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Einleitung

1 Einleitung

Die Auswirkungen psychischer Belastungen auf Fomen des Immunsystems sind ein
zentraler Bestandteil psychoneuroimmunologischesdfung (Glaser and Kiecolt-Glaser 2005;
Ader 2007; McEwen 2007). Es konnte wiederholt ggzeierden, dass akute Stressoren eine
Aktivierung der angeborenenimmunitat bewirken, welche sich am deutlichsten eimer

Mobilisierung von Naturlichen Killerzellen (NK-Zelh) aul3ert (Segerstrom and Miller 2004).

Weniger eindeutig sind Untersuchungen u(ber das alenn von T-Zellen in akuten
Belastungssituationen. T-Zellen sind essentiellst@elteile dererworbenenimmunitat und
nehmen eine zentrale Position in der Vermittlung remunantworten ein.

Die klinische Relevanz der Interaktion von T-Zetlirhunitat und Stress zeigt sich unter anderem
in der Beobachtung, dass zahlreiche Autoimmunekknagen mit Defekten in der T-
Zellfunktion assoziiert sind (Cools, Ponsaerts le2807; Yamanouchi, Rainbow et al. 2007;
Anderson and Isaacs 2008). Gleichzeitig ist eirel&fivon psychischem Stress auf den Verlauf
einiger Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sklerpgesthma bronchiale oder rheumatoide
Arthritis nachgewiesen (Sandberg, Paton et al. 20hr, Hart et al. 2004; Straub, Dhabhar et
al. 2005).

In neueren Studien wurde der Fokus verstarkt aufradMierungen des erworbenen
Immunsystems gerichtet, indem die Verteilung vo#ellsubpopulationen unter dem Einfluss
akuter Stressoren analysiert wurde. Dabei konntee estressinduzierte Mobilisierung
antigenerfahrener T-Effektor-Gedachtniszellen ins daeriphere Blut beobachtet werden,
wahrend naive T-Zellen sowie zentrale T-Gedéachéfisza im peripheren Blut abfielen
(Atanackovic, Schnee et al. 2006).

Regulatorische Komponenten T-zellvermittelter Imitétn wurden in der Analyse von
stressassoziierten Veranderungen bisher wenig ksdtigt. In dieser Arbeit soll das Verhalten
der seit einigen Jahren intensiv erforschten Zellipetion der regulatorischen T-Zellen (Tregs)
unter einer akuten Stressbelastung untersucht weifdiegs spielen eine Schlitsselrolle in der
Homoostase zwischen einerseits notwendigen Effektktionen zum Schutz des Organismus
gegen aulRere und innere Pathogene und der andsress@bdingbaren Kontrolle und

Unterdrickung von Immunreaktionen, die gegen Sélbsigene gerichtet sind.
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Tregs sind durch die Expression verschiedener Effelolekile sowie intra- und extrazellularer
Marker gekennzeichnet, durch welche sie identifiziwerden konnen. Sakaguchi et al
beschrieben 1995 erstmals COD25 regulatorische T-Zellen, deren Defekt zur Entwicid
schwerer Autoimmunphanomene fihrte (Sakaguchi, diedta et al. 1995). Der fur die
Entwicklung und Funktion von Tregs wichtige Tranpkonsfaktor der forkhead-Familie
FOXP3" gilt als derzeit spezifischster Marker vdnegs (Fontenot, Gavin et al. 2003; Hori,
Nomura et al. 2003). Folgende Effektormolekile simly mit der immunregulatorischen
Funktion von Tregs verknlpft: ,Cytotoxic T-lymphdey associated protein-4“ (CTLA-4),
»Glucocorticoid induced TNF family-related gene”I{®) und ,Latency associated peptide”
(LAP) (Sakaguchi, Yamaguchi et al. 2008).

Defekte in der Funktion von regulatorischen T-Zellesind mit schwerwiegenden

Autoimmunphanomenen assoziiert worden (Yamanowainbow et al. 2007; Anderson and
Isaacs 2008; Costantino, Baecher-Allan et al. 20G8)ichzeitig konnte nachgewiesen werden,
dass Tregs im Gewebe unterschiedlicher Malignomeesm infektiosem Gewebe erhéht sind
(Shimizu, Yamazaki et al. 1999; Belkaid and Roud@s2 Beyer and Schultze 2006; Zou 2006;

Curiel 2007), was sie zu einem interessanten Apsak fir Immuntherapien macht.

Die in vorangegangenen Studien durch Atanackovialetbeobachtete Mobilisierung und
Bereitstellungsreaktion antigenerfahrener T-EffelGedachtniszellen wirft die Frage auf, wie
sich regulatorische T-Zellen als immunologische &spieler unter einer akuten
Stressbelastung verhalten (Atanackovic, Schnek 2006).

Ziel der vorliegenden Studie war daher eine Analyss Auswirkungen von akutem
psychischem Stress auf CIFDXP3 regulatorische T-Zellen sowie die auf CD#-Zellen

exprimierten Effektormolekile CTLA-4, GITR und LARM peripheren Blut gesunder
mannlicher Probanden. Darlber hinaus wurden T3alipopulationen anhand ihrer
CCR7/CD45RA-Expression eingeteilt. Der Anteil dengnnten Zellpopulationen wurde vor

sowie im Anschluss an eine akute experimentellesSbelastung bestimmit.
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2 Grundlagen

2.1 Psychoneuroimmunologie

Die Psychoneuroimmunologie beschéftigt sich in rsdf@edlichen Ansatzen mit den
funktionellen Wechselwirkungen zwischen Immun-, \Wer- und Hormonsystem.

Robert Ader pragte den Begriff ab Mitte der 1978&hre, nachdem er in Zusammenarbeit mit
Nicholas Cohen in Konditionierungsexperimenten adubkn einen direkten Einfluss von
psychischer Konditionierung auf Immunfunktionen maeisen konnte (Ader 1974; Ader and
Cohen 1975). Erste Studien wurden bereits in d@®di9Jahren durch Metalnikov und Chorine
durchgefihrt (Metalnikov 1932). In den letzten ddahrzehnten fand eine eindrucksvolle
Entwicklung von einem durch unterschiedliche Faddtitingen verfolgten Forschungsansatz zur
eigenstandigen wissenschaftlichen Disziplin statit machfolgender Diversifizierung in
verschiedene Schwerpunktbereiche (Schedlowski 128ér, 2007).

Im Bereich der psychoneuroimmunologischen Stressfamg hat sich die Untersuchung der
Auswirkung von Stress auf Immunfunktionen als eantraler Arbeitsbereich herausgestellt. Das
breite Spektrum der involvierten Systeme sowieKbenplexitat der Interaktion erfordern nach
wie vor eine interdisziplindre Ausrichtung. Die Bathtungsweise sollte dabei weg von einer
isolierten Beobachtung von Aspekten des ,Immunsysteversus ,Nervensystems” hin zu
einem Verstandnis des Organismus als Gesamtheiingegander agierender und verknupfter
Systeme gehen (Ader 2007). Dariiber hinaus gehthmaie davon aus, dass die Kommunikation
zwischen Immun- und Nervensystem bidirektional &eftl Es ist bekannt, dass Immunzellen
nicht nur Empfanger von Stresssignalen sind, sondass sie Uber Botenstoffe ebenfalls Signale
an das zentrale Nervensystem Ubermitteln konnese@®/sky, del Rey et al. 1986; Besedovsky
and del Rey 1996; Wrona 2006).

Zunehmend wird versucht, psychoneuroimmunologisedreschung mit klinischen Aspekten der
Pathogenese, Aufrechterhaltung und Prognose vobirAotunerkrankungen, im Bereich der
Tumorimmunologie und Psychoonkologie sowie im Feloh Zivilisationskrankheiten in
Industrienationen wie Arteriosklerose und Bluthatlott zu verknipfen. Diskutiert werden in
diesem Zusammenhang auch Mdglichkeiten der Préarenintervention und Therapie (Ader
2007; McEwen 2007).
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2.2 Der Begriff ,Stress” und Wege psycho-immunologisahiéommunikation

Als Begriinder einer ersten Stresstheorie, nochdeorEinfihrung des Terminus ,Stress®, gilt
der Physiologe Walther B. Cannon. Er beschrieb dem Hintergrund tierexperimenteller
Beobachtungen eine ,Notfallreaktion® des Organisnies der Konfrontation mit akuten

physischen oder psychischen Belastungen. Beobacmetde eine Aktivierung des

sympathischen Nervensystems als BereitstellungReserven wahrend einer ,fight or flight*-

Reaktion des Organismus in Vorbereitung auf einaigie Notsituation (Cannon 1914).

Hans Selye entlehnte 1936 den Begriff ,Stress” das Physik, ,Zug oder Druck auf ein

Material“, um eine unspezifische Reaktion des Kis@if jegliche Anforderung zu beschreiben.
Er erweiterte den Ansatz Cannons um die Exposit@s Organismus mit chronischen
Stressoren. In diesem Zusammenhang entwickeltaseMddell des , Allgemeinen Adaptations-
Syndroms* (AAS) im Rahmen chronischer Stresssibm&tn. Unter Stressexposition des
Organismus kommt es dabei zunachst zu einer Aktinge des Sympathikus (Alarmphase) mit
einer darauf folgenden Adaptation (Widerstandsphabkilt der Stress jedoch an, treten
irreversible Schéadigungen auf (Erschopfungsphdse)Rahmen tierexperimenteller Befunde
beobachtete er unter anderem eine VergréRerungNdbennierenrinden und eine Atrophie

lymphatischer Organe (Selye 1998).

Die moderne Stressforschung unterscheidet versemge&tressqualitaten, beispielsweise akute
versus chronische, psychische versus physischeesmwdogene und exogene Stressoren. Diese
werden Uber neuronale, neuroendokrine und immursdbg Signalwege unterschiedlich
verarbeitet. Stress ist zudem kein fixer Parameledes Gehirn nimmt stressauslosende
Situationen, abhangig von Pragung, Lernmechanisameh Coping - Strategien, anders wahr
(Ader 2007).

Das limbische System ist als zentrale Schaltstellezentralen Nervensystem identifiziert
worden, Uber welche Stressignale unterschiedlichBlatur verarbeitet und weitergeleitet
werden. Die sogenannte ,Stressachse” umfasst Raapt-Signalwege. Uber das limbische
System werden zunachst Signale an den Hypothalamitsrgeleitet. Es folgt eine Aktivierung
des sympathischen Nervensystems (SAM-Achse) bezgsweise der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse) (Wron&200
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Die SAM-Achse (sympathetic adreno-medullary axis)

Die schnellste Reaktion auf einen akuten Stresssteht in der Aktivierung des sympathischen
Nervensystems und der Ausschittung von KatecholmibDaher nimmt die SAM-Achse eine
zentrale Rolle in der Wirkung kurzfristiger Stresso ein. Uber zentralnervose Zentren erfolgt
eine Stimulierung des Locus coeruleus im Hirnstanireser aktiviert das sympathische
Nervensystem. Sympathische Nervenfasern transpantie Transmittersubstanzen wie
Noradrenalin zu lymphoiden Geweben sowie zu ademsptortragenden Lymphozyten.
Konsekutiv wird Uber das Nebennierenmark Adrenalimd Noradrenalin in die Blutbahn
ausgeschiittet. Die Katecholamine bewirken eineg&teng der Durchblutung von Muskulatur
und Gehirn, eine Erhéhung der Atemfrequenz und lgistang sowie eine Bronchodilatation.
Dies alles sind Mechanismen, welche im Rahmen ¥ight,or flight*-Reaktionen eine schnelle

Bereitstellung von Energie und Leistung ermdglichen

Die immunstimulatorische Wirkung von Katecholamirgm3ert sich beispielsweise in einem
Anstieg von NK-Zellen (Schedlowski, Falk et al. B99Die Kommunikation erfolgt vorwiegend

Uberp-adrenerge Rezeptoren auf der Zellmembran von Lyaxyikn. Auch immunsuppressive
Wirkungen konnten nachgewiesen werden (Maestrodi iazzola 2003; Sternberg 2006).
Adrenalektomie konnte in Studien immunmodulatorescBtresseffekte verhindern, was die
Bedeutung von Katecholaminen als Stressmediatararatreicht (Dhabhar 2002). Schedlowski
et al. konnten beispielsweise zeigen, dass zunmpuigit eines Fallschirmsprungs maximale
Adrenalinwerte im peripheren Blut messbar sind galtdwski, Jacobs et al. 1993; Schedlowski
and Schmidt 1996).

Die HPA-Achse (Hypothalamus-Hypophysen-Nebennier&ohse)

Ein zweiter, im Vergleich zur SAM-Achse zeitlichreégerter Weg der Signalvermittlung stellt
die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achselas.,,Corticotropin Releasing Hormon*
(CRH) stimuliert die hypophysdre ACTH-Ausschuttuigghdrenocorticotropes Hormon®).
ACTH stimuliert die Freisetzung von Glucocorticaden Form von Cortisol aus der
Nebennierenrinde, welches an zytoplasmatische Gtutiooidrezeptoren bindet. Uber negative
Ruckkopplungsmechanismen findet eine Feinabstimmusigtt. Die Wirkung von

Glucocorticoiden ist je nach Einwirkungszeit und aldét des Stressors unterschiedlich.
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Glucocorticoide verfiigen dber frihe, die SAM-Achsmd Stressreaktionen fordernde
.permissive” Effekte, sowie spatere immunsupprimngte Wirkungen bei chronischen
Stresseinwirkungen (Sapolsky, Romero et al. 2000enkev and Chrousos 2002).
Glucocorticoide verfigen, gerade bei langer eingndem Stress, Uber eine begrenzende
Funktion in der Regulierung der Stressantwort.

Ihre immunsuppressive Wirkung, gerade bei Langzegs, betrifft beispielsweise die Inhibition
der Produktion proinflammatorischer Zytokine wie H Tumornekrosefaktor) und Interleukin-
18 (Elenkov and Chrousos 2002; Sternberg 2006). \Wwitekonnte gezeigt werden, dass
Glucocorticoide Natirliche Killerzellen  (NK-Zellen)hemmen und die Produktion
antiinflammatorischer Zytokine wie TGB-fordern. Stressassoziierte Cortisolwirkungen
beinhalten gleichzeitig eine frihe Migrationsfonaieyg von Leukozyten in entziindetes Gewebe
(Dhabhar, Miller et al. 1995).

Es existieren neben der SAM- und der HPA-Achse exeitStresshormonachsen wie das
Arginin-Vasopressin und das Renin-Angiotensin-ldééteron-System. Dartiber hinaus
fungieren Neuromodulatoren und Transmittersubstanagie Prolactin, Substanz P,
Wachstumshormone sowie Zytokine als lokale Versnttvon Stresswirkungen auf das
Immunsystem (Calabrese, Kling et al. 1987; Volm@pRdan-Diehl et al. 2004).

2.3 T-Zell — Immunologie im Rahmen erworbener Immunfunktionen

Das menschliche Immunsystem hat die Aufgabe, degarfismus gegen aul3ere und innere
Angriffe durch potentiell pathogene Mikroorganismefumorzellen und Autoreaktivitat zu
schitzen. Dabei muss das Gleichgewicht zwischeer @iffizienten Immunantwort und einer
Vermeidung exazerbierender Reaktionen gegen kdgesre Antigene gewahrt werden. Man
unterscheidet einen unspezifischen oder angebordm#n des Immunsystems von einem

Spezifischen oder Erworbenen.

Die unspezifische Immunitdt umfasst die mechanisBlaeriere der Epidermis und ihren
Saureschutzmantel, das Komplementsystem, auf a@edlulEbene Phagozyten, Natirliche
Killerzellen, dendritische Zellen (DC) sowie Mediegn wie Zytokine. Charakteristisch ist die

rasche Aktivierung einer Immunantwort innerhalb &ionden.

10
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Das erworbene oder spezifische, auch als ,adap@zeichnete Immunsystem umfasst einen
zellularen und einen humoralen Anteil. Es readiehspezifisch und individuell auf Pathogene,
jedoch mit einer zeitlichen Verzégerung. Den hurteraAnteil stellen aus B-Lymphozyten
hervorgegangene Plasmazellen und durch diese pevttugpezifische Antikorper dar.

Die Bildung von ,Gedachtniszellen* garantiert audch dem Ende einer Immunreaktion einen
bleibenden Pool von Zellen, welche bei einem eereltontakt eine schnellere Reaktion gegen

das Antigen gewabhrleisten.

Die zellgebundene spezifische Immunitat wird hadégdtich durch T-Zellen vermittelt. Deren
membranstandiger T-Zell-Rezeptor (TCR) bindetmaagor histocompatibility complefMHC)-
Molektle. T-Zellen entwickeln sich aus lymphoidemriuferzellen des Knochenmarks und
durchlaufen im Thymus verschiedene Reifungsstadiach Abschluss ihrer thymischen
Entwicklung kénnen sie vereinfacht in CD4T-Helfer-Zellen* und CD8 ,zytotoxische T-

Zellen* unterteilt werden.

CD8" zytotoxische T-Zellen binden an das MHC-I-Molekikelches auf den meisten
kernhaltigen Zellen exprimiert wird und zellinterAatigene prasentiert. Hierdurch erfahrt der
Organismus von infizierten oder entarteten Zellend ukann diese durch Aktivierung
zytotoxischer T-Zellen sowie sezernierte Effektotpme und Chemokine gezielt vernichten.
CD4" T-Helfer-Zellen hingegen erkennen vormals extiaie und anschlieBend prozessierte
Antigene durch MHC-Klasse-II-Molekiille auf antigea@pentierenden Zellen (APC). Bei
antigenprasentierenden Zellen handelt es sich ie&s®ise um dendritische Zellen,
Makrophagen oder B-Zellen. Vorwiegend dendritiscallen Ubernehmen das sogenannte
.priming“, das heif3t die Aktivierung ,naiver”, agen-unerfahrener T-Zellen in sekundaren

lymphatischen Organen (Banchereau and Steinmar).1998

Nach Antigenkontakt naiver T-Zellen werden innebhalveniger Tage zahlreiche T-

Effektorzellen durch ,klonale Expansion® gebilddie mit dem Blutstrom in die Peripherie und
in unterschiedliche Gewebe wandern (Lanzavecchih Qallusto 2000). T-Effektorzellen sind
ausdifferenzierte T-Zellen und koénnen daher in @miichem Gewebe durch Abtdtung
infizierter Zellen oder Zytokinsekretion aktiv werd (Austrup, Vestweber et al. 1997). Im
Rahmen der Initiierung einer Immunantwort stimwdierT-Helfer-Zellen die zellvermittelte

Immunitat durch aktivierte zytotoxische T-ZellenduMakrophagen, hierbei handelt es sich

vorwiegend um Thl-Effektorzellen. Eine Th2-geri¢chtelmmunantwort stimuliert den

11
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humoralen Anteil des Immunsystems in der Antikgppeduktion durch in Plasmazellen
proliferierte B-Zellen. Nach erfolgreicher Immunawntt kommt es unter anderem durch
Apoptosemechanismen zu einem starken Rickgangudenaven T-Zellen hervorgegangenen
T-Effektorzellen.

Im Rahmen der Stimulation des Immunsystems komnbieesler Bildung von T-Effektorzellen
zur Produktion von T-Gedéachtniszellen. Diese ZeBeghen dem Organismus Uber lange Zeit
zur Verfuagung und sind im Falle einer erneuten Bipmn gegentber dem Antigen rasch in der

Lage, eine effektive Immunantwort zu initiieren.

2.3.1 Vier Subpopulationen von CD4+ und CD8+ T-Zellen

Sallusto und Mitarbeiter konnten vor wenigen Jalmeigen, dass die in Antigenerfahrung und
Aktivierungszustand unterschiedlichen T-Zellen iarwerschiedene Subpopulationen eingeteilt

werden kénnen (Sallusto, Lenig et al. 1999). Desd:

* naive T-Zellen (, Raive),
» zentrale T-Gedachtniszellen (,central memory Tellcy),
» T-Effektor-Gedachtniszellen (,effector memory TIs&l Tgy) sowie

» terminal differenzierte T-Effektor-Gedachtniszellgterminally differenciated effector

memory T cells®: Eura).

Diese konventionellen, nicht-regulatorischen T-@ell nehmen jeweils unterschiedliche
Aufgaben im Rahmen der Immunantwort wahr und uobesislen sich in ihrer Expression von

CDA45RA sowie des ,Lymphknoten-Homing-Rezeptors* GGRallusto, Geginat et al. 2004).

Das ,Leukocyte common antigerfCD45RAIst ein auf T-Zellen in verschiedenen Isoformen
exprimiertes Glykoprotein, welches in der Vergargghdazu diente, naive T-Zellen von T-
Gedéachtniszellen zu unterscheiden (Akbar, Teral.et988). Die Expression von CD45RA auf
der Zelloberflache ist typisch fur naive T-Zellé&siach Antigenexposition und der Entwicklung
in zentrale T-Gedachtniszellendy) und T-Effektor-Gedachtniszellen£) kommt es zu einer
Einstellung der Expression von CD45RA mit Bildungr dsoform CD45R0. Sowohlcf als

12
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auch gy sind damit CD45RA-negativ. Wills und Arlettaz koantjedoch eine Reexpression
von CD45RA auf T-Effektor-Gedachtniszellen €fira ) beobachten. Daher stellt die alleinige
Bestimmung von CD45RA kein ausreichendes Kriteritim eine Unterteilung dar (Wills,
Carmichael et al. 1999). Durch parallele Bestimmdag Oberflachenmarkers CCR7 kann eine
vervollstandigte Typisierung in T-Zell-Subpopulaitém vorgenommen werden (Sallusto, Lenig
et al. 1999).

