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Einleitung

1 Einleitung

Wechselwirkungen des Nervensystems, des Hormomsgsiad des Immunsystems werden im
interdisziplinaren Feld der Psychoneuroimmunolagferscht. Ein Hauptaugenmerk richtet sich
hierbei auf Untersuchungen zu den Auswirkungenpsythischen Belastungen auf unsere
Immunfunktionen (Glaser et al. 2005, Ader 2007).

Eine Vielzahl von kontrollierten Untersuchungendgg) dass Stress das menschliche
Immunsystem und dessen Funktion entscheidend hessh{Ader 2007). So geht psychischer
Stress mit einer erhdhten Infektanfalligkeit undegiBegunstigung der Entstehung und
Ausbreitung von Tumoren einher (Schedlowski e2@06), wahrend er gleichzeitig eine Rolle
in der Entstehung von Autoimmunkrankheiten zu gpieicheint (Herrmann et al. 2000,
Srivastava et al. 2010). Des Weiteren ist einetggachte Abwehrreaktion nach Impfung sowie
eine verzogerte Wundheilung unter mentalen Streadoeschrieben (Glaser et al. 2005, Ader
2007). Ein tieferes Verstandnis dieser Zusammeri&acspricht eine Erweiterung

beziehungsweise Ergénzung bisheriger Therapieagtion

Es gibt bereits umfassende Erkenntnisse lber stdesserte Veranderungen des angeborenen
Immunsystems. Das am besten belegte Beispielasiutich akuten psychischen Stress
ausgeldste Mobilisierung von nattrlichen Killereellin das periphere Blut (Segerstrom et al.
2004). Sie wird als adaptiver Prozess zur kurafjest Optimierung der angeborenen Immunitat
angesehen.

Bisher wurden Auswirkungen psychischer Belasturagdrdas erworbene, adaptive
Immunsystem hingegen nur unzureichend untersuachtzarhandene Daten liefern teils
widersprtchliche Ergebnisse (Segerstrom et al. R@ié Verteilung und die Funktion von T-
Lymphozytensubpopulationen im peripheren Blut slaiei von besonderem Interesse, da die
T-Zellen als heterogene Gruppe von Immunzellenverschiedenen Funktionen, eine
Schlusselrolle in der erworbenen Immunitat spielene Vielzahl von Autoimmunkrankheiten
ist mit Defekten in der T-Zell-Funktion assozii€rtamanouchi et al. 2007, Anderson et al.
2008, Costantino et al. 2008) und man konnte effiefluss psychischer Stressoren auf
Autoimmunerkrankungen, wie Asthma bronchiale (Wrig0b05, Schreier et al. 2011),
Rheumatoide Arthritis (Straub et al. 2005) und Nt Sklerose (Mohr et al. 2004) zeigen.

Dennoch sind die zu Grunde liegenden Mechanisnaht aufgeklart. Es handelt sich um ein
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Thema mit hoher klinischer Relevanz, das die Rat®fiir eine therapeutische Beeinflussung
von immunologischen Funktionen und Krankheitsvddauwurch soziale oder psychologische

Interventionen sowie neu entwickelte Immuntheraidshen konnte.

In friheren Studien zu diesem Thema konnte eiesstrduzierte, selektive Umverteilung
konventioneller T-Zell-Subpopulationen beobachtetden. Dabei wurden antigenerfahrene
Effektor-T-Zellen ins periphere Blut mobilisiertoingegen naive und zentrale
Gedachtniszellen scheinbar im lymphatischen Gewahbi#&kgehalten wurden (Atanackovic et
al. 2006). Diese Beobachtung starkt die These, emsater akutem Stress vor allem zu einer
Mobilisation von Effektor-T-Zellen ins periphereuBlkommt, welche in Folge um so rascher in
peripheres Gewebe migrieren kdnnen, um dort eifeiktefe Immunantwort zu gewahrleisten.
Diese Vorbefunde werfen allerdings auch die Frageab auch Nattrliche Killer T-Zellen
(NKT-Zellen) und gammadelta-T-Zellemo( T-Zellen), die in Teilen ebenfalls als hochpotente
Effektorzellen gelten (Kabelitz et al. 2007) unddan unkonventionellen T-Zellen z&hlen, unter

akutem psychischem Laborstress ins periphere Bililisiert werden.

Neben konventionellen T-Zellpopulationen (Clihd CD8 T-Zellen) existieren
unkonventionelle T-Lymphozyten, die zwar eine kéggPopulation ausmachen, aber ebenso
zur Abwehr beitragen. Eine vorangegangene Analgsate bereits den Einfluss von
psychologischem Stress auf eine Untergruppe unkdiovesller T-Zellen darlegen, der in den
letzten Jahren das besondere Interesse der imngischen Forschung gilt, den regulatorischen
T-Zellen (Treg). Von Tregs spricht man bei eineb@apulation von T-Zellen, deren Funktion in
der Unterdrickung der Aktivierung einer Immunantinord damit in der Regulation von
Selbsttoleranz besteht. Unsere Arbeitsgruppe kaginen Abfall CD4/ FOXP3 regulatorischer
T-Zellen unter kurzzeitigem Laborstress und soimié &ktivierung der Immunantwort durch
verminderte immunregulatorische Aktivitat darledEreier et al. 2010). Neben den CD4/
FOXP3-exprimierenden Tregs zéhlen jedoch auchReilkee weiterer Lymphozyten-
subpopulationen zu den unkonventionellen T-Zelgr,NKT- undys-T-Zellen, die ebenfalls
wichtige immunologische Funktionen ausiben. Bisiegen zu den genannten T-Zell-

Subpopulationen keine Daten beziglich ihrer Relgibgegentber psychischem Stress vor.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher nahezarknisse zu stressinduzierten

Veréanderungen in der T-Zell-vermittelten, adapti&munitat zu gewinnen.
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2 Grundlagen

2.1 Psychoneuroimmunologie

Die Psychoneuroimmunologie (PNI) beschreibt eirglachsweise junges, interdisziplinéres
Forschungsfeld, das Immunologie, Psychologie, Endologie, Physiologie, Psychiatrie und
Neurowissenschaften gleichermal3en integriert. Wexden in unterschiedlichen Ansétzen die
Interaktionen zwischen dem zentralen NervensysiMs], dem endokrinen System und dem
Immunsystem, sowie deren Einfluss auf Gesundhelitdrankheit untersucht (Glaser et al.
2005, Ader 2007).

Der Begriff wurde mal3geblich von Robert Ader undhdilas Cohen geprégt, den Pionieren des
Fachs, die bereits 1975 am Tierversuch mit Raftenedirekten Einfluss psychischer
Konditionierung auf die Immunantwort zeigen konntgrd damit einen entscheidenden Schritt
taten, um eine Interaktion zwischen ZNS und Immstey nachzuweisen (Ader et al. 1975).
Eine Arbeitsgruppe aus Essen konnte fast drei éahte spater zeigen, dass dieses Modell auf
den Menschen Ubertragbar ist. Ihnen gelang derwgshdass sich die Immunantwort durch
einen Placeboeffekt auch beim Menschen unterdriiéssn (Goebel et al. 2002).

Neben Untersuchungen zu Verhaltenseinflissen aufndaunsystem sind die Auswirkungen
von Stress auf unsere Abwehr zu einem zentraleschongsgegenstand im Bereich der
Psychoneuroimmunologie geworden. So lagen alleitdntersuchung der komplexen
Zusammenhange von Stress und Immunsystem beim Kem$&ereits 2004 Gber 300 Studien
zur Untersuchung fir eine Metaanalyse vor. Sietiefjute Evidenz, dass psychischer Stress in

der Tat verschiedenste Immunfunktionen modifizidkann (Segerstrom et al. 2004, Ader 2007).

Die vormals streng dualistische BetrachtungswemseKorper und Psyche ist durch die
gewonnenen Erkenntnisse tberholt. Man weil3, dass ufidl Immunsystem eng miteinander
verknupft sind und keineswegs als unabhangige Bystanktionieren (Wrona 2006, Ader
2007). So erhalt das ZNS Informationen vom Immutgsysund vice versa modulieren
Informationen aus dem Gehirn immunologische Fumnieio Hauptziel dieser Interaktionen ist
der Erhalt der Homdostase und damit unserer Gegitr@enkov et al. 2000).
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2.2 Psychophysiologische Stresskonzepte

Wie definiert man Stress? Stress ist ein wesertli¢leil unseres modernen Lebens und wéhrend
er fur Einzelne anregend ist, bedeutet Stress fioafie groRe Mehrheit der Menschen eine Last
(Nitsch 1981, Dhabhar 2003). So hat dieser Termimdisiduell unterschiedliche Bedeutung, ist
aber in unserer Gesellschaft eindeutig negativfirethand wird umgangssprachlich recht
einheitlich zur Bezeichnung alltaglicher Belastwitystionen verwendet.

Die Allgegenwart des Stressphanomens spiegeliagich in der Vielfalt wissenschaftlicher
Stresskonzepte wieder. Hier gibt es drei wesentirdierschiedliche Ansatze - die biologische,
psychologische und soziologische Stressforschumgnéchfolgende Auswahl befasst sich mit
dem Begriff Stress aus biologischer Sicht.

Eine erste Stresstheorie lieferte der amerikanigttysiologe Walter B. Cannon 1914 (Cannon
1914). Noch vor der begrifflichen Einfihrung vomeSt beschrieb er die sogenannte
Notfallreaktion bei der Konfrontation mit physischeder psychischen Belastungen. Er
beobachtete eine Erregung des sympathischen Ngstenss bei gleichzeitiger Hemmung des
parasympathischen Nervensystems zur BereitsteltangRessourcen, die es dem Individuum
ermoglichen zu kdmpfen oder zu fliehen. Die ,FighFlight” - Reaktion versetzt den Korper in
Alarmbereitschaft, vermittelt Gber eine Aktivierudgs Sympathikus mit nachfolgender
Ausschuittung von Katecholaminen aus dem Nebenmedaund postsynaptischer
Nervenenden (Schedlowski 1994). Die Notfallreaktitent der Mobilisierung von Energie zum

Erhalt beziehungsweise der Wiederherstellung dendtstase.

1936 entlehnte Hans Selye den Begriff Stress auBlaesik um die ,,unspezifische Reaktion des
Kdrpers auf jegliche Anforderung® zu benennen (8dl936). Er begriindete die Lehre vom
Adaptationssyndrom fir stressbedingte Reaktionsrk@epers. Als charakteristische
Veranderungen beschrieb Selye die Symptomtria¥atgrol3erung der Nebennierenrinde,
Atrophie lymphatischer Organe und Magen-Darm-UlzEBrabeobachtete im Tierversuch, dass
verschiedenste Belastungen (Hitze, Kalte, Elekirosks, kdrperliche Immobilisierung) zur
gleichen, unspezifischen Reaktion fihrten und salStresstrias als allgegenwartiges Zeichen
korperlicher Schadigung bei Belastung und damibhjsktiven Stressindikator.

Das allgemeine Adaptationssyndrom nach Selye ekéltisich in drei Phasen: einer ersten

Alarmreaktion, gefolgt von einer Phase der Gegemi@tderstandsphase) und schlie3lich der
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Erschopfung, mit irreversiblen Schadigungen biszoim Tod (Selye 1950). Hans Selye
definierte Stress demnach als unspezifische Rea#ligs Organismus auf jegliche Form von

Anforderung.

Das Konzept der Unspezifitat der Stressreaktiordewielfach angezweifelt und durch John
Mason 1971 revidiert. Denn er stellte eine Streddren nur dann fest, wenn Stressoren den
Organismus gleichzeitig auch in einen Zustand ddré@motionaler Erregung versetzten. Die
begleitende Erregung galt fir ihn als Hauptmedid&arStressreaktion. Mason definierte Stress
demnach als eine sehr spezifische Anpassungsleiesm@rganismus unter Einbezug der
emotionalen Reaktion (Mason 1971).

Ein integrativer Definitionsansatz von Seymour Inevund Holger Ursin 1991 definiert Stress
als integralen Teil eines adaptiven biologischest&ys, wobei diese Adaptation notwendig ist,
um sich an standig andernde Umweltbedingungen assep. Dabei werden drei
Hauptkomponenten unterschieden: Stessstimulusssgerbeitendes System und Stressantwort
(Levine et al. 1991). Eine &hnliche Definition legeéhabhar und McEwen 1997 ihren

Ausfuhrungen zu Grunde.

Trotz jahrzehntelanger Forschungen zu verschiedesipekten von Stress konnte die
Wissenschaft bislang keinen zufriedenstellendenskéna beziiglich der Definition von Stress
finden. Es handelt sich nicht um einen einheitlich@ézisen, wissenschaftlichen sondern
vielmehr einen unspezifischen Begriff. In allgensgiform hat Stress etwas mit der Anpassung
von Lebewesen an ihre jeweilige Umwelt zu tun - mgwest hierin besteht weitgehende
Ubereinstimmung (Nitsch 1981).

Die meisten neueren psychoneuroimmunologischeneétud diesem Thema definieren Stress
simpel als Lebensumstande, die von der Mehrzahindgriduen als stressig empfunden werden
und somit als Stressoren zu bezeichnen sind (Segarst al. 2004). Als Stressoren werden
hierbei in der Regel Stimuli bezeichnet, welcheHypothalamus-Hypophysen-Nebennieren
(HPA) -Achse und/ oder das sympathische Nervensy§&NS) aktivieren, um den Organismus
physiologisch auf die Abwehr einer moglichen Bednudp vorzubereiten (Black 2003).
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2.3 Wege der Kommunikation zwischen zentralem Nervensysm, Immunsystem und

neuroendokrinem System

Es handelt sich um ein komplexes Netzwerk bidiggldler Signale zwischen dem ZNS und dem

Immunsystem. Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebenmé&@hse und das Autonome

Nervensystem stellen zwei Hauptwege der Kommurgkadiar (Wrona 2006).

Stressoren kdnnen beide Systeme aktivieren und gamai Ausschittung von Hormonen aus der

Hypophyse und den Nebennieren bewirken. Fastralteunzellen besitzen Rezeptoren fir eines

oder mehrere dieser Stresshormone. Der Einflusdasifmmunsystem kann also direkt Uber die

Rezeptorbindung an der Zelloberflache oder inditdldr Botenstoffe, wie Neurotransmitter,
Neuropeptide oder Zytokine erfolgen (Glaser e2@05, Schedlowski et al. 2006, Ader 2007).
Auf der anderen Seite kdnnen auch Immunzellen selbsnone wie ACTH, Prolaktin und
Wachstumshormon produzieren (Weigent et al. 199&3. Immunsystem und das
neuroendokrine System nutzen demnach gemeinsamatulesh sowie gemeinsame
Rezeptoren. Zusatzlich konnte tierexperimentellndierale Versorgung von primaren und
sekundéaren lymphatischen Organen mit noradrenéMgevenfasern dokumentiert werden
(Felten et al. 1987, Stevens-Felten et al. 199i8 finktionellen Zusammenhénge dieser
morphologischen Beobachtung wurden beispielsweaisehdoperative Denervierung im
Tierversuch belegt (Madden et al. 1995).

Nicht zu vergessen ist das Verhalten, welches alisiiinfluss auf unser Immunsystem hat.
Menschen unter Stress schlafen schlechter, erniuieningesinder, trainieren weniger und
neigen zu Alkohol- und Nikotinabusus. Auf diesemg&/&ann eine psychische
Belastungssituation ebenfalls das Immunsystem nelge¢influssen und die Anfalligkeit fur
Krankheiten steigern (Glaser et al. 2005, Ader 2007

2.3.1 Die HPA-Achse

Eine bidirektionale Kommunikation zwischen dem m&mdokrinen System und dem
Immunsystem uber die Hypothalamus-Hypophysen-NabesmAchse wurde erstmals 1975
beschrieben (Besedovsky et al. 1975). Hierbei Hardesich um eine physiologische
Feedbackschleife zwischen ZNS (Hypothalamus) ukdlamen Organen (Hypophyse,
Nebennierenrinde) zur Regulation der Ausschittiomg®@lukokortikoiden.

Es ist belegt, dass die HPA-Achse durch die GabeZybokinen, wie IL-1, IL-6 oder IFNe
aktiviert und zur Hormonsekretion angeregt werdamnk Zellen des paraventrikularen Nukleus

10
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des Hypothalamus schitten daraufhin vermehrt Garapin-releasing Hormon (CRH) aus
(Armario 2006). CRH seinerseits stimuliert die Begzung von Adrenocorticotropem Hormon
(ACTH) aus dem Hypophysenvorderlappen und schihbltlie Synthese und Sekretion von
endogenen Glukokortikoiden aus der NebennierenrindeFreisetzung von Glukokortikoiden
durch die Aktivierung der HPA-Achse findet jedoah,Vergleich zur sympathischen
Aktivierung, zeitlich verzogert statt.

Allgemein werden glukokortikoide Stresshormoneimsiunsuppressiv betrachtet und klinisch
als antiinflammatorische Agenzien verwendet. Kéepgne Glukokortikoide, wie Cortisol,
kénnen aber sowohl immunsuppressive, als auch imtimulierende Effekte vermitteln
(Sapolsky et al. 2000). Neuere Studien zeigen, Gadsokortikoide in physiologischer
Konzentration zudem eine immunmodulierende Wirkiibgr einen Shift von Thl- zu Th2-
Zytokinen entfalten, eine Allergie vom Spattyp (TiAllergie nach Coombs und Gell)
verstarken kdnnen und die angeborene ImmunitatrgBg&terien und Viren regulieren
(Sternberg 2001, 2006). Aber auch die Hypophysenboe, das Wachstumshormon und

Prolaktin, kénnen eine Vielzahl immunologischer Kionen beeinflussen (Hooghe et al. 1993).

Eine Uberschiessende Bildung von Stresshormonem&aeiner erhohten Infektanfalligkeit
fuhren, wahrend eine inadaquate Produktion ihrerseitzindliche Erkrankungen,
Autoimmunkrankheiten und Allergien begunstigt. Auatrogene Stérungen der HPA-Achse,
beispielsweise durch chirurgische oder pharmaketbg Interventionen, steigern im
Tierversuch die Infektanfalligkeit und Mortalitabiw Mausen, wobei andererseits eine
Behandlung mit exogenen Glukokortikoiden oder éigpothalamustransplantation diese
Effekte umkehrt und die Mortalitat senkt (Sternb2096).

2.3.2 Das Sympathische Nervensystem (SNS)

Die Aktivierung des sympathischen Nervensystenagrfiber Neurone im Hirnstamm im
Bereich des Locus coeruleus und fuhrt zur Aussahgtter Katecholamine Adrenalin und
Noradrenalin aus terminalen sympathischen Nervagenden und dem Nebennierenmark. Es
gibt nachweislich eine direkte sympathische Inngoweader primaren und sekundaren
lymphatischen Organe (Shimizu et al. 1994, Elerddoal. 2000). Katecholaminerge Effekte
werden durclu- undp-adrenerge Rezeptoren vermittelt und zeigen sichittelbar unter

Einfluss eines Stressors, das heil3t innerhalb veemgnuten (Herbert et al. 1994).

