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1. Einleitung
1.1. Stressdefinition

Es wird immer deutlicher, dass sich neben schweren Belastungssituationen, wie
z. B. langen unsicheren Lebensphasen mit andauernden Sorgen und Angsten,
auch viele kleinere Belastungen des Alltages anhaufen und eine bedeutende
Wirkung auf unser Wohlbefinden oder das Entstehen von Krankheiten und
psychischen Stérungen haben, wenn keine geeigneten Md&glichkeiten zur
Veranderung oder ein guter Bewaltigungsmechanismus gefunden werden.
Ursachen fiir Stress sind dabei verschiedenste innere Reize (z. B. Angste,
Entscheidungskonflikte, Leistungstberforderung) und auBere Reize (z. B. Larm,
Isolation, Zeitdruck, Infektionen), die als Stressoren bezeichnet werden. Die
Stressoren flhren zu Verdnderungen der Homdéostase des Organismus und
|6sen eine Stressreaktion aus, die es dem Individuum ermdglichen soll, sich an
die neuen Umweltbedingungen anzupassen und zu Uberleben. Diesen

Anpassungsprozess bezeichnet man als Allostase 2.

Der Mediziner und Biochemiker Hans Selye setzte sich als einer der ersten
Wissenschaftler in zahlreichen Experimenten mit Stress auseinander und
beschrieb diese Gegenregulation als eine unspezifische Antwort, die er als

35 Dieses lauft

LAllgemeines Adaptationssyndrom® (AAS) bezeichnete
unabhangig von der Art des Reizes weitgehend stereotyp ab und beginnt mit
einer Alarmphase, auf die eine Widerstandsphase und — bei nicht
ausreichenden Bewaltigungsmaglichkeiten - zuletzt eine Erschdpfungsphase

folgen.

Selye unterschied zwischen Reaktionen des AAS, die bei mehrmaligem
Auftreten von Stressoren den Organismus starkten und den Reaktionen des
AAS, die bei dauerhaftem Auftreten eine Schwachung des Organismus
bewirken bzw. zu Krankheit oder Tod filhren kénnen 3°. Es ist zu erw&hnen,
dass es Tiere in Selyes Experimenten gab, die unter anhaltendem Stress
gesund blieben, wahrend andere erkrankten ©.

Die Auswirkungen von Stress auf einen Organismus werden somit nicht nur von

der Dauer und Stérke der Stressoren bestimmt, sondern sie sind auBerdem



abhéngig von der Reaktionsfahigkeit des Individuums. Diese ist wiederum
abhangig von genetischen und konstitutionellen Faktoren (z. B. Alter,
Gesundheitszustand) sowie von der psychischen Verfassung des Individuums,
das heiB}t, davon wie die Stressoren wahrgenommen und verarbeitet werden

(Transaktionales Stressmodell nach Lazarus und Folkman) ’.

Die Wechselwirkungen zwischen dem autonomen Nervensystem, dem
Hormonsystem und dem Immunsystem spielen zusammen mit der
Wahrnehmung, dem Erleben und dem Verarbeiten von Stressoren eine
entscheidende Rolle bei der Stressreaktion, die in der

Psychoneuroimmunologie (PNI) néher erforscht wird.

Akuter Stress ist im Allgemeinen physiologisch, da er den Organismus
kurzfristig aktiviert, flr eine rasche Energiebereitstellung sorgt und die Leistung
des Immunsystems steigert ¢, um die Reaktions- und Widerstandsfahigkeit und
letztendlich das Uberleben des Individuums zu sichern. Wichtig ist, dass es
dem Organismus anschlieBend ermdglicht wird, sich zu erholen °.

Chronischer Stress, das heif3t, andauernde oder wiederholte Belastungen, die
nicht ausreichend Zeit zur Regeneration zulassen, kann dagegen zur
Schwéachung des Individuums und zur Entstehung von Krankheiten beitragen.
So flihren z. B. wiederholte stressbedingte Blutdruckanstiege zur Bildung von
Arteriosklerose und erhdhen das Herzinfarktrisiko '®'.  Auch eine
Beeintrachtigung immunologischer und kognitiver Funktionen konnten nach
chronischen Stresssituationen beobachtet werden. So fanden Glaser et al. bei
Examenskandidaten, die sich durch eine Prifung stark gestresst flhlten, unter
anderem eine signifikante Verminderung des prozentualen Anteils der T-
Lymphozyten, eine reduzierte Aktivitdt von natUrlichen Killerzellen (NK-Zellen)
sowie eine verringerte induzierbare Interferon-Gamma-Produktion aus
Lymphozyten '*. Zudem kam es bei diesen Studenten zu einer erhdhten

13

Reaktivierung latenter Herpes-Viren °. In anderen Arbeiten konnten eine

Stérung der Wundheilung '* oder Anderungen der Gedachtnisleistungen infolge

15

einer Verminderung des Hippokampusvolumens bei Tieren und auch bei

Menschen ' nach Stresssituationen nachgewiesen werden.



Auch im Kklinischen Alltag wird versucht den Patienten einen maoglichst
stressarmen stationdren Aufenthalt zu schaffen, um z. B. perioperative
Komplikationen zu verhindern und eine schnelle Erholung/Genesung zu
unterstiitzen '""°.

Da anhaltende Stressoren eine erhéhte Morbiditat und Mortalitdt bedingen
kdénnen, ist es wichtig herauszufinden, Uber welche Mechanismen Stress die

Kérperhomdostase stort und wie man dies moéglicherweise verhindern kann.

1.2. Biologische Konsequenzen von Stress
1.2.1. Neuroendokrine Veranderungen

Eine bedeutende Rolle bei der Stressreaktion des Korpers spielen die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (engl. hypothalamic-pituitary-
adrenal axis; HPA-Achse) und das autonome Nervensystem, weshalb beide

Systeme im folgenden Abschnitt ndher erlautert werden sollen.

Das autonome Nervensystem setzt sich vor allem aus dem Sympathikus und
dem Parasympathikus zusammen. Das sympathische Nervensystem ist gerade
bei der akuten Stressreaktion von groBer Bedeutung, denn seine Aktivierung
fuhrt innerhalb von Sekunden bis wenigen Minuten zu einer Erhéhung der
Leistungsbereitschaft. Der Organismus wird auf eine Kampf- oder
Fluchtreaktion bzw. auf eine andere Belastungssituation vorbereitet. Es kommt
zu einer Steigerung der Herz- und Atemtatigkeit, zu einer Erhéhung des
Muskeltonus sowie zu einer Stoffwechselaktivierung im Sinne einer
Energiebereitstellung (z. B. Glykolyse) 2°. Sympathische Nervenfasern befinden
sich vor allem im thorakolumbalen Anteil des Rickenmarkes. Hier kbnnen sie
durch Zentren im Hypothalamus und im Hirnstamm beeinflusst werden 2'. Eine
Besonderheit stellt das Nebennierenmark dar. Bei diesem groBten
sympathischen Paraganglion ist das zweite Neuron eine neuroendokrine Zelle,
die bei Stimulation Adrenalin produziert und dieses ins Blut freisetzt. Am
Zielgewebe erfolgt die Informationsiibertragung schlieBlich Gber die Bindung
der Transmitter Noradrenalin und Adrenalin an verschiedene Adrenorezeptoren,
die in zwei a-Adrenorezeptoren (a1- und a2-AR) und drei B-Adrenorezeptoren
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(B1-, B2-, B3-AR) unterteilt werden ?*2*. Da sowohl| primar als auch sekundar
lymphatische Organe sympathisch innerviert werden, besteht ein enger Kontakt
zwischen dem Immunsystem und dem Sympathikus 2% 2526,

Eine afferente Aktivierung des Sympathikus kann durch den Locus coeruleus,
der seinerseits durch Nervenfasern des Nucleus tractus solitarii stimuliert wird,
Uber Noradrenalin erfolgen. Durch Wiederaufnahme oder Abbau der
Transmitterstoffe kann die kurzfristige Aktivierung relativ schnell beendet und

die Homdostase wiederhergestellt werden.

Anteile des parasympathischen Nervensystems ziehen ausgehend vom
sakralen Rickenmark sowie den Hirnnervenkernen und hier vor allem im
Nervus vagus zu den Zielgeweben. Seine zum Sympathikus antagonistische
Wirkung wird Uber den Transmitter Acetylcholin vermittelt. Dieses bindet an den
Acetylcholinrezeptor (v. a. a7-Subtyp) und fihrt zu einer Senkung der Herz- und
Atemtéatigkeit sowie zu einer Verminderung der Durchblutung der
Skelettmuskulatur. Im Magen-Darm-Trakt wird dagegen die Durchblutung
erhéht und die Verdauung wird angeregt. Die Immunantwort wird durch den
Parasympathikus gehemmt (antiinflammatorisch). Die Aktivierung efferenter
vagaler Nervenfasern soll eine Entziindungsreaktion eingrenzen, um unter

27

anderem Gewebeschaden zu vermeiden “°. Eine afferente Aktivierung des

Parasympathikus durch Reizung des Nervus vagus wurde experimentell mit
Zytokinen und mikrobiellen Substanzen, wie Endotoxinen, nachgewiesen 2.
Der Korper wird somit Gber Verletzungen und Infektionen informiert und kann

Abwehrreaktionen wie z. B. Fieber initiieren '.

Neben dem autonomen Nervensystem wird auch die HPA-Achse durch Stress
aktiviert. Beginnend auf der Ebene des Hypothalamus sezernieren die
parvozellularen Anteile des Nucleus paraventricularis das Corticotropin-
releasing Hormon (CRH) sowie Vasopressin (antidiuretisches Hormon=ADH).
Uber den portalen Blutkreislauf der Hypophyse gelangen CRH und ADH zu den
adrenokortikotropen Zellen des Hypophysenvorderlappens (HVL) und flhren
dort zu einer Ausschittung des adrenokortikotropen Hormons (ACTH). Mit dem
peripheren Blut gelangt das ACTH zur Nebennierenrinde, wo es die Freisetzung
von Glukokortikoiden (Kortisol beim Menschen und Kortikosteron bei
Nagetieren) bewirkt. Die Ausschittung der Glukokortikoide erfolgt pulsatil und
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unterliegt einem zirkadianen Rhythmus. An den Zielzellen wirken die
Glukokortikoide Uber einen zytoplasmatischen Glukokortikoidrezeptor (GR), der
die Transkription verschiedener Gene reguliert. Sie beeinflussen somit sowohl
physiologische als auch pathophysiologische Stoffwechselprozesse. Uber einen
negativen Feedback-Mechanismus an Hypothalamus und Hypophyse nehmen
die zirkulierenden Glukokortikoide an der Regulation ihrer eigenen Produktion
und Freisetzung teil.

In akuten Stresssituationen erfolgt eine kurzzeitige Aktivierung der HPA-Achse,
die eine stimulierende Wirkung auf die Immunfunktion hat % 8. In chronischen
Stresssituationen erfolgt die Freisetzung von Glukokortikoiden jedoch in einer

beinahe doppelten Frequenz % %,

Die dadurch entstehende, langer
andauernde Erh6éhung der Glukokortikoidspiegel kann zu systemischen

Dysregulationen flhren.