Der ,Lymphknoten-Homing-RezeptoiCCR7ist ein auf naiven T-Zellen, dendritischen Zellen
sowie, in geringerem Ausmal3, auf zentralen T-Gedi#zellen exprimierter Chemokinrezeptor
und verbindet somit angeborene und erworbene ImiEu¢@haro and Ransohoff 2006). CCR7
bindet an seine Liganden ELC (,Epstein-Barr-indutetigand chemokine“, auch CCL19

genannt) und SLC (,secondary lymphoid tissue chenaik auch als CCL21 bezeichnet) und
erleichtert dadurch eine Extravasation und Migratioin die parakortikalen

Lymphknotenregionen. In den sekundar lymphatiscbaganen finden naive T-Zellen optimale
Bedingungen fur eine Antigenpréasentation durchgamiprasentierende Zellen wie zum Beispiel

dendritische Zellen.

Thaive: »Naive“, im Thymus herangereifte T-Zellen hattench keinen Antigenkontakt und
zirkulieren zwischen Blutbahn und lymphatischem @& auf der Suche nach ihrem durch
dendritische Zellen prasentierten Antigen. Siedragowohl CCR7 als auch CD45RA auf ihrer
Oberflache. Naive T-Zellen besitzen keine unmitiedim Effektorfunktionen.

Tem:  Auch  zentrale T-Gedéchtniszellen zirkulieren zWwest peripherem Blut und
lymphatischem Gewebe auf der Suche nach ihrem @Amtignd exprimieren daher ebenfalls
CCRY7 auf ihrer Oberflache. Sie sind CD45RA-negatid verfiigen als ,praaktivierte” T-Zellen
bereits Uber eingeschrankte Effektorfunktionene IAktivierung erfolgt deutlich schneller als
die naiver T-Zellen und sie bendtigen weniger kostatorische Signale zur Aktivierung. Sie
verfigen Uber einen rascheren Zellzyklus als nalvZellen und stellen somit eine
Zwischenform zwischen naiven T-Zellen und T-Effekf®llen dar. Ob zentrale T-
Gedéachtniszellen oder T-Effektor-Gedachtniszellaetstehen scheint unter anderem von der
Starke der Stimulation des T-Zell-Rezeptors abzge&nMan geht davon aus, dass eine langere
Stimulation die Bildung von gy fordert wahrend eine kirzere Stimulation die Bilgwon Tem

unterstitzt.
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Tem und Tewra T-Effektor-Gedachtniszellen und terminale differente T-Effektor-

Gedéchtniszellen tben ihre Effektorfunktion beispeise in peripherem entzindlichem
Gewebe aus und sind nicht mehr auf einen erleigmdzgintritt in lymphatische Gewebe durch
CCR7-Expression angewiesen. Sie sind bereits Tyet dyp2 - polarisiert und sezernieren je
nach Zelltyp verschiedene antiinflammatorische Kite und intrazellulare Effektormolekile.
Temra reexprimieren CD45RA und produzieren rasch groRenddn an IFN-y und

intrazellularen Effektormolekilen (Lanzavecchia adallusto 2000). Sie migrieren innerhalb
kurzester Zeit in inflammatorisches Zielgewebe (RamMiller et al. 2002). Einen Uberblick

Uber die verschiedenen T-Zell-Subpopulationen Gdttelle 1.

Tabelle 1: Charakterisierung von T-Zell-Subpopuoia¢in anhand ihrer CD45RA/CCR7-Expression

CD45RA CCR7
Thaive + +
Tewm - +
Tewm - -
Tevra + -

2.4 Regulatorische T-Zellen

Wahrend der Aktivierung einer Immunreaktion ist drechtzeitige Terminierung der
Immunantwort, eine Kontrolle von klonaler Expansiamnd die Verhinderung von
Immunreaktionen gegen Autoantigene, unerlassliched sind sowohl auf thymischer Ebene
als auch in der Peripherie Kontrollmechanismenvalgine zentrale Stellung nehmen in diesem

Zusammenhang CDBOXP3 regulatorische T-Zellen ein.

2.4.1 Zentrale und periphere Toleranz

Im Verlauf der T-Zellentwicklung im Thymus kann darch die enorme Flle an mdglichen
Rezeptorspezifitaten neben der Generierung funélidorrekter T-Zellen zur Bildung von T-
Zellen mit autoreaktiver Rezeptorspezifitit komme&me Unterscheidung zwischen ,selbst*

und ,fremd” ist jedoch aufRerordentlich wichtig, wim Gleichgewicht zwischen einer einerseits
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effizienten Immunantwort gegen pathogene Mikrooig@en oder Tumorzellen und einem
Schutz des Organismus vor Autoimmunitat zu gewdtee. Zu diesem Zweck verfugt der
gesunde Organismus Uber verschiedene Eliminaticctsanesmen in der Selektion autoreaktiver
T-Zellen (von Boehmer, Aifantis et al. 2003; Wetléfausmann et al. 2003).

Die zentrale, im Thymus lokalisierte T-Zelltolerastellt eine Selektion reifender Thymozyten
und somit eine erste Schutzlinie dar. Sie umfasErseits die sogenannte Positivselektion von
korrekt mit MHC-Molekilen interagierenden T-Zell-Eaptoren. Diese entwickeln sich
anschlieBend in CD4der CD8 T-Zellen. Andererseits werden zu stark mit SeReptid-MHC
reagierende, autoreaktive T-Zellen durch NegataldEln und nachfolgende Apoptose
eliminiert. Auch bei einem zu schwachen Signal kdne® zum programmierten Zelltod der

funktionsunttichtigen T-Zellen und zum ,death byleetf (,Tod durch Ignoranz*).

Man nimmt jedoch an, dass nicht alle Antigene inyriibis exprimiert werden und dass einige
autoreaktive T-Zellen ins periphere Blut gelangear(ke, Koelle et al. 2004).

In der Peripherie kbnnen T-Zellen durch Anergieeinem Zustand der Reaktionslosigkeit
gehalten werden oder Uber den ,aktivierungsindteaeiZelltod* (AICD) beseitigt werden.
Weiterhin kbnnen sich Selbst-Antigene einer T-Zgilesition durch klonale Ignoranz, das heif3t

einer Lokalisation in geschutzten Kompartimententziehen.

Ein Hauptbestandteil peripherer Toleranz wird jédot der immunsuppressiven Funktion von
regulatorischen T-Zellen (Tregs) vermutet. Diesedsin der Lage, autoreaktive und nicht-
autoreaktive T-Zellen sowie weitere Immunzellereklirzu hemmen und Immunantworten zu

begrenzen (Sakaguchi, Yamaguchi et al. 2008).

2.4.2 CD4'FOXP3' regulatorische T-Zellen

Bereits seit den 1970er Jahren wurde die Existemnunregulatorischer Zellen, damals als
~Suppressorzellen* bezeichnet, diskutiert (Gershad Kondo 1971). Es konnte jedoch keine
ausreichende Charakterisierung dieser Zellen vamemen werden und die Thematik geriet in

den Folgejahren aus dem Fokus immunologischer Fonge
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Dies &nderte sich, als Sakaguchi et al. im Jah®@5 1ii dem Oberflachenmolekil CD25,
Bestandteil dera-Kette des Interleukin-2-Rezeptors, einen Marker &ine CD4CD25
Zellpopulation entdeckten. Deren Depletion durchyribktomie am 3. Lebenstag hatte bei
Mausen schwere Autoimmunphd&nomene zur Folge (Sakagwakaguchi et al. 1995).
CD4'CD25 T-Zellen scheinen iiber eine wichtige immunregulathe Funktion zu verfiigen
und stellen ungefahr 5-10 Prozent aller periph&@Bd’ T-Zellen. Aufgrund ihrer Entwicklung
im Thymus wurden sie fortan als ,natirliche” redategsche T-Zellen bezeichnet. CD25 konnte

damit als erster Marker von Tregs identifiziert dem.

In den darauf folgenden Jahren wurden weitere gnippen von regulatorischen T-Zellen
gefunden (Shevach 2006). Nachfolgend werden die htigsten bisher bekannten
Zellpopulationen kurz vorgestellt. Man unterscheigei Hauptgruppen von Tregs: die oben
beschriebenen, am besten untersuchte Treg-Zellgomul der ,natirlichen®, im Thymus
generierten CDALD25FOXP3 Tregs, sowie ,induzierte*, das heilt in der Pegijph aus
CD4'CD25 T-Zellen entstandene Tregs (Sakaguchi, Yamaguchi 2008).

Induzierte Tregs sind durch ihre Zytokinexpressiomrwiegend IL-10 und TGIB-
gekennzeichnet: T-regulatory-1T)-Zellen sezernieren grof3e Mengen an IL-10. Eiedene
Untergruppe von induzierten Tregs stelleg3¥Zellen dar. Sie sezernieren immunsuppressive
Zytokine wie TGFB und IL-4. T33-Zellen sind durch das Phanomen der ,oralen Toigra
welches einer reduzierten Immunantwort auf mit déahrung aufgenommene Antigene
entspricht, gekennzeichnet. Beide Zelltypen konineritro aus naiven CD4T-Zellen generiert
werden. Weiterhin wurden NK-T-Zellen sowie CDJ-Zellen mit immunregulatorischem

Potential beschrieben.

CD4'FOXP3' regulatorische T-Zellen

Die bisher am besten untersuchte Zellpopulation®D4" Tregs stellen natirliche, im Thymus
generierte CD4CD25" Tregs dar.

Da CD25 nicht exklusiv auf Tregs, sondern auch radiit-regulatorischen, ,konventionellen®
aktivierten T-Zellen exprimiert wird, ist CD25 alslleiniger Treg - Marker ungeeignet
(Sakaguchi, Yamaguchi et al. 2008). Als aktuellzgmehster Marker natirlicher Tregs gilt das
.Forkhead-box-protein 3“ (FOXP3), ein Transkriptsbaktor der forkhead-Familie. Dessen
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Expression ist entscheidend fur die Entstehung @uchktion natirlicher, im Thymus
entstandener regulatorischer T-Zellen. FOXP3 karmh @urch CDACD25 ,konventionelle® T-
Zellen exprimiert werden. Allerdings werden auf m®N Ebene sehr viel geringere Werte
erreicht im Vergleich zu der durch Tregs erreichipression. Die FOXP3-Expression in
aktivierten, nicht-regulatorischen CD4T-Zellen war dariiber hinaus nur voriibergehend
nachweisbar (Wang, loan-Facsinay et al. 2007). Dgile FOXP3 als derzeit zuverlassigster
Marker von Tregs (Fontenot, Gavin et al. 2003; Hblomura et al. 2003; Khattri, Cox et al.
2003).

CD4'FOXP3 T-Zellen kénnen bei Mausen ab dem dritten Lebengestgestellt werden.
Thymektomie und damit Eliminierung der Zellpopubati zu diesem Zeitpunkt fuhrte zur
Ausbildung schwerer Autoimmunph&nomene. Die erstelpenstage scheinen daher essentiell
fur die Entwicklung funktionstiichtiger Tregs zu rsei Ahnlich der beobachteten
Autoimmunphadnomene bei CD25-depletierten Mausen mkbmes bei Defekten im
Foxp3/“scurfin® Gen zu schweren Immundefekten, elieBlausstamm wird auch als ,scurfy

mice" bezeichnet (Brunkow, Jeffery et al. 2001).

IPEX

Menschen hingegen entwickeln bei Mutationen im F@X3&n das schwere
Immundefektsyndrom IPEX (,Immundysregulation, Paolgekrinopathie, Enteropathie, X-
linked syndrome*), welches erstmals 1982 durch Hlostel. beschrieben wurde (Powell, Buist
et al. 1982; Bennett, Christie et al. 2001). Dudih defizitare oder fehlende ,Kontrolle* und
Begrenzung von Immunantworten durch Tregs kommt zes einer autoaggressiven
Dysregulation. Betroffene Patienten leiden untereeiKombination verschiedener schwerer
Autoimmunpathologien. Bereits in den ersten Lebemsaten treten Symptome auf. Haufig
manifestieren sich Dermatitiden, Typ 1-Diabetes lituas| Thyreoiditiden sowie
Wachstumsstdérungen und Mangelerscheinungen aufgramdEnteropathien. Der Mechanismus
einer wahrscheinlich X-chromosomal rezessiven \eneg wird diskutiert (Wildin, Smyk-
Pearson et al. 2002). Die Therapie besteht pharwgikch in einer Supportivtherapie und
Immunsuppression (Bindl, Torgerson et al. 2005)eEllogene Stammzelltransplantation kann
haufig eine Regression der Symptome erreichent jeidgch weitere Komplikationen wie Graft-
versus-host disease (GvHD) oder Infektionen (Babdulet et al. 2001). Ohne Behandlung
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verlauft IPEX meist bereits in den ersten zwei lredpghren todlich durch massive

Gedeihstérungen oder septische Komplikationen @earVliet and Nieuwenhuis 2007).

Mechanismen der Immunregulation durch Tregs

Regulatorische T-Zellen kéonnen sowohl CDdls auch CD8 T-Zellen, B-Zellen als auch
dendritische Zellen in ihren vitro Proliferation hemmen und haben so direkten Eisflusf die

Immunantwort. Dies geschieht Uber eine Aktivierudgs T-Zell-Rezeptors. Nach der
antigenspezifischen Aktivierung von Tregs scheine ceigentliche Suppression jedoch
antigenunspezifisch abzulaufen. (Sakaguchi, Yantagat al. 2008). Viele Einzelheiten der
Immunsuppression durch Tregs sind derzeit noch karb# und werden derzeit intensiv

erforscht.

Effektormolekile wie CTLA-4 und GITR sind in Zellel-Kontakt-abhangige suppressorische
Mechanismen von Tregs eingebunden und werden irhfolgenden Kapitel vorgestellt. Als
gesichert gilt, dass Tregs sowohl Uber Zell-Zelkkakte als auch Uber eine Zytokinsekretion
von TGF-beta und IL-10 andere Immunzellen regufier&uch Uber das Adhasionsmolekl
.Lymphocyte activation gene-3“ (LAG3) und uber koatiiven Interleukin 2-Konsum tben
Tregs ihre immunregulatorische Funktion aus (Huangrkman et al. 2004; von Boehmer
2005). Dabei scheinen die Zell-Zell-Kontakt-abh@egi Mechanismen eine zentrale Rolle zu
spielen. Auch die Induktion der ,Indoleamine 2,8digenase” (IDO) in dendritischen Zellen,
angeregt durch eine CTLA-4 - abhangige Interaktion Tregs und dendritischen Zellen tber
CD80/CD86, wird aktuell diskutiert (Chen 2006; Peitc and Grohmann 2007). Eine
Regulierung durch  eine  Granzym/Perforin-vermitteltdlyse  ist ein  weiterer
Kontrollmechanismus von Tregs - es bleiben jedaathrwie vor offene Fragen hinsichtlich der
Suppressionsmechanismen von Tregsvivo (Sakaguchi, Yamaguchi et al. 2008). Neben
FOXP3 als derzeit spezifischstem Treg-Marker dieswach die Effektormolekile CTLA-4 und
GITR der Identifizierung von Tregs. Dartber hinaverden weitere Marker wie Neuropilin-1,
CD 103 und CD127 diskutiert (Lehmann, Huehn e2@02; Bruder, Probst-Kepper et al. 2004;
Liu, Putnam et al. 2006).

Die Abbildungen 1 und 2 geben einen Uberblick idierimmunsuppressive Funktion von Tregs

und ihren Einfluss auf die T-Zell-Differenzierung.
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Abbildung 1: Tregs wirken inhibierend auf die T-Zell-Differenmig von naiven T-Zellen (Tnaive) in zentrale T-
Gedachtniszellen (Tcm) und T-Effektor-Gedachtnisre(Tem und Temra). Die T-Zell-Differenzierung didurch

einen Antigenkontakt Uber antigenprasentierendie@aéAPC) stimuliert.

Defekte in der Funktion regulatorischer T-Zelleawshl in defizitarer als auch in exzessiver
Richtung, sind im Zusammenhang mit der Pathogenesed Erhaltung von
Autoimmunerkrankungen, malignen Erkrankungen soimiektionen nachgewiesen worden.
(Yamanouchi et al, 2007,Wang u Wang, 2007,BelkaiBause, 2005). Einige Beispiele fur
Erkrankungen mit Defekten in der Treg-Funktion siktliltiple Sklerose, Typl-Diabetes,
Psoriasis oder rheumatoide Arthritis. Weiterhineusititzen Tregs die Transplantatakzeptanz
und scheinen eine protektive Funktion in der Prtiwander Graft-versus-host disease zu
besitzen (Le and Chao 2007). Dartber hinaus simduinmegulatorische Komponenten wichtig
fur die Aufrechterhaltung feto-maternaler TolergBiis, llarregui et al. 2007; Saito, Shiozaki
et al. 2007; Terness, Kallikourdis et al. 2007;{f80i2008).
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2.4.3 Effektormolekule regulatorischer T-Zellen: CTLA-4, GITR, LAP

Mit der Funktion regulatorischer T-Zellen sind usthiedliche Effektormolekiile assoziiert.

CTLA-4 (,Cytotoxic T-Lymphocyte associated protein-48} ein auf regulatorischen T-Zellen
sowie anderen CD4und CD8 T-Zellen exprimiertes Glykoprotein auf der Zellot@éche und
bindet hochaffin an seine Liganden CD80 und CD8BLA4, auch als CD152 bezeichnet, tbt
einen inhibierenden Effekt auf die T-Zellfunktiomdu—proliferation aus (Sansom and Walker
2006). Es bindet, ebenso wie das strukturdhnlichegeiner Funktion jedoch unterschiedliche
CD28, im Rahmen der Aktivierung naiver T-Zellen @»80 und CD86. Die Bindung von
CTLA-4 an CD80/CD86 wirkt negativ auf die T-Zell#®ulation und férdert eine Terminierung
der T-Zell-Antwort. Das strukturdhnliche CD28 wirkingegen stimulierend auf die T-Zell-

Aktivierung.

Ein weiteres mit der Funktion regulatorischer Ti&elassoziiertes Effektormolekil stellt der
OberflachenrezeptoGITR (,Glucocorticoid-induced tumor necrosis factor rgater family-
related gene“)dar (McHugh, Whitters et al. 2002; Shimizu, Yamazskal. 2002). GITR wirkt
als Kostimulator regulatorischer T-Zellen. Es kenjgtdoch auch gezeigt werden, dass GITR die
immunsuppressive Wirkung regulatorischer T-Zellemntkolliert und so ein Andauern der
Immunantwort durch Effektorzellen férdern kann (®tens, McHugh et al. 2004). Anfangs
postulierten Maus-Modelle die alleinige Expressianf regulatorischen T-Zellen. Es ist
mittlerweile jedoch erwiesen, dass auch andereviakie CD4CD25 T-Zellen GITR
exprimieren (McHugh, Whitters et al. 2002).

Das ,Latency associated peptide(LAP) ist eng mit der Funktion regulatorischer T-Zellen
verknlpft (Nakamura, Kitani et al. 2004). Es bilégien Komplex mit TGB1, welches neben
IL-10 eines der bedeutendsten Zytokine in der Hanktegulatorischer T-Zellen darstellt. TGF-
Bl Mangel konnte mit einem Verlust der immunreguisthen Aktivitat und reduzierten
Zellzahlen CDACD25FOXP3 regulatorischer T-Zellen assoziiert werden (Boneghily,
Babcock et al. 2008). Kirzlich konnte gezeigt werdelass LAP auch Uber TGH-
unabhangigan vivo und in vitro chemotaktische Immuneffekte verfigt (Ali, Gaughdanak
2008).
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Abbildung 2: Die Immunregulation durch regulatorische T-ZelleriTreg) Uber Inhibierung von
antigenpréasentierenden Zellen (APC) und Effektéeme(hier Teff) erfolgt unter anderem tber Zell{A¢bntakte,
beispielsweise CTLA-4-vermittelt, welches an seliiganden CD80/86 bindet, sowie durch immunregulatbe
Zytokine wie TGFB oder Interleukin-10. TCR: T-Zell-Rezeptor; MHEajor histocompatibility complex

2.5 Auswirkungen von psychischem Stress auf Immunfurdden

Hans Selye entwickelte im Jahre 1975 in Folge seBembachtungen einer stressinduzierten
Thymusinvolution ein Modell, welches Stress als egelt immunsuppressiv charakterisiert.
Psychoneuroimmunologische Studien der letzten dyetlahre zeigen jedoch, dass die
Auswirkungen von Stress auf verschiedene Ebeneimtasnsystems komplex sind und je nach
Expositionsdauer sowohl immunstimulierend als auoimunsuppressiv. wirken kdnnen
(Segerstrom and Miller 2004).

Als akuten beziehungsweise kurzzeitigen Stressiti@zet man Belastungen in einem Zeitraum
von Minuten bis wenigen Stunden, chronischer Stnesgegen beschreibt Gber Monate bis Jahre

andauernde psychische Belastungssituationen.

Die Wirkung chronischen Stressesvie er beispielsweise bei Verlust oder langjahrigéege
eines Angehorigen auftreten kann, dufRert sichnerdmmunsuppression. Diese kann in einer

verminderten NK-Zell-Aktivitat, einer reduziertenrdiferationskapazitdt von Lymphozyten
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sowie einer abgeschwachten Antikdrperproduktiachienpfungen dargestellt werden (Kiecolt-
Glaser, Glaser et al. 1998; Vedhara, Cox et al91®aser, Sheridan et al. 2000; Glaser and
Kiecolt-Glaser 2005).