11
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Adrenalin und Noradrenalin bewirken eine Bandbrgiltgsiologischer Veranderungen, wie eine
Erhdéhung der Herzfrequenz, eine verbesserte Satfeessorgung des Korpers, eine Steigerung
der Durchblutung von Muskeln und Gehirn sowie dezditstellung von Zucker durch die Leber
(Schedlowski 1994). All diese Reaktionen bereiten Horper in Notsituationen auf eine ,Fight
or Flight* - Reaktion vor. Aber auch Lymphozytendusindere Immunzellen exprimieren
Adrenorezeptoren und werden so von zirkulierendategholaminen beeinflusst. Adreno-
rezeptoren finden sich nachweislich auf NK-ZellBrZellen und CD4 und CD8-T-
Lymphozyten (Landmann 1992, Schedlowski 1994). dag Immunsystem entfalten
Katecholamine immunstimulierende aber auch immupieessive Wirkung. Auch ihnen wird
somit eine immunomodulatorische Wirkung zugesprock® scheinen Katecholamine ebenso
wie Glukokortikoide die Thl-Immunantwort und dahi¢ zellulare Immunitat zu supprimieren

und zu einem Th2-Shift hin zur humoralen Immurat@fihren (Elenkov et al. 2000).

2.4 Funktionen des Immunsystems

Das menschliche Immunsystem schiitzt den OrganisoruSchaden durch eindringende
Mikroorganismen wie Bakterien, Viren, Pilze oderdaiten. Auch eine immunologische
Kontrolle der Entstehung und Fortentwicklung voreBserkrankungen wird angenommen. Far
diese immunologischen Grundfunktionen ist es esdemtass unser Kérper zwischen Selbst
und Fremd zu unterscheiden vermag und eine effejigedoch nicht tiberschiel3ende
Immunreaktion erfolgt. Gibt es hier Defizite, sasahen Autoimmunkrankheiten und Allergien.
Speziell fir das Verstandnis der Zusammenhéangechetispsychosozialen Stressoren und dem
Immunsystem ist es notwendig zwischen der angebarand der erworbenen Immunitat zu

unterscheiden.

Dasangeborene Immunsystetbildet eine erste Verteidigungslinie und entfadteine Wirkung
sehr schnell (innerhalb von Minuten bis Stundemktaber unspezifisch auf verschiedenste
Pathogene. Zu den protektiven Mechanismen zahleSa&eschutzmantel der Haut, Lysozym,
das Komplementsystem und zellulare BestandteilePegozyten, Naturliche Killerzellen (NK-
Zellen) sowie Zytokine. NK-Zellen, als Teil der afgprenen Immunitét, haben grol3e Bedeutung
in der frithen Phase der Virusinfektion, noch belierspezifische Abwehr Wirkung zeigt. Sie

erkennen zusatzlich kdrpereigene, entartete Zalehgreifen diese direkt an. Nach Exposition
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gegeniber Stress konnte verlasslich ein AnstiegN#eZellzahl sowie eine verstarkte
Zytotoxizitat im Blut nachgewiesen werden (Segerstet al. 2004)

Die wesentlichen Merkmale derworbenen, adaptiven Immunitéind deren Spezifitat sowie
die Ausbildung eines Gedéachtnisses bei gleichzed@rgdgertem Wirkungseintritt im Vergleich
zu den oben beschriebenen Mechanismen. Besteheranam zellularen und einem humoralen
Anteil, reagiert das erworbene Immunsystem immégeanvermittelt und damit hochspezifisch.
T-Lymphozyten besitzen Rezeptoren auf lhrer Zelitsbehe, wéhrend B-Lymphozyten als
sogenannte Plasmazellen frei zirkulierende Rezeptdmmunglobuline) bilden und den
humoralen Teil ausmachen. In der zellularen, adaptimmunitat spielen T-Zellen die
Schlusselrolle.

2.5 Stress und sein Einfluss auf unser Immunsystem

Verschiedene Stressoren kbnnen das Zusammenspi€IN®, endokrinem System und
Immunsystem stéren und zu einer Dysregulation ehendnantwort und damit zu Krankheit
fuhren.

Zunachst verbreitete sich der Glaube, dass Steesstnimunsystem generell supprimiert.

Heute weild man, dass Stress zu Immunsuppressiarmiinter Anfalligkeit fur Infektionen

fuhrt, sich gleichzeitig aber auch entzindlicher&nkungen, wie Psoriasis, Arthritis und
Asthma bronchiale unter Stress verschlechtern kdfwelche sich unter Immunsupression
verbessern solltenus diesem Paradoxon entstand die Hypothese, diess 8inen
bidirektionalen Einfluss auf unser Immunsystem hafeiss, der unsere Abwehr sowohl
schwachen als auch starken kann (Dhabhar 2009jibEzahlreiche Hinweise, dass akuter
Stress heilende, adaptive Effekte vermittelt (Sslpokt al. 2000), wahrend Langzeitstress
gesundheitsschadlich sein kann (Dhabhar et al.ld,%8apolsky et al. 2000, Dhabhar 2003,
Glaser et al. 2005).

Eine Differenzierung von Stress nach dessen Dawintensitat ist daher essentiell. Stressoren
werden beispielsweise in akute, zeitlich limitiewted chronische Stressoren unterschieden
(Segerstrom et al. 2004). Wahrend akuter Stres&uer Dauer (Minuten bis wenige Stunden)
ist, halt chronischer Stress meist Gber Tage lbighiMonaten und Jahren an.

Unter chronischem Stress zeigten sich in Studignnfiuenzaviren mit alteren Probanden klare

Defizite sowohl in der zellularen als auch in demoralen Abwehr (Kiecolt-Glaser et al. 1996).
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Auch bei jungen, gesunden Probanden wurde unterEdefiuss chronischer Stressoren eine
abgeschwachte Immunantwort nach Impfung mit Infhaeren (Miller et al. 2004), Hepatitis B-
Viren, Rotelnviren und Pneumokokken dokumentietagér et al. 1992, Morag et al. 1999,
Burns et al. 2002). Zusatzlich wurden haufiger lRéille oder Reaktivierungen von Herpes
simplex- (Cohen et al. 1999, Glaser et al. 200p)t&n-Barr- und Cytomegalievirusinfektionen
beobachtet (Glaser et al. 2005). Gut belegt iserudine beachtliche Verzégerung der
Wundheilung unter Stress durch eine gestérte Ptaugroinflammatorischer Zytokine, wie
IL-1 und TNFa (Kiecolt-Glaser et al. 1995, Marucha et al. 1998).

Chronischer Stress hat demnach vielféaltige, geseitstklevante Folgen. Er fihrt nachweislich
zu erhohter Infektanfalligkeit, abgeschwachter lregktion, Reaktivierung latenter
Virusinfektionen und verzogerter Wundheilung (Glasteal. 2005).

Betrachtet man die Studienlage zu Auswirkungenakartem psychischem Stress auf die
zellularen Funktionen des Immunsystems, so konisteebein Anstieg von NK-Zellen und
grol3en, granulierten Lymphozyten im peripheren Bhatbesten belegt werden (Segerstrom et
al. 2004). Diese Beobachtung unterstitzt die Theess akute Stressoren zu einer Umverteilung
der Immunzellen in die Kompartimente fihren, woagie effektivsten der Abwehr dienen. Fir
B-Lymphozyten und T-Helferzellen konnte eine solthmverteilung metaanalytisch bisher

nicht iberzeugend gezeigt werden, wéahrend zytatbgid -Zellen im peripheren Blut
zuverlassig anstiegen (Segerstrom et al. 2Q04hatzlich konnten eine Reihe stressinduzierter
funktioneller Effekte nachgewiesen werden. So sty Zytotoxizitat von NK-Zellen

signifikant an, wahrend es zu einem Abfall derogn-induzierten Proliferation von B- und T-
Zellen kommt. Schlief3lich wurde unter akutem Stesse verstarkte Zytokinproduktion von IL-

6 und IFNy beobachtet. So schlussfolgern Segerstrom undniléess akuter Stress zu einer
Starkung der angeborenen Immunitat bei gleichzgifgptentieller Schwachung der spezifischen
Abwehr fuhrt (Segerstrom et al. 2004).

Widersprichlich erscheint jedoch die Beobachtung®signifikanten Anstiegs von
sekretorischem Immunglobulin A im Speichel unteutakn Stress. Auch dieser Effekt scheint
auf einer Umverteilung von Immunzellen, in dieseafl fedoch Plasmazellen, als Teil der
spezifischen Abwehr, zu beruhen. Denn die Daueteal&tressoren ist zu kurz fur eine
mdgliche Neusynthese (Bosch et al. 2002). Zudemnteodie Arbeitsgruppe um Dhabhar im
Tiermodell eine stressinduzierte Umverteilung vegellen in die Haut und anderer Orte der

Immunaktivierung (beispielsweise nach Implantagores Fremdkorpers) beobachten sowie
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eine verbesserte Impfantwort unter akutem Streddlamit eine Starkung auch adaptiver
Immunfunktionen zeigen (Dhabhar et al. 1997a, Visathan et al. 2005). Diese stressinduzierte
Leukozytenwanderung kann eine verstarkte Immunegtioin wahrend Operationen,
Impfungen oder Infektionen vermitteln, gleichzeiiger auch die Immunopathologie im Falle
von Inflammation und Autoimmunerkrankungen versantiern. Auch die kurzlich beobachtete
Umverteilung peripher zirkulierender T-Zellen stédie Bedeutung des erworbenen
Immunsystems unter akuten Belastungssituationeangitkovic et al. 2006, Freier et al. 2010)
und damit die These, dass akuter Stress im Simee gright or Flight* - Reaktion zur
optimalen Bereitstellung von Ressourcen sowohbdgeborene als auch die erworbene
Immunitat starkt. Sie zeigt, dass quantitative Yidegtungen peripherer Immunzellen als
Umverteilung in verschiedene Kompartimente infolga Migrationsvorgangen betrachtet

werden mussen.

2.6 Spezielle Grundlagen zur erworbenen, zellularen Immnitat
2.6.1 T-Zell-vermittelte Immunitéat

T-Zellen entwickeln sich aus Vorlauferzellen desoklmenmarks und wandern als Thymozyten
Uber die Blutbahn im Bereich der Rinden-Mark-Greimzden Thymus ein. Hier findet die
Differenzierung und Reifung der Zellen statt, begi@ entstandenen T-Lymphozyten (T-Zellen)
aus dem Thymus emigrieren um andernorts ihre Famlgiiszuiben. Die Reifung im Thymus
dauert maximal 4-5 Tage und umfasst neben deripasiSelektion der Zellen, die spater
entweder MHC |- oder MHC II-Molekiile erkennen kon(€D8" oder CD4 T-Zellen) auch die
Negativselektion von autoreaktiven Zellen und dmvicklung regulatorischer Funktionen in
Subpopulationen wie NKT-Zellen oder anderen reguisehen T-Zellen (Roitt et al. 1995).

T-Zellen emigrieren wahrscheinlich sowohl Gber Bag als auch tGber die Lymphbahnen
(Weinreich et al. 2008) und gelangen so zu denrsien lymphatischen Organen um
anschlieBend im Blut zu rezirkulieren, bis sie gf}lich auf ihr spezifisches Antigen treffen. Sie
sind gekennzeichnet durch einen membranstandigéglliezeptor (TZR) und kdnnen Antigene
nur als Antigen-MHC-Komplex auf Zelloberflachenigethprasentierender Zellen (APC), wie
Dendritischen Zellen (DC) oder Makrophagen sowrasinfizierten Zellen erkennen.
Antigenunerfahrene, naive T-Zellen wandeln siclcduten Kontakt mit ihnrem spezifischen

Antigen in Effektor-T-Zellen. Diese unterscheidednme nach erkanntem Antigen,
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Oberflachenmarkern und Zytokinproduktion in dreiktionelle Klassen. Peptide intrazellularer
Pathogene aus dem Zytoplasma werden den GE&llen tiber MHC-Klasse-I-Molekiile
prasentiert, die sich daraufhin in zytotoxischedllgh differenzieren und direkt virusinfizierte
Zellen abtoten. Intrazellulare Pathogene aus Vésiked extrazellulare Pathogene hingegen
werden den CDA-Helferzellen tiber MHC-Klasse-lI-Molekille prasamtj die wiederum je
nach Zytokinprofil in Thl- und Th2-Effektorzellensdifferenzieren kdnnen (Janeway et al.
2001). Gleichzeitig bildet sich ein immunologiscii&sdachtnis in Form von Gedachtnis-T-
Zellen aus. Sie resultieren aus der klonalen Expanmsgach Antigenkontakt, kénnen lebenslang
erhalten bleiben und fihren zu einer beschleunigteheffektiveren Abwehrreaktion bei
erneutem Antigenkontakt (Sallusto et al. 2004).

2.6.2 unkonventionelle T-Zellsubpopulationen und ihre Maker

NKT-Zellen, 6B11, a-GalCer-geladenes CD1d-Tetramer

Als Natural Killer T-Zellen (NKT-Zellen) wird eineymphozytensubpopulation bezeichnet, die
von gewdhnlichen T-, B- oder NK-Zellen abzugrenistnEs handelt sich um eine 1995
erstmals benannte, heterogene Zellgruppe in Magsd&ennzeichnet durch die Koexpression
von NK-Zell-Rezeptoren (NK1.1) und dem T-Zell-Rewed TZR). Der Begriff ist heute
akzeptiert und wird fur Mause, Menschen und an8gezies gleichermal3en verwendet, auch
wenn die traditionelle Definition durch weiterfihde Studien heute sehr problematisch ist.
Denn heute ist klar, dass es verschiedene NKT-&dtlpopulationen und andere T-Zellen gibt,
die den NKT-Zellen ahneln (Godfrey et al. 2004).kdan man Typ 1-NKT-Zellen von Typ 2-
NKT-Zellen und NKT &ahnlichen T-Zellen unterscheiden

Die Mehrheit der menschlichen NKT-Zellen exprimieirie semi-invariante &24-Kette oftmals
in Kombination mit einer ¥11-Kette (Porcelli et al. 1993). Diese NKT-Zelleenden genauer
als invariant-chain-NKT-Zellen (iINKT) bzw. Typ 1-NkZellen oder klassische NKT-Zellen
bezeichnet und sind am besten untersucht. Sienlags®e beim Menschen in weitere drei
Subpopulationen mit moglicherweise verschiedensgsiplogischen Funktionen definieren:
doppeltnegative (CDACDS, DN), CD4 und CD8 iNKT-Zellen.

Uber das MHC I-Molekiil CD1d werden den iNKT-Zelldarch Antigenprasentierende Zellen
Antigene dargeboten und so die Mehrzahl der iINKTedeaktiviert (Exley et al. 1997). Auch
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wenn endogene Liganden bislang noch unbekanntlsamah, ein Glykosphingolipid namens
galactosylceramiden{GalCer) als Ersatzstoff fur einen natirlichen CiMighnden verwendet
werden (Kawano et al. 1997, Spada et al. 1998).da@aktive T-Zellen werden den natirlichen
Gedachtniszellen zugeschrieben, da sie anscheaiead.licke zwischen angeborener und
erworbener Immunitat Gberbrticken. Sie scheinenrdefdeein limitiertes Anitgenrepertoire zu
haben (Thomas et al. 2003). Der zuverlassigste Weishvon iINKT-Zellen beim Menschen, wie
auch bei Mausen, ist die Verwendung w@alCer-geladenem CD1dTetramer (Godfrey et al.
2004). Es handelt sich dabei um einen Komplex @&rsGD1d-Molekilen, beladen mit
Galactosylceramide, das grof3e Affinitat zur Detwkiiles semi-invarianten T-Zell-Rezeptors auf
der Zelloberflache von iINKT-Zellen besitzt. DieseB1d-reaktive Glykolipidantigen wird

synthetisiert oder aus Meeresschwammen gewonnen.

Zusatzlich kénnen zur quantitativen BestimmungiN&T-Zellen im peripheren Blut entweder
Antikorper gegen W24 und \B11 verwenden werden oder der neuere, monoklonai&dper
6B11. Dieser ist spezifisch fur die CDR3-Schleiég ¥024:18 TZRa-Kette beim Menschen
und wurde speziell fir die spezifische Charakterigig von iNKT-Zellen entwickelt (Montoya
et al. 2007).

NKT-Zellen sind im gesamten Koérper anzufinden, sobe sich aber in bestimmten Geweben
bevorzugt anzuhaufen. Untersuchungen an Mausetenddgsonders in Leber, Knochenmark
und Thymus Anreicherungen von NKT-Zellen. Mittlé¢enzentrationen wurden in Milz, Blut
und Lunge und die niedrigsten Konzentrationen irmpiitknoten gefunden (Wilson et al. 2002).
Thymus und Leber NKT-Zellen sind meist CDatler DN, wahrend sich in Milz und
Knochenmark DN und COSNKT-Zellen anreichern (Eberl et al. 1999). Hierbeiss zusatzlich
zwischen CD1d-abhangigen und CD1d-unabhangigen K&len unterschieden werden, wobei
letztere besser als NKT-ahnliche Zellen bezeichmeten sollten (Godfrey et al. 2004). Beim
Menschen ist im peripheren Blut eine sehr viel ngate Zellzahl im Vergleich zu Mausen
vorhanden. Es ist daher zu vermuten, dass CD1diveak-Zellen ihre Funktion Gberwiegend
im Gewebe und nicht in sekundaren lymphatischera@rg austben (Thomas et al. 2003).

INKT-Zellen scheinen eine wichtige Rolle in der Ridion von Immunantworten zu spielen. So
wird ihnen Bedeutung in der Abwehr von bakteriellen parasitaren Infektionen sowie im

Schutz vor der Entwicklung von Autoimmunerkrankumged Allergien zugesagt (Godfrey et
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al. 2000). Fur eine Vielzahl systemischer Autoimerlimankungen wie Sklerodermie, Lupus
erythematodes, Rheumatoide Arthritis, Multiple $&$s und Typ-I Diabetes mellitus wurde ein
selektiver Abfall der INKT-Zellzahl und Funktion §&hrieben. Eine Untersuchung an Patienten
mit Wegener Granulomatose und rezidivierender Palgdritis zeigte ebenfalls eine
verminderte INKT-Zellzahl. Hingegen zeigten and8tedien bei Patienten mit Morbus
Basedow und Zgliakie eine normale Anzahl an iNKTieteim peripheren Blut und bei
Patienten mit Myasthenia gravis sogar eine verraebgtizahl (van der Vliet et al. 2001), so
dass die Datenlage zur Rolle von iINKT-Zellen betgdhmmmunerkrankungen insgesamt etwas
widerspruchlich ist.