Durch die modulierenden Eigenschaften der Glukokortikoide auf den Fett- und
Glukosestoffwechsel kann eine vermehrte Kortisolausschittung die Entwicklung
einer viszeralen Adipositas bedingen ** *°. Die anabolen Wirkungen der Sexual-
und Wachstumshormone auf das Muskel- und Knochengewebe werden durch
Glukokortikoide aufgehoben *°. Die Entstehung einer Osteoporose wird dadurch
begiinstigt *°. Im chronischen Stressmodell unserer Arbeitsgruppe entwickelten
weibliche BALB/c-Mause ein hypermetaboles Syndrom *. Dieses war unter
anderem durch einen Gewichtsverlust, Hyperglykamie, Dyslipiddmie und eine
Azidose gekennzeichnet. Einhergehend mit diesen Stoffwechselveranderungen
konnten ein Hyperkortisolismus, eine Hyperleptinamie, eine Insulinresistenz

sowie eine Hypothyreose bei den gestressten Tieren nachgewiesen werden .

Das nach einer HPA-Achsenaktivierung freigesetzte CRH (bt eine
stimulierende Wirkung auf den Sympathikus aus und stellt eine direkte
Verknipfung zwischen den Hauptanteilen des neuroendokrinen Systems dar.

Eine chronische Stimulation der HPA-Achse und des Sympathikus kann zu
Depression und Ubererregbarkeit fihren ¥ %. So konnte z. B. bei einigen
Patienten mit Depressionen ein Hyperkortisolismus festgestellt werden %. In
anderen Untersuchungen konnten die depressiven Symptome mithilfe einer

pharmakologischen Blockade der Glukokortikoidrezeptoraktivitdt vermindert
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werden “°.

Welche Wirkungen die stressbedingten Verdnderungen des
neuroendokrinen Systems auf das Immunsystem haben, soll im folgenden

Abschnitt besprochen werden.

1.2.2. Stress und das Immunsystem

Das Immunsystem schitzt den Organismus vor dem Eindringen kérperfremder
Antigene, wie z. B. Viren, Bakterien oder deren Bestandteile, bzw. versucht den
Korper davon wieder zu befreien. Dadurch soll der Erhalt der Homdostase aller
lebensnotwendigen Stoffwechselprozesse gesichert werden. Das Immunsystem
setzt sich aus zwei gréBeren Teilen zusammen — dem angeborenen und dem
erworbenen Immunsystem. Ersteres generiert bei Kontakt mit kérperfremden
Antigenen eine unspezifische Immunantwort, an der unter anderem Monozyten,
Makrophagen, dendritische Zellen, natirliche Killer-Zellen (NK-Zellen),
eosinophile und basophile Granulozyten sowie das Komplementsystem beteiligt
sind. Durch das erworbene Immunsystem, zu dem hauptsachlich B- und T-
Lymphozyten z&hlen, kann dagegen eine antigenspezifische Immunantwort
erfolgen. Werden B-Lymphozyten aktiviert, differenzieren sie sich zu
antikorperproduzierenden Plasmazellen. T-Lymphozyten reifen im Thymus und
werden in T-Helferzellen (TH-Zellen) und zytotoxische T-Zellen (Tc-Zellen)
unterteilt *'. Die Tc-Zellen kénnen kérperfremde Zellen sowie kdrpereigene
infizierte Zellen direkt abtdten. TH-Zellen bewirken durch direkte Zell-Zell-
Interaktion oder durch eine Ausschittung von Mediatoren eine Aktivierung von
Makrophagen, dendritischen Zellen und anderen Lymphozyten. Die
Antigenprasentation durch dendritische Zellen fihrt zur Aktivierung der TH-
Zellen. AnschlieBend kommt es in Abhangigkeit der Zytokine, denen sie
ausgesetzt sind, zu einer Differenzierung in TH1- und TH2-Zellen. Durch
Interleukin 12 (IL-12) und Interferon y (IFN-y) differenzieren sich TH1-Zellen, die
eine proinflammatorische, zellulare Immunantwort stimulieren. Dagegen
induziert die Anwesenheit von IL-4 die Entwicklung von TH2-Zellen, welche zu
einer verstarkten humoralen Immunantwort fihren. Regulatorische T-Zellen
(Treg-Zellen) entstehen in einem Milieu, indem v. a. die antiinflammatorischen
Zytokine IL-10 und TGF-B (transforming growth factor) vorherrschen und

unterdriicken die Immunantwort. Mit Hilfe von Ged&achtniszellen wird bei
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erneutem Antigenkontakt eine schnellere und effektivere Immunantwort

ausgelost.

Gelingt es dem Organismus nicht, die fremden Antigene erfolgreich
abzuwehren, drohen Infektionen und andere Erkrankungen. Eine Fehlregulation
der Immunantwort kann jedoch auch zu Uberempfindlichkeitsreaktionen wie

Allergien oder sogar zu Autoimmunerkrankungen und deren Verstarkung fihren
42, 43

Die Koordination der antigenspezifischen Abwehr ist fir das Uberleben jedes
Individuums essentiell. Direkte Zell-Zell-Interaktionen und die Freisetzung von
Signalstoffen wie Transmittern und Zytokinen vermitteln die Signale, die zu
einer Stressantwort fihren. Gehirn, Neuroendokrinium und Immunsystem
kommunizieren via sympathischen und parasympathischen Nervenfasern 7,
durch Hormone wie CRH, ACTH, Endorphine, durch Neuropeptide und andere
Signalstoffe **. Veranderungen innerhalb des neuroendokrinen Systems, die z.
B. durch akute oder chronische Stressoren hervorgerufen werden, beeinflussen
somit auch stets das Immunsystem “> 46,

In einer der ersten Untersuchungen konnte 1919 gezeigt werden, dass die
Abwehr von Pathogenen bei Personen mit Lungentuberkulose in
Stresssituationen vermindert war *’. Solomon und Mitarbeiter berichteten einige
Jahre spater Uber einen mdglichen Einfluss von Emotionen auf den

Krankheitsverlauf bei Patienten mit rheumatoider Arthritis 2.

Immunkompetente Zellen wie Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und
Granulozyten werden Uber verschiedene Rezeptoren durch die Stresshormone
in ihrer Funktion bzw. ihrer Aktivitat beeinflusst *°°.

Glukokortikoide, die im akuten Stress freigesetzt werden, verursachen z. B.
eine reversible Umverteilung der Leukozyten aus dem peripheren Blut in andere
Gewebe wie Lymphknoten, Knochenmark, Haut und Schleimhaut *'. Auch eine
Zunahme der intestinalen Lymphozyten nach Noradrenalingabe wurde
beobachtet °2. Dadurch soll die lokale Immunabwehr an priméaren

Eintrittspforten aufrechterhalten werden % % *

. Die Zahl der neutrophilen
Granulozyten wird dagegen durch Glukokortikoide und Katecholamine im Blut

erhoht %355,

14



In physiologischen Konzentrationen besitzen Glukokortikoide protektive
antiinflammatorische  Effekte  bei  der  Modulation  von lokalen

% In  héheren

Entzindungsprozessen und Autoimmunerkrankungen
Konzentrationen, die unter anderem durch chronischen Stress verursacht
werden, kénnen Katecholamine und Glukokortikoide eine Veranderung der
Immunantwort von einer zellvermittelten TH1-dominanten Immunantwort hin zu
einer TH2-dominanten Immunantwort mit einer verstarkten Antikdrperproduktion

bewirken °" %8

Marshall und Kollegen konnten diese Ergebnisse durch
Untersuchungen von Medizinstudenten unterstitzen. Durch Prifungsstress
entwickelte sich bei diesen Studenten ebenfalls ein Zytokinungleichgewicht mit
einer verstarkten Produktion von TH2-Zytokinen wie IL-10 . Die Folgen einer
solchen Immundysregulation kénnen z. B. eine verminderte Antikdrperbildung

60, 61

nach Impfungen oder eine beeintrachtigte Kontrolle latenter Viren und

deren Reaktivierung sein %% %2,

Auch im chronischen Stressmodell unserer Arbeitsgruppe zeigten weibliche
BALB/c-Mause eine reduzierte antibakterielle Immunantwort, gekennzeichnet
durch eine verminderte T-Zellproliferation, eine reduzierte
Phagozytosekapazitat und einen verminderten ,oxidative burst* . Zusatzlich
wurde als Zeichen einer Zytokindysbalance eine verminderte ex vivo
Induzierbarkeit der proinflammatorischen Zytokine nachgewiesen “°. Als Folge
konnte bei den chronisch gestressten Tieren eine erhdhte bakterielle Last in
Leber und Lunge festgestellt, die mit der Entwicklung einer spontanen milden

Pneumonie assoziiert war %4

1.2.3. Bakterielle Translokation

Die kommensale mikrobielle Flora eines jeden Organismus ist nhormalerweise

auf die Haut- und Schleimhautoberflachen begrenzt.

Durch Stressoren verschiedenster Art, wie z. B. Verbrennungen, Operationen,
hamorrhagischen Schock ®, kann es jedoch zu einem Ubertritt von
kommensalen Bakterien aus dem Magen-Darm-Trakt in den Kdrper kommen.
Dieser Prozess wird als bakterielle Translokation bezeichnet.
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Verschiedene Tiermodelle haben gezeigt, dass emotionale Stressoren, wie

66, 67

Immobilisationstress und ,social disruption stress* % die Translokation von

Bakterien unter anderem ins Peritoneum 8, in die inguinalen und mesenterialen

6567 sowie ins Blut ®, in die Leber und Lunge® begiinstigt. Damit

Lymphknoten
einhergehend kann es zu einer Infektion von parenchymatésen Organen, wie
Leber, Milz, Nieren kommen ©. In Experimenten unserer Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass chronischer psychischer Stress bei weiblichen BALB/c-
Mausen infolge einer verminderten antibakteriellen Abwehr die Entstehung

64 Desweiteren wurde eine

einer spontanen milden Pneumonie verursacht
erhohte bakterielle Last in Leber, peripherem Blut und peritonealer Flussigkeit
von chronisch gestressten BALB/c-Mausen nach experimenteller Infektion

nachgewiesen .

Ein Grund fiir den erleichterten Ubertritt von Bakterien im Stress ist eine
gestorte Funktion der Darmbarriere. In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass durch akuten und chronischen  Stress eine
Permeabilitatserhdhung im Darm verursacht wird 7",

Die Darmschleimhaut besteht aus drei Anteilen: der Lamina epithelialis, der
Lamina propria und der Lamina muscularis mucosae. In der mittleren Schicht,
der Lamina propria, befinden sich Blut- und LymphgefaBe, Nervenendigungen
und verschiedene immunkompetente Zellen wie z. B. Lymphozyten, Mastzellen,

Makrophagen oder dendritische Zellen 2.

Botenstoffe ausgehend von
Nervenfasern und Immunzellen kénnen die Epithelzellen Uber Rezeptoren

beeinflussen.