Akute Stressorerermoéglichen durch ihre kurze Expositionsdauer eaproduzierbare Analyse
unter Laborbedingungen und einen Vergleich mit Kaidaten. Mentaler oder emotionaler
Stress wird beispielsweise durch das Losen aritisoiedr Tests unter Zeitdruck oder das Halten
einer Offentlichen Rede provoziert. Als zuverlassig?arameter zur Quantifizierung einer
Stressantwort hat sich die kardiovaskulare Reakitioainer Erhohung von Herzfrequenz und
Blutdruck herausgestellt (Larson, Ader et al. 20@@lche bei kurzfristigen Stimuli in erster
Linie als Ausdruck einer Aktivierung des sympathsc Nervensystems gewertet wird.
Benschop et al konnten zeigen, dass eine Katechwasschittung positiv mit einer NK-
Zellaktivierung korrelierte (Benschop, Rodriguezi€eghahn et al. 1996). Diese Effekte werden
hauptséachlich durcp2-adrenerge Rezeptoren vermittelt (SchedlowskicHes al. 1996).

Eine im Jahre 2004 veréffentlichte Metaanalyse kiugegerstrom und Miller bestatigte den
Anstieg Naturlicher Killerzellen im peripheren Blund deren Zytotoxizitat als deutlichen Effekt
von akutem Stress auf dangeborendmmunitat (Cacioppo, Berntson et al. 1998; Seganst

and Miller 2004). Ein klassisches Beispiel findathsin der Beobachtung eines signifikanten
Anstieges der NK-Zellzahlen und der NK-Aktivitat raittelbar nach einem Fallschirmsprung
(Schedlowski, Jacobs et al. 1993). Diese Beobagetuntrugen zur Entwicklung eines
Stressmodells bei, nach welchem akuter Stressogitimale Bereitstellung schnell verfigbarer
Ressourcen bewirkt. Eine Aktivierung angeborenemimitdt wird damit als sinnvolle

Verteidigungsstrategie gegen eventuelle Gefahnemisinen gesehen.

Die Analysen akuten Stresses im Hinblick auf @asorbeneoder adaptive Immunsystem
kamen zu weniger eindeutigen Ergebnissen. TO4Helferzellen zeigten nur geringe
Veranderungen oder sogar Zellzahlabfalle, wahréndCD8 zytotoxische T-Zellen ein leichter
Anstieg der Zellzahlen im peripheren Blut mit einsbnahme des CDACDS8" Quotienten
beobachtet werden konnte (Bachen, Manuck et aR;1B8nschop, Rodriguez-Feuerhahn et al.
1996). Diese Ergebnisse wurden dahingehend diskuti@ss akuter Stress méglicherweise nur
das angeboreng nicht aber dagrworbenelmmunsystem stimuliert (Fleshner, Nguyen et al.
1998; Segerstrom and Miller 2004).
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Andere Autoren konnten hingegen eine Involvierungd uAktivierung von erworbener
zellgebundener Immunitat unter akutem Stress béddac Dhabar und McEwen fanden eine
stressinduzierte Umverteilung von T-Zellen in diaut einer haufigen ,Angriffsflache” fur
Pathogene. Dartber hinaus konnte in einem murinedelM eine verbesserte Immunantwort auf
Impfungen durch akuten Stress zum Zeitpunkt derfumgp erreicht werden (Dhabhar and
McEwen 1997; Dhabhar and Viswanathan 2005). Bosthale zeigten eine Zunahme
sekretorischer Immunglobuline vom Typ IgA im SpekliBosch, Ring et al. 2002). Diese
Ergebnisse lassen eine Verstarkung auch von erwerbenmunfunktionen unter akutem Stress
vermuten.

In der Folge dieser Beobachtungen wurde ein bigbhses Stressmodell entwickelt, nach
welchem akuter Stress im Rahmen einer ,fight agyhifi-Reaktion immunstimulierend sowohl
auf das angeborene als auch auf das erworbene Isystam wirkt, chronischer Stress hingegen
Immunfunktionen schwacht (Dhabhar and McEwen 19®der 2007). Evolutionsbiologisch
bedeutet eine Aktivierungller zur Verfligung stehender immunologischer Ressous@nohl

angeborener als erworbener, eine Optimierung deeMéung in akuten Gefahrensituationen.

Die kirzlich von Atanackovic et al. vorgestelltenrgBbnisse der Beobachtung einer
stressinduzierten Umverteilung des peripher zidraliden T-Zellpools stitzen das durch
Dhabhar und McEwen vorgestellte biphasische Stredsth(Atanackovic, Schnee et al. 2006).
Es konnte eine periphere Mobilisierung antigenegabr T-Effektorzellen gezeigt werden,
wahrend naive und zentrale T-Gedachtniszellen inpperen Blut abfielen. Diese Erkenntnisse
unterstitzen somit das Stressmodell, nach welchemnischer Stress immunsupprimierend
wirkt, wahrend akuter Stress im Sinne einer optemdereitstellung von Ressourcen in ,fight or

flight“-Reaktionen sowohl die angeborene als auehedworbene Immunitat starkt.

Anstiege, Abfélle beziehungsweise Veranderungendém Relation der Immunzellen im
peripheren Blut mussen stets vor dem Hintergrumdhatiglichen Umverteilung in verschiedene
Kompartimente betrachtet werden. Ein Abfall von Ipjmozyten im peripheren Blut wird heute
nicht als ,Zelldestruktion® angesehen, sondern dlsnverteilung und Folge von
Migrationsvorgangen: Zellen migrieren in jenes Kampnent, in welchem sie ihre
Immunfunktion am besten austiben kénnen (Ader 2007)
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3 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass esakutism Stress zu einer Mobilisierung von
T-Effektorzellen kommt, wahrend weniger differemi@e naive T-Zellen und zentrale T-
Gedéachtniszellen im peripheren Blut abfallen (Atkwwic, Schnee et al. 2006). Diese
Ergebnisse unterstiitzen die These einer stressertkrz Umverteilung von T-Zellen in die
jeweilig sinnvollsten Kompartimente. Aktivierte THEktorzellen werden zur Migration in
periphere Gewebe in die Blutbahn freigesetzt, um @sch an Infektionsherde oder verletztes
Gewebe zu gelangen. Naive T-Zellen und zentralee@&shtniszellen fallen im peripheren Blut
ab. Diese Zellen unterliegen mdglicherweise eineégrion in lymphatisches Gewebe, dem
geeigneten Ort der Antigenpréasentation. Jede Tgbpopulation scheint die Immunantwort

durch ein passendes Migrationsverhalten in untexdtibhe Kompartimente zu unterstitzen.

Die Beobachtung der Aktivierung von T-Effektorzelleind Bereitstellung von adaptiven
Immunressourcen wahrend akuter psychischer Belgstuldsst die Frage aufkommen, wie sich

regulatorische, ,immunsuppressive* Komponentenadiaptiven Immunitat verhalten.

Eine zentrale Stellung in der Begrenzung von Immtwarten nehmen regulatorische T-Zellen
(Tregs) ein. Tregs sind eine erst seit Mitte de9QE® Jahre intensiv erforschte Zellpopulation.
Sie sind essentiell fur die Erhaltung der immun@olgen Homdostase zwischen erforderlichen
Effektorfunktionen und der Kontrolle von Immunreiakien gegen Autoantigene. Es handelt sich
um eine CD2 -Zellpopulation, als deren spezifischster Marker @ranskriptionsfaktor FOXP3
gilt (Fontenot, Gavin et al. 2003; Hori, Nomuraaet2003; Khattri, Cox et al. 2003). Defekte in
der Funktion von Tregs sind mit Autoimmunerkrankemgassoziiert worden (Costantino,
Baecher-Allan et al. 2008). Im Tumorgewebe untaesiiither Neoplasien sind Tregs in
erhohter Anzahl nachgewiesen worden (Wolf, Wolfakt2003; Zou 2006). Tregs scheinen
Infektionen durch eine inhibierte Immunantwort agbinstigen (Belkaid and Rouse 2005).

Regulatorische T-Zellen sind, auch durch die Aktaaihrer Entdeckung, bisher unzureichend
in den Kontext psychoneuroimmunologischer Forscheimgebunden worden. Angesichts der
zentralen Bedeutung von Tregs fur die Immunhom@estérer Rolle in unterschiedlichsten
Pathologien und des therapeutischen PotentialsSTvegs besteht der Bedarf einer Integration
dieser neueren immunologischen Erkenntnisse in dgisychoneuroimmunologische

Stressforschung.
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Die beobachtete Mobilisierung antigenerfahrenerffekorzellen bestarkt die Annahme, dass
Anteile erworbener Immunitét unter Stress aktivieerden und es somit zu einer Bereitstellung
aller verfugbaren Ressourcen kommt. Das Verhaltam Viregs als immunologische
Gegenspieler von T-Effektorzellen blieb bislang emitcksichtigt, ist fir eine weiterreichende
Darstellung eines modernen Stressmodells jedoch wemalig. Die beobachtete
Bereitstellungreaktion von T-Effektorzellen untekutem Stress lasst eine Herabregulation
immunregulatorischer Komponenten vermuten. In eiriRRilckgang ihrer immunsuppressiven
Aktivitat wurden Tregs die Aktivierung der Immunewart beginstigen und eine effektive
Bekdmpfung von Angriffen durch Pathogene in figitt flight* - Situationen zulassen. Ein
Ruckzug des immunsuppressiven Arms, durch Tregsdseptiert, erlaubt eine effizientere
Verteidigung und Immunabwehr. Eine Analyse der Adsuwngen akuten psychischen
Laborstresses auf Tregs ist bisher nicht vorgenamwarden. Etwaige Forschungsergebnisse

kénnten jedoch einen wichtigen Beitrag zu einer Ktatiierung aktueller Stressmodelle leisten.

Ziel der vorliegenden Studie ist eine Analyse deswirkungen akuten mentalen Stresses auf
das Verhalten verschiedener T-Zell-Subpopulatiorien.Zentrum der Untersuchung stehen
erstmals regulatorische T-Zellen. In der vorliegamd\rbeit werden natiirliche CDBOXP3
regulatorische T-Zellen und mit deren Funktion assde Effektormolekile unter dem Einfluss

eines kurzfristigen Laborstressors untersucht.

Zu diesem Zweck werden folgende Hypothesen Ubdrprif

Hypothese 1:Unter akuter mentaler Stresseinwirkung kommt es emer Abnahmedes
Anteils CDA4FOXP3 regulatorischer T-Zellen am Gesamtlymphozytenpoua
zu einer Umverteilung zugunsten zytotoxischer Tektfbrzellen im peripheren

Blut gesunder, mannlicher Probanden.

Hypothese 2:lm Rahmen der vermuteten stressinduzierten Alneattes Anteils CDFOXP3
regulatorischer T-Zellen wird eine gleichgerichtétederung der Expression der
Treg-assoziierten Effektormolekiile CTLA-4, GITR ubhdP auf CD4 T-Zellen

des peripheren Blutes beobachtet.
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4  Probanden und Methoden

4.1 Probandenkollektiv

Die Untersuchungen fanden im psychophysiologisdtedyor der Abteilung fir Psychosomatik
und Psychotherapie der Charité - Universitatsmadgarlin, Campus Benjamin Franklin, statt.
Die Studie umfasst eine Stichprobe von 31 Probandeder Teilnehmer erschien an zwei
Untersuchungstagen, an einem Termin war der meB&#stungstest zu absolvieren, der andere
Tag diente der Erhebung von Kontrolldaten. Vor &mbeginn fanden Probeuntersuchungen
mit zwei Versuchspersonen statt. Die Studienteiimewurden durch o6ffentliche Aushange und
Informationszettel auf die Studie aufmerksam germathhand eines Fragebogens wurden die

Ausschlusskriterien Uberprift.

Einschlusskriterien:

« mannliches Geschlecht

Ausschlusskriterien:

¢ Nikotin- oder Drogenkonsum
* Medikamenteneinnahme

» chronische Erkrankungen

e psychische Erkrankungen

* vorangegangene Operationen
» Leistungssport

» \Vorliegen einer Nadelphobie

Handelte es sich um nichtrauchende, gesunde Marmar,denen keines der weiteren
Ausschlusskriterien vorlag, wurde der Zeitpunkt fi@ide Versuchstage festgelegt. Insgesamt
wurden 34 Probanden untersucht. In einem Fall raudist Untersuchung wegen Unwohlseins
des Probanden nach Legen der Venenverweilkanulebabchen werden. Die Daten von zwei
Teilnehmern konnten aufgrund technischer Problencht nanalysiert werden, so dass die

Ergebnisse von 31 Probanden in die Auswertung saidgessen werden konnten. In die Analyse
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des Kontrolltages wurden die Daten von zehn Prodyandtegriert. Die Teilnehmer befanden

sich in einem Altersrange von 21 bis 41 Jahreremgm Median von 26,1 Jahren.

Die Probanden wurden im Rahmen des telefonischeswahigesprachs gebeten, ab dem
Vorabend der Untersuchung keinen Kaffee oder sctemaiTee sowie am Versuchstag ein
ausreichendes Fruhstiuck einzunehmen. Am erstenrduicteungstag wurden die Teilnehmer
zunéchst Uber den Ablauf und die wissenschaftlichiefe der Studie mundlich sowie anhand
einer Probandeninformationsschrift informiert. Inms&hluss gaben alle Versuchspersonen ihr
schriftliches Einverstandnis. Die Probandeninfoiorasowie der Fragebogen zur Uberpriifung
der Ausschlusskriterien befinden sich im Anhang.e DEntscheidung, nur mannliche

Versuchsteilnehmer zu testen, wurde zum Zwecke endglichst homogenen Probandengruppe
getroffen. Zyklusbedingte hormonelle Schwankungeit minem etwaigen Einfluss auf

immunologische Parameter sollten in der vorliegeridetersuchung vermieden werden.

Alle  Studienteilnehmer, welche beide Termine ahsolv hatten, erhielten eine
Aufwandsentschadigung in Hohe von 50 Euro. Der Ablder Studie im Rahmen der
wissenschatftlichen Arbeiten im psychophysiologischeabor lag der Ethikkommission der
Charité - Universitatsmedizin Berlin, Campus Berjankranklin, vor und war akzeptiert

worden.

4.2 Studiendesign

4.2.1 Ablauf der Untersuchung

Das Stressexperiment wurde im psychophysiologistiador der Abteilung fir Psychosomatik
und Psychotherapie der Charité — UniversitatsmedB&erlin, Campus Benjamin Franklin,
durchgefuhrt und fand von Frihjahr bis Herbst 26(@t.

Das Labor befindet sich in schallarmer Umgebungngeratur und Luftfeuchtigkeit wurden
protokolliert. Die Raumtemperatur variierte zwisch0,0 bis 25,7 Grad Celsius, die
Luftfeuchtigkeit schwankte zwischen 40% und 75%.r D@borbereich bestand aus zwei
Raumen. Der Proband befand sich wahrend des Exgetsmalleine im Untersuchungsraum,

wahrend Uber den benachbarten Technikraum die &etit Erfassung und Aufzeichnung der
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kardiovaskularen Parameter Uberwacht und gestaugden. Beide Laborbereiche waren tber
eine Gegensprechanlage und Videokamera miteinaedeunden.

Die Untersuchung setzte sich aus zwei Terminenmamsan. An einem der beiden Versuchstage
wurde der Proband mit Hilfe eines standardisiemeentalen Belastungstests einem akuten
psychischen Stress ausgesetzt. Der Test wurde d@stwam ersten oder am zweiten
Untersuchungstag durchgefuhrt, im Folgenden hanegltsich hierbei um den ,Stresstag”
respektive ,Kontrolltag”. Durch dieses Crossoversiga konnten Vergleichsdaten von zehn
Probanden ohne Konfrontation mit dem Stressor amaly werden. Der (brige
Untersuchungsablauf am Kontrolltag war identischress- und Kontrolltag wurden per
Losverfahren auf den ersten und zweiten Termin oamsiert. Die Halfte der Probanden
absolvierte den Test wahrend des ersten TerminsTelfdehmer wurden erst wahrend des

zweiten und letzten Untersuchungstages mit dens&irekonfrontiert.

Um tageszeitliche homdostatische Schwankungen auerden fanden die Analysen vormittags
in der Zeit von 9 Uhr bis 13 Uhr statt. Pro Vormagtwurden zwei Probanden mit Beginn um 9
Uhr beziehungsweise 11 Uhr untersucht. Zur Vernmedthronobiologischer Variationen wurde
die Uhrzeit fur jeden Probanden bei beiden Termirginess und Kontrolle, beibehalten. Um
zusatzlich maoglichst dhnliche Voraussetzungen ZweiscStress- und Kontrolltag zu erreichen
lag bei der Mehrzahl der Probanden (n = 24) zwiscbeiden Untersuchungstagen ein

Zeitabstand von nur einem Tag, der maximale Zeigaiosbetrug 17 Tage.

Der Proband wurde zunéchst in den Untersuchungstzegieitet und gebeten, Mobiltelefone
auszuschalten, um eine madglichst stimulusarme t8ituazu erzeugen. Mitgebrachte

Gegenstande wie Taschen wurden fir die Versuchmpeisht erreichbar aufbewahrt.

Nach einer kurzen Erlauterung zum Ablauf des Vdrescnahm der Proband auf dem
Untersuchungsstuhl Platz und fillte einen Frageboages, auf dem die Ausschlusskriterien
nochmals Uberprift wurden. Anhand des Versuchskotito wurden Besonderheiten zum
aktuellen Gemiutszustand, Schlafverhalten wéahrend \@dggangenen Nacht, eventuellem
Alkoholkonsum in der letzten Woche sowie der exddtgersuchungsbeginn festgehalten. Im
Anschluss wurde die Probandeninformationsschrifgglegt und der Studienteilnehmer fillte

die Einverstandniserklarung aus.
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Versuchsbeginn:

Zunachst wurde dem Versuchsteilnehmer ein 18-G-Mezreveilkatheter in eine Vene des
rechten Unterarms gelegt und mit einem Dreiwegehagnachlossen. Im Anschluss wurde der
Proband Uber die Videoaufzeichnung und -Ubertragmiriggn Nachbarraum und die sprachliche

Verbindung mittels eines neben dem Probanden pogtiten Mikrophons informiert.

Fur die folgenden 25 Minuten wurde der Teilnehmebegen, sich zu entspannen, erreicht
werden sollte eine maximale Assimilation an die @mghg und Entspannung. Der

Versuchsteilnehmer war bis auf die Blutentnahmesh wahrend des Manometertests alleine im
Untersuchungsraum, als Lekture standen Comichéft&ihder zur Verfigung. Am Anfang der

25-mindtigen Ruhephase fillte der Proband den rers&ndardisierten psychologischen
Fragebogen aus.

Die Ruhephase wurde durch die erste Blutentnahnemdat, welche die Baseline - Werte
darstellt (nachfolgend als ,prd“ bezeichnet). Irssgat erfolgten zu drei Zeitpunkten

Blutentnahmen aus dem Venenverweilkatheter.

Vor dem Probanden befand sich auf Augenhothe eiBiRISchirm, der nun, vor Beginn der
Testphase, eingeschaltet wurde. Zur Messung deliokaskularen Parameter wurden EKG-
Elektroden und eine Finapres-Fingerblutdruckmartsetem linken Mittelfinger angelegt. Der
Studienteilnehmer wurde gebeten, in den folgendeMiaduten die Instruktionen des Computers
zu befolgen, nicht zu reden und sich insgesamt ictigil wenig zu bewegen. Zur Rechten des
Probanden wurde der Trackball positioniert. Desassri Tasten, ,Richtig“ und ,Falsch, im
Aufbau den Tasten einer Computermaus entspreclstaliten das Steuerungsinstrument zur

Lésung des Manometertests dar.

Eine Erlauterung der nachfolgenden Testphase kedfsich in Kapitel 4.2.2.

Der Testphase schloss sich eine 25-minitige Entspeysphase an. Darauf folgte eine letzte
Aufzeichnungsphase der kardiovaskularen Paramegsd{(). Nach der dritten und letzten
Blutentnahme wurde die Venenverweilkanile entfddmt. damit gewonnenen immunologischen
Daten werden im Folgenden als ,post‘-Werte bezesthn

Zu insgesamt drei Zeitpunkten, in der Ruhephaseh mBer Testphase sowie zum Ende des

Experiments, waren standardisierte psychologischgdbdgen auszufillen.
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Einen Gesamtluberblick Gber den Ablauf der Untersnghnach der Vorbereitungsphase mit
Aufklarung des Probanden und Legen der Venenvekamiille gibt Abbildung 3. Das
Versuchsdesign des Kontrolltages entsprach ebsnfalem nachfolgend skizzierten
Untersuchungsablauf, die Testphase verlief ledigbbne Exposition des Probanden mit dem
Stressor (,Stress”). Hier wurde an Stelle des Stests eine Messphase der kardiovaskularen
Parameter analog der vor- und nachgeschaltetenePhgsd“ und ,post® erhoben. Der

Laborstressor wurde durch die einfache Auffordergabig und entspannt zu sitzen®, ersetzt.