Auf der anderen Seite wird INKT-Zellen eine wiclgiBolle in der Induktion von
Transplantattoleranz zugeschrieben. Bei Patiediemach Transplantation eine akute Graft-
versus-Host-Disease (GvHD) entwickelten, wurdenigikant niedrigere \{24'NKT-

Zellzahlen beobachtet (Haraguchi et al. 2004).daeche Arbeitsgruppe konnte an Mausen
zeigen, dass es sich bei NKT-Zellen um Effektoerehandelt, die den Schweregrad einer
GVHD reduzieren (Haraguchi et al. 2005). Anderésdginnen iINKT-Zellen auch das
Anwachsen eines Transplantates verzdgern und besgéimmten Umstanden auch zur
Transplantatabsto3ung fuhren. So scheint der daawéi und/ oder funktionelle Defekt von
INKT-Zellen eine direkte oder indirekte Rolle niahir bei der Entwicklung einer Vielzahl von
Autoimmunkrankheiten zu spielen sondern ebensdédreRegulation von

Transplantatabstof3ung.

yo-T-Zellen

Hierbei handelt es sich um eine kleine Subpopulatan T-Zellen mit potenter zytotoxischer
Aktivitat gegen verschiedene Tumorzellen, Baktetiad Viren (Kabelitz et al. 2007) an der
Grenze zwischen angeborener und erworbener Immuatabiinr Kennzeichen ist ein zweiter T-
Zell-Rezeptor (TZR), der erstmals 1986 von Brerb@rder Sequenzierung des konventionellen
ap-TZR entdeckt wurde und in Analogyé-TZR genannt wurde (Brenner et al. 1986). Der
Anteil anyd-T-Zellen im peripheren Blut erwachsener Mensclsémit 1-5%, maximal 10%

aller T-Zellen gering, ein groRerer Anteil findatlsbeispielsweise in der Haut oder dem
Gastrointestinaltrakt, wo ihr Anteil bis zu 50% fagfen kann (Carding et al. 2002). Kennzeichen
humanerd-Zellen ist inre molekulare, phanotypische und tiorielle Heterogenitat (Hayday
2000). Im peripheren Blut gesunder Menschen Ubgivdie Expression desydVé2-TZR
(Bonneville et al. 2006, Kabelitz et al. 2007).
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Die grof3e Mehrheit dew-T-Zellen ist doppeltnegativ fur die OberflachenkearCD4 und CD8
und erkennt keine MHC-Molekdle. Sie erkennen jedoganden auf Tumorzellen die von
konventionellerup-T-Zellen nicht erkannt werden und geben einenversiprechenden Ansatz
zur Entwicklung neuer Immuntherapien gegen bestarkmebserkrankungen. Hier gibt es zwei
Anséatze: zum einen den Transfer von in vitro expentehys-T-Zellen und zum anderen die
therapeutische Applikation vof-aktivierenden Phosphoantigenen oder Aminobisphmsgtien
in vivo zusammen mit niedrigdosiertem IL-2 (Kakekt al. 2007, Kabelitz 2010).

2.6.3 Das Th1/ Th2-Modell

Die Thl/ Th2-Hypothese kam 1986 auf, als damalgeséhungsarbeit an Mausen zwei
Subtypen von T-Helferzellen vermuten liel3, welciel anhand unterschiedlicher
Zytokinexpressionsmuster und Funktionen untersemeli@él3en (Mosmann et al. 1986). Dieses
Konzept wurde auf den Menschen Ubertragen undedeckiiedenen Wege der Abwehr durch
Th1- und Th2-Zellen wurden mit verschiedenen Erkuaigen in Zusammenhang gebracht
(Mosmann et al. 1989, Parronchi et al. 1991). Dieschlagene Unterteilung
zytokinproduzierender Zellen in Thl- und Th2-Suletyfhat die Forschung und damit die
Entdeckung wichtiger immunregulatorischer Mecharisrstimuliert (Kelso 1995). Da T-
Helferzellen mit Abstand die effektivsten Zytokioguzenten sind, wird meist von Typ 1- und
Typ 2-Helferzellen gesprochen. Genauso lassenasiehauch zytotoxische T-Zellen in Thl-

und Th2-Zellen unterscheiden.

Wahrend die zellulare Abwehr scheinbar direkt gegeazellulare Pathogene (Viren,
Tumorzellen) gerichtet ist und durch eine bestimBdpulation von T-Helferzellen, die Thl-
Zellen koordiniert wird, scheint die humorale Abwelegen extrazellulare Pathogene (Bakterien
und Parasiten) gerichtet zu sein und wird indiidder die Induktion der Antikérperbildung
durch Th2-Zellen vermittelt. Beide Zelltypen untdrsiden sich entscheidend anhand ihres
Zytokinprofils, aber auch anhand ihrer Rezeptorgdar Zelloberflache (Kidd 2003). Thl-
Zellen produzieren uberwiegend IL-2, IRNind proinflammatorische Zytokine, wie TNsFzur
Aktivierung der angeborenen und der T-Zell-vernitigte Immunabwehr. Zu den Th2-typischen
Zytokinen zahlen IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13. Sidktavieren selektiv B-Zellen zur
Antikérperproduktion sowie Mastzellen. Beide Zghen produzieren IL-3, TNk-und GM-CSF
(Mosmann et al. 1989, Kelso 1995, Kidd 2003) unverkeln sich aus naiven Vorlaufer-T-
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Zellen (ThO) (Mosmann et al. 1989).

Fur einen gesunden Menschen scheint die Th1/ Th@Ba von entscheidender Bedeutung fur
den Gesundheitszustand zu sein. So fuhrt die Dorninan Typ 2-Helferzellen zu einer
erhdhten immunologischen Toleranz gegenuber kdgraden Substanzen aber auch des Fetus
in der Schwangerschatft. Eine Verschiebung in die eder andere Richtung kann verschiedene
Krankheiten verursachen oder begunstigen. Gut biselgei Infektionskrankheiten, wie Lepra,
hier ist eine starke humorale Immunantwort inefiekvahrend die zellulare Immunitéat die
meisten Bakterien zu eliminieren vermag. Wahrene éberschie3ende Thl-Immunantwort
jedoch gleichzeitig zu Gewebeschéaden fihren undiAumunerkrankungen, wie Rheumatoide
Arthritis, Typ 1-Diabetes und Multiple Sklerose uesachen kann (Kidd 2003), begunstigt ein
Ungleichgewicht zu Gunsten der Th2-Antwort chrohisnitziindliche Erkrankungen der
Atemwege, wie Asthma bronchiale und die EntstehworgAllergien (Wan 2010).

Das Thl/ Th2-Modell zeigt jedoch auch grol3e Schwécbas urspringliche Konzept nach
Mosmann et al. wird mittlerweile von vielen Forsogagruppen als nur fur bestimmte
Krankheitsbilder klar zutreffend erachtet, da vi€leKlone eine Mischung aus einem Th1-/
Th2-typischem Zytokinmuster zeigen. So scheinerbdsehriebenen ,klassischen* Thl-/ Th2-
Zytokinmuster eher extreme Differenzierungsstaeigentlich flieRender Ubergange
darzustellen (Kelso 1995). Aul3erdem wurde ein Hg¥lverschiedener Nahrungsmittel und
Hormone auf die Th1l/ Th2-Balance nachgewiesenase das ursprtingliche Modell allzu sehr
vereinfacht scheint (Kidd 2003).

Neuere Studien konnten zudem eine weit groRererétitaitat an CD4T-Helferzellen zeigen
als vormals angenommen. So konnten zahlreicheziaé Subpopulationen, wie Th3-, Th17-
(Harrington et al. 2006, Weaver et al. 2006), T{®ardalhon et al. 2008, Veldhoen et al. 2008),
Th22-Zellen (Eyerich et al. 2009) sowie follikul&reHelferzellen und regulatorische T-Zellen
definiert werden (Abbey et al. 1993, Ma et al. 200@n 2010). Interessanterweise lasst die
aktuelle Literatur die Fahigkeit zur Transformation einer in eine andere Subpopulation
vermuten, sowohl in vitro als auch in vivo. Es wailztispielsweise eine Konversion
regulatorischer T-Zellen in Th17-Zellen unter demflass von IL-6 beschrieben.

Trotz aller Limitationen behalt die Thl/ Th2-Theoweiterhin signifikante Aussagekraft und
wird im Zusammenhang mit Stress untersudibtausgegangene Untersuchungen konnten unter
Stress einen Shift von Thl- hin zu Th2-Zell-Aktétizeigen (King et al. 2006, Pincus-
Knackstedt et al. 2006, Montoro et al. 2009).
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2.6.4 Differenzierung von Thl-/ Th2-Zellen anhand von Ob#glachenmarkern

CD226 = DNAM1

Das interzellulare Adhasionsmolekil CD226 (DNAMd4h)ein 1996 neu entdeckter Rezeptor der
Immunglobulin-Superfamilie mit den Liganden CD1IX#llCD155. Er wird sowohl auf NK-
Zellen als auch auf T-Zellen exprimiert (Shibuyaletl996) und hat wichtige Funktionen in der
Vermittlung von NK- und T-Zell-vermittelter Zytotaitat sowie in der Signaltransduktion der
T-Zell-Aktivierung und Differenzierung. An Mauseornte nachgewiesen werden, dass CD226
die Totung von unreifen dendritischen Zellen dumakiirliche Killerzellen vermittelt (Seth et al.
2009). Die Arbeitsgruppe um Dardalhon konnte zeigess CD226 spezifisch auf der
Oberflache von Thl-Zellen exprimiert wird und seateEntwicklung und Effektorfunktionen
reguliert (Dardalhon et al. 2005). In der vorlieden Arbeit haben wir uns dies zu Nutze
gemacht und CD226 als Marker fur Th1-Zellen vervetnd

CRTH2

Dieser zweite hochaffine Rezeptor fir Prostagla@divurde 2001 nach dem D-prostanoid
Rezeptor entdeckt. Beide Rezeptoren unterscheidemnsder Signaltransduktion. Seit der
Entdeckung gilt CRTH2 gro3e Aufmerksamkeit zur HEoklung potenter, selektiver
Rezeptorantagonisten zur antiinflammatorischen dgpierbei Asthma bronchiale und
allergischer Rhinitis (Ulven et al. 2006). Die CRZ4Runktion in vivo ist nicht abschliel3end
geklart, so scheint dieser Rezeptor PGD2-abhartgdmigration zu vermitteln und Th2-Zellen
sowie eosinophile-, basophile Granulozyten und kdlsn zu aktivieren (Hirai 2004). Er
scheint zudem der zuverlassigste Marker zur Detekton menschlichen TH2-Zellen zu sein
(Saito et al. 2002). Wir verwendeten CRTH2 daheiGtherflachenmarker zur Detektion der
Th2-Zellen in unserer Studie
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3 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Es gibt zahlreiche Studien, die sich mit den Aukwiigen von Stress auf unser Immunsystem
beschaftigt haben und so gibt es bereits hohe Britig einzelne, spezifische Verdnderungen
(Segerstrom et al. 2004). Dabei standen bisherrsintungen zur angeborenen Abwehr im
Mittelpunkt. Erkenntnisse zu den Effekten von akufgsychischem Stress auf das angeborene
Immunsystem sind bisher unzureichend und teils ssiéchlich. Besonders interessant
erscheint die Untersuchung des Einflusses akutes&iren auf die T-Lymphozyten, die
bekanntlich eine Schlisselrolle in der adaptivemtumitat spielen. Hier gibt es bereits
Untersuchungen zur Umverteilung von definiertenéll-Bubpopulationen anhand des
CD45RA- und CCR7-Rezeptors sowie deren EinflusEfigktormechanismen nach
kurzzeitigem psychischem Laborstress im periphBtah(Atanackovic et al. 2006), sowie zu
quantitativen Veranderungen von CDEOXP3 regulatorischen T-Zellen und deren
Effektormolekilen CTLA-4, GITR und LAP (Freier dt 2010).

Die neuere Subpopulation der NKT-Zellen, insbesonde iINKT-Zellen, werden seit einigen
Jahren intensiver erforscht. So wurden bisher 8tudn Patienten mit Asthma bronchiale (Koh
et al. 2010a, Koh et al. 2010b) und im Zusammenmaibh¢ginochenmarktransplantationen
durchgefuhrt. INKT-Zellen scheinen sowohl immunsumgerende als auch
immunstimulierende Effekte in Abhangigkeit von limr&ytokinprofil zu vermitteln und als

regulatorische T-Zellen zu fungieren.

Auch die Gruppe deys-T-Zellen ist im Zusammenhang mit Stress weitgehemetforscht. Es
lagen zu Untersuchungsbeginn nach meinem Kenmngdteine Untersuchungen zu iNKT-
Zellen undys-T-Zellen in akuten Stresssituationen am Menscloen v

Sehr gut belegt ist hingegen ein Anstieg der NKiZagll unter akutem psychischem Stress.
NKT-Zellen besitzen, wie oben ndher beschriebewpbtbeinen T-Zellrezeptor als auch NK-
Zell-Rezeptoren, so dass man vermuten kénnte, siassch unter Einfluss akuter Stressoren den

NK-Zellen gleichgerichtet verhalten.
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Die Ergebnisse dieser Studie sollen einen Beituag zaheren Verstandnis der Umverteilung
von unkonventionellen T-Lymphozytensubpopulatiomarperipheren Blut unter akutem
psychischem Stress leisten. Insbesondere wurdanadssstressinduzierte Veranderungen von

(INKT- und yé-T-Zellen unter kurzzeitigem, psychischem Labosstrdetektiert und analysiert.

Zu diesem Zweck wurden folgende Hypothesen gepruft:

Hypothese 1: Unter akuter mentaler Belastung kommt es beimg#dmo, mannlichen
Probanden zu einem Anstieg des prozentualen AraeilS8D56 NKT-
Zellen und einer gleichgerichteten Veranderung&®h1” und CD1d-

Tetramet iINKT-Zellen im peripheren Blut.

Hypothese 2: Unter gleichen Versuchsbedingungen kommt es zurefestieg des
Anteils anys-T-Zellen im peripheren Blut.
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4 Probanden und Methoden

4.1 Probandenkollektiv

Mogliche Probanden wurden tber 6ffentliche Aushampk Informationsblétter auf die Studie
aufmerksam gemacht. Die Probandenselektion erfabgtels telefonischer Information tber
Ablauf und Ziel der Studie, sowie Kontrolle der Eimd Ausschlusskriterien anhand eines

standardisierten Fragebogens.

Einschlusskriterium:

. mannliches Geschlecht

Ausschlusskriterien:

. Hinweise auf das Vorliegen akuter oder chronischer
Erkrankungen sowie Allergien

e vorangegangene Operationen

. regelmalige Einnahme von Medikamenten

. Hinweise auf Nikotin- und/ oder Alkoholabusus
sowie Drogenkonsum

. Vorliegen einer Nadelphobie

. Leistungssport

. Akute psychische Belastungssituation am Tag der

Untersuchung ( z.B. Examen)

Auf diesem Weg wurden 34 geeignete Probanden adsdiewie Daten von 31 gesunden,
mannlichen Probanden konnten schlie3lich zur Auswmgrgenutzt werden, da es in einem Fall
zum Abbruch der Untersuchung wegen Unwohlsein hagen der Venenverweilkantile und in
zwei Fallen zu technischen Problemen in der Versarmbrdnung kam.

Alle Versuchsteilnehmer erhielten eine schriftli¢dPrbandeninformation und eine

Einverstandniserklarung zur Unterschrift sowie edudwandsentschadigung in Héhe von 50
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Euro aus den Mitteln der Forschungsférderung despba Benjamin Franklin der Charité-
Universitadtsmedizin Berlin. Der Studienablauf warah die Ethikkommission des
Universitatsklinikums Benjamin Franklin gepruft uakizeptiert worden.

An den Untersuchungstagen sollten die Teilnehmergeivohnt frihsticken, jedoch auf die

Einnahme koffeinhaltiger Getranke (Kaffee, Tee,a&CMate) verzichten.

4.2 Versuchsanordnung

4.2.1 Ablauf der Untersuchung

Die Untersuchungen fanden in den Raumen des Psliyghigogischen Labors des Instituts fur
Psychosomatik und Psychotherapie des Klinikumsd@weim Franklin in Berlin-Steglitz von Juni
bis September 2005 statt. Vor Studienbeginn edalghehrmalige Testversuche zur
Optimierung des Versuchsablaufs. Das Labor befaindiis schallarmer Umgebung und war frei
von zusatzlichen optischen Reizen. Die Raumtemyelag zwischen 20 und 26°C, die
Luftfeuchtigkeit im Untersuchungsraum wurde koriteot. Es handelte sich um ein
Zweiraumlabor, bestehend aus zwei voneinanderrgage Raumen. Die Probanden befanden
sich wahrend des Experimentes allein im Versucimsrawihrend die Untersucherin die Gerate
zur Erfassung der kardiovaskularen Parameter imeNlnm steuerte und tGiberwachte. Beide
Raume waren uber eine Gegensprechanlage akustismhander verbunden. Der
Versuchsraum war zuséatzlich tber eine Videokamena Mebenraum einsehbar. Die
Untersuchung eines jeden Teilnehmers setzte selvaei Terminen zusammen. An einem der
Tage wurde der Proband einem standardisierten tearB&lastungstest unterzogen und so
akutem psychologischem Stress ausgesetzt. Derez\vagf diente als Kontrolltag. Durch dieses
Crossover-Design konnten Vergleichsdaten der Padgranhne Ausldsung einer Stresssituation
durch den Belastungstest bei sonst vollkommen islgdmm Versuchsablauf erhoben werden.
An welchem der beiden Tage der Belastungstest dafthrt wurde, entschied das Los. Alle
Untersuchungen fanden am Vormittag zwischen 9 ¢ndHr statt um tageszeitliche
homdostatische Schwankungen zu vermeiden und wulgleh zwei Versuchsleiterinnen (Eva
Freier, Ulrike Nowottne) durchgefiihrt. Der Untersungsablauf wurde schriftlich festgelegt
und dokumentiert um maogliche individuelle Unterscte in der Durchfiihrung zu minimieren.
Die Untersuchungen eines Probanden wurden von ¥emuchsleiterin abgeschlossen. An

einem Vormittag konnten jeweils zwei ProbandenBeiginn um 9 Uhr und 11 Uhr untersucht
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werden. Die Versuchsteilnehmer wurden an beidei ggveils zur gleichen Uhrzeit

untersucht, um mdgliche zirkadiane Schwankungemud&rsuchten Parameter zu minimieren.

Am Versuchstag erfolgte zunéchst die Begri3unghddie Versuchsleiterin, welche den
Probanden in den Untersuchungsraum begleitete. [id@bone wurden ausgeschaltet, Taschen
und Kleidung wurden aul3er Sichtweite aufbewahrtwadn nétig, wurde nochmals die Toilette

besucht, da dies wahrend der Untersuchung nicht méglich war.