Die Bedeutung von Mastzellen bei stressbedingten Verdnderungen der
Darmbarriere wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht #7374 Eine
Aktivierung von Mastzellen im Darm ist sowohl durch cholinerge Neurone als
auch durch die Substanz P aus peptidergen Neuronen méglich " 76. Als Folge
der Mastzellaktivierung kommt es zu deren Degranulation und damit zur

77

Freisetzung von Tumornekrosefaktor (TNF), Histamin und anderen

Mediatorstoffen, die eine Epithelschadigung bedingen kdnnen. Lokal erhdhte
TNF-Konzentrationen sind proapoptotisch fiir intestinale Epithelzellen 2.
Daneben wirkt sich auch die stressbedingte Aktivierung der HPA-Achse auf die

Funktion der Darmbarriere aus, denn Glukokortikoide erhdhen die
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Darmpermeabilitat direkt und kénnen ebenfalls proapoptotisch auf intestinale
70,79

Epithelzellen und immunkompetente Zellen im Magen-Darm-Trakt wirken
Ein weiterer Mediator der intestinalen Stressantwort ist das CRH. Auch bei
dessen Freisetzung kann es durch komplexe Wechselwirkungen mit
adrenergen, nikotinergen, muskarinergen Rezeptoren, Mastzellen zu einer

Erhdhung der Kolonschleimhautpermeabilitat kommen .

In Experimenten mit Wistar-Kyoto-Ratten wurde eine stressvermittelte
verstarkte para- und transzelluldare Darmpermeabilitdt unter anderem infolge

81, 8  Neben einem

einer Aktivierung cholinerger Neurone nachgewiesen
verstarkten Ubertritt von Makromolekiilen, wie z. B. Proteinantigenen, die eine
proinflammatorische Immunantwort hervorrufen kdnnen, wurde ebenfalls eine
Translokation kommensaler Bakterien oder deren Bestandteilen nachgewiesen
8.8 Lipopolysaccharide (LPS) sind Bestandteile der duBeren Membran Gram-
negativer Bakterien. Sie verursachen schon in kleinsten Konzentrationen eine
Aktivierung der unspezifischen Abwehr mit nachfolgender Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine. Gelingt es jedoch nicht, die Infektion lokal zu
begrenzen, kommt es zu einer systemischen Entzindungsreaktion mit
moglicherweise  schweren  Folgen  wie  septischem  Schock und
Multiorganversagen #°. Neben den immunstimulierenden Effekten kénnen durch
LPS auch eine Aktivierung der HPA-Achse sowie des Katecholamin- und

Indolaminstoffwechsels verursacht werden .

Vor allem im Bereich des follikelassoziierten Epithels der Peyer’'schen Plaques
wurde eine stressbedingte erhdhte transzellulare  Permeabilitat — far
Makromolekulle und abgetbtete E.coli-Bakterien durch Funktionanderung der M-

" Somit konnte dies der Bereich sein, in dem

Zellen nachgewiesen werden
Bakterien, die normalerweise nicht-invasiv sind, nach Stressexposition

translozieren .

Gelangen Iluminale Antigene auf dem transzellularen Weg in die
Darmschleimhaut, kommt es zu einer verstarkien Antigenprasentation mit
nachfolgender T-Zellaktivierung, die wiederum zu einer Freisetzung von IFN-y

fihrt 8. IFN-y kann eine Fehlfunktion der Tight junctions verursachen, wodurch
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die veranderte parazellulare Durchléassigkeit der Darmbarriere erklart werden

kann %,

Zu den stressbedingten Verédnderungen, die sich in der Darmschleimhaut
abspielen, kommt hinzu, dass auch die Bakterien in der Lage sind, sich an
wechselnde  Umweltbedingungen anzupassen. So bewirken z. B.
stressbedingte  Anderungen des neuroendokrinen Systems, wie erhdhte
Noradrenalinspiegel, ein vermehrtes Wachstum oder die Ausbildung neuer
Virulenzfaktoren, die eine Translokation erleichtern 8% .

Eine stressinduzierte gestérte Darmbarriere und ein nachfolgend massiv
erhdhter Transport luminaler Antigene gehen einher mit einer vermehrten
Antigenprasentation in den Peyer'schen Plaques. Die Aktivierung des
Immunsystems kann dadurch lokale Entzindungsreaktionen oder sogar
Entzindungen von gréBeren Darmabschnitten auslésen, wie sie unter anderem
bei der Entstehung von chronisch entzindlichen Darmerkrankungen wie
Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa diskutiert werden ”°.

1.2.4. Tryptophanstoffwechsel

Tryptophan ist eine essentielle Aminosaure, die flr viele verschiedene
Stoffwechselprozesse im Koérper wichtig ist. Da Saugetiere selbst kein
Tryptophan bilden kdnnen, muss es taglich mit der Nahrung zugefthrt werden.
Unter normalen Bedingungen wird das aufgenommene Tryptophan Gber drei
Hauptstoffwechselwege verarbeitet ®'. Zum einen wird es fiir den Aufbau von
Gewebeprotein genutzt, zum anderen ist Tryptophan der Ausgangsstoff der
Tryptamin-, Serotonin- und Melatoninsynthese. Der Abbau der Aminosaure
Uber den Kynureninstoffwechselweg bildet den dritten Anteil des
Tryptophanumsatzes.

Saugetiere besitzen zwei intrazellulare Ham-haltige Enzyme, die den oxidativen
Tryptophanabbau katalysieren, die Tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO) und die
Indolamin-2,3-dioxygenasen 1+2 (IDO1, 2) %> % Diese Enzyme katalysieren die
entscheidende Reaktion im Tryptophanabbau Uber den
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Kynureninstoffwechselweg, die oxidative Spaltung von Tryptophan zu N-

Formylkynurenin 9+9¢

Die TDO wird vorrangig in den Hepatozyten exprimiert und reguliert, als eine Art

97

,house-keeping“-Gen, die Tryptophankonzentration im Plasma “". In einigen

Spezies konnte das Enzym zusatzlich in Gehirn- oder Nebenhodengewebe

98, 99

nachgewiesen werden . Inre Aktivitat kann durch das Stresshormon Kortisol

induziert werden '%°. So verursacht die Gabe von Kortisol bei Probanden eine

101

Verminderung der Tryptophanspiegel im Plasma Durch Signale des

Immunsystems wird die TDO, anders als die IDO1, jedoch nicht beeinflusst.

Im Gegensatz zur TDO ist die IDO1 ubiquitér, das heiBt in allen Geweben,
induzierbar. Man findet basale Enzymkonzentrationen z. B. im Thymus, im
Darm, in der Lunge und in der Plazenta '%. Bei Infektionen und Entziindungen
kommt es zu einer vermehrten Expression von IDO1 % Die Induktion des
Enzyms kann dabei unter anderem durch antigenprasentierende Zellen, LPS,
IFN-y oder das zytotoxische T-Lymphozyten-Antigen 4 (CTLA-4) erfolgen 2% 1%
1% - Auch fur IFN-y und TNFa konnte ein synergistischer Effekt von beziglich

der IDO1-Induktion nachgewiesen werden '%”.

Im Hinblick auf das Immunsystem hat der Tryptophanstoffwechsel sowohl eine
unterstitzende als auch eine immunsuppressive Funktion. Tryptophan wird z.
B. zur Aktivierung und Proliferation von T-Zellen benétigt '°®. Dadurch kann
wiederum durch Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen eine
Immunantwort zur Abwehr von Pathogenen ausgel6st werden. Ein
antimikrobieller Effekt entsteht auBerdem durch die IDO1-vermittelte
Tryptophandegradation, durch die verschiedene Pathogene ihre Fahigkeit zur

Proliferation verlieren '%°

. Eine Tryptophandepletion wirkt jedoch auch auf
kOrpereigene T-Lymphozyten zytostatisch und antiproliferativ und vermindert
somit eine zellvermittelte Immunantwort ' "% Die entlang des
Kynureninstoffwechselweges entstehenden Metabolite besitzen
immunregulatorische Eigenschaften. Sie kénnen eine selektive Apoptose von
Thymozyten und TH1-Zellen induzieren und die Bildung regulatorischer T-
Lymphozyten stimulieren. Somit spielt der IDO1-vermittelte

Tryptophanmetabolismus eine Rolle bei der Regulierung der T-Zellhomdostase.
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Durch ein zu starkes Ungleichgewicht von TH1- und TH2-Lymphozyten kann

jedoch auch eine Immunsuppression erzeugt werden "'

Anderungen im Tryptophanstoffwechsel wirken sich auch auf das
Nervensystem aus. Die verschiedenen Tryptophanmetabolite Uben
unterschiedliche Effekte auf die Nervenzellen aus. Chinolinsaure ist ein Agonist
der glutamatergen NMDA-Rezeptoren und vermittelt darlber neurotoxische

112-114

Signale Daneben kann durch Chinolinsdure eine mitochondriale

Dysfunktion sowie die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies verursacht werden
"5 Ein weiterer Metabolit des Kynureninstoffwechselweges, das 3-
Hydroxykynurenin, begunstigt die Bildung freier Radikale, die ebenso zu einer
Neuronenschadigung beitragen ''* ' 17 Als  Antagonist von NMDA-
Rezeptoren und a7-nikotinergen Rezeptoren moduliert die Kynureninsdure die
cholinerge und glutamaterge Neurotransmission ''®. Im zentralen Nervensystem

114,119 und antikonvulsive '2°

besitzt dieser Tryptophanmetabolit neuroprotektive
Eigenschaften. Wejksza und Arbeitsgruppe konnten auch in der Peripherie
protektive Effekte nachweisen. So verminderte Kynureninsdure in vitro die
zytotoxische Wirkung von Homocystein auf Endothelzellen und erhdhte die

Zellmigration und -proliferation %

. In Untersuchungen der experimentellen
Colitis konnte eine signifikante Reduktion der Entzindungsaktivitdt und der
Hypermotilitat im Kolon Gber eine Blockade der NMDA-Rezeptoren durch
Kynureninsaure erreicht werden, was maégliche neue therapeutische Optionen

aufwerfen konnte '2'.

Veranderte Konzentrationen der Metabolite des Kynureninstoffwechselweges
kénnen mit Stérungen des Zentralnervensystems, wie z. B. hippokampaler

114

Atrophie, einhergehen . Daneben kann es zu schweren psychotischen

Stérungen oder Depressionen kommen 2% 123,

Auch im Stress kommt es zu einem IDO1-vermittelten Tryptophanabbau. Im
akuten Stressmodell unserer Arbeitsgruppe konnte eine vermehrte IDO1-
mMRNA-Expression im Gehirn gestresster BALB/c-Mause nachgewiesen werden
% Im Verlauf des chronischen Stressmodells wurde bei den gestressten
M&usen ein depressionsdhnliches Verhalten sowie eine Immunsuppression
beobachtet “°. Durch die Behandlung mit dem IDO1-Inhibitor 1-

Methyltryptophan (1-MT) konnten schon in anderen Arbeitsgruppen IDO1-
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vermittelte Effekte, wie eine eingeschrankte T-Zellproliferation, verhindert
werden ®* Auch in unserem Stressmodell wurde das depressive Verhalten der
chronisch gestressten BALB/c-Mause durch die 1-MT-Gabe reduziert und ihre

antibakterielle Immunantwort wiederhergestellt %,

1.3. Stammvergleiche (BALB/c vs. C57BL/6 vs. CBA)

Im chronischen Stressmodell unserer Arbeitsgruppe wurden als erstes BALB/c-
M&ause auf verschiedene Parameter des Immunsystems untersucht.