Ablauf der Untersuchung

Ruhephase 1 Testphase Erholungsphase
je drei 5-minitige Messphasen RR/HF

A A A
\ \

.ﬁ Rs2 ,post*

| | | | | ] | | | | ] | | | LE
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

F1 BE1 BE2 F2 BE3 |F3
pra Stress post

Abbildung 3: Die Abbildung gibt einen Uberblick tber den Versseblauf tber alle drei Testphasen nach

Abschluss der Vorbereitungsphase. Der Versuch siduVorbereitung erstreckte sich tiber 90 Minuten.
BE = Blutentnahme mit jeweiliger Bezeichnung ,pra“ress"”, ,post"
F = standardisierte psychologische Fragebdgen zitutkten (F1, F2, F3)

Wahrend der Testphase erfolgten zu drei Zeitpunkferd”, ,Stress”, ,post’) sowie am Ende des Expeentes

(,end") je funfminitige Messphasen mit Erhebung kiediovaskularen Parameter Blutdruck und Herzfeaqu

30



Probanden und Methoden

4.2.2 Psychophysiologischer Belastungstest

Zur Erzeugung einer akuten psychischen Stresssituatsolvierten die Versuchsteilnehmer
einen mentalen Belastungstest (,MANOMETER"-TestDer Test ist Teil des STIMULUS-
PROGRAMMS (Johannes B. 1990; Johannes B. 1995%tandardisiertes Computerprogramm,
welches zum Zwecke der psychischen Stressbelastunagckelt wurde.

Die Testphase besteht aus drei Abschnitten. Dé arsl dritte Teil dient der Entspannung des
Probanden, dazwischen findet der Manometertest 8at Beginn der Testphase wurde der
Testablauf grob erklart. Alle Instruktionen ware @un dem Computerbildschirm zu

entnehmen. Nur bei bleibenden Unklarheiten soliter illas Mikrophon gesprochen werden. Die

Probanden wurden angewiesen, sich ruhig und konegrgu verhalten.

Im Rahmen der nun folgenden Testphase wurde i j@eledrei Teilphasen (,rsl1”, ,Stress",
.rs2*) die funfminatige kontinuierliche Aufzeichngrder kardiovaskuldren Parameter Blutdruck
und Herzfrequenz mit Hilfe der Finapres-Fingerblutkmanschette aktiviert. Nach der
Aufforderung durch den Computer, finf Minuten ,rghind entspannt* zu sitzen (Phase ,rs1%),
begann der Manometertest. Sofort nach Ende der aeentBelastung erfolgte die zweite
Blutentnahme, das gewonnene Material reprasentieggt Daten unter Einwirkung der
psychischen Belastung, im Folgenden als ,Stresgeibanet. Auf dem Bildschirm erschien
daraufhin erneut die Aufforderung, ruhig und entspiau sitzen. In dieser Phase (,rs2“) wurden
erneut Blutdruck und Herzfrequenz aufgezeichneasf).

Im Folgenden wird der Ablauf der Testphase besbkrie

STIMULUS - PROGRAMM

Ruhephase ,rs1” Ruhephase ,rs2*
“Bitte sitzen Sie ruhigund] MANOMETER-Test “Bitte sitzen Sie ruhig und
entspannt.” entspannt.”

Abbildung 4: Ablauf der Testphase
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* Ruhephase ,rsl1“ Dauer: 5 Minuten

Der PC-Monitor zeigte fur 5 Minuten das StandhbjBitte sitzen Sie ruhig und entspannt.”;

Aufzeichnung der kardiovaskularen Parameter Hegiagaz und Blutdruck (,pra*)

* Manometer - Test

Nach einer kurzen Anleitungs- und Ubungsphase begier Test mit 1 bis 11 auf dem
Bildschirm erscheinenden Manometeruhren, welchevenschiedene Richtungen weisende
Zeiger enthalten. Am oberen Bildschirmrand ist &itzeiger positioniert. Alle weiteren
dargestellten Manometeruhren sollen mit diesemzegjer verglichen werden. Eine grafische
Darstellung bietet Abbildung 5. Weicht ein Zeigen mehr als 90° vom Leitzeiger ab, soll mit
Hilfe des Trackballs die Antwort ,Falsch®, also diechte Maustaste, gewahlt werden. Weicht
hingegen nach Ansicht des Teilnehmers keiner degeZeum mehr als 90° ab, ist die zu
wahlende Antwort ,Richtig”, entsprechend der linkdaste des Trackballs (,information

processing task” nach (Steptoe and Vogele 1991)).

Die Prasentationszeit der einzelnen Bilder nimmit jeder gelosten Aufgabe um 30 % ab, das
heilt, die Bilder werden immer schneller prasentiemd die Bearbeitungs- und
Entscheidungszeit wird klrzer. Akustische Signat@narkierten jede Falschantwort. Erreicht
der Versuchsteilnehmer eine bestimmte Fehlerquetdingert sich die Prasentationszeit wieder
(,time pressure task® nach (Steptoe and Vogele M99Durch den individuellen
Schwierigkeitsgrad wird jeder Versuchsteilnehmersamer Leistungsgrenze gehalten, um die
Stressbelastung konstant hoch zu halten. Zur Erglder Konzentration und psychischen
Aktivitat stand die Versuchsleiterin wéhrend dest3enit einer Stoppuhr hinter dem Probanden
und hielt ihn zu héherem Engagement an. Wahrenel éimfminttigen Messphase wurden die
kardiovaskularen Parameter Herzfrequenz und Blakdaerhoben (,Stress®). Der Test hat eine
Dauer von ungeféhr zehn Minuten und endete migemstandardisierten Feedback-Fragen zum
personlichen Erleben der Testphase.

Wahrend des Kontrolltages erschien nach BeginnTdstphase auf dem Bildschirm weiterhin
lediglich das Standbild ,Bitte sitzen Sie ruhig usrdtspannt.”
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* Ruhephase ,r2": Dauer: 5 Minuten
Analog zur ersten Ruhephase erschien das StangBitte sitzen Sie ruhig und entspannt.”,
wiederum wurden die kardiovaskularen Parameter giiper finfmindtige Messphase

aufgezeichnet (,post®).

(D

Abbildung 5: Manometertest mit der Prasentation des am obeldraBd positionierten Leitzeigers und der

Manometeruhren

4.2.3 Physiologische Messparameter

Die Erhebung und Auswertung der kardiovaskuléareraiater Herzfrequenz und systolischer
sowie diastolischer Blutdruck diente in vorliegen&udie der Ermittlung und Kontrolle einer
psychophysiologischen Aktivierung. Die Messungerfolgten Uber 5-Minuten-Intervalle

innerhalb der Testphase vor (,pra“), wahrend (,$4fg nach (,post) dem Manometertest
sowie am Ende der Erholungsphase in einer letavatirkuierlichen Aufzeichnung ungefahr 30
Minuten nach der Testphase (,end”). Der Blutdruckirde nicht-invasiv mittels eines

-FINAPRES" BP-Monitor Fingerblutdruckgerates (Ohmae2300) erhoben. Die Manschette
wurde nach Herstellerangaben angepasst und angélegtzlich wurden vier EKG-Elektroden
am Oberkorper des Probanden aufgeklebt und diea&au-Schlag Herzfrequenz mittels EKG-

Ableitung nach Goldberger bestimmit.
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Vor der statistischen Analyse der Daten erfolgteeeAufbereitung mit dem Programm
ALYS/FAST2-Analyse (Schachinger, Curio & Sudhop 22®05). Fir jede
Aufzeichnungsphase wurde ein Mittelwert fir diei drarameter Herzfrequenz, systolischer und

diastolischer Blutdruck ermittelt. Extremwerte weinddurch Interpolation korrigiert.

4.2.4 Psychodiagnostik

Als Messinstrumente hinsichtlich der Auspragung aksiellen Argers und der aktuellen Angst
dienten in der vorliegenden Untersuchung die dtadgebdgen des State-Trait-
Argerausdrucksinventars (STAXI) sowie des Stataét¥agstinventars (STAI-G). Subjektiv
empfundene  Angst und Arger als negative Emotionenieneth in  der
psychoneuroimmunologischen Stressforschung als nieaea zur Messung mentaler

Belastungen.

State-Trait-Argerausdrucksinventar (STAXI)

Das State-Trait-Argerausdrucksinventar (Schwenkme1§92) stellt die deutsche Bearbeitung
des von Spielberger et al. entwickelten State-¥&ager-Expression-Inventory dar. Die in den
achtziger Jahren entwickelte deutsche Version desikanischen Originals bertcksichtigt die
Angleichung der urspriinglichen Items an den deetscBprachgebrauch und wird in der
Erfasssung von Arger und Argerausdruck im Rahmemsdméichkeitspsychologischer,
allgemein- und sozialpsychologischer Fragestellangeowie in der Untersuchung
psychosomatischer Zusammenhange bestimmter Erkmgeku wie beispielsweise der
essentiellen Hypertonie oder der koronaren Heraekung angewendet. Die Emotion Arger
wird dabei in drei Argerausdrucksskalen eingeteiétn nach aulRen gerichteten Argerausdruck
(Anger-out), die Unterdriickung von Argerreaktion@mger-in) sowie die Arger — Kontrolle

(Anger Control).

Das STAXI-Modell ermdglicht sowohl die Erfassungies Argerzustands (state-anger) sowie
der Argerdisposition (trait-anger). Unter Argerdisjtion versteht man die Tendenz einer
Person, ein breites Spektrum von Situationen aistrierend oder stérend wahrzunehmen und

darauf durch einen erhohten Argerzustand zu reawiéBchwenkmezger 1992). Arger als
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emotionaler Zustand hingegen entsteht aus Gefiddeispannung, Storung, Irritation oder Wut

und ist mit einer Aktivierung des autonomen Nerystems verbunden.

In dem hier présentierten Experiment interessigte allem der momentane Zustandsarger,
weshalb wir uns auf den ersten Teil der state JdeBkkonzentrierten. Zu Beginn der ersten
Ruhephase, nach Abschluss der Testphase sowie amsuctieende wurden dem
Versuchsteilnehmer zehn Items vorgelegt, die sidghsainen momentanen Arger bezogen und
die er mit den vier Antwortmoglichkeiten ,uberhaupitht®, ,ein wenig®, ,ziemlich* oder
.sehr* zu bewerten hatte. Der durch einfache Sunumantstehende Punktwert wurde in die
statistische Analyse eingebracht. Ein hoher Punittweird proportional zu erhdhtem

Zustandsarger gewertet.

State-Trait-Angstinventar (STAI-G)

Das State-Trait-Angstinventar (STAI-G) (Laux 19&kielberger CD. 1996) stellt die deutsche
Adaptation des von Spielberger et al. entwickef&ate-Trait-Anxiety-Inventory (STAI) dar und
findet sowohl im klinischen Bereich als auch in dagst- und Stressforschung Anwendung. Es
wird zwischen Angst als voribergehendem emotional@mstand (State-Angst) und
Angstlichkeit als Eigenschaft und Personlichkeitdmmal (Trait-Angst) unterschieden (Laux
1981).

In der vorliegenden Studie war vor allem die moraratZustandsangst im Zusammenhang mit
dem mentalen Belastungstest von Bedeutung (statkeySkDiese ist gekennzeichnet durch
Nervositat, innere Unruhe, Anspannung, Besorgtiaitcht und einer begleitenden erhdhten
Aktivitdt des autonomen Nervensystems.

Es existieren vier Antwortmoglichkeiten von ,ubenpéanicht” bis ,sehr“. Zehn Items gehen in
Richtung Angstfreiheit. Um Verneinungs- oder Bejafpsiendenzen zu vermeiden, gehen
weitere zehn Antwortitems in Richtung Angstlichkéitir die Bildung eines Rohwertes miissen
jene Feststellungen invertiert werden, welche ighRing Angstfreiheit formuliert sind. Der
Rohwert nimmt Werte zwischen 20 und 80 an, wobeid2th Nichtvorhandensein, 80 einer

maximalen Auspragung der Angst entspricht.
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Fur das Ausfullen der verwendeten Skalen wurderijsvetwa fiinf bis acht Minuten ben6étigt.
Die Rohwerte beider Skalen, STAXI und STAI-G, wurdgatistisch mit Hilfe des zweiseitigen

Wilcoxon - Tests fur verbundene Stichproben aufifikante Unterschiede analysiert.

4.3 Blutprobengewinnung und immunologische Analysen

4.3.1 Blutprobengewinnung

Aus dem 30 Minuten vor Beginn der Testphase getegenenverweilkatheter erfolgten zu drei
definierten Zeitpunkten Blutentnahmen. Die erstenBhme fand am Ende der ersten Ruhephase
statt. Diese gewonnenen Daten dienten als Ausgamgs\iprd). Das Blutmaterial, welches die
immunologischen Parameter unter Stress reprasentafolgte wahrend der Testphase direkt
im Anschluss an den mentalen Belastungstest ($tréas Beurteilung der immunologischen
Veranderungen im kurzzeitigen Verlauf diente diztke Blutentnahme (post) 25 Minuten nach
Ende des Stressors gegen Ende der Erholungsphagede Zeitpunkt wurden 3 mal 10 mi
Blut in Heparin-Vacutainer entnommen. Die gewonmeB&itproben wurden im Anschluss an
die Probandenuntersuchungen im Deutschen Rheuraaforgszentrum Berlin aufbereitet sowie
kryokonserviert und im tumorimmunologischen LabasdOnkologischen Zentrums der |II.

Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Haar — Eppendorf ausgewertet.

4.3.2 Isolierung mononuklearer Zellen

Die Blutproben wurden nach der Entnahme bei Raupgeatur einige Maldewegt, um eine
Vermischung mit dem Antikoagulanz zu gewéhrleisf@machst wurden mononukleare Zellen
des peripheren Blutes (PBMC) aus dem heparinisievi@iblut isoliert. PBMC beinhalten vor
allem B- und T - Lymphozyten, NK-Zellen sowie Mownten und koénnen mittels
Dichtegradientenzentrifugation unter Zuhilfenahnoa Zellseparationsmedien von den tbrigen
zellularen Blutbestandteilen isoliert werden. Im derliegenden Studie wurde zu diesem Zweck
eine Ficoll - Hypaque - Lo6sung verwendet. Das sstidbhe Polysaccharid Ficoll ist ein
neutrales, stark verzweigtes Polymer aus Sacchamsamneren. Fur die Blutzell-Fraktionierung

wird eine Ficoll - Hypaque - Losung mit einer Diehton 1,077 g/ml verwendet. Damit besitzt
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die LOsung eine groRRere Dichte als Lymphozyten, dzgten und Thrombozyten. Erythrozyten
sowie Granulozyten pelletieren bei Zentrifugation &efalRboden, da sie die Losung aufgrund
ihrer hoheren Dichte passieren. Monozyten und Lysagten hingegen sammeln sich aufgrund
ihres geringeren spezifischen Gewichts an der RlaSmadientenphase. So kénnen sie in einer
Interphase zwischen Medium und Plasma als so gémaMiiNC-Schicht” (,mononuclear cells®)
angereichert werden. Thrombozyten verbleiben auafyjrinres geringen Zellvolumens zum

grof3ten Teil in der obenliegenden Plasmaschicht.

Alle Arbeitsschritte fanden unter einer sterilemBaind zum Teil auf Eis statt. Zunachst wurden
je 15 ml heparinisiertes Vollblut, entsprechend idélfte der gewonnenen 30 ml — Blutproben,
in einem 50 ml Falcon®-Tube steril mit Phosphatdfdrad saline (PBS) im Verhatnis 1:2

verdunnt. In einem zweiten Falcon-Tube wurden drefébnd 30 ml des Blutgemisches auf
15ml Ficoll — Hypaque-LOsung unter Vermeidung voirb#bildung aufgeschichtet und fur 20

Minuten bei Raumtemperatur und 2300 UmdrehungenMirute (rpm) entsprechend 1100 g
ohne Bremse zentrifugiert.

Der Plasmauberstand wurde vorsichtig abpipettiergbei 1 cm Uberstand (ber dem
Lymphozytenring belassen wurde. Nun wurde die alshige Interphase zwischen Plasma und
Ficoll - Hypaque imponierende MNC — Schicht vorsighund unter Vermeidung einer

gleichzeitigen Uberfiihrung der Ficoll - Lésung mibher 10 ml Pasteur-Pipette abpipettiert und
in ein neues 50 ml Testrohrchen Uberfuhrt. BeideQWN Schichten der zu Anfang getrennt
verdunnten, zusammengehorigen Blutproben wurdereidab ein gemeinsames RoOhrchen
dberfuhrt. Nach Verdinnung mit PBS und BSA im Vérhé von 1:3 folgte ein Waschschritt

fur 10 Minuten bei 4°C, 300 g, entsprechend 1200dtéinungen. AnschlieRend wurde die
Population der mononukledren Zellen in 10 ml PBe@wommen und nochmals bei 4° Celsius
fur 10 Minuten bei 300 g thrombozytenfrei gewaschéar Bestimmung der Zellzahl in der

Neubauer - Zahlkammer wurden 10 Zellsuspension entnommen, im Verhdaltnis 1:2 mit

Trypanblau angefarbt und ausgezahilt.

4.3.3 Temporare Kryopreservation, Auftauen der Zellen undAntikérpermarkierung

Unter Verwendung des Gefrierschutzmittels DMSO \wuardlie isolierten PBMC zeitweise
kryokonserviert. Die Zellen wurden in 1 ml Einfmeedium (FCS + 10% DMSO)
aufgenommen. Jeweils 5Q0 dieser Zellsuspension wurde in Einfrierrohrcheagegpben und in
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einer mit Isopropylalkohol befillten Einfrierbox treiner gleichmalligen Temperaturreduktion
um -1°C/min auf -80°C gekuhlt. Zur nachfolgenderfl®wahrung erfolgte einen Tag spater die
Uberfiihrung der Zellen in fliissigen Stickstoff (62€).

Nach einer raschen Erwdrmung der Proben im Wassdrv°C)wurden die Zellen durch
Zugabe von RPMI (zugesetzt mit 10% FCS und 1% HemiStreptomycin) komplett aufgetaut,
in Réhrchen mit 10 ml RPMI - Zellkulturmedium Gb#nft und anschlieRend gewaschen. Zur
Vitalitdtsanalyse wurden daraufhin fiDZellen mit 10ul Trypanblau (0,4%) gefarbt, tote Zellen
farben sich dabei blau an. Die Zellen wurden aefw@irschiedenen FACS Rohrchen verteilt und

zentrifugiert.

Nach Absaugen des Uberstandes mit Hilfe einer Wstsablpumpe wurden die verdiinnten
Antikdrpermischungen zu den Zellen gegeben. FuNMeielinnung wurden durchschnittlichuB
Antikorper auf 50ul AB-Puffer, bestehend aus PBS und 5% humanem ABrSaler Firma
Biotest, verwendet. Die im Einzelfall verwendete tikarpermenge findet sich in der
nachstehenden Tabelle 2. Die Oberflachenfarbungnaeh erneuter Waschung mit PBS nach
30 Minuten abgeschlossen. Fir die Farbungen wurderescein-lsothyocyanat (FITC),
Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin (APC) sowie iHar Chlorophyll Protein (PerCP)

verwendet.

Zur intrazellularen Markierung von FOXP3 wurde @mssprechende Rohrchen fur 50 Minuten
mit 1 ml frisch angesetzter Fix und Perm Soluti@ $4°C inkubiert, zweimal mit PBS und
Perm Puffer gewaschen, anschlielend mit 2% Rattansgeblockt und mit 1wl FOXP3 PE
gefarbt. Die Arbeitsschritte orientierten sich ime¥éntlichen am Protokoll von e-bioscience /

Natutec.

Die nachfolgende Tabelle 2 gibt eine Ubersicht ighenverwendeten Antikorper:
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Tabelle 2: Verwendete Antikdrper zur Markierung von Oberflaoholektlen sowie intrazellularem FOXP3;

IgG Isotypkontrollen wurden durchgefuhrt.

Spezifitat Farbung Bezug von Menge
CD4 Per CP BD B?j;é?rgis’ San 3ul
CD8 Per CP BD B'Joosgfr&es' San 3ul
CD45RA FITC C?'rt:r?éifgg,tgia” 3yl
FOXP3 mAB PCH101 PE e'blijoizgg,”gi: San 15l
CTLA4 PE BD B'Joosgfr&es' San 7ul
e | s |,
LAP Unkonjugiert Mliqrﬁzaspycj}:,ml\j N 3ul
e | Clgsmen |,

4.3.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt eine effiziente Metle der Expressionsanalyse von
Oberflachenmolekilen auf Zellpopulationen dar. emelassen sich sowohl Zellgro3e als auch
Granularitat bestimmen. Durchflusszytometrisch dassich T-Zell-Subpopulationen anhand
ihrer unterschiedlichen Expression von Zellobeffkmproteinen beziehungsweise intrazellularer
Marker, an welche farbstoffmarkierte spezifische noidonale Antikérper binden,

charakterisieren und sortieren.

Das Grundprinzip der Detektion von Zellen und Raiti mittels fluoreszenzmarkierten Markern
ist die Messung durch einen Laserstrahl, welchem b&uftreffen auf Zellen oder Partikel

abgelenkt wird, Fluoreszenzen anregt und dadurdbrZeegistriert. Nach der Markierung der in
einer Pufferlésung als gemischte Zellpopulationliggenden Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten spezifischen Antikérpern werden dieletein einem Probenrdhrchen verwahrt.