Nach einer kurzen Erlauterung des Versuchsablau#es) der Proband auf dem
Untersuchungsstuhl Platz und fillte einen Fragebages, auf dem die Ausschlusskriterien
nochmals Uberpruft wurden. Es wurden zuséatzlictoBésrheiten zum aktuellen
Gesundheitszustand, Schlafverhalten der letztemtiNAtkoholkonsum am Vorabend der
Untersuchung sowie der exakte Untersuchungsbegotokwlliert. Vor Untersuchungsbeginn
wurde ein Informationsblatt zum Ablauf der Untetsueg ausgehéndigt, sowie das schriftliche

Einverstandnis des Probanden zur Teilnahme eingehol

Jeder Versuchsteilnehmer erhielt einen vendsenrugm rechten Unterarm. Es wurden 18-
Gauge-Venenverweilkatheter der Firma Braun verweandé mit einem Dreiwegehahn
verschlossen. Am linken Oberarm wurde eine StanBarttiruckmanschette angelegt. Im
Anschluss wurde der Proband lber die Videolbernrgaguden Nachbarraum sowie die

akustische Verbindung Uber die Gegensprechanlégenirert.
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Untersuchungsablauf

Ruhephase Testphase Erholungsphase

Hh A A
( Y Y R

pri stress post end
Blutdruck-Messungen | | | , | | I—
BE 1 BE 2 BE 3
T | % @ | @ | @ |
" 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 min
Flexiile T T T
Fragebogen 1 2 3

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Versuchserdnung am Tag der mentalen Belastung. Der
Untersuchungsablauf am Kontrolltag unterscheidet sih lediglich durch das Ausbleiben des Stressors.

BE= Blutentnahme (BE 1wird nachfolgend als ,pra“, BE 2 als ,stresad BE 3 als ,post* bezeichnet)

Der Versuch begann nach den Vorbereitungen mit &daninttigen Ruhephase. In dieser Zeit
sollten sich die Probanden an die unbekannte Unmgegawodhnen und entspannen. Zusatzlich
wurde in dieser Phase der Untersuchung der eestdatdisierte psychologische Fragebogen
ausgefullt. Am Ende der Ruhephase erfolgte die &kttabnahme aus dem Venenverweil-

katheter. Die Werte reprasentierten die Basalwertewerden nachfolgend als ,pra“ bezeichnet.

Der Ruhephase folgte die ebenfalls 30-minutige pfesge. In Augenhdhe, in etwa einem Meter
Abstand vor dem Probanden, befand sich ein Compotator, welcher kurz vor Beginn der
Testphase eingeschaltet wurde. Zur Messung derokaskularen Parameter wurden zusatzlich
EKG-Elektroden am Oberkdrper der Versuchspersogeklgbt und eine Finapres-
Fingerblutdruckmanschette am linken Mittelfingegelegt. Die Studienteilnehmer waren
angehalten in den folgenden 20 Minuten die Anwagsanauf dem Monitor zu befolgen, nicht
zu sprechen und so ruhig wie maoglich zu sitzen.TEackball wurde zur bequemen Steuerung
mit der rechten Hand positioniert und dessen Beshigrkurz erlautert. Im Anschluss begann das
standardisierte Computer-Testprogramm (Manometgrtas Erzeugung der mentalen
Belastungssituation (siehe Kapitel 3.2.2). Unmiidéelnach Beendigung des Testprogramms
erfolgte die zweite Blutenthnahme. Die Werte spiegiin Einfluss des Stressors wieder und
werden daher nachfolgend als ,stress” bezeichnatEAde der Testphase wurde der zweite

standardisierte psychologische Fragebogen ausgefifiatzlich erfolgte ein kardiovaskulares

27



Probanden und Methoden

Monitoring zur kontinuirlichen Erfassung von Bluidk und Herzfrequenz tber 5-Minuren-
Intervalle zu vier verschiedenen Zeitpunkten. Diglessungen wurden spater zur Auswertung
gemittelt. Noch vor Beginn des Manometertests gtéotlie erste Aufzeichnung der
kardiovaskularen Parameter, diese Messung wiregspé ,pra“ bezeichnet. Die wahrend des
Tests aufgezeichneten Daten werden mit ,stressdiblezet. Am Ende der Testphase wurden
erneut Herzfrequenz und Blutdruckwerte gemessermingpost* bezeichnet.

An die Testphase schloss sich eine weitere 30-mg@iErholungsphase mit einer
abschlieBenden Aufzeichnung der kardiovaskulareanketer (,end"), einer letzten
Blutentnahme (,post”) und der Entfernung des Vereweilkatheters an. Der Versuch wurde
mit dem Ausfullen des dritten und letzten standaedien psychologischen Fragebogens
beendet.

Die Versuchsanordnung des Kontrolltages war abgesebm Fehlen des mentalen

Belastungstests identisch.

4.2.2 Psychophysiologischer Belastungstest

Zur Induktion einer akuten psychischen Stresssanaturde in der Versuchsanordnung ein
mentaler Belastungstest verwendet (MANOMETER-Té&3igser liegt in einem zu diesem
Zweck entwickelten standardisierten Computerprogadem STIMULUS-Programm
(Johannes et al. 1990) vor. Das verwendete Testorog gliedert sich in drei Abschnitte. Der
erste und dritte Teil sind Ruhephasen zur Entspampdes Probanden. Dazwischen findet die

eigentliche Manometer-Testphase statt, die als&irevirkt.

1. Ruhephase 1Dauer funf Minuten. Schriftliche Anweisung Gibenddonitor:
» Bitte sitzen sie ruhig und entspannt.”

2. Manometer-Testphase:Dauer ca. zw6lf Minuten. Beginn mit einer kurzeniéitung
und vorgeschalteter Ubungsphase zur Priifung dest&neinisses. Ist diese erfolgreich
absolviert, startet der eigentliche Manometertest.

3. Ruhephase 2Dauer funf Minuten. Schriftliche Anweisung tber ddonitor:
» Bitte sitzen sie ruhig und entspannt.”
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Manometertest

Auf dem Monitor erscheint eine unterschiedliche &mzason Manometeruhren mit jeweils

einem Zeiger. Die Stellung dieser Zeiger soll rmeen am oberen Bildrand prasentierten
Referenzzeiger verglichen werden. Weicht keinerZégger um mehr als 90° in die eine oder
andere Richtung vom Referenzzeiger ab, so ist digabe mit ,richtig* durch einmaliges
Dricken der linken Taste des Trackballes zu beamgwoWeicht aber mindestens ein Zeiger
um mehr als 90° vom Referenzzeiger ab, so ist dig#@be mit ,falsch” durch Dricken der
rechten Taste des Trackballes zu beantworten gamition processing task” nach (Steptoe et al.
1991)).

Die Anzahl der zu beurteilenden Manometeruhrenterbi@h von anfangs drei auf maximal 11
Uhren. Die Prasentationszeit des einzelnen Bildesevt und passt sich individuell der
Bearbeitungszeit des Probanden an. Bei jeder giti@antworteten Aufgabe verkirzt sich die
Prasentationszeit um 30 Prozent. Erreicht der Pidbkeane festgelegte Fehlerquote verlangert sie

sich wieder.

Jeder Proband wird so an seine individuelle Leg$gnenze gebracht, ohne dass eine
psychologische Sattigung oder Unterforderung mitdeaveile resultiert. Zur Erhéhung der
Konzentration und Motivation der Probanden erfolgia Zeit zu Zeit ein Kommentar Uber die

Gegensprechanlage von Seiten der Versuchsleiterin.

Abbildung 2: Beispielanzeige des Manometertestes triReferenzzeiger (oben) und drei Manometeruhren.
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4.2.3 Physiologische Parameter

Zum Nachweis einer psychophysiologischen Aktivigrenfolgte die Erhebung und Auswertung
der kardiovaskularen Parameter Blutdruck (systblidtastolisch) und Herzfrequenz. Die
Messungen wurden tber 5-Minuten-Intervalle zu vanschiedenen Zeitpunkten durchgefihrt.
Jeweils eine Messung erfolgte wahrend der drei Ahise des Testprogramms, in der ersten
Ruhephase (,prad“), wahrend des Manometertestegsty und in der zweiten Ruhephase

(,post”). Das vierte Messintervall lag in der angeRenden Erholungsphase (,end).

4.2.3.1 Bestimmung des Blutdruckes

Zur Blutdruckmessung wurde ein Finapres BP-Morfiiogerblutdruckmessgerat (Ohmeda

2300) verwendet. Die Manschette wurde nach Heestaglgaben angepasst und angelegt.

4.2.3.2 Messung der Herzfrequenz

Zusétzlich wurde kontinuierlich die Schlag-zu-Schitéerzfrequenz mittels EKG-Ableitung
nach Goldberger bestimmt und wéhrend der vier Méssialle aufgezeichnet. Hierzu wurden
vier EKG-Elektroden am Oberkdérper der Probandegeliébt.

Die erhobenen Daten wurden vor der statistischealyse mit dem Programm Alys/ FAST2-
Analyse (Schéachinger, Curio & Sudhop 1992/2005perditet. Das Programm berechnete die
Mittelwerte der drei Parameter (Herzfrequenz, digtier/ diastolischer Blutdruck) fur die

einzelnen Aufzeichnungsphasen. Extremwerte wurdechdnterpolation korrigiert.

Die anschliel3ende statistische Auswertung erfaotgte&SPSS fur Windows (Version 12.0, 2003).

4.2.4 Psychodiagnostik

State-Trait-Argerausdrucksinventar (STAXI)

Das State-Trait-Argerausdrucksinventar (STAXI)digt deutsche Adaptation des ,State-Trait-
Anger-Expression-Inventory* von C.D. Spielberger Eufassung von Arger als Zustand (state-
anger) und der Argerdisposition (trait-anger). Deeeeine Ubersetzung der amerikanischen
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Ausgangsitems nicht moglich war, erfolgte die Newgklung unter Einbeziehung, aber auch
Ausweitung des urspringlichen Itempools (Schwenigeeet al. 1992).

Arger kann als emotionaler Zustand definiert werdenbunden mit Gefiihlen von Spannung,
Irritation und Wut sowie einer Aktivierung des andonen Nervensystems. Dieser Fragebogen in
deutscher Fassung diente in der vorliegenden Salslieurzes und 6konomisches Instrument zur
Erfassung eben dieses Zustandséargers, so dasssnaubtiden Teil der State-Skala, den ersten
Teil des STAXI konzentrierten. Diese Skala bestefst 10 Iltems. Zur Bewertung der Iltems
bestehen vier Moglichkeiten: ,iiberhaupt nicht* in,&enig” - ,ziemlich® - ,sehr“. Der Proband

ist aufgefordert diejenige Antwort auszuwahlen, ahgibt, wie er sich zum Zeitpunkt der
Beantwortung, also speziell in diesem Moment, fuhlt

Die Auswertung des Fragebogens erfolgte durch Addder Punktwerte der einzelnen ltems
und der so entstandene Rohwert wurde anschlie®emlikf statistische Analyse verwendet. Ein

hoher Skalenwert ist dabei Ausdruck einer hoherefngspragung und umgekehrt.

Die statistische Auswertung der so gewonnen Dagsrvdrwendeten Fragebogens erfolgte mit
dem Statistik-Programm SPSS fur Windows (Versio®,12003).

4.2.5 Immunologische Parameter

4.2.5.1 Blutprobengewinnung

Es wurde in Vorbereitung zur Untersuchung, mindes®&) Minuten vor Beginn des mentalen
Belastungstests, ein 18-Gauge-Venenverweilkatliretne Unterarmvene auf der Seite der
nicht-dominanten Hand gelegt. Aus diesem vends@aigi wurde zu drei definierten
Zeitpunkten das Blut zur Bestimmung der immunoloiges Parameter gewonnen. Die erste
Blutentnahme erfolgte in der Ruhephase und liefdigeBasalwerte (,pra“). Unmittelbar nach
Beendigung des Manometertests wurde zum zweiterBMialgewonnen. Diese Werte
reprasentierten die Testphase (,stress”). Zur Rdurig des Effekts des Stressors im
kurzfristigen Verlauf erfolgte in der Erholungspbag5 Minuten nach Beendigung des
Manometertests eine abschlieRende Blutentnahmst()pdu jedem der genannten Zeitpunkte
wurden 30 ml Blut in Heparin-Vacutainer entnommieie Blutproben wurden direkt nach
Abnahme einige Male geschwenkt, um eine Vermischuiglem Antikoagulanz zu erreichen

und anschlie3end gekunhlt gelagert. An zwei bis Gagjen pro Woche wurden die gesammelten
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Proben zur Zellseparation und Kryokonservierungimer Styroporbox in das Deutsche
Rheumaforschungszentrum Berlin transportiert. Dy@konservierten Zellproben wurden
wiederum in das immunologische Labor des onkoldgiacZentrums der Il. Medizinischen
Klinik des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendtdnsportiert, wo die anschlieRenden

Laboranalysen unter Leitung von Herrn. Dr. medARwnackovic durchgefuhrt wurden.

4.2.5.2 Isolierung von mononuklearen Zellen aus heparinestem Vollblut und
anschlieBende Kryokonservierung

Zur spateren Isolierung und Untersuchung der Lymptem wurden zunachst die
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMS)den heparinisierten Vollblutproben
separiert. Es handelt sich bei dieser Zellpoputatior allem um Lymphozyten aber auch
Monozyten. Die Trennung von den ubrigen zellul&&rtbestandteilen erfolgte mittels
Dichtegradientzentrifugation unter Zuhilfenahme ¥eoll-Hypaque-Losung mit einer Dichte
von 1.077 g/ml als Zellseparationsmedium. Es hdrsiteh hierbei um ein neutrales, stark
verzweigtes Polymer aus Saccharosemonomeren niieggdDichte als Lymphozyten,
Monozyten und Thrombozyten. Aufgrund ihrer hohdbechte pelletieren Erythrozyten und
Granulozyten bei Zentrifugation am Gefassboden aréhsich Monozyten und Lymphozyten an
der Plasma-Gradientenphase sammeln, da ihr spemfsGewicht weniger als 1.077g/ml
betragt. Sie reichern sich so in einer Interphaseh mononuclear cells -Schicht (MNC)
genannt, zwischen Medium und Plasma an. Die Thragtba verbleiben trotz der geringeren
Dichte aufgrund ihres geringen Zellvolumens tibegere in der obenliegenden Plasmaschicht.

Alle Arbeitsschritte wurden unter einer sterilemBalurchgefihrt. Die Halfte der gewonnenen
30 ml-Blutproben, also 15ml heparinisiertes Voltbluurde zunachst im Verhéltnis 1:2 mit
Phosphate buffered saline (PBS) in einem 50ml lk@eBRohrchen verdunnt. Dieses
Blutgemisch wurde anschlie3end in einem weiterdoo®-Ro6hrchen unter Vermeidung von
Wirbelbildung auf 15ml Ficoll-Hypaque-L6sung aufgeghtet. Danach erfolgte die
Zentrifugation fir 20 Minuten bei Raumtemperatud @300 Umdrehungen pro Minute
entsprechend 1100g ohne Bremse. Die nachfolgendsgitéschritte erfolgten auf Eis.
Zunachst wurde die MNC-Schicht, welche als milcHigerphase zwischen Plasma und Ficoll-
Loésung imponiert, vorsichtig mit einer 10ml PastBipette abpipettiert und in ein neues 50ml
Testrohrchen Uberfuhrt. Die isolierten MNC-Schichtier anfangs getrennt verdinnten,

zusammengehorigen Blutproben wurden nun wiedeintei¢ach Verdinnung der Proben mit
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PBS/ BSA im Verhaltnis 1:3 folgte eine WaschungZQmin bei 4°C, 3009, entsprechend 1200
Umdrehungen pro Minute. Im Anschluss wurde die Radpn der PBMC in 10ml PBS
aufgenommen und erneut von Thrombozyten frei gelmeas¢10 min. bei 4°C, 300g).

Schlief3lich erfolgte die Auszahlung der Zellzahéiner Neubauer-Zahlkammer. Hierflr wurden
10 pl Zellsuspension entnommen und im Verhaltrzssmit Trypanblau gefarbt und unter dem
Mikroskop ausgezahlt.

Anschlie3end erfolgte die voriibergehende Kryokoneaing der nach obigem Verfahren
gewonnenen mononuklearen Zellen. Hierzu wurde dacizentrifugation der Uberstand
abgegossen und das Zellpellet mit 2ml Einfriermed{@0% FCS + 10% DMSO) gut

aufgespult. AnschlieRend wurden je 500ul der Pmolegn Einfrierréhrchen (Kryotube)

pipettiert. DMSO diente als Gefrierschutzmittel wadthindert die Entstehung von Eiskristallen.
AulRerdem wurde eine mit Isopropylalkohol befilliafEerbox verwendet, die definiert mit 1°C
pro Minute die Temperatur auf insgesamt —80°C sdhkttch dieses Vorgehen konnten
Zellverluste beim Einfriervorgang begrenzt werdgach 24h wurden die Proben in flissigen
Stickstoff (-196°C) tberflhrt und hier bis zur vegén Verarbeitung gelagert. Per Kurier wurden

die Proben schlief3lich nach Hamburg Uberfuhrt.

4.2.5.3 Auftauen der Zellen und Antikérpermarkierung

Nach dem Transport der Proben in das tumorimmuisitbg Labor des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf wurden die Proben durch Schweimke3v°C warmen Wasserbad angetaut
und anschlie3end durch tropfchenweise Zugabe vivil RRigesetzt mit 10% FCS und 1%
Penicillin/ Streptokinase) komplett aufgetaut. Nadserfiihrung der Zellen in ein mit 10ml

RPMI gefllltes Réhrchen erfolgte die zweimalige \8rashg. Vor der weiteren Verwendung

wurden die Zellen erneut gezahlt und auf Vitalgépruft.