Da die Reaktionen auf einen Stressor, wie eingangs schon erwahnt,
interindividuell verschieden sein kénnen und da konstitutionelle sowie
genetische Faktoren dabei eine wichtige Rolle spielen, wurden zum Vergleich
weibliche CBA-Mause, die einen anderen genetischen Hintergrund besitzen, im
chronischen Stressmodell untersucht.

Ein bereits bekannter Unterschied zwischen den Mausstiammen bestand in der

Immunantwort, die bei BALB/c-Mausen eher TH2-dominant ist '2>128

, wahrend
sich bei CBA-Mausen weder eine TH1- noch eine TH2-Dominanz der

Immunantwort nachweisen lasst '%8.

Bezliglich der Stressanfalligkeit waren folgende stammspezifische Unterschiede

im chronischen Stressmodell nachzuweisen.

Gestresste CBA-Mause entwickelten im Vergleich zu BALB/c-Mausen kein
depressionsahnliches Verhalten und verloren kein Gewicht. Die basalen
Kortikosteronspiegel im Plasma waren bei CBA-Mausen zwar niedriger als bei
BALB/c-Mausen, der stressbedingte Anstieg der Kortikosteronkonzentration war
jedoch starker bei den CBA-Mausen. AuBer einer peripheren Leuko- und
Lymphozytopenie konnte weder ein T-Zellverlust durch vermehrte Apoptosen in
Milz und Thymus noch eine reduzierte ex vivo Induzierbarkeit der
proinflammatorischen Zytokine (TNFa, IFN-y, IL-6) nachgewiesen werden.
CBA-Mé&use zeichneten sich somit durch eine gréBere Stressresistenz im
Vergleich zu BALB/c-M&usen aus “°.
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Auf der Suche nach einer Erklarung fur die hdéhere Stressanfélligkeit von
BALB/c-Mausen wurde folgende Hypothese entwickelt: Die bei chronisch
gestressten BALB/c-Mausen entstehende Immunsuppression wird auf eine
stressbedingte Darmbarrierestérung mit bakterieller Translokation und der
Aktivierung des Enzyms IDO1 zurtckgefihrt, was bereits nach akutem Stress

nachgewiesen wurde %.

Eine veranderte Darmschleimhaut konnte in BALB/c-Mausen bereits nach einer
einzelnen Stresssitzung festgestellt werden '?°. Ob diese Darmbarrierestérung
ein mausstammspezifisches Phanomen darstellt, sollte durch Untersuchungen

eines zweiten Mausstammes im akuten Stressmodell Uberprift werden.

Ungllcklicherweise konnten diese Untersuchungen nicht mit CBA-M&usen
durchgefuhrt werden, da dieser Mausstamm kommerziell fir uns nicht mehr
verflgbar war und die eigene Zucht die bendtigte Tierzahl nicht garantieren
konnte. Deshalb sollen in der vorliegenden Arbeit Mause des Stammes
C57BL/6 in beiden Stressmodellen untersucht werden.

C57BL/6-Mause sind der am meisten verwendete Mausstamm. Die
Immunantwort der C57BL/6-Mause ist im Gegensatz zu der der BALB/c-Mause
TH1-dominant '?>'?, In verhaltensbiologischen Untersuchungen zeigten sich im
,open-field“-Test sowie beim ,forced-swimming“-Test '* deutliche Unterschiede
zwischen BALB/c-Mausen und C57BL/6-Mausen. Letztere zeichneten sich

130, 131

durch eine hohe Lokomotoraktivitat aus . Trotz dieser hohen Aktivitat

kommt es bei C57BL/6-M&ause zu einer Insulinresistenz und Glukoseintoleranz

% Unter fettreicher Diat entwickeln diese Mause eine Adipositas, einen

Diabetes mellitus Typ 2 sowie atheromatdse Lasionen in der Aortenwand "2,
Bei BALB/c-Mausen ist dagegen eine Atheroskleroseresistenz beschrieben "2,
Die basalen Kortikosteronspiegel beider Mausstamme unterscheiden sich nicht
signifikant . Allerdings kénnte die hohe Kortikosteronsensitivitat der C57BL/6-

Méause deren Anfalligkeit fiir metabolische Stérungen erklaren 3.

Im Hinblick auf den Darm konnte eine unterschiedliche Aktivitat der
sekretorischen nichtpankreatischen Phospholipase A2 (sPLA2) im Dinndarm
der Mause nachgewiesen werden. Bei einigen Inzuchtstdmmen, wie z. B. bei

C57BL/6-Mausen, liegt eine Mutation im sPLA2-Gen vor, sodass kein aktives
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3 BALB/c-Mause dagegen besitzen den

Enzym produziert werden kann
normalen Genotyp (Wildtyp) und somit wurde eine deutlich hdhere Aktivitat der
sPLA2 im Didnndarm von BALB/c-Méausen verglichen mit C57BL/6-Mausen

nachgewiesen ',
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1.4. Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist zu Uberprifen, ob C57BL/6-Mause mit bekannter TH1-
dominanter Immunantwort eine andere oder eine vergleichbare Stressantwort
wie BALB/c-Mause zeigen. Die Untersuchungen in beiden Mausstammen
konzentrieren sich auf die Veranderungen des Immunsystems
(Lymphozytenverteilung, Apoptosemessung in der Milz), des Verhaltens (Score-
Systeme), der Darmbarrierefunktion und des Tryptophankatabolismus.
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2. Material
2.1. Antikorper und Chemikalien

Antikdrper:

Alle monoklonalen Antikérper wurden von BD Bioscience Pharmingen, Heidelberg,

Deutschland bezogen.

zur Analyse im FACS:
- Ratte-anti-Maus CD3-FITC
- Ratte-anti-Maus CD19-PE

monoklonale Antikérper zur Isotypkontrolle:

- Ratte-IgG1-PE
- Ratte-IgG2b, x -FITC

Chemikalien:

- AnnexinV-Biotin-X
Deutschland

- AnnexinV-FITC
Deutschland

- Ethanol; 99,8%

- FACSFlow buffer

- Fotales Kalberserum (FCS)

- PBS-DULBECCO 1x

- Physiolog. Kochsalzlésung (10 ml)

- Streptavidin-PerCP
Deutschland

- TissueTek® Einbettungsmedium

2.2. Puffer und Lésungen

Waschpuffer fiir FACS-Farbung:
- FACSFlow
-1% FCS

BD Biosc. Pharmingen, Heidelberg,

BD Biosc. Pharmingen, Heidelberg,

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
BD Bioscience, Verviers, Belgien
BIOCHROM AG, Berlin, Deutschland
BIOCHROM AG, Berlin, Deutschland
Braun, Mannheim, Deutschland

BD Biosc. Pharmingen, Heidelberg,

Sakura Finetek, Heppenheim, Deutschland

BD Bioscience, Verviers, Belgien
BIOCHROM AG, Berlin, Deutschland
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2.3. Verbrauchsmaterialien

Biopur ReaktionsgefaBe Safelock, 1,5 ml
Cryomold®-Einbettungschalen
EDTA-Vacutainer, K2E
Einmalhandschuhe

Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sakura Finetek, Heppenheim, Deutschland
BD™-vacutainer, Plymoth, UK

Paul Hartmann AG, Heidenheim,

Einmalspitzen (10 pl, 200 pl, 100 pl, 2,5 ml)Greiner Bio-one, Deutschland

Einmalspritzen (2 ml, 10 ml, 20 ml)
Eppendorf-GefaBe (0,5 ml, 1,5 ml)
FACS-Roéhrchen, 5 mi

Filter 0,2 um, Minisart® , steril
Mikro-Hamatokritréhrchen
Mikrotiterplatte, 96-Vertiefung
Tierfutter, ssniff R-Z
Tuberkulinspritzen 1ml
Zellkulturréhrchen, steril, 5 ml; Polysterol
Zellsieb, 100 um PorengrdBe, steril
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

2.4. Gerate

Brutschank

ELISA-Reader (Tecan)

Deutschland

FACS (fluorescence activated cell sorter)
Hamocounter Sysmex K-4500
Orbitalschittler, Shaker S-3.08M Skyline
Deutschland

BD™.-Discardit, Fraga, Spanien
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
BD, San Diego, USA

Sartorius AG Gottingen, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland
Greiner-bioone, Solingen, Deutschland
ssniff Spezialititen GmbH, Deutschland
BD, NJ, USA

Greiner Bio-one, Solingen Deutschland
BD Falcon™ , NJ, USA

BD Falcon™, NJ, USA

Heraeus, Hanau, Deutschland
SLT- Labinstruments, Crailsheim,

BD, FACScan, San Diego, USA
SYSMEX GmbH, Deutschland
Bartels Instruments, Heidelberg,

Tandem Massenspektrometer (Refurb Wallac MS2)

Ultraschallsender
Ultraschallwasserbad
Ultraturrax

Vortex

Zentrifuge 5415 C
Zentrifuge: Megafuge 1.0 R

SiXiS, Pat.No.109977, Taiwan

Heraeus, Hanau, Deutschland
IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland
IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland
eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
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2.5. Kits

OCTEIA Kortikosterone ELISA

2.6. Versuchtiere

BALB/c-Mé&ause, weiblich

C57BL/6-Mause, weiblich

IDS, Boldon, UK

eigene Zucht, Universitat Greifswald, oder

von Charles River Laboratories, Sulzfeld,

Deutschland
Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland

2.7. Kulturmedium fiir bakterielle Anzucht

Columbia Agar mit 5% Schafsblut
Thioglycolat-Bouillion

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Oxoid, Wesel, Deutschland

2.8. Kulturmedium fir murine Zellen

VLE RPMI 1640 Medium 1x (500 ml)

Zusatz von:
2-Mercaptoethanol 50 mM
Gentamycin 10 mg/ml
Penicillin 10.000 U
Streptomycin 10 mg/ml
Na-Pyruvat 100 mM
Glutamin 200 mM
D-(+)-Glucose 45%; (1:125)
FCS (10%)

2.9. Narkose

Ketamin Curamed® 500 mg

Rompun®, Xylazinhydrochlorid
Deutschland

BIOCHROM AG, Berlin, Deutschland

Gibco, Eggenstein, Deutschland
PAN™ BIOTECH GmbH,

Gibco, Eggenstein, Deutschland
Gibco, Eggenstein, Deutschland
PAN™ BIOTECH GmbH

PAN™ BIOTECH GmbH

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
BIOCHROM AG, Berlin, Deutschland

CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe,
Deutschland
Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
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Physiolog. Kochsalzlésung (10 ml)

2.10. Computerprogramme

Excel 2000
Deutschland
GraphPad Prism 4.02
Powerpoint 2000
Deutschland
easyWin basic V 6.0a
WinMDI 2.8

Braun, Mannheim, Deutschland

Microsoft Co., UnterschleiBheim,

GraphPad Software Inc., San Diego, USA
Microsoft Co., UnterschleiBheim,

Tecan GmbH, Crailsheim, Deutschland
frei im Internet erhaltlich
(http://facs.scripps.edu/software.html)
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3. Methoden
3.1. Stressmodell
3.1.1. Versuchstiere und Versuchsbedingungen

Far alle Versuche wurden weibliche BALB/c- und C57BL/6-Mause im Alter von
10 bis 14 Wochen verwendet. Die Tiere wurden mindestens zwei Wochen bei
akuten Stressexperimenten bzw. bei Durchfihrung des chronischen Stress
Modells vier Wochen vor Versuchsbeginn in Gruppen (6 Tiere/Kafig) aufgeteilt
und zur Vermeidung von zusétzlichem Stress in einem Tierisolator gehalten.
Dort herrschten ein 12-stindiger Tag-Nacht-Rhythmus (Licht: 6 bis 18 Uhr),
gleich bleibende Temperatur (21-23°C) und Luftfeuchtigkeit. Die Tiere hatten
freien Zugang zu Futter und Wasser. Die Reinigung der Kafige erfolgte zweimal
wochentlich durch dieselbe Person.