Eine Pumpe baut einen Luftdruck auf, welcher siagh einen Behélter mit Tragerflissigkeit
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Ubertragt. Der Druckaufbau im Tragerflissigkeitsidedr drickt die Flissigkeit in eine

Messkuvette. Das gleichzeitige Ansteigen des Drsicke Probenrdhrchen drickt auch die
Zellen zusammen mit der Tragerflissigkeit in diesst@ivette, in welcher die Zellsuspension
zusammen mit der Tragerflissigkeit zu einem feil@@ninaren Probenstrom ausgezogen wird.
Uber eine Diise werden die Zellen in feinen Tropfchimzeln am Messpunkt vorbeigeleitet. Der
laminare Probenfluss in der Messklvette passiebeidaas monochromatische Licht des
Laserstrahls, das beim Auftreffen auf die Zellkérped Bestandteile in der Probe gestreut wird.
Die nach vorne gelenkten Strahlen geben Informataiiber die Zellgré3e, man spricht hierbei
auch vom Vorwartsstreulicht oder ForwardscatterQFSDas Mald fur die zweite wichtige

Messgrol3e, die Zellgranularitat, liefert das im 90Winkel abgestrahlte Seitwartsstreulicht,
auch Sidescatter (SSC) genannt. Sind die Zellenflmoteszenzmarkierten Antikérpern oder
direkt mit Farbstoffen markiert, wird ein Teil deichtenergie absorbiert und Fluoreszenzlicht
einer hoheren Wellenlange emittiert. GestreutesitLgibt somit Aufschluss tber Grol3e und

Granularitat der Zellen.

Die Lichtemission durch Fluoreszenzfarbstoffe dstakhussagen Uber die Expression von
Oberflachen- und intrazellularen Proteinen, welcdee Einordnung in verschiedene
Zellpopulationen ermoglichen. Photodetektoren messewohl das gestreute als auch das
emittierte Licht und leiten diese Signale digitiis an einen Computer zur Analyse weiter.
Verfugt das FACS—-Gerat Uber eine Sortierfunktionjrdw der elektrisch leitfahige
Flassigkeitsstrom am Ende aufgebrochen. Dadurchrizbt der Flissigkeitsstrom in einzelne
Tropfchen, welche je nach Fluoreszenz-Eigenschadtektrisch positiv oder negativ geladen
werden und in einem elektrostatischen Feld ladwigsagig in  unterschiedliche
Auffangbehélter geleitet werden.

In der vorliegenden Studie wurde ein ,FACS CalibMierfach-FACS sowie CELLQuest

software der Firma BD Biosciences, San Jose, Qhgesietzt.

4.4 Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit dem Progra8PSS fir Windows (Versionen 12.0 und
14.0) durchgefuhrt. Da die Werte keiner Normalvkng folgten, kam im Rahmen der
statistischen Auswertung der zweiseitige WilcoxoriTest fur verbundene Stichproben zur

Anwendung.
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Etwaige Korrelationen zwischen kardiovaskularen umdnhunologischen Parametern wurden

mit dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearbeechnet.

Fur alle Parameter finden sich Median (Med), 25d utb. Perzentile, Mittelwert (MW),
Standardabweichung (SA) sowie die Signifikanz, Huden p-Wert angegeben und durch
entsprechende Sterne gekennzeichnet. Ist in delldebchen Ergebnisbeschreibung statt eines
Sternes ,ns* angegeben, wurde das Signifikanzniveaicht erreicht. Far die
hypothesentestenden Parameter sind zusatzlich Mmimnd Maximum angegeben. Grafische
Darstellungen als Liniendiagramme mit Mittelwertemd deren Standardfehler wurden gewahilt,

um einen anschaulichen Uberblick Uiber den Versuateyf zu ermoglichen.
Das Signifikanzniveau wurde in der vorliegenden eNrbauf p < 0,05 ( * ) festgelegt mit

entsprechend deutlicherer Signifikanz bei p < @,0%1) beziehungsweise p < 0,001 ( *** ). Die

p-Werte sind durch einen, zwei beziehungsweiseQterne gekennzeichnet.
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5 Ergebnisse

5.1 Allgemeine Probandendaten

Die im Folgenden geschilderten Ergebnisse bezietieh auf eine Stichprobe von n=31
Probanden, welche im Rahmen des vorliegenden Expats untersucht wurden.

Das Alter der Versuchspersonen lag im Median bel d@hren mit einem Range von 21 bis 41
Jahren. Der BMI nach Broca (kg/m2) betrug im Mede@n15 und variierte von 19,8 bis 26,9.
Damit war keiner der Teilnehmer untergewichtig,i d®banden lagen mit einem BMI von tber
25 kg/nf leicht tiber der Normgewichtsgrenze. Von den 25i&tten waren 13 Probanden im
Fach Medizin eingeschrieben. Bei den berufstatifeinehmern handelte es sich um einen
Arzt, einen Sanitatsoffizieranwérter, einen Kameaamsowie einen Tischler. Ein Proband gab
lediglich eine selbststandige Tatigkeit an undweeiterer Versuchsteilnehmer befand sich zum

Zeitpunkt des Experimentes auf Arbeitssuche.

Tabelle 3: Allgemeine Daten des Probandenkollektivs

. Median 26,1
Alter in Jahren Range 21— 41

. Median 22,15

2 ]
BMI nach Broca (in kg/m?) Range 19.8 - 26.9

mannlich 31
Geschlecht weiblich 0
Abitur 30
Schulabschluss mittlere Reife 1
e ) Student 25
Aktuelle Tatigkeit berufstatig 6
ledig 29
Familienstand verheiratet 2
geschieden 0

5.2 Psychologische Aktivierung

Zur Ermittlung etwaiger Veranderungen des subjeldmpfundenen Zustandséargers (state-
Bogen des State-Trait-Argerausdrucksinventars ,STAXowie der aktuellen Zustandsangst
(state-Skala des State-Trait-Angsinventars ,STA)-@lUrden den Teilnehmern vor Beginn der
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ersten Ruhephase (,pra“), direkt im Anschluss ae diestphase (,Stress”) sowie am

Versuchsende (,post®) standardisierte psychologgetagebdgen vorgelegt.

Der Vergleich der erhobenen Rohwerte der Gesampsbbe mit Hilfe des zweiseitigen
Wilcoxon-Tests fur verbundene Stichproben zeigteristark signifikanten Anstieg (p<0,01)
des subjektiv empfundenen Argers nach Einwirken @&sessors. Auch die subjektiv
empfundene Angst zeigte einen tendenziellen Ansliezkt im Anschluss an die Testphase. Der
p-Wert lag mit 0,14 jedoch aul3erhalb des Signiftkaveaus. Nach der Stressphase (,post)
erreichten die Werte beider Skalen das Ausgangsuivém Kontrolltag konnten keine

signifikanten Anstiege beider Skalen tber die Betbachtet werden.

Eine Darstellung der statistischen Parameter Mediddusive 25. und 75. Perzentile,
Standardabweichung, Mittelwert, Minimum, Maximumws® die Signifikanz anhand des p-
Wertes befindet sich in Tabelle 4.

Um die Veranderungen uber den zeitlichen Verlawiadd an Stress- als auch am Kontrolltag
besser zu veranschaulichen, findet sich in Abbigduth eine grafische Darstellung der
Verdnderung der Mittelwerte von Zustandangst und stahdsarger an beiden

Untersuchungstagen.

Angst (STAI-G) Arger (STAXI)

40
38 12

36

341 114

32

30 10

pra Stress poét pra Stress post

Abbildung 6: Psychologische Aktivierung der Probanden im VersueHauf am Stresstag (schwarze Markierung)
sowie am Kontrolltag (weil3e Markierung) hinsichilicubjektiv empfundener Angst (STAI-G) und subjekti
empfundenem Arger (STAXI) zu den drei Zeitpunkter!, ,Stress* und ,post* (Rohwerte der Skalen).
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Tabelle 4: Verdnderung von Zustandsarger (STAXI) und Zustamglsia(STAI-G) am Stresstag (S) sowie am
Kontrolltag (K). Dargestellt sind 25. Perzentile, eMan (MED), 75. Perzentile, Mittelwert (MW),
Standardabweichung (SA), Minimum, Maximum sowie @@egnifikanz anhand des durch den zweiseitigen
Wilcoxon-Test fuir verbundene Stichproben erhobegm&vert (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Rohwerte 25.Perz. MED 75.Perz. MW SA Min Max Sig.
pra 10 10 11 10,7 1,3 10 16 -
STAXI S Stress 10 11 13 11,9 2,3 10 18 *x
post 10 10 11 10,7 1,1 10 14 ns
pra 10 10 12 10,7 11 10 14 -
STAXI K Stress 10 10 11 10,4 0,8 10 13 ns
post 10 10 10 10,4 0,9 10 13 ns
pra 31 35 39 35,1 6 24 47 -
STAI-G S Stress 32 37 45 37,8 8 25 53 ns
post 30 34 42 34,6 7,6 21 51 ns
pra 31 34 38 35,4 7,8 23 53 -
STAI-G K Stress 29 32 36 32,7 6,2 21 49 *x
post 27 32 35 31,9 5,7 21 49 il

5.3 Physiologische Aktivierung

Zur Messung der kardiovaskularen Aktivierung dezildehmer unter Stress und in Ruhe
wurden die Parameter Herzfrequenz, der systolisom@e der diastolische Blutdruck erhoben.
Die kontinuierlichen Messungen erfolgten sowohl &tress- als auch am Kontrolltag zu vier
Zeitpunkten: vor der Stressphase (,pra*), wahremdTestphase (,Stress"), im Anschluss an den
Test (,post”) sowie nach ungefahr zwanzig Minutagen Ende des Experiments (,end”). Die
erhobenen Werte wurden Uber die Messphasen gamuttel mit Hilfe des zweiseitigen

Wilcoxon-Tests flr verbundene Stichproben analysier

Unter Einfluss des Stressors zeigte sich ein hognif&kanter Anstieg (p<0,01) der
Herzfrequenz um 6,7 Schlage pro Minute von einendikfe von 68,7 auf 75,4 Schlage pro
Minute. Kurze Zeit nach Beendigung der Belastungsphkehrte die Herzfrequenz wieder auf

das Ausgangsniveau zuriick. In der letzten Messphagen Versuchsende zeigte sich ein
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Herzfrequenzabfall (p<0,05) unter den Ausgangsweékin Kontrolltag konnten Kkeine
signifikanten Veranderungen der Herzfrequenz bdaieacwerden. Der folgende Boxplot
(Abbildung 7) zeigt die Veranderungen unter Eirdldes Stressors.

Herzfrequenz (1/min)

110,00 023

100,00 **

90,00 —‘7 *10
06
80,00 _

70,00

60,00

027

o7
50,007
018 *18
40,00
T T T T
PRA STRESS POST END

Abbildung 7: Herzfrequenz in Schlagen pro Minute Uber den Vdrsuerlauf unter Einwirkung des mentalen
Belastungstests zu den vier Messzeitpunkten ,p&ifess”, ,post”, ,end". Wahrend der Stressbelagtaaigte sich

ein signifikanter Anstieg der Herzfrequenz: ** p&0,

Auch der systolische und diastolische Blutdruck destrierten unter Einfluss des Laborstresses
hochsignifikante Anstiege (p < 0,001). Sie bliehdrer den Versuchszeitraum erhdht. Unter
Einfluss der Stressbelastung zeigte sich bei Bletuag der Mediane ein Anstieg des
systolischen Blutdrucks um durchschnittlich 44,2 iHgrsowie des diastolischen Blutdrucks um
13,4 mmHg (Median) im Vergleich zu den AusgangsererDer Kontrolltag zeigte bezuglich
des systolischen und diastolischen Blutdrucks hbiseenen leichten Anstieg des systolischen
Blutdrucks (p < 0,05) am Versuchsende keine Verdamdgn. Abbildung 8 gibt einen Uberblick
uber die Blutdruckveranderungen unter Einfluss SgsssorsTabelle 5 gibt einen Uberblick
Uber die Herzfrequenz- und BlutdruckveranderungarkKantrolltag, also ohne eine Exposition
des Probanden mit dem Stressor.

45



Ergebnisse

Blutdruck unter Einfluss der Stressbelastung

RR systolisch (mmHQ) RR diastolisch (mmHQ)
220,01 **%k% 160,071
**k% T **%k% *18
200,01 Q18 018 0o17 018
140,011
*%%
180,01 017 O Sk
*%%

120,01

160,07

140,07 l 100,07
120,07

100,07

(T

T T T T T T T T
PRA STRESS POST END PRA STRESS POST END

Abbildung 8: Systolischer und diastolischer Blutdruck ( in mgnHuber den Versuchsverlauf unter Einwirkung
des mentalen Belastungstests zu den vier Messpkigu ,pré“, ,Stress”, ,post* und ,end“Unterschiede im
Vergleich mit den Ausgangswerten (,pra“) wurden mHitfe des zweiseitigen Wilcoxon-Tests fur verbunde
Stichproben tberpruft. *** p<0,001.

Tabelle 5 Kardiovaskulare Parameter am Kontrolltag. Es teegjch kein statistisch signifikanter Anstieg der
kardiovaskularen Parameter zum Zeitpunkt ,StreBsitgestellt sind 25. Perzentile, Median (Med), P6rzentile,
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA) und diegi@fikanz anhand des p-Wertes (* p<0,05, **p<0,01,

***pn<0,001) zu den vier Messzeitpunkten.

Kontrolle 25.Perz. Med 75.Perz. MW SA Sig.
pra 61,3 68,1 75,4 68,1 10,3 -
HF (1/min) Stress 60,8 69,1 78,3 68,6 10,5 ns
post 61,3 65,9 76,4 68,3 10,1 ns
end 59,9 64,2 76,4 66,5 10,3 ns
pra 126,9 141,3 152 141,6 20,3 -
RR sys(mmHg) Stress 134,3 144,2 159,8 141,2 30,9 ns
post 127,6 143,1 151,1 1419 20,9 ns
end 135,8 146,4 160,2 142,4 30,7 *
pra 76 83,2 101 87,9 17,2 -
RR dia (mmHg) Stress 77,1 81,2 101,7 87,7 16,4 ns
post 73,8 82,3 98,3 86,1 17,7 ns
end 77,5 88,9 103,8 89,1 15,4 ns
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5.4 Immunologische Parameter

5.4.1 Auswirkungen des Stressexperimentes auf CD4ind CD8'" T-Zellen sowie auf T—

Zell- Subpopulationen

Im Anschluss wurde untersucht, ob sich die beoletehisychophysiologische Aktivierung in
einer spezifischen Umverteilung peripherer T-Zdd[sppulationen aufRern wirde. Vor der
Analyse CD4FOXP3 regulatorischer T-Zellen erfolgte daher eine Usuehung peripher
zirkulierender T-Zellsubpopulationen unter Einfluks akuten mentalen Belastung.

Nach Isolierung der peripheren mononuklearen Ze{flPBMC), anschlieBender Farbung und
Markierung der Zellen mit Antikdrpern gegen CD3, £,0CD8, CD45RA und CCRY7 erfolgte
eine quantitative Erfassung mittels Durchflusszydtie. Dementsprechend wurden neben dem
Anteil aller CD3CD4" und CD3CD8" T-Zellen alle vier Mdglichkeiten der CCR7/CD45RA-
Expression analysiert und somit eine Einteilung jnaive* T-Zellen, zentrale T-
Gedachtniszellen, T-Effektor-Gedachtniszellen sowigrminal differenzierte T-Effektor-

Gedéachtniszellen vorgenommen.

Unter Einfluss des Stressors zeigten sich bei deefduchung der Gesamtheit der Stichprobe
(n=31) im Falle der CD8T-Zellen bis auf einen leichten Abfall am Versuashde (p<0,05)
keine signifikanten Veranderungen. Der Median dese#s aller CD8 Zellen betrug anfangs
28,1% (25.Perz.: 24,6% - 75.Perz.: 33,9%), unteesSt30% (25.Perz.: 21,6% - 75. Perz.:
35,6%) und nach der Erholungsphase 27,25% (25:P21z6% - 75.Perz.: 33,2%). Eine
Betrachtung der Mediane der peripheren CD4ellen ergab einen Abfall unter Stress (,pra*:
38,1% 25.Perz.: 32,3% - 75.Perz.: 42,9%; ,Stre8371% 25.Perz.: 25,8% - 75.Perz.: 35,3%
p<0,001). Nach der Erholungsphase kehrten die Weigder auf das Ausgangsniveau zurick
(,post“: Med.: 35,2% 25.Perz.. 30,6% - 75.Perz..;838). Bei Fehlen des Stressors am
Kontrolltag konnten Uber den gesamten Untersuctaeigaum keinerlei signifikante

Veranderungen beobachtet werden.

T-Zellsubpopulationen Tyave, Tem, Tem und Temgra -

Es zeigte sich ein im Vergleich zu den Ausgangswesignifikanter, prolongierter Abfall des
Anteils CD4 und CD8 naiver (CCR7CD45RA") T-Zellen im peripheren Blut der Probanden
(CD4" p<0,01; CD8 p<0,001), welcher auch nach Ende der zweiten Fhds®p noch
nachweisbar war (CD4p<0,01; CD8p<0,01). Auch der Anteil CD4und CD8 zentraler T-
Gedachtniszellen (CCRZD45RA) sank unter Einfluss des Stressors (Cp40,05 und CD8
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p<0,01) ab und blieb im Falle der CD&entralen T-Ged&chtniszellen auch nach der
Erholungsphase unter dem Ausgangsniveau (p<0,05).

CD4" und CD8 T-Effektor-Gedachtniszellen (CCROD45RA) blieben ber den
Versuchsverlauf auf stabilem Niveau, gleichzeitiggre sich ein verzégerter Anstieg CDB-
Effektor-Gedéachtniszellen nach der Erholungsphase Zeitpunkt ,post* (p<0,05). Auch der
Anteil peripherer CD8terminal differenzierter T-Effektor-Gedachtniseell(CCRTCD45RA)
zeigte unter Einfluss des Stressors einen starkifigignten Anstieg (p<0,01). CD4terminal
differenzierte T-Effektor-Gedachtniszellen bliebaumf dem Ausgangsniveau. Eine Analyse der
T-Zellsubpopulationen am Kontrolltag lieferte Glgen gesamten Untersuchungszeitraum keine
statistisch signifikanten Veranderungen. Die Abiniigen 9 und 10 geben einen Uberblick tiber
den Verlauf der Mittelwerte im Versuchsverlauf uwfidnen einer grafischen Gegenuberstellung

der Ergebnisse am Stress- sowie am Kontrolltag.

CD4' T Zellsubpopulationen im Versuchsverlauf

(% an Gesamtlymphozyten)

CCR7+ CCR7-
CD45RA+ 6
T haive 18 TemrA
CD45RA- )
TCM 7 TEM

11

10

pra Stress post pra Stress post

Abbildung 9: CD4" T-Zellen: T-Zellsubpopulationen iiber den Versuchsverlauf ypra®), wahrend (,Stress"),
nach der mentalen Belastung (,post) sowie am Kallt&tg. Schwarz markierte Linien reprasentieren die

Mittelwerte unter Stress, weif3 markierte Linien Bigebnisse am Kontrolltag. *p<0,05; **p<0,01; **0,001
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CD8+ T Zellsubpopulationen im Versuchsverlauf

(% an Gesamtlymphozyten)

CCR7+ CCR7-

CD45RA+ * i
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Tnaive * ! -

10
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Abbildung 10: CD8" T-Zellen: Naive T-Zellen (Tnaive), zentrale T-Gedachtniszel@cm), T-Effektorzellen
(Tem) sowie terminal differenzierte T-EffektorzelldTemra) Uber den Versuchsverlauf vor (,pra“), veitd
(,Stress") sowie nach der mentalen Belastung ,(pasiwie am Kontrolltag. Die Werte sind als prozeier Anteil
an den Gesamtlymphozyten angegeben. Signifikanazed durch * p<0,05, *p<0,01 und ***p<0,001
gekennzeichnet. Schwarz markierte Linien in denillobgen 9 und 10 représentieren die Mittelwertd deren

Standardfehler unter Stress, weild markierte Limi&gen die Ergebnisse am Kontrolltag.

Zusammenfassend zeigten sowohl CAK auch CD8T-Zellen unter Einfluss der psychischen
Belastung einen signifikanten Abfall naiver und tzaler T-Gedachtniszellen. Antigenerfahrene
T-Effektor-Gedachtniszellen sowie terminal diffezemmte T-Effektor-Gedachtniszellen

demonstrierten hingegen stressinduzierte Anstiegpdripheren Blut oder blieben auf stabilem
Niveau. Eine tabellarische Zusammenfassung derbBrgge der Veranderungen der T-Zell-
Subpopulationen mit der Auflistung der relevanteatistischen Parameter befindet sich im

Anhang in Tabelle 8.
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5.4.2 Auswirkungen des Stressexperimentes auf CDBOXP3" regulatorische T—Zellen

im peripheren Blut: Ergebnisse zu Hypothese 1

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals untersuch die beobachteten Umverteilungen
nicht-regulatorischer, konventioneller T-Zellen voginer stressinduzierten Verédnderung
CD4'FOXP3 regulatorischer T-Zellen begleitet sein wiirden. diessem Zweck erfolgten vor
Beginn des Stressors (,pra“), direkt im Anschlusstress”) sowie nach einer Erholungsphase
peripher-vendse Blutentnahmen. Die Erfassung dgrlagrischen T-Zellen erfolgte mit Hilfe
von Antikérpern gegen den intrazellularen MarkendR3. Zusatzlich erfolgte eine Auftrennung
der regulatorischen T-Zellen nach ihrer CCR7- Eggpian.

Veranderungen des Anteils regulatorischer T-Zeenden Gesamtlymphozyten wurden mit
Hilfe des zweiseitigen Wilcoxon-Tests fur verbundeBtichproben analysiert. Die Ergebnisse
der statistischen Analyse beziehen sich auf deml¥ieh der Baseline (,pra“) mit den beiden

Folgezeitpunkten (,Stress”, ,post®).

CD4'FOXP3" T-Zellen unter akutem Stress im Vergleich mit d&usgangswerten
Unter Einfluss des Stressors zeigte sich im Verbleu den Ausgangswerten ein signifikanter
Abfall des Anteils CDIFOXP3 regulatorischer T-Zellen (p<0,01) im periphererutBIAm

Kontrolltag konnten keine signifikanten Veranderendpeobachtet werden.