Nach erneuter Zentrifugation der Zellen folgte &tis€end die Oberflachenfarbung durch
Zusatz von verdunnten, an Fluoreszenzfarbstoffegaddten Antikdrpern. Fir die
Differenzierung der verschiedenen T-Zell-Subpoporen anhand von Chemokinrezeptoren,
Adhésionsmolekilen und anderen T-Zellmarkern wuidemserer Studie Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC-), Peridinin Chlorophyll PratgPerCP-), Phycoerythrin (PE-) und
Allophycocyanin (APC-) konjugierte Antikorper vermaet (s. Tabelle 1). Die
Oberflachenfarbung war nach erneuter Waschung Bt flach 30 Minuten beendet.
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Spezifitat Farbung Bezug von

CD3 FITC, APC Caltag, South San Francisco, CA
CD4 FITC, PerCP, APC| BD Biosciences, San Jose, CA
CD8 PerCP BD Biosciences, San Jose, CA
CCR7 APC R&D Systems, Minneapolis, MN
CD56 FITC, PE BD Biosciences, San Jose, CA
vo6-TZR PE BD Biosciences, San Jose, CA
CD226 PE BD Biosciences, San Jose, CA
CRTH2 PE Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Gergnan
6B11 PE BD Biosciences, San Jose, CA
CD21d Tetramer PE NIH/ NIAID, Bethesda, MD

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Antikérper undFarbungen.
4.2.5.4 Durchflusszytometrie/ FACS-Analyse

Das Durchflusszytometer erlaubt die quantitativenvessung und molekulare Charakterisierung
von Zellen. Zugrunde liegen der hydrodynamischea3part von Zellen und deren optische
Vermessung nach spezifischen Farbungen. Das Grnagpder FACS (fluorescence activated

cell sorter)-Analyse wird im Folgenden naher datejéts

Die zunéchst als Zellpopulation in einer Pufferligworliegenden Zellen werden mit Hilfe
verschiedener Farbstoff-gekoppelter, spezifischaikéirper markiert (siehe oben). Die
Zellsuspension wird durch einen Hullstrom verdiunmd dadurch in Einzelzellen separiert. Dies
geschieht durch das schnelle Einstrémen des Hiigts im Vergleich zur langsamen
Zufihrung des Probenstromes. Eine Duse leitet dileZ in feinen Tropfchen einzeln und
hochprazise am Messpunkt vorbei. Die durchflussmgtoische Analyse basiert auf der

Messung von Lichtstreuung und Fluoreszenzen in dement, in dem die Zellen im rechten
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Winkel an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt werdeiesBr Laserstrahl sendet
monochromatisches Licht aus, das beim AuftreffdnZallen und intrazellulare Partikel
abgelenkt wird. Als entscheidende Messgro3en weddehichtstreuung der Zellen in einem
engen Winkel zum Laserlicht als Vorwartsstreulightward scatter, FSC) und die
Lichtstreuung im Winkel von 90° als Seitwartsli¢bide scatter, SSC) detektiert. Dabei dient das
Vorwartsstreulicht als Mal3 der Grol3e von Zellens Baitwartsstreulicht hangt tberwiegend
von der komplexen Mehrfachstreuung durch intra@iuKompartimente ab und damit von der
Granularitat und Binnenstruktur der Zellen. Diedée Zellen gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe
werden simultan zur Lichtemission angeregt und=tli@reszenz wird ebenfalls in einem Winkel
von 90° detektiert, da die Lichtstreuung mit zunehdem Winkel zum Laserstrahl schwacher
wird. Die Fluoreszenz-Detektoren werden, der Nortegnk folgend, mit zunehmendem
spektralen Abstand vom Anregungslicht aufsteigammdmeriert (FL1, FL2, FL3, FL4).

Am Messpunkt dienen die Streuung des Anregungskctihd die Anregung von fluoreszenten
Markern somit der simultanen Analyse von physikdlen und molekularen Eigenschaften der
Zellen. ZellgroRRe, Granularitat und Fluoreszenzaligikdnnen hier gleichermalien detektiert
werden. Die Detektion aller Lichtsignale erfolgeii’hotomultiplier, die das Licht in

elektrische Signale umwandeln. Diese werden aredditid digitalisiert und alle Messwerte der
einzelnen Zellen werden als Datensatz in eine Spaiatei geschrieben. Das Hauptziel der
anschlieBenden Datenanalyse ist, in dem aufgenosmi2atensatz Zellsubpopulationen, Zellen
mit &hnlichen Eigenschaften, zu identifizieren wiese im Hinblick auf deren Anteil am
Gesamtzellvolumen, Expressionsmuster und Hetertigezu beschreiben. Hierzu sind
verschiedene Formen der Darstellung méglich, vBe die eindimensionale Darstellung durch
das Histogramm oder die zweidimensionale Darstgliurch Punktwolken, sogenannte dot-

plots.
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i pra stress post

7.46

CD3- FITC

v0-TZR-PE

Abbildung 3: repréasentatives Beispiel einer FACS-Aalyse vonys-TZR+ CD3+ Zellen im peripheren Blut zu
den drei untersuchten Zeitpunkten (pré, stress, pd} die auf das Gesamtlymphozytengate analysiert wden.
Die FACS-Analyse ermdglichte die DifferenzierungiUeparation der heterogenen
Lymphozyten-Subpopulationen anhand der Expressigrschiedlicher Oberflachenproteine.
Diese wurden mit spezifischen, fluoreszierendemahktonalen Antikorpern (z.B. CD3-FITC,
v6-TZR-PE) markiert. Entsprechend markierte Zellenriken so detektiert und nach
entsprechenden Oberflachenmerkmalen sortiert um@Btich ausgezéahlt werden.

Zur Sortierung wurden die Zellen elektrisch posttder negativ geladen und anschliel3end je
nach Fluoreszenzeigenschaften tber Ablenkplatthmigsabh&ngig in verschiedene
Auffangbehélter geleitet.

In dieser Studie wurde ein Vierfarben-FACS (,FAC8&8iBur®) sowie die Software CELLQuest
Pro ( BD Biosciences, San Jose, CA) und FlowJoivers.2.5 ( Treestar, Ashland, OR)
eingesetzt.

4.3 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit dem Progra®®8S fur Windows Version 12.0 und
13.0 (SPSS, Chicago, IL) durchgefuhrt. Es wurdeVdiécoxon-Test fir verbundene
Stichproben angewandt. Das Signifikanzniveau wardep<0.05 festgelegt. Signifikante
Ergebnisse sind in Tabellen und Abbildungen durehr® gekennzeichnet (* p<0.05,

** p<0.01, *** p<0.001).
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5 Ergebnisse

5.1 Probanden

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse bezislodnauf die untersuchte Stichprobe

gesunder, mannlicher Probanden mit einem Stichprobéang von n = 31.

Das Durchschnittsalter lag bei 26 Jahren (Rangél12lahre). Die Studienteilnehmer waren
durchschnittlich 1,83 m grof3 und 75 kg schwer. Bedy-Mass-Index (in kg/ m?) betrug im
Median 22 mit einem Range von 20 bis 27. Bezugles Bildungsgrades und des
Familienstandes bestand kein wesentlicher Untezdciie Uberwiegende Zahl der Probanden
war ledig und hatte die Schule mit dem Abitur alshésssen. Je ein einzelner Studienteilnehmer

war verheiratet oder hatte einen sonstigen Scheiduoss.

Median 26
. Mittelwert 26,32
Alter in Jahren Standardabweichung 4,60
Range 21-41
Median 183
.. . Mittelwert 183,13
Grosse in cm Standardabweichung 0,06
Range 172 - 204
Median 75
. . Mittelwert 76,23
Gewicht in kg Standardabweichung 7,40
Range 60 - 100
Median 22
. Mittelwert 22,73
BOdy'MaSS'IndeX (In kg/rrf) Standardabweichung 1,77
Range 20 - 27
Abitur 30
Schulabschluss sonstige 1
. ledi 30
Familienstand verhei?atet 1

Tabelle 2: Charakterisierung des Probandenkollektig (n=31)
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5.2 Psychologische Reagibilitat

Zur Einschéatzung von Veranderungen des subjektpfendenen Zustandséargers wurde der
erste Teil des State-Trait-Argerausdrucksinver®TsAXI) verwendet. Jeder Proband fiillte
diesen Fragebogen an drei im Versuchsablauf fegjtgr Zeitpunkten, vor (prd), direkt nach
der Stressbelastung (stress) und nach einer Ejgphiase (post) aus. Die so ermittelten
Rohwerte wurden statistisch ausgewertet.

Bei der Berechnung mit dem zweiseitigen WilcoxorstTié@r zwei verbundene Stichproben
zeigte sich ein signifikanter Anstieg (p<0.01) dabjektiv empfundenen Zustandsargers in der
Gesamtheit der Stichprobe ausgehend von der Rubepi) im Vergleich mit der Testphase
(stress). Vergleicht man die Testphase (stressfleniErholungsphase (post), so fallen die Werte

wieder auf Ausgangsniveau ab.

pra stress post
MW SEM| MW SEM Sig. MW SEM Sig.
Zustandsarger
(STAXI-Rohwerte) | 10,7 0,2 11,9 0,4 *x 10,7 0,2
Stresstag
Zustandsarger
(STAXI-Rohwerte) | 10,8 0,2 10,4 0,1 10,4 0,1
Kontrolltag

Tabelle 3: Anderung des Zustandséargers liber den Tegrlauf an Stress- und Kontrolltag.

Das Ausmalf des Zustandsargers wurde anhand des STA2U den drei Zeitpunkten (pré, stress, post)
bestimmt. Die gewonnen Rohwerte der Probanden wurdefiir jeden der Zeitpunkte gemittelt (+/-SEM) und
die Werte unter mentaler Belastung (stress) und ider Erholungsphase (post) mit den Ausgangswerten (@)
verglichen.

** p<0.01 (Berechnung der p-Werte mit dem zweiggiti Wilcoxon-Test fir verbundene Stichproben)

Am Kontrolltag zeigte sich kein Unterschied im Vieigh der ermittelten Rohwerte zu den drei

oben genannten Zeitpunkten.
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5.3 Physiologische Reagibilitat

Zur Erfassung der kardiovaskularen Aktivierung kgt die Messung von Herzfrequenz,
systolischem und diastolischem Blutdruck. Die Megmn erfolgten kontinuierlich tber einen
Zeitraum von jeweils funf Minuten zu vier verscheegn Zeitpunkten, in der Ruhephase (prd),
wéahrend der Testphase (stress), in der anschlieRdfidholungsphase (post) sowie abschliel3end
nach weiteren zwanzig Minuten am Ende des Vers(aid). Die Messergebnisse wurden tber

die Messphasen gemittelt.

In der gesamten Stichprobe zeigte die statistisetadyse mittels zweiseitigem Wilcoxon-Tests
fur zwei verbundene Stichproben einen signifikarkestieg (p<0.001) der erhobenen
kardiovaskularen Parameter wahrend der Testpha%eigieich zu den Ausgangswerten unter
Ruhebedingungen. Der mittlere Anstieg der Herzfemguunter Belastung lag bei sieben
Schlagen pro Minute. Die Blutdruckwerte stiegenMiittel systolisch um 30 mmHg und

diastolisch um 15 mmHg an.

Die Herzfrequenz normalisierte sich rasch wiedehrtande der mentalen Belastung und fiel
schlie3lich zum Ende der Untersuchung signifik@s®)(05) unter den Ausgangswert. Die
Blutdruckwerte hingegen blieben auch nach Enderagrtalen Belastung bis zum Ende der
Untersuchung signifikargrhoht (p<0.001).

pra stress post end
MW SEM | MW  SEM Sig MW  SEM Sig MW  SEM Sig
HF
. 69,2 1,5 76,0 2,3 ok 68,9 1,7 66,4 1,6 %
(2/min)
RR, sys. 146,3 3,9 176,9 4,2 x| 1557 4,0 x| 1559 3,7 ok
(mmHg)
RR, diast. | o) g 31 | 1072 30 *| 960 32 | 063 31
(mmHg)

Tabelle 4: Mittelwert (MW) und Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) fur Herzfrequenz (HF),
systolischen (RR, sys.) und diastolischen Blutdruc{RR, diast.) am Tag der mentalen Belastung.

Anderung der kardiovaskularen Parameter unter riearB@lastung (stress) und den folgenden Ruhephpsesh,
end) im Vergleich zu den Ausgangswerten (pra).

*** n<0.001, ** p<0.01 (Berechnung p-Wert mit denwveiseitigen Wilcoxon-Test flr verbundene Stichprbe
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Am Kontrolltag kam es zu keinen signifikanten Vatérungen von Herzfrequenz, systolischem
und diastolischem Blutdruck zwischen den erstenMesszeitpunkten. Gegen Ende der
Untersuchung (end) zeigte sich ein signifikantestfey (p<0.05) der Blutdruckwerte um
durchschnittlich 2 mmHg im Vergleich zu den Ausgamgrten.

pra stress post end
MW SEM | MW SEM Sig. | MW SEM Sig. | MW SEM  Sig.
HF
. 68,0 1,7 | 684 17 680 17 66,4 18
(1/min)
RR,Sys. | 1440 38| 1434 53 1453 41 1462 57  *
(mmHg)
RR,diast. | g5 33| 893 30 88,4 3.4 916 31  *
(mmHg)

Tabelle 5: Mittelwert (MW) und Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) fur Herzfrequenz (HF),
systolischen (RR, sys.) und diastolischen Blutdruc{RR, diast.) am Kontrolltag.

Anderung der kardiovaskularen Parameter unter riearB@lastung (stress) und den folgenden Ruhephpsesh,
end) im Vergleich zu den Ausgangswerten (pra).

5.4 Immunologische Parameter
5.4.1 NK-Zellen und CD4" und CD8' T-Lymphozyten

Der prozentuale Anteil der NK-Zellen stieg untemtader Belastung signifikant an (p<0.001).
Nur kurze Zeit nach Beendigung des Stressors kéirrfgozentualer Anteil an der

Gesamtlymphozytenzahl wieder auf Ausgangsniveaiickur

In der gesamten Stichprobe zeigte die statistigetadyse mittels zweiseitigem Wilcoxon-Tests
fur verbundene Stichproben einen signifikanten Algfa<0.001) der CD4 T-Helfer-Zellen
wahrend der Testphase im Vergleich zu den Ausgagrgswunter Ruhebedingungen. In der
anschlieBenden Erholungsphase stieg ihr AnteileanGesamtlymphozyten wieder auf

Ausgangshiveau an.

Die statistische Auswertung der quantitativen Vdeiang der CD8zytotoxischen T-Zellen

zeigte keine signifikante Veranderung zwischen Rugreen und mentaler Belastungsphase. In
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der spateren Erholungsphase jedoch fiel der Aate{CD8 T-Zellen an der
Gesamtlymphozytenzahl signifikant ab (p<0.01).

pra stress post
MW  SEM | MW SEM  Sig. MW  SEM  Sig.
NK-Zellen 11,71  0,97| 1820 1,17 ok 11,63 1,10
CD4' T-Zellen 34,28  1,42| 27,89 126 *** 31,19 1,40 ok
CD8' T-Zellen 21,94  1,10| 21,36 1,26 19,44 1,26 ok

Tabelle 6: Veranderungen der NK-Zellen und der CD#/ CD8" T-Zellen iiber den Versuchsverlauf am Tag
der mentalen BelastungDie Werte sind angegeben als Mittelwert (MW) deszpntualen Anteils der
Gesamtlymphozytenzahl und Standardabweichung desliverts (SEM).

Signifikante Unterschiede (zweiseitiger WilcoxonsT &ir verbundene Stichproben) beim Vergleich rait d
Basalwerten werden durch * angezeigt (** p<0.0Z; px0.001).

Berechnet man die CD4/ CD8-Ratio und vergleicht\igelwerte unter Stress und der
nachfolgenden Erhholungsphase mit den Ausgangswestezeigt sich ein signifikanter Abfall
unter mentaler Belastung mit anschlieRendem Ansiggg/Verte auf Ausgangsniveau.

CD4/ CD8- Ratio

25
1,93

1,74

20 Il
1,49 **

15
1,0
05
0,0 - ‘ ‘

pra stress post

Abbildung 4: Veranderung der CD4/ CD8-Ratio zu derdrei untersuchten Zeitpunkten.
Die Werte sind dargestellt als Mittelwert (MW) pl8sandardabweichung des Mittelwerts (SEM).

Signifikante Unterschiede (zweiseitiger WilcoxonsT &ir verbundene Stichproben) beim Vergleich rait d
Basalwerten werden durch * angezeigt (** p<0.01).
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Am Kontrolltag zeigte sich keinerlei signifikanteekinderung der oben dargestellten
Zellsubpopulationen sowie der CD4/ CD8-Ratio tlker ¥ersuchsverlauf.

5.4.2 NKT-Zellen und iINKT-Zellen

Bei den CDANKT-Zellen zeigte sich keine signifikante Verandeguwer Zellzahl im
VersuchsverlaufDer prozentuale Anteil der CD8IKT-Zellen am Gesamtlymphozytenpool
stieg hingegen beim Vergleich der Messwerte vordirekt nach mentaler Belastung signifikant
an (p<0.05). Nach der Erholungsphase fielen diet&\lgreder und zeigten keinen signifikanten

Unterschied zu den ebenfalls unter Ruhebedinguagesbenen Ausgangswerten.

pra stress post

MW  SEM | MW SEM  Sig. MW  SEM  Sig.
CD4'/ CD56" NKT-Zellen | 0,33 0,04| 0,34 0,04 0,34 0,03
CD8'/ CD56" NKT-Zellen | 3,54 045| 4,14 0,64 * 3,14 0,44

Tabelle 7: Veranderungen der CD4/ CD8" NKT-Zellen {iber den Versuchsverlauf am Tag der metalen
Belastung.Die Werte sind angegeben als Mittelwerte des prozéen Anteils der Gesamtlymphozytenzahl und
Standardfehler des Mittelwerts (SEM).

Signifikante Unterschiede (zweiseitiger WilcoxonsT &ir verbundene Stichproben) beim Vergleich rait d
Basalwerten werden durch * angezeigt (* p<0.05).

Als Marker fur INKT-Zellen wurden fluoreszenzgelageAntikorper gegen 6B11 sowie gegen

aGalCer-geladenes CD1d Tetramer verwendet.

Es zeigten sich keine statistisch signifikantenavielerungen der beiden Zellpopulationen
(6B11" T-Zellen, CD1d Tetramé&iT-Zellen) tiber den Versuchsverlauf. Auch bei défegierter
Untersuchung ihrer drei Subpopulationen, bestebesdioppeltnegativen (DN), Cbdnd
CD8"iNKT-Zellen konnte keine signifikante Veranderumg Versuchsverlauf festgestellt

werden.
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pra stress post
MW SEM | MW SEM Sig. MW  SEM Sig.

6B11 T-Zellen 0,24 0,03 0,22 0,03 0,25 0,03
DN (CD4/ CD8) 0,06 0,01 0,06 0,01 0,07 0,01
CD4" 0,09 0,01 0,09 0,01 0,11 0,01
CD§8' 0,08 0,01 0,08 0,01 0,08 0,01
CD1d-Tetramer’ T-Zellen 0,24 0,03| 0,23 0,02 0,25 0,03
DN (CD4/ CD8) 0,04 0,01 0,05 0,01 0,05 0,01
CD4" 0,10 0,01 0,09 0,01 0,11 0,01
CD8" 0,09 0,01 0,09 0,01 0,09 0,01

Tabelle 8: MW und SEM des prozentualen Anteil der 811" T-Zellen sowie CD1d Tetramef T-Zellen und
deren Subpopulationen an der Gesamtlymphozytenzaliiber den Versuchsverlauf am Tag der mentalen

Belastung.

Signifikante Unterschiede (zweiseitiger WilcoxonsT &ir verbundene Stichproben) beim Vergleich rait d

Basalwerten fanden sich nicht.

Am Kontrolltag zeigten sich ebenfalls keinerleirgftkante Unterschiede der beschriebenen

Zellpopulationen zu den verschiedenen Messzeitgumkt
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5.4.3 yo-T-Zellen

Der prozentuale Anteil ayd-T-Zellen am Gesamtlymphozytenpool stieg untersStim
Vergleich mit den Basalwerten unter Ruhebedingursigmifikant an (p<0.01). Beim Vergleich
der Ausgangswerte mit den Werten der Erholungsplvasdein signifikanter Unterschied mehr

erkennbar.