3.1.2. Akutes und chronisches Stressmodell

Als Modell fir psychischen Stress wurde eine Kombination aus akustischem
135

und Immobilisationsstress eingesetzt
Akustischer Stress wurde mittels Ultraschall erzeugt. Der Ultraschallsender
emittierte zufallsverteilte irregulare Schwingungen mit einer
Amplitudenmodulation zwischen 15 und 25 kHz und einem randomisierten
Schalldruckpegel zwischen 0 bis 35 dB Uber dem Hintergrundschallpegel im
Raum mit etwa 50 dB. Die Tiere wurden zur Immobilisation ohne Anwendung
von Gewalt in konische 50 ml Zentrifugenrdhrchen gesetzt, deren Bellftung
durch mehrere Locher im Konusbereich gewahrleistet war. Verletzungen des
Schwanzes beim VerschlieBen der Réhre wurden durch ein zusatzliches Loch
in dem Deckel vermieden. Die Zentrifugenréhrchen mit den darin befindlichen
Tieren wurden anschlieBend waagerecht in eine Haltevorrichtung aus Styropor
platziert, die 30 cm von der Schallquelle entfernt war. Wahrend der
Immobilisation wurde die Versuchsapparatur abgedecki.
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Die Erzeugung von chronischem Stress erfolgte in neun Stresssitzungen
innerhalb von funf Tagen. Die Tiere wurden an den ersten vier
aufeinanderfolgenden Tagen zweimal taglich fir zwei Stunden (8 bis 10 Uhr
und 16 bis 18 Uhr) den kombinierten Stressoren ausgesetzt. Am flnften Tag
wurde lediglich eine Stresssitzung am Morgen (8 bis 10 Uhr) durchgefihrt (Abb.
1). Zwischen den Stresssitzungen sowie nach Beendigung der letzten
Stressexposition wurden die Tiere in ihre Kafige zurlckgesetzt, die sich
auBerhalb des Tierisolators befanden. Somit wurde ein Kontakt zu den
ungestressten Kontrolltieren Gber Gertche oder Gerdusche vermieden. Der
Tag-Nacht-Rhythmus  wurde  dabei ebenso wie die restlichen
Rahmenbedingungen gewéhrleistet.

Akuter Stress wurde durch eine einzelne Stressexposition (8 bis 10 Uhr)
erzeugt (Abb. 2). Die Kontrolltiere befanden sich bis zur Injektion des
Narkosemittels im Isolator.

8 - 10 Uhr 16 - 18 Uhr )
> Bewertung der individuellen
Stressreaktion (SSS) nach
rﬂ/ rﬂ/ jeder Stresssitzung
N\, N\,
. ~
akustischer 7| = )
Stressor \(

Bewertung der individuellen
Stressreaktion (SSS)
rﬂ/ Blut- und Organentnahme

Abb. 1: Chronisches Stressmodell. Weibliche BALB/c- und C57BL/6-Mause im Alter von 10-14 Wochen
wurden in neun aufeinanderfolgenden Stresssitzungen fir je zwei Stunden in bellfteten
Zentrifugenrdhrchen immobilisiert und vor einem Ultraschallsender platziert. Im Anschluss an jede
Stresssitzung wurde das individuelle Verhalten mit Hilfe des Stress Severity Scores (SSS) bewertet. Die
Blut- und Organentnahme erfolgte direkt nach der neunten Stresssitzung.
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akustischer j

Stressor -2 0 6 Zeit (h)

1IN

Bewertung der individuellen
Stressreaktion (ASSS)

|

Blut- und Organentnahme

Abb. 2: Akutes Stressmodell. Weibliche BALB/c- und C57BL/6-Mause im Alter von 10-14 Wochen
wurden fir zwei Stunden (8-10 Uhr) in bellfteten Zentrifugenréhrchen immobilisiert und vor einen
Ultraschallsender platziert. Direkt danach erfolgte die Beurteilung des individuellen Verhaltens mit Hilfe
des Acute Stress Severity Scores (ASSS). Die Blut- und Organentnahme erfolgte entweder im Anschluss
an die Verhaltensbewertung oder sechs Stunden spéter.

3.2. Bestimmung der individuellen Reaktion auf psychischen Stress
3.2.1. Stress Severity Score (SSS)

Die Bewertung der individuellen Reaktion der Tiere auf eine chronische
Stressexposition wurde mit Hilfe des Stress Severity Scores (SSS)
durchgeflihrt. Dieses von Frau Dr. C. Kiank entwickelte Scoring-System ist ein
standardisiertes Protokoll, das finf Parameter beinhaltet. Die Abgabe von Kot
und Urin im Réhrchen wurde direkt nach jeder Stresssitzung mit 0 bis 6
Punkten bewertet. Litten Tiere an Diarrhoe, wurde der Punktwert fir die
Kotabgabe verdoppelt. Die Beschaffenheit des Fells (Verschmutzung,
Struppigkeit) sowie der Grad des depressionsahnlichen Verhaltens (reduziertes
Erkundungsverhalten, verminderte soziale Interaktion mit den Artgenossen,
reduzierter Antrieb) wurden ebenfalls mit 0 bis 6 Punkten bewertet. Die
Reduktion des Muskeltonus wurde mit einem Punkiwert von 0 bis 3 bewertet.
Die Punktvergabe ist in Tabelle 1 erklart. Die Gesamtpunktzahl kann maximal
297 betragen. Je héher die Gesamtpunkizahl eines Tieres ist, desto grdBer ist
dessen Stressanfalligkeit.
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Tab. 1: Parameter und Punktwerte des SSS zur Einschatzung des individuellen Verhaltens nach Stressende
(nach Kiank “6)

Parameter (SSS) 0 Punkte 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte 5 Punkte 6 Punkte
. . . feucht um s Bauch Bf{uch + 2 B?UCh + gejsarr?tes Fell
Urinabgabe kein Urin Bauch feucht  Ricken Riickseite mit Urin
Urethra feucht .
feucht feucht durchtrankt
Kotabgabe keine Koéttel 1-5 Kottel 6-10 Kottel 11-15 Kottel 15-20 Kottel ~ 20-25 Kottel > 25 Kottel

Bei gleichem Kotvolumen mit Diarrhd wurde der Punktwert fir die Kotabgabe verdoppelt.

Kopf und esamtes Tier
P gesamter Kopf, Ricken  Kopf, Riicken 9
- Nacken . extrem
struppig im ) Riicken und 2Bauch und Bauch .
Fellzustand normales Fell struppig oder ) ) . struppig + Fell
Nacken ) struppig oder  struppig, struppig,
leicht . ) ) sehr
. schmutzig schmutzig schmutzig )
schmutzig schmutzig
reduziertes stark Kauern in
depressives normale leicht Erkunden mit  langere reduziertes Kéfigecke, keine
Ve’:halten Aktivitat reduziertes kurzen Intervalle Erkunden, aber Reaktion Reaktion auf
Erkunden Intervallen ohne Aktivitdt Kauern in auf Umweltreize
ohne Aktivitat Kafigecke Umweltreize
leicht reduziert, stark
reduziert, (h&ufiges + reduziert,
Muskeltonus Normal (vereinzeltes  langeres (Nachziehen

Absetzen des Absetzen des des
Schwanzes)  Schwanzes)  Schwanzes)

3.2.2. Acute Stress Severity Score (ASSS)

Ein zweites Punktesystem (Acute Stress Severity Score), das in Anlehnung an
den Stress Severity Score entwickelt wurde, sollte die Beurteilung der
individuellen Reaktion auf eine akute Stresssitzung ermdéglichen. Hierbei
werden, wie beim SSS, direkt im Anschluss an die Stressexposition die Kot-
und Urinabgabe im Roéhrchen bestimmt und mit O bis 6 Punkten bewertet.
Zurick im Heimatkafig wurde der Fellzustand mit O bis 6 Punkten bewertet. Der
Muskeltonus des Schwanzes wurde mit Punktwerten von 0 bis 3 bewertet. Das
Putzverhalten (Fellpflege) sowie das Erkundungsverhalten wurden im Acute
Stress Severity Score getrennt voneinander Uber einen Zeitraum von 15
Minuten nach der Stresssitzung beobachtet und eingeschatzt. Fir das
Putzverhalten wurden zwischen 0 und 2 Punkten vergeben. Die Bewertung des
Erkundungsverhaltens erfolgte durch die Vergabe von -1 bis 6 Punkten. Dabei
steht der Punktwert -1 fUr ein gesteigertes Erkundungsverhalten, wahrend der
Punktwert 6 vergeben wurde, wenn das Tier nicht mehr auf duBere Reize
reagierte. Die Verteilung der Punkte ist in Tabelle 2 erklart. Die

Maximalpunktzahl, die sich aus der Summe der Einzelparameter eines Tieres
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ergibt, liegt bei 35 Punkten. Je hdher die Maximalpunktzahl eines Tieres ist,

desto gr6Ber ist dessen Stressanfalligkeit.

Tab. 2: Parameter und Punktwerte des ASSS zur Einschatzung des individuellen Verhaltens nach Stressende

Parameter -1 Punkt 0 Punkte 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte 5 Punkte 6 Punkte
(ASSS)
gesamtes
Bauch + 1% Bauch + Fell mit
Urinabgabe kein Urin feucht um Bauchz T.  Bauchkomplett g0 Ricken  Urin
Urethra feucht feucht .
feucht feucht durchtran
kt
Kotabgabe keine Kottel  1-5 Kottel 6-10Kottel  11-15Kottel  16-20 Kottel 220 > 26
Kottel Kottel
Bei gleichem Kotvolumen mit Diarrhd wurde der Punktwert fiir die Kotabgabe verdoppelt.
Riicken z. T Rucken Racken + Ricken +  gesamtes
Fellzustand glatt leicht struppig Struppi T komplett Bauchz. T. Bauch Fell
PPig struppig struppig struppig struppig
normales . keine
Putzverhalten Eﬂ;i:ﬁiften Fellpflege bis
Fellpflege kurz nach . ’ 15 Minuten
f verzogert
Ankunft im einsetzend nach
Kéfig Stressende
Muskeltonus normal leicht reduziert  reduziert stark reduziert
des (nach oben (gelegentliches  (haufiges (Schwanz liegt
Schwanzes erichtet) Auftippen auf Auftippen auf  auf dem
9 den Boden) dem Boden) Boden)
kein kein
stark Erkunden, Erkunden,
. reduziert + reduziert + reduziert + aber keine
52:;‘::;:::95' ?r? Stzlrgiﬁv) normal reduziert kurzes langeres kauern in Reaktion Reaktion
yp Verweilen Verweilen der auf auf
Kafigecke auBere auBere
Stimuli Stimuli

3.2.3. Gewinnung von Blut und Organen

Die Blutabnahme in Narkose erfolgte durch Punktion des retroorbitalen

Venenplexus mit Hilfe eines Mikro-Hamatokritréhrchens. Das Blut wurde in

EDTA-Vacutainerréhrchen gesammelt

und kurz geschwenkt,

um eine

Koagulation zu verhindern. Fur die Gehirnpraparation wurde der Kopf nach

zervikaler Dislokation abgetrennt und die Schadelkalotte entlang der medialen

Suturen gedffnet und vorsichtig zur Seite geklappt. Das freigelegte Gehirn

wurde mit einem Skalpell entlang der Fissura longitudinales cerebri geteilt.

