auf B-Lymphozytenin % Kontrolle  Mittelwert + SD 4,21 + 2,48 3,812,222 55+4,19
Median 3,3 3,9 4.7
Stress Mittelwert + SD 3,46 + 2,16 3,4+2,36 2,85+1,75
Median 2,8 2,4 2,4
nAChRa7 auf T-Helferzellen in % Kontrolle  Mittelwert + SD 2,79 +2,55 2,69+2384 2,9+2,26
Median 1,6 1,6 2,1
Stress Mittelwert + SD 2,11 + 2,42 1,9+2,65 191+1,7
Median 1,2 1,4 1,45
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Zellpopulation Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2  Zeitpunkt 3
nAChRa7 auf Natirlichen Kontrolle  Mittelwert + SD 3,75 £ 3,44 3,28 + 3,36 3,69 + 2,26
Killerzellen in % Median 27 26 31
Stress Mittelwert + SD 2,62 + 3,47 2,28 +2,31 3,14+ 2,7
Median 1,3 1,8 2,35
nAChRa7 auf Monozyten in % Kontrolle  Mittelwert + SD 9,65 + 11,7 11,1 +11,48 16,29 + 16,6
Median 4,1 10 9,3
Stress Mittelwert + SD 5,98 + 10,7 8,13+ 17,26 7,29 £8,71
Median 2 3,05 2,15

Tabelle 16: Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) sowie Median der jeweiligen Zellpopulation bzw

Rezeptoren auf Zellen in % zum jeweiligen Messzeitpunkt.

P-Werte der jeweiligen Zellpopulation

Zellpopulation

p-Werte

Gesamtzahl der T-Lymphozyten

0,05 (0,04995)

Zytotoxische T-Lymphozyten 0,875
Gesamtzahl der T-Helferzellen 0,034
T-Helferzellen Typ 1 0,945
T-Helferzellen Typ 2 0,536
T-Helferzellen Typ 17 0,643
Aktivierte T-Helferzellen 0,318
Regulatorische T-Lymphozyten 0,533
FoxP3 positive regulatorische T-Lymphozyten 0,279
CD45RA positive naive regulatorische T-Lymphozyten 0,695
CCR4 negative naive regulatorische T-Lymphozyten 0,921
CD45 positive CCR4 negative naive regulatorische T- Lymphozyten 0,899
CD45RA negative regulatorische Memory-T-Lymphozyten 0,715
CCR4 positive regulatorische Memory-T-Lymphozyten 0,809
CD45 negative CCR4 positive regulatorische Memory T-Lymphozyten 0,462
B-Lymphozyten 0,576
Naturliche Killerzellen 0,308
Gesamtzahlt der Monozyten 0,362
Klassische Monozyten 0,326
Intermediare Monozyten 0,332
Nicht-klassische Monozyten 0,54

Tumornekrosefaktor-a positive Monozyten 0,507
Plasmazytoide dendritische Zellen 0,824
Aktivierte plasmazytoide dendritische Zellen 0,064
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Zellpopulation p-Werte
Nicht-aktivierte plasmazytoide dendritische Zellen 0,965
Myeloide dendritische Zellen Typ 1 0,217
Aktivierte myeloide dendritische Zellen Typ 1 0,197
Nicht-aktivierte myeloide dendritische Zellen Typ 1 0,1
Myeloide dendritische Zellen Typ 2 0,573
Aktivierte myeloide dendritische Zellen Typ 2 0,13
Nicht-aktivierte myeloide dendritische Zellen Typ 2 0,16
Interferon-gamma positive lebende Zellen 0,825
Interferon-gamma positive T-Lymphozyten 0,622
Interleukin-4 positive lebende Zellen 0,823
Interleukin-4 positive T-Lymphozyten 0,013
Interleukin-17 positive lebenden Zellen 0,701
Interleukin-17 positive T-Lymphozyten 0,525
Tumornekrosefaktor-a positive lebende Zellen 0,909
Tumornekrosefaktor-a positive T-Lymphozyten 0,568
Tumornekrosefaktor-a positive T-Helferzellen 0,783
nAChRa7 auf T-Lymphozyten 0,653
nAChRa7 auf B-Lymphozyten 0,123
nAChRa7 auf T-Helferzellen 0,852
nAChRa7 auf NK-Zellen 0,76
nAChRa7 auf Monozyten 0,635

Tabelle 17: P-Werte der jeweiligen Zellpopulation. Es wurde die unterschiedliche Entwicklung der Stress-

im Vergleich zur Kontrollgruppe Uber den Gesamtzeitraum der Studie in Hinblick auf ihre Signifikanz

untersucht
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