Bei separater Betrachtung der drei Subpopulati¢gpéh CD4', CDS' y5-T-Zellen) zeigte sich
auch bei der Hauptpopulation, den doppeltnegatyjgen-Zellen ein signifikanter Anstieg unter
Stress im Vergleich mit den Basalwerten unter Retlglgungen mit anschlieRendem Abfall auf
Ausgangsniveau. Fir die Cbdnd CD8 y5-T-Zellen hingegen fanden sich keine signifikanten
Veréanderungen unter Stress im Vergleich der dresihszeitpunkte.

pra stress post
MW SEM | MW SEM Sig. | MW SEM  Sig.
v8-T-Zellen 559 051| 637 059 * 589 0,59
DN (CD4/ CD8) 489 051| 563 058 *| 507 056
CDSg' 041 004| 051 0,06 0,46 0,06
CD4 0,28 0,03| 0,28 0,04 0,37 0,04 *

Tabelle 9: MW und SEM des prozentuales Anteil defé-T-Zellen sowie der drei Subpopulationen (DN,
CD4", CD8") an der Gesamtlymphozytenzahl (iber den Versuchsviauf am Tag der mentalen Belastung.

Signifikante Unterschiede (zweiseitiger WilcoxonsT&ir verbundene Stichproben) beim Vergleich rait d
Basalwerten werden durch * angezeigt (* p<0.05p%0.01).

Am Kontrolltag zeigten sich keine signifikanten ¥{ederungen.
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Die folgende Abbildung gibt einen Uberblick iibee dieranderungen des-T-Zellen sowohl
am Tag der mentalen Belastung (Stresstag) alsamdkontrolltag.

CD3*/ y5-TZR* CD3*/ DN/y5-TZR*
12 B T 10 |
10
8 >\(
8 ]
*% 6 - + - i
67 m
4 4

pra stress post pra stress post

—@— Stresstag —O— Kontrolltag

Abbildung 5: Verénderung des prozentualen Anteils dr y-T-Zellen und DN y3-T-Zellen tber den
Versuchsverlauf - Vergleich Stresstag und Kontrollag. Dargestellt sind MW und SEM.

Signifikante Unterschiede (zweiseitiger WilcoxonsT &ir verbundene Stichproben) beim Vergleich reit d
Basalwerten werden durch * angezeigt (** p<0.01).

5.4.4 Th-1 versus Th2-Zellen

5.4.4.1 CD 226 T-Zellen als Vertreter der Th1l-Zellen

Wahrend sich bei den CYACD226 T-Zellen ein signifikanter Abfall der Zellzahl weénd der
mentalen Belastungsphase im Vergleich zu den Agsyeerten unter Ruhebedingungen zeigte,
kam es bei den CDBCD226 T-Zellen zu einem signifikanten Anstieg. Nach Bélamg kehrten
die Werte beider Subpopulationen wieder auf Ausgaivgau zurick.

Anhand des CCR7-Antikorpers erfolgte eine weitengéetteilung der CD4und CD8/ CD226
T-Zellen in CCR7 Zellen (naive und central memory T-Zellen) und GCRellen (erfahrene
Effektor-T-Zellen).
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Hier zeigte sich bei den CL¥4CD226/ CCR7 T-Zellen kein signifikanter Unterschied beim
statistischen Vergleich der drei Messzeitpunkte.

Die CD4/ CD226/ CCR7 T-Zellen hingegen zeigten einen signifikanten Aldas
prozentualen Anteils an den Gesamtlymphozyten wakietem Laborstress. Nach Ende des
Stresses kehrten die Werte auf Ausgangsniveau kurtic

Bei Betrachtung der CD8CD226/ CCR7 T-Zellen wurde ein signifikanter Abfall unter

mentaler Belastung beobachtet, der auch nach Esrdaehtalen Belastung signifikant blieb.

Die CD8/ CD226/ CCR7 T-Zellen zeigten hingegen einen signifikanten Aggstinter akutem
Laborstress. Hier kehrten die Werte zum Zeitpurst guf Ausgangsniveau unter
Ruhebedingungen zurick.

Zusammenfassend kann man sagen: wahrend sichrbaadesn und central memory (CCR7
T-Zellen beider Subpopulationen zum Teil keine i&@zngsweise signifikante, prolongierte
Veranderungen unter Stress zeigen, ist bei derkigffd -Zell-Subpopulationen (CCR7
eindeutig ein stressinduzierter signifikanter Abér CD4/ CD226 Zellen bei gleichzeitig
signifikantem Anstieg der CD8CD226 Zellen zu erkennen.

pra stress post

MW SEM | MW SEM  Sig. MW  SEM  Sig.

CD4'/ CD226" T-Zellen 14,45 0,59 | 13,22 0,69 *x 14,81 0,60

CCR7+ 5,24 0,39 4,92 0,42 5,05 0,36

CCRTY- 9,91 0,53 9,37 0,63 * 10,63 0,53

CD8'/ CD226" T-Zellen 18,76 1,30 | 20,50 1,57 *x 18,99 1,29

CCR7+ 5,87 0,82 4,75 0,64 *x 4,95 0,67 *

CCRTY- 16,12 1,44 | 18,94 2,02 el 16,81 1,55

Tabelle 10: Darstellung der Veranderung der CD% CD226 und CD8'/ CD226 T-Zellen von 31 Probanden
Uber den Versuchsverlauf am Tag der mentalen Belashg. Dargestellt sind MW und SEM.

Zusatzlich Unterscheidung in naive/ central memoryl-Zellen und erfahrene Effektorzellen anhand des
CCR7-Antikorpers in einer Subgruppe von 22 Probandas.

Signifikante Unterschiede (zweiseitiger WilcoxonsT &ir verbundene Stichproben) beim Vergleich rait d
Basalwerten werden durch * angezeigt (* p<0.05p%0.01, *** p<0.001).
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Eine Analyse dieser sechs Subpopulationen am Kiiaggaeigte keine statistisch signifikanten
Veranderungen Uber den beobachteten Untersuchuingane

CRTH2" T-Zellen als Vertreter der Th2-Zellen

Unter mentaler Belastung steigt sowohl der Anteil@D4/ CRTHZ T-Zellen (p<0,01) als

auch der CD8 CRTHZ-T-Zellen (p<0,05) statistisch signifikant an, weaurch zeitlich

verzogert. Wahrend direkt nach Einfluss des Stredsgine Veranderungen nachweisbar waren,
zeigten sich diese beim Vergleich der Ausgangsweitelen Werten der nachfolgenden

Erholungsphase.

Mit Hilfe des CCR7-Antikdrpers konnten auch diesédien Subpopulationen weiter in CCR7
Zellen (naive und central memory T-Zellen) und CCRAllen (erfahrene Effektorzellen)

differenziert werden.

Hier zeigte sich bei den CLYACRTHZ/ CCR7 T-Zellen ein signifikanter Abfall der
prozentualen Zellzahl unter mentaler Belastung.\Werte der anschlie3enden Erholungsphase

waren nicht signifikant verschieden von den Ausgaregten.

Die CD4/ CRTHZ/ CCR7 T-Zellen hingegen zeigten ebenfalls einen zeitlielzdgerten
Anstieg der prozentualen Zellzahl unter akutem Istoess (signifikante Veranderung beim
Vergleich der Daten zum Zeitpunkt ,pra*“ und ,post®)

Der Anteil der CD8 CRTHZ/ CCR7 T-Zellen blieb unverandert, wahrend die CD8
CRTHZ/ CCR7 T-Zellen ahnlich den CD4CRTHZ/ CCR7 T-Zellen einen zeitlich

verzogerten Anstieg der prozentualen Zellzahl uaketem Laborstress zeigten.

Zusammenfassend kann man sagen: wahrend sichrbaadesn und central memory (CCR7
T-Zellen beider Subpopulationen zum Teil keine eleangsweise signifikante Verdnderungen
direkt unter Stress zeigten, ist bei den EffekteZéllen (CCR7) beider Subpopulationen (CD4
und CD8) ein verspateter, signifikanter Anstieg des prozaien Anteils am

Gesamtlymphozytenpool zu erkennen.
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pra stress post

MW  SEM | MW SEM  Sig. MW  SEM  Sig.
CD4"/ CRTH2* T-Zellen | 1,07 0,09 | 1,02 0,08 1,21 0,09 *x
CCR7+ 0,53 006 | 046 006 * 056 0,07
CCR7- 0,62 0,07| 064 0,08 0,70 0,07 *
CD8'/ CRTH2* T-Zellen | 0,72 0,08 | 0,78 0,08 0,83 0,08 *
CCR7+ 0,25 0,06 | 023 0,06 022 0,05
CCR7- 0,55 0,07| 062 0,06 0,67 0,07 *

Tabelle 11: Darstellung der Veranderung der CD¥ CRTH2" und CD8'/ CRTH2" T-Zellen von 31
Probanden tber den Versuchsverlauf am Tag der mentan Belastung (MW und SEM).

Zusatzlich Unterscheidung in naive/ central memoryl-Zellen und erfahrene Effektorzellen anhand des
CCRT7-Antikorpers in einer Gruppe von 22 Probanden.

Signifikante Unterschiede (zweiseitiger WilcoxonsT &ir verbundene Stichproben) beim Vergleich rait d
Basalwerten werden durch * angezeigt (* p<0.05p%0.01).

Die statistische Analyse am Kontrolltag zeigte kesignifikanten Veranderungen dieser sechs

Subpopulationen.

Die folgende Abbildung gibt einen Uberblick (ibee 8eranderungen der Mittelwerte (+/- SEM)
zu den drei Messzeitpunkten sowohl am Tag der nreemBelastung (Stresstag) als auch am
Kontrolltag.
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Stresstag Kontrolltag
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Abbildung 6: Umverteilung von CRTH2" und CD226 T-Helferzellen (CD4") und zytotoxischen T-Zellen
(CD8") unter akutem psychischen Stress und am Tag der Kxdrolle.

Die oberen beiden Diagramme bilden die Veranderungeder CD226 T-Zellen, die unteren beiden
Diagramme die Veranderungen der CRTHZ T-Zellen ab. Dargestellt sind MW und SEM.

Signifikante Unterschiede (zweiseitiger WilcoxonsT &ir verbundene Stichproben) beim Vergleich rait d
Basalwerten werden durch * angezeigt (* p<0,05p%9,01)
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden stressinduziéuiswirkungen auf die T-Zell-Immunitat
gesunder, mannlicher Probanden untersucht. Der &pglwkt unserer Untersuchung lag auf der
Analyse unkonventioneller T-Zellen, wie (i)NKT-Zell undys-T-Zellen, da sich bisherige
Studien der psychoneuroimmunologischen Stressforgcmeist auf die Untersuchung

konventioneller T-Zellen konzentrierten (Segerstetral. 2004).

In Vorstudien wurde ein Abfall natiirlicher CDBOXP3 regulatorischer T-Zellen unter

Einfluss eines Stressors in vivo, beziehungsweseStresshormonen in vitro beobachtet (Freier
et al. 2010, Xiang et al. 2011). Eine andere Stkdiete zeigen, dass es bei konventionellen T-
Zellen zu einer stressinduzierten selektiven Msigitung zytotoxischer T-Zellen ins periphere
Blut kommt, wahrend weniger antigenerfahrene Tefelh lymphatisches Gewebe zu migrieren
scheinen (Atanackovic et al. 2006).

NKT-Zellen undys-T-Zellen gehdren zu den unkonventionellen T-Zelled wurden bisher
kaum im Zusammenhang mit Stress untersucht. Beatlpapulationen gelten als potente
Effektorzellen. Zudem scheinen NKT-Zellen, dhnkidn CD4 FOXP3 T-Zellen,

regulatorische Funktionen auszutben. Ihnen wird edtevante Beteiligung am Schutz vor
Autoimmunitat sowie in der TumorabstoRung zugestiam (Godfrey et al. 2000). Dyé-T-
Zellpopulation besitzt ebenfalls gro3es zytotoxéscRotential flr bestimmte Tumorzelllinien
(Groh et al. 1999), scheint die Wundheilung zu ébnd(Girardi 2006) und an der Induktion der
adaptiven Immunantwort entscheidend mitzuwirkerai8les et al. 2005).

Die These einer Mobilisierung konventioneller, gatierfahrener Effektor-T-Zellen wirft die
Frage auf, wie sich unkonventionelle Effektor-T{€r| wie NKT- undys-T-Zellen unter

Einwirkung eines akuten, psychischen Stressorsaiterh

Zusétzlich untersuchten wir, ob es unter akutenolstbess zu einer Verschiebung der Th1/Th2-
Balance kommt. In friheren Arbeiten wurde in viéine Verschiebung hin zur Th2-
Immunantwort unter dem Einfluss von Stresshormdrembachtet (Xiang et al. 2011). Wir

fragten uns, ob sich diese Beobachtung auch inb@stétigen lasst.
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6.1 Diskussion der Versuchsdurchfiihrung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachggegn, wie sich kurzzeitiger, psychischer
Laborstress auf den Anteil von (i))NKT-Zellen upgd T-Zellen, aber auch Thl/ Th2-Zellen am
Gesamtlymphozytenpool im peripheren Blut gesurdénnlicher Probanden auswirkt.

Als psychischer Stressor diente ein standardisienentales Belastungsprogramm. Bei dessen
Durchfiihrung hatten die Probanden Aufgaben an ef@emputer unter Zeitdruck zu
bewaltigen. Zum Nachweis der psychophysiologischieivierung im Sinne einer Stressantwort
wurde neben physiologischen Parametern wie Hezérezjund Blutdruck, die
Zustandsanderung der Emotion Arger mit Hilfe eipggchologischen Fragebogens erhoben.
Das eigentliche Interesse galt jedoch stressindenigimmunologischen Veranderungen im
peripheren Blut. Hierzu erfolgten Blutentnahmerdeei festgelegten Zeitpunkten: vor, 10
Minuten nach und abschlieRend 30 Minuten nach Eirdes Stressors. Diese Blutproben
ermoglichten die anschlie3ende Differenzierung guahtitative Untersuchung von T-
Lymphozytensubpopulationen mit Hilfe einer FACS-Assa.

Auswahl des Stressors

Sucht man nach einem geeigneten Konzept um eirte 8tresssituation im Labor zu erzeugen,
so sto3t man direkt auf das Problem der Unsch@édeBegriffs Stress an sich. In der
Stressforschung werden unterschiedlichste Strasso@ualitdt und Quantitat eingesetzt, so
dass ein direkter Vergleich verschiedener Studgeimrisse oft schwierig bis unmaoglich ist.
Man kann zwei grundlegend verschiedene Herangelessmunterscheiden. Zum einen kann
Stress kunstlich unter Verwendung verschiedenenuditim Labor erzeugt werden
(Laborstressoren). Hier kommen im Tierversuch 6fplerliche Belastungen wie Hitze, Kalte
oder Elektroschocks zum Einsatz, wahrend beim Merseher psychische Belastungen, wie
fordernde kognitive Aufgaben (z.B. Kopfrechnen, Mdaretertest) oder die freie Rede vor
Publikum Anwendung finden. Zum anderen kann dieetdnichung einer Stressreaktion nach
Konfrontation mit einem stressvollen Ereignis inttéd (naturalistische Stressoren) erfolgen,
beispielsweise in Prufungssituationen (Khaksaal.e2005, Weekes et al. 2006, Lewis et al.
2008) oder im Trauerfall (Bartrop et al. 1977, Geat al. 2003). Eine Vielzahl alterer Studien
verwendet auch Stressoren, die neben der psychi®dlastungssituation zusatzlich physische

Belastungen mit sich fuhren, wie beispielsweiserailtschirmsprung (Schedlowski et al. 1992).
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Haufig handelt es sich bei Stressoren um Mischfarees korperlichen und psychischen
Belastungen, akutem und chronischem Stress. Duntgnachiedliche Copingstrategien wird
Stress zudem individuell bewéltigt. Da die Literadber Beweise fur differenzierte
Auswirkungen von akutem und chronischem Stressli@ufimmunfunktion liefert, ist eine

moglichst spezifische Analyse gefordert.

Wir wahlten fur unsere Untersuchungen eine akuantate Belastungssituation (ohne jegliche
korperliche Belastung) unter Laborbedingungen.d&en in der vorliegenden Studie
verwendeten Stimulusprogramm von Johannes, haeslsith um ein standardisiertes
Computerprogramm, dessen Kernstlick der Manometiést€dohannes et al. 1990). Er stellt ein
bewahrtes, validiertes Verfahren dar, um ProbamasieRahmen psychophysiologischer
Untersuchungen akutem, psychischem Stress zu eeqeponDieses Setting hat entscheidende
Vorteile gegentber beispielsweise naturalistiscBieassoren. So handelt es sich um einen
standardisierten Versuchsablauf mit reproduziertddetastungssituation, definiertem Stimulus
von festgelegter Dauer und einer moglichen Kordgretn Storvariablen.

Anzumerken ist, dass Menschen bereits Situatiadiemit einer Vielzahl an diagnostischen
und experimentellen Versuchen verkntipft sind, #iesS empfinden, so dass unbeabsichtigter
Stress die Untersuchungsergebnisse beeinflussen kan

Fraglich ist auch, inwiefern die im Labor gewonneBeobachtungen stressinduzierter
Veranderungen Ruckschlisse auf die AuswirkungenStogss im alltdglichen Leben zulassen.
Es ist daher wichtig zu bemerken, dass aus deregeriden Untersuchungsergebnissen keine

allgemeingultige Aussage uber den Einfluss vonsSteaif das adaptive Immunsystem maoglich.

Probandenauswahl

Es gibt Hinweise auf eine geschlechtsspezifischesSantwort (Stoney et al. 1987, Matthews et
al. 1991) in mentalen Belastungssituationen, wakiiner eine ausgepragtere kardiovaskulare
Reaktion zeigten (Stoney et al. 1987, Khaksarl.€2@05), so dass wir ausschlief3lich Manner in
unsere Studie einschlossen. Auch beztiglich denf&dea Bildungsgrad, Familienstand und
Body-Mass-Index handelte es sich um ein homoger@saRdenkollektiv.

Als Ausschlusskriterien galten chronische Erkramgam Alkohol- und Nikotinabusus sowie die

Einnahme von Medikamenten, da das sympathischeeNsystem und die HPA-Achse extrem
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sensitive physiologische Systeme sind, deren Adting durch eine Bandbreite von
psychologischen Erfahrungen und Stressoren, alolrdurch eine Vielzahl pharmakologischer
Agenzien getriggert wird (Armario 2006). Auch Sdktarungen in der Nacht vor der
Untersuchung wurden in unserem Fragebogen erhdaed¢chlafmangel zu einer inadaquaten
NK-Zell-Mobilisation (Wright et al. 2007) und danau einer verminderten immunologischen

Aktivierung insgesamt fihren kann.

Studiendesign

Es handelt sich bei unserer Studie um eine kordrtdl Studie im Crossover-Design, wobei die
Probanden gleichzeitig als ihre eigene Kontrolentén. Jeder Proband stellte sich an zwei
unterschiedlichen Tagen zur Untersuchung bereitch'¥e Tag als Stress- oder Kontrolltag
diente, entschied das Los. Die Randomisierung imdelvonnenen Kontrolldaten sollten den
Einfluss der mentalen Belastung im direkten Vewjieierifizieren und einen moéglichen
Einfluss von Nervositat und einer gewissen Erwagsinaltung am ersten Untersuchungstag auf
die Ergebnisse erfassen. Dabei dienten zur statisen Auswertung der Kontrollgruppe die
Daten der zehn Probanden mit der besten kardiolz&askuReaktion unter Stress.