CD4'FOXP3" T-Zellen nach der Erholungsphase im Vergleich niien Ausgangswerten
Nach der Erholungsphase kehrte der Anteil GERIXP3 regulatorischer T-Zellen wieder auf
das Ausgangsniveau zurtick. Auch zu diesem Zeitpuekgten sich am Kontrolltag keine

statistisch signifikanten Veranderungen.

Zusammenfassend kam es unter der akuten Stredsibglams einem statistisch signifikanten
Abfall von CD4FOXP3 regulatorischen T-Zellen. Gegen Ende der Untetsugtkehrten die
Werte wieder auf das Ausgangsniveau zuriick. Abbida@l gibt einen Uberblick tber den

Verlauf Gber die drei Messzeitpunkte.
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CD4'FOXP3 T-Zellen

(% an Gesamtlymphozyten)

2.0

1.8
1.6

1.4 *k

0.8

pra Stress post

Abbildung 11: CD4'FOXP3 regulatorische T-Zellen der Probanden am Stresd-am Kontrolltag zu den drei
Messzeitpunkten ,pra“, ,Stress” und ,post’. Die Weisind als prozentualer Anteil an den Gesamtlymptem
angegeben und zeigen den Verlauf der Mittelwertel weren Standardfehler. Schwarze Markierungen

reprasentieren die Werte unter Stress, weil3e Mamgen stellen die Kontrolldaten dar. **p<0,01

Tabelle 6: CD4'FOXP3 regulatorische T-Zellen an Stress- und Kontrollfagrgestellt sind die 25. Perzentile,
Median (Med), 75. Perzentile, Mittelwert (MW), Stemdabweichung (SA), Minimum (Min), Maximum (Max)
sowie die Signifikanz anhand des durch den zwégssitWilcoxon-Test fir verbundene Stichproben edman p-
Wertes (** p<0,01).

% an
Gesamtlymphozyten 25.Perz. Med 75.Perz. MW SA Min Max Sig.
Stresstag pra 1,12 1,63 2,09 166 0,68 0,43 2,27 -
CD4'FOXP3"  Stress| 1,09 1,35 1,73 1,4 053 0,27 2,69 *x
post 1,14 1,45 2,13 1,63 0,76 0,34 2,4 ns
Kontrolltag pra 0,8 1,26 1,4 1,16 0,35 0,6 5 -
CD4'FOXP3" Stress 0,62 1,18 1,59 1,14 0,47 0,14 3,3 ns
post 0,68 0,94 1,42 1,15 0,69 0,32 3 ns
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pra Stress post
FOXP3% 2.55% 1.71% 2.28%

CD4

Abbildung 12: Exemplarische Darstellung des Ergebnisses der flussaytometrischen Auswertung eines
Probanden als dot-plot: CLEOXP3 T-Zellen vor (,pra“), wahrend (,Stress’) sowie mad,post’) der
Stresseinwirkung mit dem Ergebnis eines Abfalls GERXP3" T-Zellen zum Zeitpunkt ,Stress".

Eine zentrale Aufgabe regulatorischer T-Zellen &leistn der Suppression konventioneller T-
Effektorzellen. Daher wurde untersucht, ob der bebkete Abfall von Tregs zu einer
Veranderung des Quotienten aus CO8R7 Effektorzellen und CDZOXP3 Tregs, zwei
immunologisch entgegengesetzt wirkenden Zellpofmrah, begleitet sein wirde. COBCR7
Effektorzellen gehdren zu den T-Zellen mit dem apsggtesten zytolytischen Potential und
zeigten auch in der vorliegenden Arbeit stressiredtez Anstiege. Es stellte sich ein signifikanter
Anstieg des Quotienten aus CIOER7 und CD4FOXP3 T-Zellen dar (p< 0,001). Nach der
Erholungsphase kehrte der Quotient auf das Ausgaregau zuriick (Abbildung 13 a).

Eine Analyse der nach der Expression von CCR7 kbtensierten Subpopulationen der

untersuchten CO#OXP3 Tregs zeigte, dass es sich bei den TIMXP3 Tregs iiberwiegend
um CCR7-negative T-Zellen handelte (Abbildung 13 b)
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a) Quotient CD8CCR7/CD4'FOXP3" b) Unterteilung CDAFOXP3" Tregs

nach ihrer CCR7-Expression

30 70
25 *k% 60 T
50
20 .
T 40
15 ' L
30
10
20
5 10
0 0
pra Stress post CCR7+ CCRY7-

Abbildungen 13a und 13b: Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen dmobabhteten Anstieg
CD8'CCRY7 zytotoxischer T-Zellen und CDBEOXP3 Tregs wurde der Quotient fir alle drei Zeitpunkezechnet
(Abbildung 13a). P-Werte wurden mit Hilfe des zwedtigen Wilcoxon-Tests fur verbundene Stichproben
berechnet, *** p<0,001.

Abbildung 13b zeigt die Unterteilung von CIFOXP3 T-Zellen zum Zeitpunkt ,pra“ (Baseline) in CCRidnd
CCR7T-Zellen.

Mit Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nache&pnan wurde untersucht, ob das Ausmal}
des Herzfrequenzanstiegs der Versuchsteilnehmedenit Abfall CDAFOXP3 regulatorischer
T-Zellen korreliert sein wirde. Die Korrelationsiys® ergab keinen relevanten Zusammenhang
(R =-0,199), die Ergebnisse sind in Abbildung Bgestellt. Auch bei der Untersuchung eines
etwaigen Zusammenhangs zwischen Herzfrequenz und vet@ilung der T-
Zellsubpopulationen fand sich nur eine sehr schedabrrelation (Range von R = -0,298 bis R
=0,157).
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Korrelationsanalyse: Herzfreguenzanstieg und Trbtal\

20,00

Herzfrequenzanstieg

0,00

00

T T T T T T T T
-1,50 -1,00 -0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Anteilsanderung CD4+FOXP3+

Abbildung 14 Die Untersuchung einer Korrelation zwischen demzftequenzanstieg der Teilnehmer und der
Anderung im Anteil CD4FOXP3 Tregs von der ersten (,pra“) zur zweiten Blutehima kurz nach der

Stresseinwirkung (,Stress") zeigte keinen relevartasammenhang.

5.4.3 Auswirkungen des Stressexperimentes auf CD&TLA-4", CD4'LAP™ und
CD4'GITR " T-Zellen: Ergebnisse zu Hypothese 2

Verschiedene Effektormolekile sind eng mit der Fwomk von Tregs assoziiert. In der
vorliegenden Arbeit wurden die gewonnenen Zellehdi@ Expression der Effektormolekile
CTLA-4, GITR sowie LAP im peripheren CD4T-Zellpool untersucht. Die PBMC wurden
mithilfe von spezifischen Antikorpern gefarbt, doflasszytometrisch erfasst und anschlielRend
auf statistisch signifikante Unterschiede gegenidssr Ausgangswerten (,pra“) mit Hilfe des

zweiseitigen Wilcoxon-Tests fir verbundene Stichprogetestet.

Auswirkungen des Stressexperimentes auf CDETLA-4 " T-Zellen

Das ,Cytotoxic T-lymphocyte associated protein-4“ (CTi4h ist ein zentraler Mediator
immunsuppressiver Wirkungen von Tregs. Unter Esdldes Laborstresses zeigte sich ein
zeitgleicher Abfall von CDZOXP3 Tregs und von CDLTLA-4" T-Zellen (p<0,05) zum
Zeitpunkt ,Stress”. Nach der Erholungsphase koeinideichter Anstieg von COETLA-4" T-
Zellen beobachtet werden (p<0,05).

54



Ergebnisse

Auswirkungen des Stressexperimentes auf CD&ITR * T-Zellen

GITR (,Glukocorticoid-induced tumor necrosis factarceptor family-related gene”) ist ein
Oberflachenrezeptor, welcher auf Tregs sowie autiviakien konventionellen T-Zellen
exprimiert wird. Der akute Laborstress bewirktenkeMeranderung des Anteils von CD#-
Zellen, welche GITR exprimierten.

Auswirkungen des Stressexperimentes auf CDBAP* T-Zellen

CD4" T-Zellen, welche das ,Latency associated pept{l&P) koexprimieren demonstrierten
unter Einfluss des Stressors einen stark signifdeabfall (p<0,001) in ihrem Anteil an den
Gesamtlymphozytenzahlen. Nach Ende der Erholungspheehrten die Werte auf das

Ausgangsniveau zurlck.

Wie bei den ubrigen untersuchten Zellpopulationeonnten am Kontrolltag keinerlei
signifikante Unterschiede festgestellt werden. Eibersicht tiber die Werte im Versuchsverlauf

gibt Abbildung 15, eine vollstandige Darstellung &egebnisse findet sich in Tabelle 7.

“ CD4'CTLA4 " CD4'GITR™ CD4'LAP”

0,50 25

20
0,40

15

0,30

10

0,20

0,10 0,10 0
pra Stress post pra Stress post pra Stress post

Abbildung 15: Uberblick liber Expressionsveranderungen der eng dmit Funktion von Tregs assoziierten
Effektormolekille CTLA-4, GITR und LAP auf CD4+ T-lflen (Mittelwert und SEM). Die Messungen erfolgten
nach der ersten Ruhephase (prd), nach dem Stite€Stesss) sowie nach Ende der zweiten Ruhephass)(p
Stress- und Kontrolldaten sind in der gleichenfi@rdargestellt. Schwarze Markierungen repraseetiatie Daten
unter Stress, weil3e Markierungen die jeweiligen tkaldaten. Sterne représentieren signifikante Yideiiungen
(zweiseitiger Wilcoxon-Test fur verbundene Stichmn) im Vergleich zur Baseline: * p<0,05,
**<(0,01,***p<0,001.
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Tabelle 7: CD4'CTLA-4", CD4'GITR" sowie CDALAP™ T-Zellen an Stress- und Kontrolltag. Dargestetitls
25. Perzentile, Median (Med.), 75. Perzentile, éhtert (MW), Standardabweichung (SA), Minimum (Mimnd
Maximum (Max.) sowie die Signifikanz anhand des ctluden zweiseitigen Wilcoxon-Test fir verbundene
Stichproben erhobenen p-Wertes (* p<0,05, ** p<0;01p<0,001). Die Daten sind als prozentualer Ahtan den

Gesamtlymphozyten dargestellt.

% an
Gesamtlymphozyten 25.Perz. Med 75.Perz. MW SA Min Max Sig.
Stresstag
pra 0,17 0,2 028 026 015 009 067 |-
CD4'CTLA-4" Stress | 0,12 019 025 0,21 0,12 0,06 0,63 [*
post 016 026 037 032 022 008 1,22*
pra 013 0,26 031 024 0,12 004 057 |-
CD4'GITR" Stress 0,1 019 0,34 027 025 0,03 1,28ns

post 0,12 0,18 0,35 0,27 022 005 107 ns
pra 12,29 19,68 23,03 17,39 8,08 0,26 3435 |-
CD4'LAP” Stress 9,31 12,92 18,88 132 71 034 2648
post 9,6 14,73 2168 1534 8,36 0,69 3524 |ns

Kontrolltag
pra 016 021 033 024 01 01 043 [
CD4'CTLA-4" Stress | 0,13 0,21 0,42 0,28 0,18 0,08 0,61ns
post 015 025 041 027 013 01 045 ns
pra 021 031 044 031 013 0,13 049 |-
CD4'GITR™ Stress | 0,12 0,35 0,44 0,33 0,19 0,09 0,67ns
post 012 024 037 026 014 009 054 hs
pra 28 10,72 20,8 12,81 10,76 064 3514 |-
CD4'LAP* Stress | 4,97 9,42 15,8 11,74 10,09 0,36 32,7hs

post 2,74 1155 18,37 11,81 953 0,22 29,12 |ns

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse sowohl! fidfFEIXP3 regulatorische T-Zellen als
auch fur Effektormolekuile, welche positiv mit dersumppressorischer Funktion korreliert sind,
eine Herabregulation im peripheren Blut unter kisdl der akuten psychischen Stressbelastung.
Darlber hinaus konnte der in vorangegangenen Stumiebachtete Anstieg effektororientierter

und immunitatsfordernder Elemente reproduziert estatigt werden.
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6 Diskussion

6.1 Ergebnisdiskussion: Auswirkungen von akutem psyattiem Stress auf CO#OXP3"

regulatorische T-Zellen wahrend einer vermuteten thkerung der adaptiven Immunitat

Ziel der vorliegenden Studie war eine Analyse dailtichirektionalen Auswirkungen T —
zellvermittelter Immunitat unter Einwirkung eindsugen psychischen Laborstresses. Bisher war
der Schwerpunkt bei der Untersuchung psychoimmgmtber Zusammenhénge auf
konventionelle, nicht-regulatorische T-Zellen gelegorden (Segerstrom and Miller 2004).
Vorausgegangene Studien hatten gezeigt, dass eskinwirkung des auch in der vorliegenden
Arbeit applizierten akuten Laborstresses zu einebiNkierung zytotoxischer T-Zellen in das
periphere Blut kommt, wahrend fir weniger antigéai@ene T-Zellen ein Migrationsverhalten
in sekundar lymphatisches Gewebe vermutet wird n@tkovic, Schnee et al. 2006). Auch
andere Autoren hatten einen stressinduzierten égstktivierter und antigenerfahrener,
beispielsweise CCR5-positiver T-Zellen im periplmeBlut beobachten kénnen. Die Liganden
von CCR5 sind Chemokine, welche durch aktivierteldhelzellen sezerniert werden. Akuter
Stress scheint also eine Mobilisation jener T-Zelt@ induzieren, welche eng mit aktiviertem
und defektem Endothel interagieren. Dadurch koaktger Stress die Plaquebildung in Geféal3en

fordern und atherosklerotische Vorgange damitmstiiezen (Bosch, Berntson et al. 2003).

Die beobachtete Mobilisierung antigenerfahrenerffektorzellen wirft die Frage auf, wie sich
immunregulatorische Komponenten und somit immuristdge Gegenspieler wie CEOXP3

regulatorische T-Zellen im Rahmen akuter fighflaht” - Situationen verhalten.

6.1.1 Psychophysiologische Aktivierung

Psychologische Reagibilitat

Um zu priufen, ob der eingesetzte mentale Belastesiggtsachlich eine subjektiv empfundene
psychische Belastung fur die Probanden darstdiliééen die Teilnehmer im Verlaufe der

Untersuchung standardisierte psychologische Fragebdles State-Argerinventars (STAXI)

sowie des State-Angstinventars (STAI-G) aus.
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Bei Betrachtung des subjektiv empfundenen Argersiteein stark signifikanter Anstieg unter
Stress beobachtet werden, welcher bei Versuchseméeer auf das Ausgangshiveau
zurtckkehrte. Auch die subjektiv empfundene Angsgte einen stressinduzierten Anstieg, das
Signifikanzniveau wurde mit einem p-Wert von 0,2dqch nicht erreicht. Der im Verlauf des
Kontrolltages beobachtete Abfall der subjektiv enmgfenen Angstlichkeit konnte durch das
repetitive Ausfillen der Fragebbdgen unter Ausbleilenes anderweitigen Stimulus gewertet
werden.

In vorausgegangenen Laboruntersuchungen unsereeitéghuppe war die psychische
Aktivierung anhand der subjektiv empfundenen AiigbKeit (STAXI) tiberprift worden. Diese
hatte, wie auch in der vorliegenden Arbeit, sidaifite Anstiege gezeigt (Atanackovic, Schnee
et al. 2006). Die psychologische Aktivierung hatteh hier in einem deutlichen Anstieg der

kardiovaskularen Parameter Blutdruck und Herzfraqueidergespiegelt.

Physiologische Reagibilitat

Auch in der vorliegenden Untersuchung konnte ul@fluss des psychischen Stressors ein
stark signifikanter Anstieg der Herzfrequenz unds dgystolischen sowie diastolischen
Blutdrucks beobachtet werden. In der Literatur $ieh der Herzfrequenzanstieg als geeignetes
Kriterium in der Validierung akuter Stresssituagonbewahrt und stellt das bevorzugte
Instrument zur Quantifizierung akuten psychischetresSes und einer sympathischen
Aktivierung dar (Herbert, Cohen et al. 1994; LarsAder et al. 2001; Atanackovic, Brunner-
Weinzierl et al. 2002). Owen und Steptoe beobaehteine positive Korrelation zwischen dem
Herzfrequenzanstieg und NK-Zellzahlanstiegen (Owmmoh Steptoe 2003).

Nach Beendigung des Stressors blieben im vorliegreriekperiment lediglich der systolische

und der diastolische Blutdruck auf erhéhtem Niveau.

Am Kontrolltag stellten sich in der Anfangsphase @&xperiments wie erwartet keine Anstiege
der kardiovaskularen Parameter dar. Der leichtetidgsdes systolischen Blutdruckes gegen
Versuchsende konnte Ausdruck einer vegetativen tiRegkverursacht durch die lange

Immobilitat, sein.

Es konnte somit gezeigt werden, dass der in unsérgmeriment applizierte akute psychische
Stress sowohl eine psychische als auch physisché&tiBe im Rahmen einer sympathischen

Aktivierung der Versuchsteilnehmer hervorrief. Digsrde statistisch signifikant bestatigt. Das
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Ziel eines deutlichen und dennoch kurzfristigenwisonach Ende der Belastung reversiblen
Stressempfindens konnte erreicht werden.

Gleichzeitig sollte gewahrleistet sein, dass eisgchophysiologische Aktivierung nicht durch
die mit dem ersten Versuchstag verbundene Aufregsmdern spezifisch durch die geforderte
Aufgabenstellung - der Losung des mentalen Belgstests - hervorgerufen wird. Durch eine
Randomisierung des Stresstages auf den ersten avdsiten Untersuchungstag und eine
Auswertung von Kontrolldaten, welche keinerlei sigg@ante Anstiege zeigten, konnte dies
sichergestellt werden. Der empfundene Stress bsmtignicht auf den ersten, ,unbekannten®
Versuchstag sondern aul3erte sich als deutlichedenit 6sung des Tests verbundene, mentale

Belastung.

Zusammenfassend konnte belegt werden, dass deenéete Stressor eine deutliche mentale
Belastung fur die Versuchsteilnehmer darstelltee Psychische Aktivierung auf3erte sich in
einer verstarkten kardiovaskularen Erregung. Diesitet auf eine bereits in Vorstudien
beobachtete Freisetzung von ,Stresshormonen®, swsinkere Katecholaminen, unter Einfluss
der mentalen Belastung, hin (Atanackovic, BrunneiWierl et al. 2002). Die kardiovaskulare
Reagibilitat ist eng mit der Aktivierung des synipathen Nervensystems verknupft
(Schachinger, Weinbacher et al. 2001). Eine synmthvermittelte und stressinduzierte
Immunalteration hatte Schedlowski et al. in einemstfeg von NK-Zellen nach einer
Adrenalininfusion nachweisen kénnen (Schedlowskis¢h et al. 1996).

6.1.2 Immunologische Parameter

Ob die beobachtete psychophysiologische Belastund sympathische Aktivierung der
Probanden von Veranderungen in der Verteilung Wedener Anteile des peripheren T —
zellvermittelten Immunsystems begleitet sein windar Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
Dabei stand eine Analyse regulatorischer GBBIXP3 T-Zellen (Tregs), eine fiir periphere

Toleranz und Immunhomdoostase zentrale Zellpopuiatio Mittelpunkt.
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6.1.2.1 Auswirkungen des Stressexperimentes auf CD4ind CD8' T-Zellen sowie auf T-
Zell-Subpopulationen

Zur spateren Einordnung der Ergebnisse der Veranden von Tregs fand zuné&chst eine
Basisanalyse konventioneller, nicht-regulatorischefellen sowie deren Subpopulationen im
peripheren Blut statt. CD4ositive sowie CD8positive T-Zellen lassen sich anhand der
Expression des Lymphknoten-Homing-Rezeptors CCRWiesovon CD45RA in vier
verschiedene T-Zell-Subpopulationen einteilen (&l Lenig et al. 1999; Wills, Carmichael et
al. 1999; Sallusto, Geginat et al. 2004).

In vorangegangenen Studien hatte gezeigt werdenekjrdass es unter akutem psychischem
Stress zu einer kurzfristigen Umverteilung dieser peripheren Blut zirkulierenden T-
Zellsubpopulationen kommt (Atanackovic, Schned.e2G06):

CD4" und CDS8 naive (CD45RACCR7) T-Zellen sowie zentrale Gedachtnis (CD45RA
CCRT) T- Zellen zeigten nach Einwirken des StressamgreiAbfall im peripheren Blut. Diese
Zellen sind durch eine Zirkulation zwischen Blutbaimd lymphatischem Gewebe auf der Suche
nach ihrem Antigen gekennzeichnet, besitzen jedaghe signifikante Effektorfunktion und
zeigen keine Gewebemigration (Jenkins, Khoruts |et2@01; Wolint, Betts et al. 2004).
Charakteristisch ist eine Expression des LymphknetdHoming - Rezeptors CCR7 auf ihrer
Oberflache, welcher den Eintritt in sekundar lyntpdwhe Organe, den geeigneten Ort einer
Antigenprasentation durch antigenprasentierendeZetrleichtert.