Beide Halften wurden jeweils in 1,5 ml EppendorfgefaBe Uberfihrt und in

flissigem Stickstoff eingefroren.

33



Die anderen Organe wurden zeitgleich prapariert. Die Bauchseite wurde
desinfiziert. Bauchhaut, Muskulatur und Peritoneum wurden erdffnet und die
inneren Organe frei prapariert. Ein 5 cm langer lleumabschnitt wurde ungeféhr
1 cm von der lleozakalklappe entfernt heraus geschnitten und in Cryomold-
Einbettungskammern mit Tissue Tek eingebettet und in flissigem Stickstoff
tiefgefroren. Nach Eroffnung des Brustkorbes wurde die Lunge frei gelegt, in
Biopure EppendorfgefaBe Uberfihrt und ebenfalls in flissigem Stickstoff

eingefroren.

3.2.4. Quantifizierung der Blutzellpopulationen

Die narkotisierten Tiere wurden durch retroorbitale Plexuspunktion geblutet.
Das Blut wurde in EDTA-Vacutainerrdhrchen gesammelt. AnschlieBend wurden
am Hamocounter die Gesamtleukozytenzahl, die Lymphozytenzahl sowie die

Erythrozyten- und Thrombozytenzahl bestimmt.

3.2.5. Milzzellpraparation

Nach Laparotomie wurde die Milz aseptisch préapariert, in ein vorbereitetes
Medium Uberfihrt und maximal eine Stunde auf Eis gelagert. Unter sterilen
Bedingungen wurde das Milzgewebe durch ein Zellsieb gedrickt und in einem
50 ml Zentrifugenréhrchen mit 10 ml Kulturmedium aufgefangen. Von dieser
Zellsuspension wurden 500 pl in ein FACS-Rdéhrchen dberflhrt, um am
Hamocounter die Zellzahl zu bestimmen. Die verbliebene Zellsuspension wurde
finf Minuten bei 1500 U/min und 20°C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand dekantiert und das Zellpellet in einem definierten Volumen
Kulturmedium resuspendiert, so dass man eine Zellzahl von 1x10” Zellen/ml

erhielt.
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3.2.6. Durchflusszytometrie
3.2.6.1. Phanotypisierung von Milzzellen

Die Milzzellsuspension wurde, wie unter 3.2.5 beschrieben, gewonnen. Davon
wurden 50 pul in ein 5 ml FACS-Réhrchen pipettiert. Um spezifische
Oberflachenmolekile der Zellen anzuférben, wurden Antikérper gegen CD3,
CD19 und Isotyp-Kontrollen zugegeben. Es folgte eine 45-mintige Inkubation
bei 4°C im Dunkeln. Alle Proben wurden zum Waschen zweimal fir 5 Minuten
bei 300 g zentrifugiert, der Uberstand wurde dekantiert. AnschlieBend wurden
die Proben in 200 upl FACS-Puffer resuspendiert und am FACS-Gerat
gemessen. Pro Ansatz erfolgte eine Messung von 20000 Milzzellen.
Auswertung und graphische Darstellung erfolgten mit Hilfe von WinMDI 2.8.

3.2.6.2. Quantifizierung apoptotischer Zellen in der Milz

Es wurden 50 pl der Milzzellsuspension mit AnnexinV-Biotin und Streptavidin-
CyChrom in einem 5 ml FACS-R&hrchen fir 45 Minuten bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Fir die Gegenfarbung wurden anti-CD3- und anti-CD19-Antikérper
verwendet. AnschlieBend erfolgten die Analyse im FACScan sowie die
Auswertung mittels WinMDI 2.8.

3.2.7. Bestimmung der Kortikosteronkonzentration im Plasma

Das Blut narkotisierter Tiere wurde in EDTA-Vacutainerrbhrchen gesammelt.
Durch Zentrifugation der Proben bei 1500 rpm fir zehn Minuten wurde das
Plasma von den restlichen Zellbestandteilen abgetrennt und entweder direkt
analysiert ~ oder  bei -20°C  gelagert. Die Bestimmung  der
Kortikosteronkonzentration im Plasma wurde unter Verwendung eines ELISA
durchgefihrt. Dabei wurde das Protokoll des Herstellers weitgehend befolgt.
Die Plasmaproben der gestressten Tiere wurden in einer Verdinnung von 1:50
eingesetzt und die der Kontrolltiere in einer 1:10 Verdinnung.
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3.2.8. Bestimmung der bakteriellen Translokation

Nach zervikaler Dislokation wurden die Tiere mit 70%-igem Ethanol vollstandig
benetzt und fur ca. 30 Sekunden desinfiziert. Die Bauchwand wurde eréffnet
und es folgte die sterile Entnahme von zwei oder drei mesenterialen
Lymphknoten, die das lleum und das Zakum drainieren. Das Gewebe wurde in
steril gefiltertes Thioglykollat-Medium Uberflhrt. Die in den Gewebeproben
enthaltenen Bakterien wurden in der Nahrlésung fur 6 oder 24 Stunden bei
37°C unter Schuitteln angereichert. Danach wurde die Suspension in
verschiedenen Verdiinnungen auf Columbia Blutagarplatten ausgestrichen und
fir weitere 24 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurde
die Anzahl der gewachsenen Kolonien bestimmt und auf 1 ml Suspension der
Anreicherungskultur berechnet.

3.2.9. Konzentrationsbestimmung von Tryptophan und
Tryptophankataboliten im Plasma

Fir die Bestimmung der Tryptophankonzentration sowie die der
Tryptophankataboliten wurden pro Tier 100 pl Plasma benétigt. In einem
Eppendorf Réhrchen wurden zu jeder Plasmaprobe 10 ul geldste
Trichloressigsaure (50%), 10 ul Phenylalanin (13,6 mg/100ml), 10 ul
Kynureninsaure (d4 6mg/L), 10 pul Kynurenin (d6 3,3mg/100ml), 100 pl
Methanol sowie 60 pl Aqua dest. pipettiert. Der gesamte Ansatz wurde fir 20
Sekunden mit Hilfe eines Vortexgerates durchmischt. AnschlieBend wurden die
Proben Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben ein
weiteres Mal durchmischt und danach fir 15 Minuten bei 14000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Je 200 pl des Uberstandes wurde in eine 96-well-v-bottom
Mikrotiterplatte Uberflhrt. Die Platte wurde laut Layoutprotokoll beschriftet, mit
spezieller Abdeckfolie versiegelt. Die Proben wurden mittels Tandem-Massen-
Spektrometer (Refurb Wallac MS2) von Dr. G. Fusch, Institut fir Padiatrie und
padiatrische Intensivmedizin des Universitatsklinikums Greifswald mit einer

| 136

modifizierten Messmethode nach Nagy et a gemessen.
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3.2.10 Statistik

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 4.02
durchgeflhrt. Unterschiede von zwei unabhangigen Proben wurden anhand des
Mann-Whitney Tests geprift. Abhangige Parameter (unterschiedliche
Zeitpunkte) wurden  mittels  Wilcoxon-Rank-Test  verglichen. Beide
Signifikanztests setzen keine GauB’sche Normalverteilung voraus, welche bei
den kleinen Gruppen (6 Tiere) nicht immer gegeben war. Alle Daten wurden als
Medianwert (Boxplots) + Standardabweichung ausgedriickt. p < 0,05 wurde als
signifikanter Unterschied gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1. Unterschiedliche Stressanfalligkeit von BALB/c- und C57BL/6-
Mausen

Verhaltensénderungen wurden bei akut und chronisch gestressten Tieren
beider Mausstdmme beobachtet. Um die Verhaltensbeobachtungen zu messen,

wurden zwei Punktesysteme verwendet.

FOr das akute Stressmodell wurde der Acute Stress Severity Score (ASSS)
entworfen und verwendet. Eine umfassende Beschreibung des Acute Stress
Severity Scores befindet sich im Abschnitt 3.2.2. des Methodenteils.

Im chronischen Stressmodell wurde der Stress Severity Score (SSS), der im
Abschnitt 3.2.1. des Methodenteils erklart wird, zur Bewertung der

Verhaltensreaktionen herangezogen.

In beiden Punktesystemen wurde die Aufsummierung der einzelnen Punktwerte
zur Beurteilung der generellen Stressanfalligkeit verwendet. Je hdher die
Gesamtpunktzahl war, desto gréBer wurde die Stressanfalligkeit eines Tieres
eingeschatzt.

4.1.1. Mausstammspezifische Verhaltensauffalligkeiten nach akuter
Stressexposition

Bei der Urin- und Kotabgabe, die direkt nach Stressende im
Immobilisationsréhrchen bestimmt wurden, gab es keine stammspezifischen
Unterschiede (Abb. 3a, b). AnschlieBend wurden die Mause wieder in den
Heimatkafig gesetzt. Hinsichtlich der Fellbeschaffenheit konnten ebenfalls keine
Unterschiede zwischen gestressten BALB/c- und C57BL/6-Mausen festgestellt
werden (Abb. 3c). Allerdings zogen sich akut gestresste BALB/c-Mause in
periphere Kafigecken zurlick, wahrend gestresste C57BL/6-Mause hingegen
aufgeweckt die Gitterstédbe entlang kletterten, den gesamten Kéfig erkundeten
und kurz darauf mit der Fellpflege begannen (Abb. 3d, e). Der
Schwanzmuskeltonus der C57BL/6-Mause war im Vergleich zu dem der
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ASSS-Urinabgabe

BALB/c-Mause nicht reduziert (Abb. 3f). Fasst man alle untersuchten Parameter
zusammen, lasst sich sagen, dass akut gestresste C57BL/6-Mause ein
starkeres Erkundungs- und Putzverhalten zeigten als BALB/c-Mause, die mit

Rlckzug und Scheu reagierten.

Die  Aufsummierung der Punktwerte der Einzelparameter (ASSS-
Gesamtpunktzahl) wies auf einen signifikanten Unterschied bezlglich der
Stressanfalligkeit zwischen akut gestressten BALB/c- und C57BL/6-Mausen hin
(Abb. 4). C57BL/6-Méause zeigten im akuten Stressmodell eine hdhere

Stressresistenz als BALB/c-Mause.

a b c
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Abb. 3: Parameter des Acute Stress Severity Scores (ASSS) bei akut gestressten BALB/c- und
C57BL/6-Mausen. Bewertung der Einzelparameter innerhalb der ersten 15 Minuten nach Stressende.
Urinabgabe (a), Kotabgabe (b), Fellbeschaffenheit (¢), Putzverhalten (d), Erkundungsverhalten (e) und
Schwanzmuskeltonus (f) bei akut gestressten BALB/c- und C57BL/6-Mausen. n=30 Tiere/Gruppe;
***p<0,001 (im Mann-Whitney-U-Test). Gezeigt sind aufsummierte Daten aus fiinf unabhangigen
Experimenten mit &hnlichen Ergebnissen.
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Abb. 4: Gesamtpunktzahl des Acute Stress Severity Scores (ASSS) bei akut gestressten BALB/c-
und C57BL/6-Mausen. Aufsummierung der Punkte der Einzelparameter. n=30 Tiere/Gruppe; ***p<0,001
(im Mann-Whitney-U-Test). Gezeigt sind aufsummierte Daten aus finf unabhangigen Experimenten mit
ahnlichen Ergebnissen.