Alle Untersuchungen fanden am Vormittag statt, @anken Fehler durch tageszeitliche

Schwankungen in immunologischen Parametern minimierden.

Zur Untersuchung der immunologischen Parameter @vBidt aus einer Venenverweilkanule
entnommen, da das periphere Blut einen Vorrat anunzellen fur
psychoneuroimmunologische Untersuchungen bietestEsidem das einzige, leicht
zugangliche Immunkompartiment, das zellulare untitreellulare Bestandteile zur Diagnostik
bereithalt. Nach Anlage des Venenkatheters folmte, én der Literatur empfohlene, 30-
minutige Ruhephase (Manuck et al. 1989). AngesigatsBlutabnahmen tber eine Stunde nach
Anlage der Venenverweilkanle, ist eine durch dem#le induzierte lokale
Entzindungsreaktion mit folgender Beeinflussung imalogischer Parameter nicht
auszuschliel3en (Seiler et al. 1994). Eine wied&hdlrekte Venenpunktion kénnte diesen
unerwinschten Nebeneffekt ausschliel3en. Anderemsaitde so zusatzlicher Stress durch

wiederholte Venenpunktion vermieden.
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Die Ergebnisse wurden in unserem Fall in Form viamzé&nhtangaben dargestellt. In der Literatur
werden quantitative Veranderungen in den Lymphamsabpopulationen sowohl als
prozentualer Anteil als auch durch absolute Zelemabeschrieben, dabei bringen beide
Darstellungen ahnliche Ergebnisse (Segerstrom 2084). Dennoch sind prozentuale Angaben
schwerer zu interpretieren, da fur jeden angegebPaeameter lineare Abhangigkeiten

bestehen.

Limitationen der Studie

Es handelt sich um eine Pilotuntersuchung mit éitednen Probandenzahl (n=31), wobei fur
die vorliegende Studie ausschlie3lich junge, gesividnner rekrutiert wurden. Zudem wurde
ausschlief3lich stressinduzierte Veranderungen ltsiatz eines speziellen, kurzzeitigen
Stressors (Manometertest) untersucht. Die Beobaghteit lag insgesamt bei 90 Minuten, es

liegen damit keine Daten tGber mégliche langfristgenunologische Veranderungen vor.
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6.2 Ergebnisdiskussion
6.2.1 Psychophysiologische Aktivierung

Psychologischdreagibilitat

Zur Prufung der Frage, ob der eingesetzte Labesirdatsachlich eine psychische Belastung
fur die Probanden darstellte, wurde ein standadesi Fragebogen zur Erfassung des subjektiv
empfundenen Zustandsargers, Teil | des STAXI, aegt. Die Probanden beantworteten diesen
Fragebogen zu drei Zeitpunkten im Versuchsverhaaf; direkt nach und im Anschluss an eine

Erholungsphase nach Einfluss des Stressors.

Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Zudsgingers unter mentaler Belastung, welcher in
der folgenden Erholungsphase wieder auf Ausganganizuriickkehrte. Am Kontrolltag

zeigten sich keinerlei signifikante Veranderunges dmpfundenen Zustandsargers.

Schon friihere Studien konnten zeigen, dass das $d@kXen, stressinduzierten Arger objektiv
und sensitiv messen kann (Atanackovic et al. 28@nackovic et al. 2003, Atanackovic et al.
2006), da die physiologische Stressreaktion ofatieg Gedanken und Emotionen beinhaltet.
Arger ist eine wohl bekannte Emotion im Zusammeughait akutem Stress, weshalb
Fragebdgen zur objektiven Messung negativer Gefifthliea psychoneuroimmunologischen
Studien zur Anwendung kommen.

Mit Hilfe des psychologischen Fragebogens konnteinvorliegenden Studie das subjektive
Empfinden von kurzzeitigem, psychologischem Stadgsktiviert und dessen statistische

Signifikanz nachgewiesen werden.

Physiologische Reagibilitat

Zur Objektivierung der Stresssituation anhand eptgsiologischen Aktivierung erfolgte die

Messung von Herzfrequenz und Blutdruck (systolistagtolisch).
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Unter Einfluss des Stressors konnte ein signiféaAnstieg von Herzfrequenz und Blutdruck,
sowohl systolisch als auch diastolisch gezeigt eerdéh den anschlielRend gemessenen
Ruhephasen blieben systolischer und diastolischediBick signifikant erhéht, wéahrend die
Herzfrequenz in der ersten Ruhephase wieder aujakgsniveau und schlief3lich signifikant
unter die Basalwerte abfiel.

In der Literatur dienen Anstiege von Herzfrequend Blutdruck als geeignete Parameter zur
Validierung einer akuten Belastungssituation (KleGlaser et al. 1992) und korrelieren mit
Belastungssituationen im Alltag (Fredrikson etl®90). Besonders der Herzfrequenzanstieg
stellt ein bevorzugtes Instrument zur Quantifizrgrakuten psychischen Stresses dar (Herbert et
al. 1994, Larson et al. 2001, Ader 2007).

Die direkt unter Belastung nachweisbaren kardioviskn Veréanderungen sind als Zeichen
einer sympathischen Aktivierung des Nervensystamserten. Dieser Effekt wird Uber die
Ausschuittung von Katecholaminen und die unmittelsympathische Innervation von

lymphatischen Organen vermittelt.

Am Kontrolltag zeigten sich im direkten Vergleickigchen Ruhephase und anschlieRender
Belastungsphase keine signifikanten Anstiege defikceaskularen Parameter dar. Der
signifikante Anstieg der Blutdruckwerte gegen Edds Versuchs kdnnte Ausdruck einer

vegetativen Reaktion aufgrund der langen Immolbiigin.

Es ist uns gelungen eine, mit im Alltag auftretandeentalen Belastungssituationen
vergleichbare, akute Stresssituation im Labor hstetien. Die Daten belegen sowohl eine
psychische als auch eine kardiovaskulare ReaktioRahmen einer Aktivierung des SNS unter
Einfluss des Stressors. Diese kurzfristig auftr@éenund nach Ende des Stimulus reversiblen

Veréanderungen wurden statistisch signifikant bagtét

Zusammenfassend konnte die objektive Erfassungsi@hischen Aktivierung und die daraus
folgende Stimulation des SNS, die sich wiederuminer Steigerung der kardiovaskuléren
Parameter Herzfrequenz und Blutdruck abbildet\Wdikksamkeit des verwendeten Stimulus-
Programms als mentalen Stressor zeigen und bigeitdliie Basis fur nachweisbare

immunologische Effekte.
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6.2.2 Immunologische Variablen

Nachfolgende Untersuchungen sollten zeigen, olami@and der kardiovaskularen und
psychologischen Parameter beobachtete Aktivieruey Btress auch Veranderungen in der
Verteilung verschiedener T-Zell-Subpopulationensshar im peripheren Blut unserer
Probanden, zeigen wirden. Dabei stand die Unteusigchon (i)NKT-Zellen ungé-T-Zellen,
als bisher in diesem Zusammenhang wenig untersitfektorzellen, im Vordergrund.

Zu diesem Zweck erfolgte je eine Blutentnahme zaufdégenden drei Zeitpunkten: vor, direkt

nach und im Anschluss an eine Erholungsphase natlugs des Stressors.

Im Hinblick auf die zeitliche Manifestation einaninunantwort gibt es Daten, die bereits acht
Minuten nach Beginn des Stressstimulus quantitAte&nderungen im peripheren Blut
belegen. Bei so schnellen Reaktionen ist es unwheéirsdich, dass diese auf eine Aktivierung
der HPA-Achse zurtckzufiihren sind, da die Plasniedadievel inren Hohepunkt erst 30
Minuten nach Beginn des Stressors erreichen (Heebat. 1994). In unserer Untersuchung sind
immunologische Veranderungen in der Messphasesgstfelglich primar auf eine Aktivierung
des SNS zurtckzufiihren, wahrend sich in der Messp}post” zusétzlich die Aktivierung der
HPA-Achse widerspiegelt.

6.2.2.1 Auswirkungen des Stressexperiments auf NK-Zellerdu@D4 und CD8 T-
Lymphozyten

Vor der Prifung der aufgestellten Hypothesen fand Basisanalyse zu Veréanderungen der
NK-Zellen sowie der Gesamtheit der CD&€DS8" T-Zellen im peripheren Blut statt. NK-Zellen
werden gewdhnlich definiert durch ihren CDBD56" Phanotyp (Borrego et al. 2002).

In unserer Arbeit konnte unter akutem Stress eimefkistige, signifikante Erhdhung der NK-
Zellzahl prozentual am Gesamtlymphozytenpool deplperen Blutes beobachtet werden.
Dieses Phdnomen ist aus der Literatur wohl bekamahtscheint der zuverlassigste Effekt
kurzzeitiger, akuter Stressoren auf unser Immuesygiu sein (Schedlowski et al. 1993Db,

Ackerman et al. 1996, Segerstrom et al. 2004). k¢nBaten konnten dies erneut bestatigen.

Daneben zeigte sich ein signifikanter Abfall der4ZD-Helferzellen, der bis zum

Untersuchungsende anhielt. Die CR2§totoxischen T-Zellen zeigten keine signifikante
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Veréanderung direkt im Anschluss an die mentale Betay, fielen aber im weiteren Verlauf
signifikant ab.

Bezuglich dieser beiden Parameter ist auch diei&tlatje nicht eindeutig. Frihere Studien
zeigten unter Gabe von Katecholaminen (als Medateiner akuten Stressantwort) neben
einem Anstieg der NK-Zellzahl auch einen Anstieg@B8" zytotoxischen T-Zellen (Herbert et
al. 1994). Andere beobachteten einen Abfall der CD#lelferzellen (Crary et al. 1983) und
wieder andere beobachteten einen gleichzeitigealPdér T- und B-Zellen (Schedlowski et al.
1993a, Benschop et al. 1996). Immunologische Veramiyen unter akuten Stressoren sind den
beschriebenen Veranderungen unter Adrenalininje&hcsehr &hnlich. Dennoch ist die
Aktivierung des SNS nur ein moglicher Weg Utber das ZNS die Lymphozytenmigration

beeinflussen kann.

Ein differenzierter Abfall der CD&-Zellen bei gleichzeitigem Anstieg der NK-Zellzatlirde
schon friher unter kurzfristigem Laborstress bebteidBachen et al. 1992). Die Metaanalyse
von Segerstrom und Miller 2004 Iasst jedoch in mingrgleich bisheriger Studien keine
eindeutige Umverteilung von T-Helferzellen und tgath eine Tendenz zu einem Anstieg der

zytotoxischen T-Zellen unter Stress erkennen.

Die CD4/ CD8-Ratio scheint hingegen glaubhaft nken (Bachen et al. 1992, Segerstrom et al.
2004). Ein signifikanter Abfall der CD4/ CD8-Ratioter Stress konnte in der vorliegenden
Arbeit bestatigt werden und zeigt, dass es zu a&leeschiebung der Balance zwischen CD4
und CD8 T-Zellen, hin zu zytotoxischen T-Zellen kommit.

Vorstudien lassen vermuten, dass es unter akutgohigshem Stress zu einer kurzfristigen
Umverteilung von vier anhand der Expression von 8R4 und des Lymphknoten-Homing-
Rezeptors CCR7 definierten Subpopulationen komnetrdei scheinen antigenerfahrene
Effektor-T-Zellen (CCR7 verstarkt ins periphere Blut mobilisiert zu wande/édhrend der
prozentuale Anteil naiver T-Zellen sowie zentra&adachtniszellen (CCRYim peripheren Blut
abnimmt. Es scheint sich um eine spezifische Umailarig der Zellsubpopulationen in die
Kompartimente zu handeln, in denen sie sich ankéften an einer Immunreaktion beteiligen
konnen (Atanackovic et al. 2006, Freier et al. 20Dles kdnnte eine mdgliche Erklarung sein,
warum es zu keiner eindeutig zielgerichteten Vee#imdg der Gesamtheit an CDd4nd CD8 T-

Zellen unter Stress kommit.
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6.2.2.2 Auswirkungen des Stressexperiments auf CDBEKT-Zellen und 6B11/ CD1d-
Tetramer" iINKT-Zellen : zu Hypothese 1

Neben klassischen NK-Zellen und T-Zellen ist di&Spulation der NKT-Zellen
gekennzeichnet durch die Koexpression von TZR ukeMdirker CD56 (Metelitsa 2004). Zur
Prufung der aufgestellten Hypothese erfolgte digere Differenzierung von NKT-Zellen, einer
phanotypisch und funktionell heterogenen Gruppe Maellen. Es wurden folgende Antikdrper
verwendet: CD3, CD56, 6B11 undGalCer-geladenes CD1d-Tetramer. Die letzten beiden
Antikorper markieren dabei INKT-Zellen, hochpoteEitgektorzellen, die durch eine massive
Ausschittung von Zytokinen direkt nach ihrer Akenting gekennzeichnet sind (Wu et al.
2009). Diese zZytokine kénnen wiederum eine Vielzadtl Zellen sowohl der angeborenen als
auch der erworbenen Abwehr aktivieren und die @atadier adaptiven Immunitat beeinflussen.
(INKT-Zellen wirken demnach an der Schnittsteler dngeborenen und erworbenen Immunitét
und scheinen zusatzlich eine bedeutende immunitegsizhe Rolle sowohl in der Abwehr
mikrobieller Infektionen, der Entwicklung von Automunitat, aber auch in der
Tumorimmunitat zu spielen (Smyth et al. 2000, Satial. 2009, Van Kaer et al. 2010). Sie
bieten daher einen vielversprechenden Ansatz flitlierapeutischen Einsatz bei Autoimmun-
und Tumorerkrankungen (Berzins et al. 2005).

Da all diese Erkrankungen scheinbar entscheiderchditress beeinflusst werden, wurden in
der vorliegenden Arbeit quantitative Veranderunden(i)NKT-Zellen im peripheren Blut

untersucht.

In einer Vorstudie konnte bereits einmalig ein Aepder CD56 NKT-Zellen unter akutem
psychischem Stress gezeigt werden (Atanackovit 2086). Es liegen meines Wissens keine

Studien zu quantitativen Veranderungen von iNKTli&elinter akutem Laborstress vor.
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Hypothese 1: Unter akuter mentaler Belastung kommt es bei gesurah, mannlichen
Probanden zu einem Anstieg des Anteils an CD56/KT-Zellen und
einer gleichgerichteten Veranderung von 6BIlund CD1d-Tetramer®
INKT-Zellen im peripheren Blut, gemessen am Gesanyinphozyten-

pool.

Die Hypothese konnte anhand der vorliegenden Wintbrsigsergebnisse nur in Teilen bestatigt

werden.

In unserer Studie zeigte sich ein kurzfristigegngikanter Anstieg der CD8 CD56 NKT-
Zellen unter Stress wahrend die CD@D56 NKT-Zellen in inrem Anteil am

Gesamtlymphozytenpool unveréandert blieben.

Aus einer einzelnen Vorstudie liegen vergleichdaaéen unter akutem Laborstress vor. Hier
konnte in einer Stichprobe von 22 Probanden eirtiéqsowohl der CD4als auch der CO8
NKT-Zellen beobachtet werden (Atanackovic et aD&0 Bei der Mehrheit der NKT-Zellen
handelt es sich jedoch um zytotoxische GOED56" NKT-Zellen. CD4 NKT-Zellen hingegen
scheinen die durch zytotoxische T-Zellen vermigtelhti-Tumor Immunitat zu supprimieren
(Terabe et al. 2000). Die von uns untersuchte Suidption von CDZ/CD56" T-Zellen ist mit
einem Anteil von 0,33 % am Gesamtlymphozytenpogbénpheren Blut jedoch sehr klein, so

dass kaum eine klinische Relevanz fir immunologisStiessreaktionen zu erwarten ist.

Bei der Untersuchung der iNKT-Zellen am Beispial @B11 und CD1d-TetramérT-Zellen
sowie ihrer drei Subpopulationen (DN, CD€DS8') zeigten sich keine statistisch signifikanten
Veréanderungen tber den Versuchsverlauf. Bisheehem diesen Subpopulationen keine Daten
zu quantitativen Veranderungen unter akutem, psgbleim Stress vor. Auch hier zeigte sich ein
ausgesprochen geringer prozentualer Anteil diestp@pulationen von 0,24% am
Gesamtlymphozytenpool des peripheren Blutes. Besdachtung lasst vermuten, dass sich
INKT-Zellen bevorzugt in anderen Kompartimentenhalien und die Untersuchung im
peripheren Blut daher nicht optimal ist.

Unserer Hypothese lag die Vermutung zugrunde, N&SsZellen aufgrund ihrer
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morphologischen und funktionellen Ahnlichkeit zu M¢llen, unter akutem Stress ebenso ins
periphere Blut mobilisiert werden. Fiir die Hauptplagion, die zytotoxischen CDBCD56
NKT-Zellen, konnte diese Hypothese signifikant Bagt werden.

Gleichzeitig regulieren NKT-Zellen aber offensiatitl grundlegende Aspekte der Immunitét,
denn ein Defizit bzw. eine Dysfunktion von NKT-Zail fuhrte im Tierversuch zu einer Reihe
von Autoimmunerkrankungen und Krebs (Berzins e2@05). Wir wissen aus vorangegangenen
Untersuchungen, dass andere regulatorische T-Z@pd" FOXP3) unter psychischem Stress
abfallen, also scheinbar herabreguliert werdeneima effektive Immunantwort im Sinne einer

Jight-or-flight” - Reaktion zu ermdglichen (Freiet al. 2010).

Es handelt sich bei den NKT-Zellen damit um Zell@it, sowohl immunstarkenden als auch
immunregulierenden Funktionen (Smyth et al. 200@er akutem Stress werden zytotoxische
NKT-Zellen, die entscheidend zur Tumorabwehr bgérg offenbar heraufreguliert, wahrend
supprimierende CD4NKT-Zellen unverandert bleiben. Diese Daten stérdie These, dass es
unter akutem Stress zu einer selektiven Mobilisigruon Effektor-T-Zellen ins periphere Blut
kommt (Atanackovic et al. 2006), und erweitern diam die Subpopulation der NKT-Zellen. Es
sind weiterfiihrende Untersuchungen notig um dideRidr 6B11 und CD1d Tetramé&iNKT-

Zellen in der stressinduzierten Immunreaktion Zrddh.