Gleichzeitig konnte eine Mobilisierung von T-EffektGedachtniszellen (CD45RBCR7)
sowie terminal differenzierter T-Effektor-Gedacisirellen (CD45RACCRY7) in das periphere
Blut beobachtet werden. Diese Zellen verfigen (diar hohes zytolytisches Potential und
konnen rasch in entzindetes Gewebe migrieren, evthee Effektorfunktion ausiben (Roman,
Miller et al. 2002). CD8 T-Zellen, welche effektiv virale Antigene bekampfesind meist
CCR7-negativ (Chen, Shankar et al. 2001; Hengedk&het al. 2003).

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte unter Eisfludes akuten Stresses ein statistisch
signifikanter und prolongierter Abfall des prozeasign Anteils peripherer CD4und CDS§
naiver (CD45RACCR7) T-Zellen und zentraler T-Gedachtniszellen (CD45B2R7)
beobachtet werden. Dieser Effekt hielt im Falle daiven T-Zellen und CD8zentralen T-
Gedéachtniszellen tber den Stressor hinaus an uncduweh gegen Ende des Experiments noch

nachweisbar.
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Ausdifferenzierte, antigenerfahrene T-Effektor-Gadéaiszellen (CD45RACCR7) und terminal
differenzierte T-Effektor-Gedachtniszellen (CD45RACR7) hingegen stiegen entweder an
oder blieben auf stabilem Niveau. Ein Anstieg wan aeutlichsten bei CD8terminal
differenzierten (CCR7CD45RA") zytotoxischen T-Effektor-Gedachtniszellen zu leesitien.
Diese Subpopulation ist durch die Produktion grd8engen an Zytokinen und der Fahigkeit zu
besonders rascher Migration und Effektorreaktiokegazeichnet (Lanzavecchia and Sallusto
2000).

Damit kdnnen die in vorausgegangenen Studien gesvaam Beobachtungen bestatigt werden
(Atanackovic, Schnee et al. 2006). Die Ergebnis$&zen die These, wonach akuter Stress eine
Mobilisierung antigenerfahrener und insbesondertotayischer T-Zellen in die Peripherie
bewirkt. Naive und zentrale T-Gedachtniszellen bgen fallen im peripheren Blut ab.
Mdaglicherweise unterliegen diese Zellen einer Miigrain sekundar lymphatisches Gewebe, wo
sie optimale Bedingungen flr eine Antigenprasematiurch dendritische Zellen vorfinden.
Dadurch wirden sie ebenfalls zu einer optimalenksRigerung” immunologischer Ressourcen

beitragen.

Die Mobilisierung peripherer antigenerfahrener TeEforzellen mit zytotoxischen
Eigenschaften ist wahrend akuter ,fight or flighReaktionen auRRerst sinnvoll fir die rasche
Initiierung einer effektiven Immunabwehr. Von degripheren Blutbahn kénnen T-Zellen so
schnell an potentielle Eintrittspforten von Pathuge wie beispielsweise verletztem und
entziindetem Gewebe, gelangen und dort ihre Effektktion ausiben. Diese
multidirektionalen Wirkungen unterschiedlicher THZ8ubpopulationen haben gemeinsam, dass
jeder Zelltyp jeweils in Richtung jenes Kompartirteezu migrieren scheint, in welchem eine

bestmogliche und rasche Funktion gewahrleistet.wird

Interessante Ergebnisse liefern murine Studiennt®deelche Zellbewegungen vom peripheren
Blut in die Haut untersuchten. Dhabar et al. konr#eigen, dass akuter Stress zu einem Anstieg
von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Mmpkiozyten in der Haut fuhrt (Dhabhar
2002). Akuter Stress vor einem chirurgischen Efhdiihrte bei Mausen zu einem lokalen
Anstieg von neutrophilen Granulozyten, T-LymphonytdNK-Zellen und Makrophagen im
Operationsgebiet (Viswanathan and Dhabhar 2005)ild2a hinaus konnte akuter Stress nach
einer primaren Immunisierung die Immunreaktion éiaem zweiten Antigenkontakt verstarken

(Viswanathan, Daugherty et al. 2005).
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Diese Ergebnisse an Mausen und die in der vorldgeirbeit beschriebenen Resultate liefern
Hinweise, dass auch Anteile der erworbenen Immuartiger akutem Stress aktiviert werden und
in jenen Kompartimenten aktiv werden, in welchenghofierweise ein Kontakt mit aufl3eren
Pathogenen bevorsteht. In dieser Situation bestleite besonders grof3er Bedarf an
Effektorzellen und einer effizienten und schnefisegitzenden Immunantwort. Das Modell einer
Verstarkung von angeboreneind erworbener Immunitdt durch akuten Stress wird somi

unterstitzt.

6.1.2.2 Auswirkungen des Stressexperimentes auf peripherel FOXP3" regulatorische

T-Zellen: zu Hypothese 1

Bisher wurden bei der Betrachtung adaptiver T-Zeflmunantworten im Rahmen eines akuten
psychischen Stresses konventionelle T-Zellen areaty®Diese initiieren und fordern, abhéngig
von ihrem Reifezustand, Immunantworten durch diehSunach ihrem passenden Antigen und
anschlieBende klonale Expansion, Aktivierung vorkidphagen und zytotoxischen T-Zellen,
Chemokinproduktion sowie durch die Stimulation vd@iZellen. Konventionelle, nicht-

regulatorische T-Zellen scheinen, so konnte dieshamn der vorliegenden Untersuchung
bestétigt werden, einer stressinduzierten Umvaerigizugunsten zytotoxischer T-Effektorzellen

im peripheren Blut zu unterliegen.

Zu jeder gesunden Immunantwort gehdren neben sérenbden jedoch auch regulatorische,
suppressive Komponenten, welche Uberschiel3ende nneaktionen verhindern und die
Immunantwort terminieren. Im peripheren Blut findeich zu diesem Zweck natirliche
regulatorische CD#OXP3 T-Zellen (Tregs), welche den Transkriptionsfakf@DXP3 als

spezifischen Marker exprimieren. Die vorliegenddoéitr untersuchte die Auswirkungen eines
akuten psychischen Laborstresses auf EOXP3 regulatorische T-Zellen von gesunden

mannlichen Probanden unter Formulierung der folgartdypothese:

Hypothese 1:Unter akuter mentaler Stresseinwirkung kommt es @ner Abnahme des
Anteils CD4FOXP3 regulatorischer T-Zellen am Gesamtlymphozytenpoul
zu einer Umverteilung zugunsten zytotoxischer Tektibrzellen im peripheren

Blut gesunder, mannlicher Probanden.
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Die Hypothese kann anhand der Untersuchungsergebbisstatigt werden. Wenige Minuten
nach Einwirken des Stressors zeigte sich ein skgmfer Abfall des Anteils peripherer
CD4'FOXP3 Tregs an den Gesamtlymphozyten. Gegen Versuchdsdistiedieser unter dem
Ausgangsniveau, der Abfall im Vergleich zur Baselirerreichte jedoch nicht das
Signifikanzniveau. Gleichzeitig konnte ein hdchgingikanter Anstieg des Quotienten aus
CD8'CCR7 T-Effektorzellen und CD4OXP3 Tregs beobachtet werden.

Diese Beobachtung stitzt das Modell einer Verstigkeon zytotoxischen, effektororientierten
und immunitatsférdernden Elementen unter Einfluasten Stresses, welche auch in murinen
Studienmodellen nachgewiesen werden konnte (Visthanaand Dhabhar 2005). Durch eine
Herabregulation immunregulatorischer Komponentes Tvegs im peripheren Blut scheint diese
Immunaktivierung unterstitzt zu werden. Durch ekbemmung des suppressiven Arms des
Immunsystems kénnen T-Effektorzellen freier agiererd den Organismus so besser vor

drohenden Infektionen durch Verletzungen schitzen.

In einer akuten Gefahrensituation und folgendeghffior flight“-Aktivierung wirde der Korper
von dieser ,Zugelung® des immunsuppressiven Arms eevorbenen Immunitat und der
gleichzeitig beobachteten Mobilisierung von zytasacken T-Effektorzellen profitieren.
Wiederholte Exposition des Organismus mit einegsstinduzierten Aktivierung zytotoxischer T-
Zellantworten und zeitgleich resultierender Herghbtation von Tregs konnte jedoch eine
Progression entzindlicher Vorgange, beispielsweise Rahmen der Entstehung
arteriosklerotischer, kardiovaskularer Erkrankungewr Folge haben. Durch eine mangelnde
Kontrollfunktion von Tregs und aggressive T-Effeltell-immunantworten kdnnte eine
wiederholte Konfrontation mit akutem Stress zurvidcklung von Autoimmunerkrankungen
beitragen (Viswanathan, Daugherty et al. 2005; ByuButnam et al. 2008).

Diese Erkenntnisse liefern somit einen Beitrag lmotogischen Erklarung des Einflusses von
Stress auf die Pathogenese und den Verlauf diggeartkungen (Sandberg, Paton et al. 2000;
Bosch, Berntson et al. 2003; Mohr, Hart et al. 2@&taub, Dhabhar et al. 2005).

Tregs sind bisher nicht im Kontext akuten psychesclstresses untersucht worden. Es finden
sich jedoch Untersuchungen von Tregs im Rahmemduioer Stresssituationen. Hoglund et al.
analysierten das Verhalten von CEDD45ROCD25"™ Tregs im Rahmen einer
Prufungsperiode von 41 gesunden sowie atopischetizMstudenten (Hoglund, Axen et al.

2006). Es zeigten sich stressinduzierte Anstiegep@eipheren prozentualen Anteils von Tregs
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in beiden Probandengruppen. Ein Beleg der Strelsmagr auf Immunfunktionen stellt die
Tatsache dar, dass der beobachtete Anstieg vors Tdegtlicher war bei Teilnehmern mit
ausgepragtem und als hoch eingeschatztem Strdsser@ie Wirkung chronischen Stresses auf
das Immunsystem, wie beispielsweise in Prufungsghas ist wiederholt als
immunsupprimierend bestatigt worden. Dabei werdamofil angeborene als auch erworbene
Immunitat gleichsam geschwécht (Dhabhar and McE®M@®17; Segerstrom and Miller 2004;
Ader 2007). Da es sich bei Hoglund um eine Uber Mgoc andauernde chronische
Stressbelastung handelte, steht der beobachtetiedngn Tregs nicht im Widerspruch zu
unseren Daten. Chronischer Stress konnte daher emigr Verstarkung regulatorischer
Komponenten einhergehen und damit Immunfunktioregnwachen. In der vorliegenden Arbeit
wurde hingegen ein akuter Stressor Uber einenatgitrvon wenigen Minuten appliziert. Dieser
scheint, im Rahmen einer Aktivierung von Anteileffektororientierter Immunitat, eine
begleitende Herabregulation von Tregs zur Folgehaben. Es ware auch mdoglich, dass
unterschiedliche Ergebnisse in der Tatsache begtisidd, dass der von Hoéglund et al. zur
Charakterisierung von Tregs gewahlte Marker CD2ewe ausreichend Treg-spezifischen
Marker darstellt. CD25 wird auch auf aktivierterEffektorzellen exprimiert. Insofern mussten
zur weiteren Klarung des gegensatzlichen Verhaltems Tregs unter akuten und chronischen
Stresseinwirkungen Untersuchungen mit einheitlicieag-Markern, beispielsweise in einer

Untersuchung von COFOXP3 Tregs unter chronischem Stress, erfolgen.

Seit der Charakterisierung CB#D25" regulatorischer T-Zellen 1995 durch Sakaguchilet a
konnten grol3e Fortschritte im Verstandnis der Ecklung von Tregs sowie von Mechanismen
ihrer Suppression erzielt werden (von Boehmer 2@akaguchi, Yamaguchi et al. 2008). Dabei
richtet sich erst seit kurzem verstarkt der Fokuisdke Frage, in welches Kompartiment Tregs

wandern und wo sie ihre Suppressorfunktiorivo ausiben.

Bei Tregs scheint es sich keineswegs um eine homeogellgruppe zu handeln, sondern, analog
der Einteilung konventioneller T-Zellen (Sallusticgenig et al. 1999), kénnen Tregs in vier
verschiedene Subpopulationen unterteilt werden. rlEch Expression verschiedener
Chemokinrezeptoren und Oberflachenmolekile wie ldgaphknoten — Homing - Rezeptors
CCR7 oder CD45RA konnen auch Tregs in naive, zlentfeeGedachtniszellen sowie
effektororientierte Tregs eingeteilt werden (Huedmd Hamann 2005; Valmori, Merlo et al.

2005; Tosello, Odunsi et al. 2008). In lymphatisash&ewebe wurden vermehrt CCRTregs
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gefunden. Diese scheinen die klonale ExpansionDiffdrenzierung naiver konventioneller T-
Zellen in T-Effektorzellen zu inhibieren. Im pergaien Blut hingegen tUben effektorzellahnliche
Tregs (CCR7 eine periphere Kontrolle auf konventionelle, riobgulatorische T-

Effektorzellen aus (Huehn and Hamann 2005).

Es ist anzunehmen, dass es sich bei der von uhatieeten Treg-Herabregulation ebenfalls um
eine Umverteilung und Migration in verschiedene Kamimente handelt. In dem in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Kompartiment, degnipheren Blut, konnte ein Abfall von

Tregs gezeigt werden.

Einerseits ware eine Migration in lymphatisches ©fevvorstellbar. Dort konnen Tregs ihre
suppressive Funktion durch Hemmung der T-Zell-Défezierung austben. Damit ware eine
indirekte Verstarkungvon partiellen Treg-Funktionen nicht auszuschiref3a lymphatischem
Gewebe wurden Uberwiegend CCR7-posilivegs gefunden (Huehn and Hamann 2005).

Eine Betrachtung der Treg-Subpopulationen zeigigaddass es sich bei unseren GBRIXP3
Tregs hauptsachlich um CCR7-negative Tregs han¢ilibildung 13b), die damit einen eher
effektordhnlichen Phénotyp prasentieren. Diesedsfiaglen sich Uberwiegend in der Peripherie.
Diese Daten stimmen mit denen von Beyer und Sahlilterein, bei welchen es sich bei den
untersuchten Tregs ebenfalls Uberwiegend um CCRative,effektordhnliche Tregs handelte
(Beyer and Schultze 2007). Diese Treg-Subpopulatitmt ihre regulatorische Funktion
typischerweise in der Peripherie und in der Suggioasvon konventionellen Effektorzellen aus.

Eine verstarkte Migration von Tregs in peripherew@ee, wie die Haut, hatte eine
gleichgerichtete Bewegung mit konventionellen Tekfbrzellen vermuten lassen, in diesem
Falle also einen tendenziell&mstiegim peripheren Blut.

Die genaue Beantwortung der Frage, ob Tregs umiaierm Stress in lymphatische Gewebe
migrieren, oder aber ausdifferenzierten T-Effekttien Uber die Blutbahn an periphere ,Orte
des Geschehens” und mogliche Infektionsschaupfalgen, erfordert jedoch Biopsien dieser

Gewebe.
Die Frage, welchen Phénotyp Tregs uUberwiegend mptigsen, ist nicht abschlieend geklart.

Unterschiedliche Verteilungen in Treg-Subpopulationsind bisher beschrieben worden
(Cesana, DeRaffele et al. 2006; Tosello, Odunal.&008).
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Ob regulatorische T-Zellen Uberwiegend naiv od&kebrphanotypisch sind, ist in erster Linie,
wie im Falle konventioneller T-Zellen, davon abhi@;ngn welchem Kompartiment untersucht
wird und wahrscheinlich auch davon, ob es sich esugde oder kranke Probanden handelt. So
sind beispielsweise Tregs von Tumorpatientinnen nl@varialkarzinom grof3tenteils
effektordifferenziert und CCR7-negativ (Curiel 200Cesana et al. stellten fest, dass die Anzahl
peripherer CDACD25 Tregs bei Patienten mit metastasietem Melanom oder
Nierenzellkarzinom signifikant erhéht ist. Diese £€0D25 T-Zellen waren in der Patienten-
und Kontrollgruppe zu tber 90 % CCR7-positiv. Damandelte es sich bei Cesana et al. fast
vollstandig um naive Tregs (CD45RBCR7) oder um zentrale Gedachtniszell - Tregs
(CD45RACCRY). Die Ubereinstimmung der Daten in gesunden KdietmolieR den Schluss
einer &hnlichen Aufteilung bei Krebspatienten ures@den zu (Cesana, DeRaffele et al. 2006).
Beyer und Schultze hingegen beschrieben nur eitieDaller Tregs als naive (CD@D25)
Tregs (Beyer and Schultze 2007).

Unsere Ergebnisse einer Uberwiegenden Anzahl C@R@tiver Tregs stimmen auch
hinsichtlich der Aufteilung der konventionellen CD8ubpopulationen mit Sallusto et al. und
Beyer et al. Gberein (Sallusto, Geginat et al. 2@&yer and Schultze 2007): Konventionelle
CD4" naive und zentrale T-Gedachtniszellen machten jecaci 20-40% des
Gesamtlymphozytenpools aus. Diese Analyse konvesiter T-Zell-Subpopulationen fehlte bei
Cesana et al.,, worin unterschiedliche Ergebnissgribeet sein kodnnten. Die bisher
vorliegenden Ergebnisse lassen noch keine absehlie®d Aussagen Uber die Verteilung von

Treg-Subpopulationen zu.

Effektordifferenzierte CCR7Tregs machten in der vorliegenden Studie tber 68lleé6 Tregs
aus. Unter der Stresseinwirkung kam es zu einenaldaller CD4 T-Zellen. Bei Betrachtung
der Subpopulationen sowohl der konventionellen Tedeals auch der Tregs fiel jedoch auf,
dass im konventionellen T-Zellpool CCR7-negativ&dilen auf stabilem Niveau blieben oder
sogar anstiegen. Tregs, welche zu Uber 60 Prozeemfals CCR7-negativ waren, fielen
dennoch ab im peripheren Blut. Aus diesem Grund wotz des beobachteten Abfalls der CD4

T-Zellen eine spezifische Herabregulation von Tnegysnutet.
Zusammenfassend kann Hypothese 1 bestatigt wetiigar Einwirkung des Stressors konnte

eine Herabregulation regulatorischer T-Zellen imigleeren Blut beobachtet werden. Dabei

verschob sich das Verhaltnis zwischen zytotoxiscB&R7 T-Zellen und Tregs zugunsten
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effektororientierter zytotoxischer T-Zellen. Die tdbregulation von Tregs unterstltzt das

Modell einer Verstarkung erworbener Immunfunktiomeakuten Stresssituationen.

Zusatzliche Hinweise auf Verdnderungen in der TAktivitat geben Untersuchungen von

Effektormolekilen, welche eng mit der Funktion vimegs in Verbindung stehen.

6.1.2.3 Auswirkungen des Stressexperimentes auf Treg-assieaie Effektormolekile:

zu Hypothese 2

Falls Tregs eine zentrale Rolle in der Interaktio Wirkung von Stress auf die Entwicklung
von Autoimmunpathologien und weiteren Erkrankungerelen, stellt sich die Frage, welche
molekularen Mechanismen daran beteiligt sind. Trégsn ihre suppressorische Wirkung mit
Hilfe verschiedener Effektormolekile aus, dereresstassoziiertes Verhalten hier analysiert

wurde.

Hypothese 2:Im Rahmen der vermuteten stressinduzierten Abeaties Anteils CD4AOXP3
regulatorischer T-Zellen wird eine gleichgerichtétederung der Expression der
Treg-assoziierten Effektormolekille CTLA-4, GITR ubhdP auf CD4 T-Zellen

des peripheren Blutes beobachtet.

Das, Cytotoxic T-Lymphocyte associated protein-&CTLA-4), auch als CD152 bezeichnet, ist
ein auf Tregs sowie auf aktivierten CDdnd CD8 T Zellen exprimiertes Glykoprotein der
CD28-Rezeptorfamilie und wirkt inhibierend auf dieZellfunktion und —proliferation (Sansom
and Walker 2006). Man geht davon aus, dass diehdeire CTLA-4-Bindung an CD80/CD86
hervorgerufenen Signale negativ auf die T-Zell-Station durch antigenprasentierende Zellen
wirken und zentraler Bestandteil der Terminierueg TZell-Antwort sind. CTLA-4 - defiziente
Mause entwickeln letale lymphoproliferative Erkrangen (Tivol, Borriello et al. 1995;
Waterhouse, Penninger et al. 1995). In der vorlidga Untersuchung zeigte sich unter der
Stresseinwirkung ein Abfall von CD@TLA-4" T-Zellen, zeitgleich mit dem Riickgang
CD4'FOXP3 Tregs im peripheren Blut. Gegen Ende des Expetisnlag ein leichter Anstieg
CD4'CTLA4" T Zellen vor. Es ist bekannt, dass CTLA-4 nicht auf Tregs, sondern auch auf
aktivierten konventionellen T-Zellen exprimiert djrwas den Anstieg CDETLA-4" T-Zellen

gegen Ende des Experiments erklaren konnte.
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Der Oberflachenrezeptor GITRGJucocorticoid-induced tumor necrosis factor reagdamily-
related gen§, welcher auf Tregs exprimiert wird, wirkt einertss als Kostimulator verstarkend
auf die immunsuppressive Wirkung von Tregs. Andaiés fordert GITR ein Andauern und
Uberleben von T-Effektorzellen (Shimizu, Yamazakak 2002). Die Annahme, dass GITR nur
auf Tregs exprimiert wird, konnte widerlegt werdé&s ist bekannt, dass auch konventionelle
aktivierte CD4CD25 T-Zellen GITR exprimieren (McHugh, Whitters et &002). Die
Tatsache, dass bei der GITR Expression keine sitesgerten Veranderungen zu beobachten

waren, kénnte in dieser bidirektionalen Funktiogrdedet liegen.