4.1.2. Mausstammspezifische Verhaltensauffélligkeiten nach
chronischer Stressbehandlung

Um auch eine Aussage Uber das Verhalten von C57BL/6-Mausen wahrend
chronischer Stressexposition treffen zu kénnen, wurden diese zusammen mit

BALB/c-Mausen im chronischen Stressmodell untersucht.

Obwohl im akuten Stressmodell keine Unterschiede zwischen beiden
Mausstammen bezlglich der Kot- und Urinabgabe bestanden, zeigte sich im
Verlauf der chronischen Stressbehandlung, dass C57BL/6-Mause mehr Urin
und Kot als Reaktion auf die Stressexposition abgaben als BALB/c-Mause
(Abb. 5a, b). Bei chronisch gestressten Tieren beider Mausstdmme konnte
auBerdem eine tageszeitliche Veranderung der Kotmenge sowie der
Stuhlqualitat beobachtet werden. In den morgendlichen Stresssitzungen flihrte
das Auftreten von Durchfall zu héheren Punktwerten fir die Kotabgabe als am
Abend. Ahnliche tageszeitiche Schwankungen wurden auch bei der
Urinabgabe chronisch gestresster BALB/c-Mause beobachtet.
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Abb. 5: Kot- und Urinabgabe in chronisch gestressten BALB/c- und C57BL/6-Mausen. Bestimmung
der abgegebenen Kotmengen (a) und Urinmengen (b) im Immobilisationsréhrchen direkt nach jeder
Stresssitzung. n=6 Tiere/Gruppe; p<0,01 (im gepaarten Wilcoxon-Test). Gezeigt sind Daten aus einem
von vier Experimenten mit &hnlichen Ergebnissen.

Ein weiterer Parameter zur Beurteilung der individuellen Reaktion auf die
chronische Stressbehandlung war die Bewertung des Verhaltens nach jeder
Stresssitzung. Das Erkundungsverhalten, die Lokomotion und der Kontakt zu
den Artgenossen (soziale Interaktion) wurden hierzu mit 0 bis 6 Punkten
bewertet, wobei die H6he der Punktzahl mit dem Schweregrad des

depressionsahnlichen Verhaltens steigt.

Chronisch gestresste BALB/c-Mause zeigten mit zunehmender Anzahl der
Stresssitzungen eine verminderte soziale Kontaktaufnahme, ein reduziertes
Erkundungsverhalten und zogen sich in die Kafigecken zurick, nachdem sie
aus dem Immobilisationsréhrchen befreit wurden (Abb. 6). Gestresste C57BL/6-
Mause lieBen kein depressionsahnliches Verhalten erkennen. Diese erkundeten
nach jeder Stresssitzung den Kafig und begannen anschlieBend mit der

Fellpflege.
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Abb. 6: Verhaltensidnderungen von BALB/c- und C57BL/6-Mausen wahrend chronischer
Stressbehandlung. Nach jeder Stresssitzung wurde die Ausprédgung des depressionsahnlichen
Verhaltens von chronisch gestressten BALB/c- und C57BL/6-Mausen bewertet. n=6 Tiere/Gruppe; p<0,01
(im gepaarten Wilcoxon-Test). Gezeigt sind Daten aus einem von vier Experimenten mit &hnlichen
Ergebnissen.

Die Gesamtpunktzahl des Stress Severity Scores zeigt keinen Unterschied
zwischen BALB/c- und C57BL/6-Méausen (Abb. 7). Wahrend die Antwort auf
chronisch psychischen Stress von C57BL/6-Mausen vorrangig die Kot- und
Urinabgabe stimulierte, war es bei BALB/c-M&usen ein depressionsahnliches

Verhalten.
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Abb. 7: Gesamtpunktzahl des Stress Severity Scores (SSS). Nach der neunten Stresssitzung wurden
die Einzelparameter aller Stresssitzungen aufsummiert. n=6 Tiere/Gruppe. Gezeigt sind Daten aus einem
von drei Experimenten mit &hnlichen Ergebnissen.
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4.2. Veranderungen von Glukokortikoidspiegeln, hamatologischen
Parametern und Gewicht in beiden Mausstammen nach

Stressexposition

Neben dem Verhalten sollten die HPA-Achse sowie die Folgen ihrer Aktivierung
bei BALB/c- und C57BL/6-Mausen verglichen werden. Dafir wurden die
Glukokortikoidspiegel ~im  Plasma, die peripheren  Leuko- und
Lymphozytenzahlen nach akutem und chronischem Stress sowie
Gewichtsverdnderungen im Rahmen des chronischen Stressmodells

untersucht.

4.2.1. Aktivierung der HPA-Achse in akut und chronisch
gestressten BALB/c- und C57BL/6-Mausen

Um eine HPA-Achsenaktivierung nachzuweisen, wurden die
Kortikosteronspiegel im Plasma gestresster BALB/c- und C57BL/6-Mause mit
denen der Kontrolltiere verglichen. Die Messungen fanden direkt und sechs
Stunden nach akutem Stress sowie nach der neunten Stresssitzung des
chronischen Stressmodells statt.

Dabei konnten in Einzelexperimenten direkt nach einer akuten
Stressbehandlung signifikant erhdhte Kortikosteronkonzentrationen im Plasma
von BALB/c- und C57BL/6-Mausen gegenlber den Kontrolltieren nachgewiesen
werden (Abb. 8a, b). Die Ergebnisse konnten in zwei weiteren Experimenten

nicht reproduziert werden (Abb. 8a, b, c).

Bei der Aufsummierung der Ergebnisse der durchgefuhrten Experimente war
lediglich die Tendenz fir eine stressinduzierte  Erhéhung des
Plasmakortikosterons bei beiden Mausstammen zu erkennen (Abb. 8d).

Auch sechs Stunden nach akutem Stress wurden im Plasma gestresster
BALB/c- und C57BL/6-Mause die Kortikosteronspiegel bestimmt. Einen
signifikanten Anstieg des Plasmakortikosterons konnte fir gestresste BALB/c-
Mause in einem von zwei durchgefihrten Experimenten gezeigt werden (Abb.
9a). Bei akut gestressten C57BL/6-Mausen waren die

Kortikosteronkonzentrationen im Plasma tendenziell, jedoch nicht signifikant,
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erhéht (Abb. 9a, b). Die Zusammenfassung der Ergebnisse aus den zwei
durchgefuhrten Experimenten ergab ebenfalls nur Hinweise auf einen
stressbedingten Anstieg der Kortikosteronkonzentrationen im Plasma von
BALB/c- und C57BL/6-Mausen (Abb. 9c).

Im Plasma chronisch gestresster BALB/c-Mause konnte entgegen friherer

% Kkein signifikanter Anstieg der

Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe
Kortikosteronkonzentration nachgewiesen werden (Abb. 10a, b). In einem von
drei Experimenten wurden signifikant erh6hte Kortikosteronspiegel im Plasma

chronisch gestresster C57BL/6-Mause gemessen (Abb. 10a).
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Abb. 8: Kortikosteronspiegel im Plasma von BALB/c- und C57BL/6-Mausen direkt nach akutem
Stress. Direkt nach einer einzelnen Stresssitzung wurden im Plasma von gestressten und ungestressten
BALB/c- und C57BL/6-Mausen die Kortikosteronkonzentrationen bestimmt. a-c, Kortikosteronspiegel im
Plasma akut gestresster BALB/c- und C57BL/6-Mause und Kontrolltieren aus Einzelexperimenten. n=6
Tiere/Gruppe; **p<0,01 (im Mann-Whitney-U-Test). Gezeigt sind Daten aus Einzelexperimenten. d,
Aufsummierung der Ergebnisse der Kortikosteronspiegel im Plasma von BALB/c- und C57BL/6-M&usen
aller drei Einzelexperimente. n=18 Tiere/Gruppe.
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Abb. 9: Kortikosteronspiegel im Plasma von BALB/c- und C57BL/6-Mausen sechs Stunden nach
akutem Stress. Sechs Stunden nach einer einzelnen Stresssitzung wurden im Plasma von gestressten
und ungestressten BALB/c- und C57BL/6-M&usen die Kortikosteronkonzentrationen bestimmt. a, b,
Kortikosteronspiegel im Plasma akut gestresster BALB/c- und C57BL/6-Mause und Kontrolltieren aus
Einzelexperimenten. n=6 Tiere/Gruppe, *p<0,05 (im Mann-Whitney-U-Test). ¢, Aufsummierte Daten der
Ergebnisse der Kortikosteronkonzentration im Plasma gestresster und ungestresster BALB/c- und
C57BL/6-Mause aus zwei unabhangigen Experimenten. n=12 Tiere/Gruppe.
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Abb. 10: Kortikosteronspiegel im Plasma von BALB/c- und C57BL/6-Mausen nach chronischem
Stress. Nach der neunten Stresssitzung wurde im Plasma gestresster und ungestresster BALB/c- und
C57BL/6-Méause die Kortikosteronkonzentration bestimmt. a-c, Kortikosteronspiegel im Plasma chronisch
gestresster BALB/c- und C57BL/6-Mause und Kontrolltieren aus Einzelexperimenten. n=6 Tiere/Gruppe;
*p<0,05 (im Mann-Whitney-U-Test). Gezeigt sind Daten aus Einzelexperimenten. d, Aufsummierung der
Ergebnisse der Kortikosteronspiegel im Plasma von BALB/c- und C57BL/6-M&ausen aller drei
Einzelexperimente. n=18 Tiere/Gruppe.
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4.2.2. Leuko- und Lymphozytopenie im Blut nach akuter und
chronischer Stressexposition

Da bekannt ist, dass eine vermehrte Freisetzung von Glukokortikoiden im
Stress mit einer Veranderung der Blutzellpopulationen einher geht 2, wurden
direkt und sechs Stunden nach akutem Stress sowie nach der neunten
Stresssitzung des chronischen Stressmodells die Zellzahlen im Blut gestresster
und ungestresster BALB/c- und C57BL/6-Mause mit Hilfe eines Hamocounters

bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dass bereits nach einer einzelnen akuten
Stresssitzung die Leuko- und Lymphozytenzahlen im Blut beider Mausstamme
signifikant erniedrigt waren (Abb. 11a, b). Sechs Stunden nach akutem Stress
befanden sich die Leuko- und Lymphozytenzahlen bei BALB/c-Mausen wieder
auf dem Niveau der Kontrolltiere (Abb. 12a, b). Die Zellzahlen von den
gestressten C57BL/6-Mausen waren zu diesem Zeitpunkt noch erniedrigt (Abb.
12a, b).