6.2.2.3 Auswirkungen des Stressexperiments apd-T-Zellen: zu Hypothese 2

Es gibt bereits verlassliche Daten, die beim Meesaine Mobilisation von zytotoxischen
Lymphozyten (NK-Zellen, CTL) ins periphere Blut anekutem Stress belegen (Bosch et al.
2005, Atanackovic et al. 2006, Isowa et al. 20&)e weitere zytotoxische
Lymphozytensubpopulation, dy@-T-Zellen, wurde bis zu Beginn der vorliegendend&tunicht

in diesem Zusammenhang untersucht. Diese molelphéanotypisch und funktionell heterogene
Zellpopulation (Hayday 2000), scheint jedoch eichl&sselrolle in immunologischen
Prozessen, wie Wundheilung, mikrobieller Abwehr Giuehorkontrolle, zu spielen und damit
hohe klinische Relevanz zu haben.
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Hypothese 2: Unter gleichen Versuchsbedingungen kommt es zinem Anstieg des
Anteils anyé-T-Zellen im peripheren Blut.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse bestatigeaufgestellte Hypothese.

Unsere Daten konnten unter akuter mentaler Belgstinen signifikanten Anstieg des
prozentualen Anteils dgb-T-Zellen am Gesamtlymphozytenpool zeigen. Die Wé&dlen nach

Ende der Belastung rasch wieder auf Ausgangsniabeau

Bei isolierter Betrachtung der DN-, CD8nd CD4 y5-Subpopulationen zeigte auch die
Hauptgruppe der doppeltnegativenT-Zellen einen kurzdauernden, direkten Anstiegeunt
Stress, wahrend CD&ind CD4 y5-T-Zellen keinen signifikanten Veranderungen umigeh.

Lymphozyten zirkulieren standig zwischen verschieaieOrganen sowie dem peripheren Blut,
um eine effektive Immunreaktion zu gewahrleistere Anzahl und Proportionen der
Leukozyten im peripheren Blut geben damit einem&sgntativen Einblick in die Verteilung
verschiedener Zellpopulationen und den Grad deivgkting unseres Immunsystems. Unter
akutem Stress scheint es zu einer Umverteilungveoschiedenen
Lymphozytensubpopulationen zu kommen, wobei jedaiRdion in das Kompartiment
mobilisiert wird, wo sie am effektivsten ihre Fuigkt austiben kann. Die Haut und
Lymphknoten wurden als mdgliche Zielorgane besbtlene(Dhabhar et al. 1996).

Die Umverteilung von Lymphozyten wird dabei alstersSchritt einer effizienten,
stressinduzierten Abwehrreaktion angesehen. Saimst Dhabhar dieses Phanomen als
Aktivierung unserer korpereigenen Soldaten (Leukez)y die daraufhin ihre Baracken in Form
der lymphatischen Organe (Milz, Knochenmark) ves¢aisund tber die StraRen (Blut- und
Lymphbahnen) zu ihrem Einsatzort gelangen, wo w#uBg beziehen fir die immunologische
Schlacht (Dhabhar 2003).

Unsere Daten unterstiitzen die Hypothese eineissitegzierten Mobilisation von
zytotoxischen, effektororientierten, zellularen Kmmmenten in das periphere Blut am Beispiel

derys-T-Zellen.
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Eine 2009 publizierte Studie zeigte ebenfalls &fiobilisation vonys-T-Zellen unter akutem,
psychischem Stress in Form von 6ffentlicher Reas abich physischem Training sowie unter
Infusion eines 3-Agonisten (Anane et al. 2009) sBieEffekt scheint plausibel durfh
adrenerge Rezeptoren vermittelt, ebenso wie dieilidation von NK-Zellen und CD8
zytotoxischen T-Zellen (Sanders et al. 2002). Wiadhiiie Daten dieser Arbeitsgruppe eine
Korrelation zwischen dem Anstieg derT-Zellen und der Herzfrequenz zeigen konnten,rgela
dies bei unseren eigenen Daten nicht. Dennoch bbtdian wir die/d-T-Zell-Mobilisation
parallel zu einer autonomen Aktivierung, sichtbmder Steigerung der kardiovaskuléren

Parameter.

In einer weiterfihrenden Studie konnte die gleidheeitsgruppe um Anane zeigen, dass bei
weiterer Differenzierung dew-T-Zellen anhand von CD45RA und CD27 in vier Gedéish
Phanotypen: naive-, zentrale Gedachtnis-, antif@mene Effektor- und CD45RAEffektor-

Zellen (EMRA), speziell Letztere unter Stress intwebRerem Mal3 ins periphere Blut
mobilisiert werden (Anane et al. 2010). Diese Bebitang ist mit der Hypothese einer
stressinduzierten, selektiven Mobilisierung vonekforzellen konsistent, die auch Vorstudien
der Abeitsgruppe um Atanackovic an konventionelleellen zeigen konnten (Atanackovic et
al. 2006, Freier et al. 2010). Eine weitere Arbitersuchte Effekte einer Adrenalininjektion
sowohl in vivo als auch in vitro und konnte ebelsfainen schnellen, kurzdauernden Anstieg der
DN v8-T-Zellen in menschlichem Blut zeigen (Dimitrovagt 2010).

Auch wenn es sich mit 2-10% aller zirkulierende@dllen beim erwachsenen Menschen um
eine quantitative Minderheit handelt (Groh et &89, Carding et al. 2002, Brandes et al. 2005,
Kabelitz et al. 2007), so stelled-T-Zellen doch die grofite, zirkulierende
Gedachtniszellpopulation im peripheren Blut dakfibnov et al. 2006). Es scheint sich um eine
Zellpopulation zu handeln, die in der Lage ist,eredmmunzellen schnell anzulocken und zu
stimulieren (Tikhonov et al. 2006), deps T-Zellen kénnen als antigenpréasentierende Zellen
agieren. Aktivierte Zellen prasentieren prozessi@mtigene und scheinen so an der Induktion

der adaptiven Immunantwort mitzuwirken (Brandeale2005).

Es gibt zunehmend Beweise, da8sT-Zellen eine unverzichtbare Rolle in der mikrdlee
Abwehr durch die selektive Erkennung bakteriellestdboliten und einiger viraler Antigene

spielen (Hayday 2000, Kabelitz et al. 2007). Dieiterantimikrobielle und Antitumorreaktivitat
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vonyd-T-Zellen sowie ihre Fahigkeit der Produktion imflanatorischer Zytokine, die an der
protektiven Abwehr von intrazellularen Pathogened Tiumoren beteiligt sind, sowie ihre
starke lytische Aktivitét, lassen eine direkte Befeng an der Immunkontrolle von
Krebserkrankungen und Infektionen vermuten (Borlteeei al. 2006).

Diese Beobachtungen haben zur Entwicklung neueuimatherapeutischer Ansatze gefuhrt und
liefern bereits ermutigende Resultate von Untersngkn sowohl in vitro als auch in vivo.
Zudem wird ihnen eine Funktion in der Férderung Vandheilung zugeschrieben (Girardi
2006).

So lasst eine stressinduzieyte T-Zell-Mobilisation vermuten, dass der rascherafsch von
v6-T-Zellen unter akutem, psychischen Stress hilfhiglicherweise bedrohlichen Situationen
Immunzellen anzulocken und somit die MéglichkeifiénAntigenkontakt bietet und gleichzeitig

in Erwartung von Gewebeschaden die Wundheilungessdrn konnte.

Zusammenfassend lieferte unsere Studie erstmaén2aim Nachweis einer stressinduzierten
Mobilisation vonyd-T-Zellen unter Einfluss eines mentalen LaborstiessSo scheinen diese
hochpotenten Effektorzellen einen mdglichen Schu&tresssituationen und méglicherweise

vor anderen bedrohlichen Situationen, wie Tumogerkungen, zu bieten.

6.2.2.4 Auswirkungen des Stressexperiments auf die Vertegwon Th1/ Th2-Zellen,
differenziert anhand von CD226 und CRTH2

Zusétzlich untersuchten wir deskriptiv, ob es uatartem Laborstress zu einer Verschiebung
der Thl/ Th2-Balance kommt. Erwartet wurde eirftSton Thl zu Th2-Zellen unter akuter
mentaler Belastung, wie er in friheren Arbeitemitro unter dem Einfluss von Stresshormonen
beobachtet wurde (Xiang et al. 2011).

Zur Differenzierung verwendeten wir den Oberflaanarker CD226, der zuvor als spezifischer
Oberflachenmarker fur Th1l-Zellen beschrieben wiikrdalhon et al. 2005). Th2-Zellen
wurden anhand ihrer Expression von CRTH2 idenéfizidem scheinbar zuverlassigsten Marker

fur dies Lymphozytensubpopulation (Saito et al.200
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Tats&chlich kam es bei den T-Helferzellen zu eikamzeitigen, signifikanten Abfall der
CD226 T-Zellen direkt nach Belastung. Gleichzeitig stikg prozentuale Anteil der CRTH2

T-Helferzellen signifikant an, jedoch erst verzdageach Einsetzen des Stressors.

Bei Betrachtung der zytotoxischen T-Zellen zeigth siberraschend ein Anstieg sowohl der
CD226 als auch der CRTHZellen. Auch hier zeigte sich der Effekt bei deD8/CRTHZ" T-

Zellen erst verzogert.

Aufgrund der aus Vorstudien aufgestellten Thesss @éine Umverteilung der Lymphozyten
nicht alle Subpopulationen gleichermal3en beteffiplgte die weitere Unterteilung in naive/
zentrale Gedachtnis-T-Zellen und ausdifferenzieméigenerfahrene Effektor-T-Zellen anhand
des Lymphknoten-Homing-Rezeptors CCR7. Sallustomtegrrstmals zeigen, dass menschliche
Gedachtnis-T-Zellen sich anhand dieses Chemokipterein zwei funktionell verschiedene
Subpopulationen teilen lassen (Sallusto et al. R08&hrend CCRGedachtniszellen
Rezeptoren zur Migration in entziindliches Gewelsttben und direkt Effektorfunktionen
vermitteln, exprimieren CCR7Gedachtniszellen den Lymphknoten-Homing-Rezeptoeo

Effektorfunktionen ausiiben zu kénnen (Sallustd.e1399).

Bei Betrachtung der differenzierten Subpopulatioergibt sich nun interessanterweise mit
Ausnahme der COACD226/ CCR7 T-Zellen ein Anstieg aller sonstigen Effektorzallgvenn
auch im Falle der CRTHZEffektor-T-Zellen das Signifikanzniveau erneutt eesrzogert

erreicht wird. In Anlehnung an vorangegangene Waigliungen starken die Ergebnisse die
postulierte stressinduzierte, selektive Mobilisregspeziell von Effektorzellen in das periphere
Blut. So scheint Stress die Retention weniger rdif€ellen im lymphatischen Gewebe oder der
Haut bei gleichzeitiger Mobilisation von T-Zelleom Effektortyp ins periphere Blut zu

bewirken (Atanackovic et al. 2006).

Kritisch bleibt die nicht eindeutige Studienlage@D226 als moglichem Marker fir Th1-Zellen
anzumerken. Es gibt lediglich eine Untersuchunilansen, die eine Spezifitat dieses
Oberflachenmolekuls fur Th1-Zellen beschreibt (2dndn et al. 2005). Diese Daten liel3en
vermuten, dass CD226 ein kostimulatorisches Molekiiind eine wichtige Rolle bei der

Aktivierung und Vermittlung der Effektorfunktion worh1-Zellen spielt.
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Eine japanische Arbeitsgruppe hingegen konnte gprdssion von CD226 in der Mehrheit in
vitro polarisierter Thl- und Th2-Zellen nachweiserd zweifelt daher die Spezifitdt dieses
Markers an (Shibuya et al. 2006). Dieses Phanomiegirg abhangig vom Zeitpunkt und
Differenzierungsgrad zu sein. Wahrend CD226 zurtéalfsder Mehrzahl aktivierter T-Zellen
zu finden ist, scheint es durch mehrfache Polatisg auf Th2-Zellen herunterreguliert und
gleichzeitig verstarkt auf Th1l-Zellen exprimiertwerden. So dass schlief3lich der Nachweis
nach Reifung nur noch auf Th1l-Zellen gelingt (Déinda et al. 2005).

Wahrend man sich einig ist, dass Thl und Th2-Zelleschiedene Rollen in der Immunabwehr
spielen, gibt es unterschiedliche Meinungen zuntifizierung spezifischer Oberflachenmarker.
Bisher wurden beide Subpopulationen primar anhlaresiZytokinmusters unterschieden. Es
wurden jedoch weitere Subpopulationen, beispielssv€h19 und Th22 definiert und neuere
Studien lieRen den Verdacht aufkommen, dass eineasigiung von einer Subpopulation in
eine andere moglich ist. All diese Fakten stellas @h1/ Th2-Konzept in sich in Frage und
werfen die Frage auf, ob es Uberhaupt Th1l/ Th2ispeze Oberflachenmarker gibt.

Diese Limitierungen und Zweifel machen es schwijeatig von uns gewonnen Daten zu deuten.
Hier sind weitere Untersuchungen nétig, um die Aktét des Konzepts zu Gberprifen und

gegebenenfalls eindeutige, spezifische Marker entitizieren.
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7 Zusammenfassung

Die Auswirkungen psychologischen Stresses auf dasahliche, erworbene Immunsystem
wurden bisher nur unzureichend untersucht. Wahbatdn zu konventionellen T-Zellen in
diesem Zusammenhang vorliegen, gibt es zu iINKTezelindys-T-Zellen bisher keine
Untersuchungen. Unsere Studie analysierte dalessstduzierte Effekte auf unkonventionelle
T-Zell-Subpopulationen in einem Kollektiv von 31sgaden, mannlichen Probanden. Zur
Unterscheidung distinkter T-Zell-Populationen déeederen Expression von
Oberflachenmarkern. Akuter psychischer Stress saalte neben bekannten Effekten, wie
einem Anstieg des Anteils der NK- und CINKT-Zellen, keine signifikanten Veranderungen
des Anteils an CDANKT-Zellen, 6B11 und CD1d-Tetramé&iNKT-Zellen am
Gesamtlymphozytenpool. Es konnte jedoch erstmats ggnifikante, stressinduzierte

Mobilisation vonys-T-Zellen ins periphere Blut gezeigt werden.

Probanden und Methoden

Es wurde eine kontrollierte, klinische Studie niitg@sunden, ménnlichen Probanden
durchgefthrt. Jeder Proband stellte sich an zwgefaur Untersuchung zur Verfigung. Das
Stressexperiment erfolgte an einem der beiden iFelgerm eines standardisierten, mentalen
Belastungstests am Computer, der zweite Tag dast€ontrolltag. Zur Erfassung und
Auswertung stressinduzierter Veranderungen wur@edidvaskulare, psychologische und
immunologische Parameter erfasst. Hierzu erfolggesils vor, direkt nach Stress und nach
einer anschlieBenden Ruhephase Aufzeichnungen FamH RR, die Auswertung eines
psychologischen Fragebogens (STAXI) zur Beurteildeg Zustandsargers sowie die
Differenzierung und quantitative Auswertung von @iZSubpopulationen (iNKTy3-T-Zellen)
im peripheren Blut mittels FACS-Analyse. Die stidishe Analyse der Daten erfolgte mit SPSS
fur Windows. Mit Hilfe des Wilcoxon-Tests wurderediVerte der Baseline mit den spateren

Untersuchungszeitpunkten verglichen und das Slgmifiniveau auf p<0,05 festgelegt.
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Ergebnisse

Unter akuter mentaler Belastung zeigte sich keigifskante Veradnderung des prozentualen
Anteils von 6B11 und CD1dTetramé&iNKT-Zellen, wohl aber ein signifikanter Anstieg
(p<0,01) deryd-T-Zellen im peripheren Blut gesunder, mannlichestnden. Kurz nach Ende
des Stressors fielen die Werte wieder auf Ausgangaun ab.

Bekannte Beobachtungen, wie die Mobilisierung vé&2éllen und zytotoxischen NKT-Zellen

unter akutem Stress, konnten zudem bestatigt werden

Schlussfolgerungen

Die vorliegende Studie liefert einen Beitrag zurher&n Verstandnis stressinduzierter,
quantitativer Veranderungen der T-Lymphozytensubfaipnen im peripheren Blut gesunder,
mannlicher Probanden. Die vorliegenden Daten kanatstmals unter akutem, psychischem
Stress eine Mobilisierung von unkonventionelf@nl -Zellen ins periphere Blut zeigen. Diese
Beobachtung geht mit der These einher, dass es 8tress zu einer Umverteilung der
Lymphozyten kommt, wobei speziell Effektorzellenewauch NK-, zytotoxische T- und NKT-
Zellen, ins periphere Blut mobilisiert werden. Bieichgerichteter Anstieg des Anteils an
iINKT-Zellen (6B11/ CD1dTetraméi) am Gesamtlymphozytenpool konnte jedoch nichtigéze

werden.

Es sind daher weitere intensive Untersuchungeig niiti psychoneuroimmunologische
Zusammenhange und die Auswirkungen von akutem hpsgttem Stress auf unsere

Immunfunktionen noch besser verstehen zu kdnnen.
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8 Abkirzungen

ACTH
APC

BP

BSA
aGalCer
CCR7
CD
CRH
CRTH2

CTL
CTLA-4
DC
DMSO
DN
DNAM1
EKG
FACS
FCS
FITC
FSC
FOXP3
GITR
GM-CSF
GvHD
HF

HPA
IFNYy, -
IL
INKT-Zellen
LAP
MHC
MNC
MW
NK-Zellen
NKT-Zellen
PBS
PBMC
PE
PerCP
PGD2
PNI
RPMI
SEM
Sig.

SNS
SSC
STAXI
TNFa, -
Treg/ Tregs
TZR
ZNS

Adrenocorticotropes Hormon
Allophycocyanin, Antigenprasentierende Zellen
Blood pressure
Bovine Serum Albumin
alpha-Galactosylceramide

Chemokine receptor
Cluster of Differentiation

Corticotropin releasing hormon
Chemoattractant receptor homologous-mooyjesssed on
T-helper-type-2-cells
Cytotoxic T-lymphocyte
Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4
Dendritische Zellen

Dimethylsulfoxid
doppelt negative (CDACDS8)
DNAX accessory molecule-1, CD226
Elektrokardiogramm

Fluorescence activated cell sorter

Fetales Kalberserum
Fluoresceinisothiocyanat

Forward scatter

Transcription factor forkhead box P3
Glucocorticoid-induced TNF receptor familyatdd gene
Granulocyte macrophage colony — stimulatagor
Graft-versus-Host-disease
Herzfrequenz
Hypothalamo-Pituitary-Adrenal
Interferon-gamma, -alpha
Interleukin
invariant chain Natural Killer T-Zellen
Latency associated peptide
Major Histocompatibility Complex
Mononukleéare Zellen
Mittelwert

Natural Killer Zellen

Natural Killer T-Zellen

Phosphate buffered saline

mononukleare Zellen des peripheren Blutes
Phycoerythrin

Peridinin chlorophyll protein

Prostaglandin D2
Psychoneuroimmunologie
Roswell Park Memorial Institute
Standardfehler des Mittelwertes (standard exftine mean)
Signifikanz

Symphatisches Nervensystem

side scatter
State-Trait-Argerausdrucks-Inventar
Tumor Nekrose Faktor-alpha, -beta

regulatorische T-Zellen
T-Zell-Rezeptor
Zentrales Nervensystem
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Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichenn@ein in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.
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