Auch das |.atency Associated PeptiddLAP) konnte als mit der Funktion von Tregs
assoziiertes Effektormolekuil identifiziert werdeNakamura, Kitani et al. 2004). Durch eine
Komplexbildung mit TGH1 vermittelt es immunsuppressive Funktionen vorg3r&8 GFg ist
ein auch unabhéangig von Tregs pleiotrop immunsiggorewirkendes Molekil (Letterio and
Roberts 1998). Bommireddy et al. zeigten, dass PGRMangel mit einem Verlust der
immunsuppressiven Aktivitat und reduzierten Zelleah von CD4CD25FOXP3 Tregs
einhergeht (Bommireddy, Babcock et al. 2008). Alale beobachteten, dass LAP auch Tjg&aF-
unabhangigan vivo und in vitro chemotaktische Immuneffekte besitzt (Ali, Gaugharale
2008). Der in dem vorliegenden Stressexperimentbdadete signifikante Abfall von
CD4'LAP" T-Zellen verlief zeitlich konform mit dem beobaeten CD4FOXP3 Treg-Abfall
und unterstitzt die These einer Herabregulation umsuppressiver Elemente unter akutem

Stress.

Zusammenfassend kann die Hypothese 2 fur CTLA-4 UA® bestatigt werden. Diese
Effektormolekiile zeigten auf CDA-Zellen einen stressinduzierten Abfall im Verglezu den
Gesamtlymphozyten. CDGITR® T-Zellen zeigten keine statistisch signifikanten
Verdnderungen. Dies konnte in der gleichzeitig imstimulatorischen als auch
immunsuppressiven Wirkung von GITR begrindet liegen
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6.2 Klinische Bedeutung regulatorischer T-Zellen in Aatmmunitat und

Tumorimmunologie

Regulatorische T-Zellen agieren in einem sensilkichgewicht zwischen Autoimmunitat und
Antitumorimmunitat (Shimizu, Yamazaki et al. 1999Durch die Begrenzung von
Immunantworten schitzen sie einerseits vor der EEklung von Autoimmunerkrankungen,
andererseits konnen eine effektive Immunantwort whel Elimination von Tumorzellen
ebenfalls inhibiert werden (Beyer and Schultze 2@y 2006; Wang and Wang 2007).

Im Bereich der Tumorimmunologie werden Tregs seftigen Jahren intensiv erforscht.
Patienten mit soliden Tumoren weisen erhdhte Traigleh im peripheren Blut auf. Im
Tumorgewebe selbst wurden in zahlreichen Neoplasidtbhte Treg-Zahlen nachgewiesen
(Liyanage, Moore et al. 2002; Ichihara, Kono et2803; Wolf, Wolf et al. 2003; Zou 2006;
Curiel 2007). Diese Erhdohung war beim Ovarialkasain auch mit einer reduzierten
Uberlebensrate assoziiert (Curiel, Coukos et alD420Diese Ergebnisse unterstiitzen die
Annahme, dass Tregs durch Suppression von T-Effaiten eine effiziente
Antitumorimmunitéat behindern. Shimizu et al. kormteei M&ausen durch eine Depletion von
Tregs mit Antikorpern gegen CD25 eine Reduktion demormasse erreichen (Shimizu,
Yamazaki et al. 1999). Die Depletion regulatorischeZellen mit Hilfe von Antikorpern gegen
CTLA-4 und GITR konnte ebenfalls in einigen Falleme TumorabstoRung beginstigen
(Sakaguchi, Sakaguchi et al. 2001; Zou 2006). herei Modell zur Melanombehandlung konnte
die CD25Treg - Depletion durch eine CTLA-4 - Blockade ustétzt werden (Sutmuller, van
Duivenvoorde et al. 2001). Allerdings konnten ber &Anwendung von Therapiekonzepten mit
Antikdrpern gegen CTLA-4 autoimmuntypische Nebekwigen beobachtet werden (Hodi,
Mihm et al. 2003). Auch niedrige Dosen des Zytatams Cyclophosphamid fihrten in der
Vergangenheit sowohl in Tumormodellen als auch Tagnorpatienten zu einer verbesserten
Immunantwort, was als mogliches Ergebnis einer -Degletion diskutiert wird (Lutsiak,
Semnani et al. 2005). Die Einbindung von TregsienTumor - Imnmunhomdostase machen sie,
neben der Weiterentwicklung bereits bestehender ofummuntherapien, zu einem
vielversprechenden Ansatz auf dem Weg der Entwizklumoderner Therapiekonzepte
(Keilholz, Martus et al. 2006).

Die ersten Beobachtungen der schweren Autoimmurgshéne bei Defekten in der Treg-

Funktion sowohl im Mausmodell (,scurfy mice") alsan beim Menschen — in der Entwicklung
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des an anderer Stelle beschriebenen IPEX-SyndrdieBen bereits friih eine Einbindung von
Tregs in die Entstehung von Autoimmunerkrankungemuten (Sakaguchi, Sakaguchi et al.
1995; Bennett, Christie et al. 2001; Brunkow, Jgffet al. 2001; Sakaguchi 2004). Multiple
Sklerose (Viglietta, Baecher-Allan et al. 2004)eumatoide Arthritis (Ehrenstein, Evans et al.
2004) und Typl - Diabetes (Lindley, Dayan et al020sind nur einige Beispiele einer langen
Liste an Autoimmunerkrankungen, bei welchen ein tiyéss Gleichgewicht zwischen
effektororientierter Immunitat und deren Kontrotlarch Tregs vermutet wird. Diesem Ansatz
nach wird das Entstehen von Autoimmunerkrankungegibstigt, wenn einer Ubermafigen
Anzahl an gegen Selbstantigene gerichteten T-Kifektlen eine zu geringe Zahl oder in ihrer
Funktion defekte Tregs gegenuberstehen (Torgers@®6)2 Die Defekte in der
immunregulatorischen Funktion scheinen zu einerstf@ebung des Gleichgewichts zwischen
Tregs und Effektorzellen zugunsten von effektortrexter Immunitat zu fuhren (Sakaguchi,
Yamaguchi et al. 2008). Entgegen anfanglicher Véamgen konnten die meisten Autoren
jedoch keine reduzierten Treg-Zellzahlen feststellem Beispiel der Multiplen Skerose konnte
erstmals gezeigt werden, dass der Defekt vielmeleiner unzureichenden Funktion der Tregs
zu liegen scheint (Viglietta, Baecher-Allan et 8D04). Bisherige Ergebnisse sind je nach
Krankheitsbild unterschiedlich, was zum Teil an eeinanfanglich unzureichenden
Isolierungsmaoglichkeit von Tregs in Ermangelungzsischer Marker gelegen haben kdnnte
(Brusko, Putnam et al. 2008). Autoimmunerkrankungesrden insgesamt als multifaktoriell
angesehen, neben genetischen Ursachen werden awsklidinflisse als mogliche Promoter
diskutiert. Tregs stellen dennoch einen Angelpumikiiinftiger Therapieoptionen dar. In einigen
Therapieansatzen werden T-Effektorzellen Gber miomake Antikdrper spezifisch blockiert.
Tregs scheinen davon ausgenommen zu sein, was @er alViederherstellung der
Effektorzell/Treg — Immunhomdostase filhrt. Momenterch in der praklinischen Phase sind
Immuntherapiekonzepte der vitro Expansion von Tregs zum Zwecke der Reinfusion gBou
Putnam et al. 2008).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Tregsohl im Bereich von
Autoimmunerkrankungen als auch in der Tumorimmugi@ouber ein vielversprechendes
therapeutisches Potential verfiigen. Eine optimalgézdhg dieses Potentials durch weitere
Erkenntnisse hinsichtlich der Funktionmechanismen Vregs ist eine der Aufgaben heutiger
immunologischer Forschung.

Akuter Stress konnte gerade in der Entwicklung yarioimmunerkrankungen als Promoter

fungieren. Eine wiederholte Exposition mit akutetneSsoren mit einer Treg-Herabregulation
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konnte eine unzureichende Treg-Funktion zusatahetstarken und somit an der Entstehung
oder Exazerbation von Autoimmunerkrankungen betedein. In einem alternativen Szenario
konnte eine permanente Herabregulation von Tregs Idimunantwort nicht nur gegen
Fremdantigene bei drohenden Infektionen, sondecth gagen Tumorantigene verstarken und so
zu einer tendenziellen Optimierung der Antitumoriomtat beitragen. Die in der vorliegenden
Arbeit beobachteten Treg-Umverteilungen durften diiven Einfluss auf die tumorassoziierte

Immunitat jedoch zu kurzfristig sein.

6.3 Diskussion zur Versuchsdurchfihrung

Der in der vorliegenden Arbeit angewandte mentada&ungstest stellt ein im Rahmen von
psychophysiologischen Laboruntersuchungen valekerlVerfahren der akuten mentalen
Stressexposition dar. Wegen der Vielzahl moglicB&essoren in Alltagssituationen ist es
letztlich jedoch schwierig, aus Laborergebnissdgeaieine Ruckschlisse auf die Wirkung
akuten Stresses auf das Immunsystem im taglichiebétr zu ziehen. Haufig handelt es sich bei
Stressoren um eine Kombination aus korperlichem psythischem Stress oder akutem und
chronischem Stress. Hinzu kommt eine durch Lern@w@ismen hervorgerufene

unterschiedliche Stressbewaltigung jedes einzdimdimiduums.

Da die psychoimmunologische Stressforschung jedoah Teil gegenséatzliche Wirkungen von
verschiedenen Stressentitdten, besonders deutickiner unterschiedlichen Wirkung von
akutem und chronischem Stress, bestéatigen konstegime moglichst spezifische Analyse
einzelner Stressarten dennoch erforderlich und srehen. Insbesondere akute
Stressbelastungen lassen sich hierbei gut durcstliche Laborbedingungen imitieren. Vorteile
dieses Ansatzes wie Reproduzierbarkeit, wiederHeeosition mit den gleichen Stimuli und
eine Standardisierbarkeit von Untersuchungsproteikdiegen auf der Hand.

In der vorliegenden Arbeit wurden die ProbanderRanhmen eines Crossover-Designs an zwei
Tagen untersucht, welche im Versuchsaufbau iddntigaren. Der Stresstest wurde an einem
der beiden Versuchstage durchgefuhrt. Im Rahmesesdi€rossover-Designs stellte der Proband
seine eigene Kontrolle dar. Der Stresstest wurdeZptallsprinzip auf den ersten oder zweiten
Untersuchungstag randomisiert. Auf diese Weisdaesoérmieden werden, dass eine etwaige

Aufgeregtheit wahrend der relativ neuen Situati@s ersten Versuchstages einen direkten
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Einfluss auf die Ergebnisse des Stresstestes auslthen. Das Vorhandensein einer
Kontrollgruppe erlaubte einen Vergleich der Datahund ohne Stresseinwirkung.

Die Darstellung der Ergebnisse als prozentualerifiain der Gesamtlymphozytenzahl ist im
Rahmen der psychoneuroimmunologischen Stressfargchain bliches und vielfach
angewendetes Verfahren. Die Ermittlung absolutdizZlelen kdnnte dartber hinaus weitere
Erkenntnisse liefern, insbesondere im Zusammenmmaiggleichzeitiger Quantifizierung der

Subpopulationen in verschiedenen Kompartimenten.

Akute Stressoren wirken in einem Zeitrahmen von WéBn bis Stunden. Die letzte
Blutentnahme in dem vorliegenden Experiment fame éialbe Stunde nach Ende des mentalen
Belastungstests statt. Stressantworten, welchéndtiibzeitige adrenerge Aktivierung ausgelost
werden, kdnnen in diesem Zeitfenster dargesteltdere Das Einsetzen gerade von durch die
HPA-Achse und Cortisolausschittung vermitteltere&tantworten reagiert zeitlich verzdgert.
Interessant fur nachfolgende Studien, beide Strassa betreffend, ware daher eine
langerfristige Beurteilung regulatorischer T-ZellemVerlauf der dem Belastungstest folgenden

Stunden.

Fur definitive Aussagen uUber den Verbleib reguiatdrer T-Zellen wéaren murine
Studienmodelle mit Biopsien beispielsweise lympdwien Gewebes sowie der Haut
erforderlich. Nur so ist ein direkter Vergleich deerschiedenen Kompartimente und eine
gesicherte Einordnung von Umverteilungsvorgangesr die periphere Blutbahn moglich.

Viele Mechanismen regulatorischer T-Zellen sind matcht vollstdndig geklart. Auch die
Diskussion um einen validen Marker von Tregs istmaicht abgeschlossen. So kdnnte neben
der Erfassung des gut belegten Treg-Markers FQ}é Btegration des Interleukin-7-Rezeptors
(CD127) fur nachfolgende Studien eine sinnvolle &mung zur Treg-Isolierung darstellen.
Immer neue Zusammenhange der Involvierung regusatoer T-Zellen in unterschiedliche
Krankheitsbilder werden entdeckt. Gerade das Wisdbar regulatorische T-Zellen im
psychoneuroimmunologischen  Netzwerk sowie die Rollevelche Stress In
immunregulatorischen Zusammenhangen einnimmt, sehenoch lickenhaft. Daher sind in
Zukunft weitere Studien zum Zwecke der Erweiterutgy hier vorgestellten Ergebnisse

erforderlich.
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7 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie untersucht die Auswirkungerer akuten psychischen Stressbelastung

auf CD4FOXP3 regulatorische T-Zellen im peripheren Blut gesundannlicher Probanden.

Regulatorische T-Zellen (Tregs) sind eine vor weniglahren charakterisierte Zellpopulation
und stellen ein zentrales Element in der Kontretda Immunreaktionen und Aufrechterhaltung
peripherer Toleranz dar. Sie sind in der Lage, cleeslene Immunzellen zu regulieren. Daher
sind sie ein wichtiger Bestandteil der Verhinderwmog Autoimmunitat, auch eine Beteiligung
an der Pathogenese von malignen Erkrankungen ufattibomen wird vermutet. Bisherige
Erkenntnisse machen sie zu einem interessanten tZwskt in der Entwicklung von

Immuntherapien.

Psychischer Stress beeinflusst Immunfunktionen. eNebiner immunsuppressiven Wirkung
chronischen Stresses ist eine immunitatsférdernd&ung akuten Stresses auf die angeborene
Immunitat bekannt. Antigenerfahrene T-Zellen alerint der erworbenen Immunitat scheinen
ebenfalls eine stressbedingte Mobilisierung in gesiphere Blut zu erfahren. Neuere
Forschungsergebnisse stitzen damit das Modell dikigrierung sowohl angeborener als auch
erworbener Immunitéat unter akutem Stress. Periphegelatorische CD#OXP3 T-Zellen
blieben in der Analyse akuter Stresswirkungen bishéericksichtigt.

In der hier prasentierten Arbeit wurden daher digswirkungen eines akuten psychischen
Laborstresses auf CDBOXP3 regulatorische T-Zellen im peripheren Blut untefsu 31
gesunde méannliche Probanden absolvierten einedastiinierten mentalen Belastungstest. Zu
drei Zeitpunkten erfolgten peripher-vendse Blutahtnen. Periphere CDBOXP3
regulatorische T-Zellen, die mit der Funktion vareds assoziierten Effektormolekile CTLA-4,
GITR und LAP auf CD%4 T-Zellen sowie konventionelle, nicht-regulatorischT-Zell-
Subpopulationen (CCR7/CD45RA) wurden durchflusangtiisch  analysiert.  Die
psychophysiologische Aktivierung wurde anhand saasigdierter psychologischer Fragebdgen
und einem Anstieg der physiologischen Parametezftéguenz und Blutdruck belegt. Ein

Crossover-Design mit zwei Untersuchungstagen erictiigleinen Vergleich mit Kontrolldaten.
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CD4'FOXP3 regulatorische T-Zellen zeigten einen stressireftem Abfall im peripheren Blut
der Probanden (p<0,01). Periphere C4Zellen, welche die mit der Funktion regulatohisc
T-Zellen assoziierten Effektormolekile CTLA-4 undR exprimieren, demonstrierten ebenfalls
einen stressinduzierten Abfall im peripheren Bjut@,05 und p<0,001). CD&ITR" T-Zellen
blieben auf dem Ausgangsniveau. Ein vormals bedbtah stressinduzierter Abfall
CD45RA'CCR7 ,naiver* T-Zellen und CD45RACCR7 zentraler T-Gedachtniszellen im
peripheren Blut der Probanden konnte reproduziemden. Der Anteil peripherer CD45RA
CCRY7 T-Effektor-Gedachtniszellen sowie CD45R2CR7 terminal differenzierter T-Effektor-
Gedéachtniszellen blieb auf stabilem Niveau odexgstin. Es konnte ein signifikanter Anstieg
des Quotienten aus COBCR7 und CD4AFOXP3 T-Zellen beobachtet werden (p< 0,001).
CD4'FOXP3 Tregs waren iiberwiegend CCR7-negativ.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie tragen marekomplettierung und Erweiterung des
Modells T-zellvermittelter Immunitat unter akutemsyphischem Stress bei. Erstmals wurden
immunregulatorische Anteile des T-zellvermitteltdrms des Immunsystems in die Analyse
einbezogen.

Inhibierende Komponenten der erworbenen Immunitdé, CD4FOXP3 regulatorische T-
Zellen, scheinen im Rahmen einer stressinduziefietivierung adaptiver Immunfunktionen
herabreguliert zu werden. Stressinduzierte Veramdgm in der T-Zelldistribution sind
wahrscheinlich durch Umverteilungsvorgange in wsdkiedliche Kompartimente verursacht.
Antigenerfahrene und zytotoxische T-Zellen werden das periphere Blut mobilisiert.
CD4'FOXP3 regulatorische T-Zellen erfahren in diesem Zusaniraag eine Herabregulation
im peripheren Blut. Moglicherweise tragen sie dabuzu einer effektiven Immunantwort als
Reaktion auf ,fight or flight*- Gefahrensituationéei.

Diese T-Zell-Umverteilung kénnte die Immunantwont der Bek&dmpfung von Infektionen
optimieren oder sogar eine effektive Antitumorimnténunterstitzen. Auf der anderen Seite
konnte eine wiederholte Exposition des Organismitsakuten Stressoren und konsekutiver
Immunaktivierung negativen Einfluss auf verschiedétrankheitsprozesse, beispielsweise in

der Foérderung von Autoimmunerkrankungen, nehmen.
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Fragebogen und Probandeninformation

Fragebogen 1

Name des Probanden:

Geburtsdatum:
Grosse/Gewicht: cm/
Raucher?: ja/nein

Alkoholkonsum (Menge):

Nichtraucher seit:

Drogenkonsum: ja fime

RegelmaRige Medikamenteneinnahme?: ja / nein
Wenn ja, wet@

Chronische Erkrankungen / Allergien?: ja/lnein

OP o. akute Erkrankung in den letzten Wochen?a/ nein

Sportliche Aktivitaten?:Wie oft?

Nadelphobie?: ja/lnein

Psychische Erkrankungen / derzeitige psychisched@glingssituation?:

Ernahrung: Ausgewogen/Vegetarier?

Schulabschluss/Beruf: /
Familienstand: ledig varaeet geschieden verwitwet
Proband geeignet? JA NEIN
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Probandeninformation
Korperliche Abwehrkrafte und Stress

Sehr geehrter Proband!

Das Immunsystem unseres Koérpers, im allgemeineacBpgebrauch auch als ,Abwehrkrafte*
bezeichnet, ist elementar flir unsere Gesundheibekampft Infektionen und schitzt uns vor
anderen schadlichen Einwirkungen.

Das Immunsystem besteht aus im Blut zirkulierendemschiedenen Zellarten, die wir
heutzutage getrennt voneinander beobachten korierth die Untersuchung dieser Zellen
kdnnen wir das Immunsystem genauer beurteilen.

Man nimmt an, dass unser tagliches Erleben Auswgkn auf den Zustand des Immunsystems
hat

Um die Lage Ihres Immunsystems genauer beurtettehmitgliche Auswirkungen von Stress
dokumentieren zu kdnnen, méchten wir Sie bitterch seiner kurzen Stressbelastung zu
unterziehen. Hierbei werden Sie an einem Termin Gomputer einen circa zehnminttigen
mentalen Belastungstest durchfuhren.

Der Test findet zwischen zwei Ruhephasen statt,Ghsamtdauer liegt bei etwa eineinhalb
Stunden.

Drei Mal werden wir im Laufe der zwei Untersuchungge 30 ml Blut aus einem
Venenverweilkatheter im Arm entnehmen. AuRerdemhtetwir Sie bitten, zu insgesamt drei
Zeitpunkten, vor, wahrend und kurz nach der Untdrsag einen kurzen Fragebogen zu lhrem
aktuellen seelischen Empfinden auszufillen. Blutkinessungen und die Bestimmung Ihrer
Herzfrequenz werden wahrend der Untersuchung dafihg.

Sobald die Versuchsergebnisse vorliegen, bietenlkwvien die Mdglichkeit, mehr tber die
Reaktionsweise lhres Immunsystems auf Stress atrert.

Die entstehenden Daten zu lhrer Person werden wigsgchaftlich ausgewertet und
vertraulich behandelt!

Einverstandniserkléarung

Ich wurde Uber alle mit der Untersuchung des Imrystiesns zusammenhangenden Fragen
vollstandig aufgeklart.

Ich bin damit einverstanden, die Blutentnahmen lfiitren zu lassen und die Fragebdgen
auszufillen.

Es steht mir frei, diese Einwilligung jederzeitcawohne Angabe von Grunden, zu widerrufen.

Berlin, den

Unterschrift des Probanden Unterschrift des Untersaich
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Lebenslauf

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