Auch nach der chronischen Stressbehandlung wurden bei BALB/c- und
C57BL/6-Mausen eine Leuko- und Lymphozytopenie nachgewiesen (Abb. 13a,
b). In chronisch gestressten C57BL/6-Mausen fielen zusatzlich erniedrigte

Erythrozyten- und Thrombozytenzahlen auf (Abb. 14a, b).

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde direkt nach der neunten Stresssitzung
in den Milzzellsuspensionen gestresster Tiere beider Mausstdmme ein erhdhter
Anteil apoptotischer T-Zellen gemessen (Abb. 15).
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Abb. 11: Leukozyten- und Lymphozytenzahlen im peripheren Blut von BALB/c- und C57BL/6-
Mausen direkt nach akutem Stress. Direkt nach einer einzelnen Stresssitzung wurden mit Hilfe des
Hamocounters die Leukozytenzahlen (a) und Lymphozytenzahlen (b) im Blut von akut gestressten und
ungestressten BALB/c- und C57BL/6-Mausen bestimmt. n =18 Tiere/Gruppe, *p<0,05; **p<0,01 (im Mann-

Whitney-U-Test). Gezeigt sind aufsummierte Daten aus drei unabh&ngigen Experimenten mit &hnlichen
Ergebnissen.
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Abb. 12: Leukozyten- und Lymphozytenzahlen im peripheren Blut von BALB/c- und C57BL/6-
Mausen sechs Stunden nach akutem Stress. Sechs Stunden nach einer einzelnen Stresssitzung
wurden mit Hilfe des Hamocounters die Leukozytenzahlen (a) und Lymphozytenzahlen (b) im Blut von
gestressten und ungestressten BALB/c- und C57BL/6-Mausen bestimmt. n=12 Tiere/Gruppe, *p<0,05 (im

Mann-Whitney-U-Test). Gezeigt sind aufsummierte Daten aus zwei unabhangigen Experimenten mit
ahnlichen Ergebnissen.
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Abb. 13: Leukozyten- und Lymphozytenzahlen im peripheren Blut von chronisch gestressten
BALB/c- und C57BL/6-Mausen. Direkt nach der neunten Stresssitzung wurden mit Hilfe des
Hamocounters die Leukozytenzahlen (a) und Lymphozytenzahlen (b) im Blut von gestressten und
ungestressten BALB/c- und C57BL/6-M&usen bestimmt. n=18 Tiere/Gruppe, **p<0,01; ***p<0,0001 (im
Mann-Whitney-U-Test). Gezeigt sind aufsummierte Daten aus vier unabhangigen Experimenten mit
ahnlichen Ergebnissen.
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Abb. 14: Erythrozyten- und Thrombozytenzahlen im peripheren Blut von chronisch gestressten
BALB/c- und C57BL/6-Mausen. Direkt nach der neunten Stresssitzung wurden mit Hilfe des
Hamocounters die Erythrozytenzahlen (a) und Thrombozytenzahlen (b) im Blut von gestressten und
ungestressten BALB/c- und C57BL/6-M&usen bestimmt. n=18 Tiere/Gruppe, **p<0,01; ***p<0,0001 (im
Mann-Whitney-U-Test). Gezeigt sind aufsummierte Daten aus vier unabhangigen Experimenten mit
ahnlichen Ergebnissen.
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Abb. 15: Anteil apoptotischer T-Zellen in Milzzellsuspensionen beider Mausstamme nach
chronischer Stressexposition. Nach der neunten Stresssitzung wurden die Milzen entnommen. In der
hergestellten Milzzellsuspension wurde per Durchflusszytometrie der Anteil der apoptotischen T-Zellen
bestimmt. n=6 Tiere/Gruppe, *p<0,05; **p<0,01 (im Mann-Whitney-U-Test). Gezeigt sind Daten aus einem
von drei unabh&ngigen Experimenten mit &hnlichen Ergebnissen.

4.2.3. Starkerer Gewichtsverlust nach chronischer
Stressexposition bei BALB/c-Mausen

Dass BALB/c-Mause im Verlauf des chronischen Stressmodells trotz
ausreichender Nahrungs- und Trinkwasserzufuhr Gewicht verlieren, wurde in

“ In den hier

friheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe gezeigt
durchgefihrten Versuchen sollte untersucht werden, welchen Einfluss die
wiederholte Stressexposition auf das Gewicht von C57BL/6-Mausen hat. Dazu
wurde das Gewicht vor Beginn der ersten Stresssitzung und im Anschluss an

die neunte Stresssitzung bestimmt und der Gewichtsunterschied ermittelt.

Es konnte erneut gezeigt werden, dass chronisch gestresste BALB/c-Mause im
Vergleich zu den Kontrolltieren Gewicht verloren (Abb. 16). Bei gestressten
C57BL/6-Mausen  wurden keine signifikanten  Gewichtsverdnderungen

gegenlber den ungestressten Mausen festgestellt (Abb. 16).
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Abb. 16: Gewichtsveranderungen durch chronischen Stress bei BALB/c- und C57BL/6-Méausen. Das
Gewicht wurde vor der ersten und im Anschluss an die neunte Stresssitzung bestimmt. n=6 Tiere/Gruppe;
**p<0,01 (im Mann-Whitney-U-Test). Gezeigt sind Daten aus zwei unabh&ngigen Experimenten mit
ahnlichen Ergebnissen.

4.3. Bakterielle Translokation in BALB/c- und C57BL/6-Mausen nach
akuter Stressexposition

In friheren Experimenten der Arbeitsgruppe konnte bei BALB/c-Mausen gezeigt
werden, dass bereits sechs Stunden nach akutem Stress die Apoptoserate der
intestinalen Epithelzellen im lleum erhoht war. Zeitgleich konnte eine
Translokation kommensaler Darmbakterien in die mesenterialen Lymphknoten
und die Leber nachgewiesen werden. Ob eine bakterielle Translokation auch
bei akut gestressten C57BL/6-Mausen auftritt, wurde mit Hilfe von
Anreicherungskulturen der mesenterialen Lymphknoten tberpruft.

Sechs Stunden nach einer einzelnen Stressexposition konnten sowohl bei
BALB/c- als auch bei C57BL/6-M&ausen erhéhte Keimzahlen in den
mesenterialen Lymphknoten (MLN) im Vergleich zu den Kontrolltieren
nachgewiesen werden (Abb. 17). Eine stressbedingte bakterielle Translokation

fand somit bei beiden Mausstammen statt.
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Abb. 17: Bakterielle Translokation in mesenteriale Lymphknoten (MLN) bei BALB/c- und C57BL/6-
Mausen nach akuter Stressexposition. 6-Stunden-Anreicherungskultur (a) und 24-Stunden-
Anreicherungskultur (b) von Keimen aus den mesenterialen Lymphknoten, die sechs Stunden nach
akutem Stress entnommen wurden. n=6 Tiere/Gruppe, *p<0,05; **p<0,01 (im Mann-Whitney-U-Test).
Gezeigt sind Daten aus Einzelexperimenten mit unterschiedlicher Anreicherungszeit.

4.4. Stressinduzierte Veranderungen des Tryptophanmetabolismus

4.4.1. Induktion des Kynureninstoffwechselweges direkt nach
akuter Stressexposition in BALB/c- und C57BL/6-Mausen

Unsere Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass es im Zusammenhang mit der
stressinduzierten bakteriellen Translokation zu einer transienten Aktivierung des
Tryptophankatabolismus entlang des Kynureninabbauweges in gestressten
BALB/c-Mausen kommt. Auch in akut gestressten C57BL/6-Mausen wurde ein
Ubertritt von Bakterien in die mesenterialen Lymphknoten nachgewiesen.
Deshalb sollte geklart werden, ob auch bei diesem Mausstamm ein
stressbedingter verstarkter Tryptophanabbau beobachtet werden kann. Dazu
wurden die Konzentrationen von Tryptophan und den Tryptophanmetaboliten im
Plasma gestresster sowie ungestresster BALB/c- und C57BL/6-Mause

bestimmt.

Direkt nach Beendigung einer einzelnen  Stresssitzung  wurden
Tryptophankatabolite im Plasma von BALB/c- und C57BL/6-Mausen bestimmt.
Die Tryptophanspiegel im Plasma akut gestresster BALB/c- und C57BL/6-
Mause wiesen zwar keinen signifikanten Unterschied zu denen der Kontrolltiere
auf (Abb. 18a), allerdings waren die Kynureninsaurekonzentrationen bei
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gestressten Tieren beider Mausstamme signifikant erhéht (Abb. 18b).
Zusétzlich konnten bei akut gestressten C57BL/6-Mausen signifikant
verminderte  Serotoninspiegel nachgewiesen werden (Abb. 18c). Die
Serotoninkonzentrationen im Plasma gestresster und ungestresster BALB/c-
Méause unterschieden sich dagegen nicht (Abb. 18c). Bei BALB/c-Mausen
wurden jedoch direkt nach akuter Stressexposition erhéhte Kynureninspiegel
gemessen (Abb. 18d). Die Plasmakonzentrationen von Kynurenin waren bei
akut gestressten C57BL/6-Mausen gegeniber denen der Kontrolltiere zum
Messzeitpunkt nicht signifikant verandert (Abb. 18d). Die Konzentrationen von
Hydroxytryptophan und Chinolinsdure im Plasma gestresster Tiere beider
Mausstdmme unterschieden sich nicht von denen der Kontrolltiere (Abb. 18e, f).

Sechs Stunden nach akutem Stress waren die Hydroxytryptophanspiegel sowie
die Serotoninspiegel gestresster BALB/c-Mause gegentber denen der
Kontrolltiere erniedrigt (Abb. 19c, e). Die Konzentrationen von Tryptophan,
Kynureninsdure, Kynurenin und Chinolinsdure befanden sich bei gestressten
BALB/c-Mausen wieder auf dem Niveau der Kontrolltiere (Abb. 19a, b, d, f). Die
Konzentrationen von  Tryptophan sowie von den untersuchten
Tryptophanmetaboliten unterschieden sich zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant
zwischen gestressten und ungestressten C57BL/6-Mausen (Abb. 19a-f).
Demnach hielt der stressbedingte Tryptophankatabolismus in BALB/c-Mausen
langer an als in C57BL/6-Mausen.
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Abb. 18: Tryptophan und Tryptophanmetabolite im Plasma von BALB/c- und C57BL/6-Mausen
direkt nach akutem Stress. Direkt nach akuter Stressexposition wurden die Konzentrationen von
Tryptophan (a), Kynureninsdure (b), Serotonin (c), Kynurenin (d), Hydroxytryptophan (e) und
Chinolinsdure (f) im Plasma gestresster und ungestresster Tiere mittels Tandemmassenspektrometer
bestimmt. n=18 Tiere/Gruppe, *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,0001 (im Mann-Whitney-U-Test). Gezeigt sind
aufsummierte Daten aus drei unabhangigen Experimenten mit &hnlichen Ergebnissen.
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Abb. 19: Tryptophan und Tryptophanmetabolite im Plasma von BALB/c- und C57BL/6-Mausen
sechs Stunden nach akutem Stress. Sechs Stunden nach akuter Stressexposition wurden die
Konzentrationen von Tryptophan (a), Kynureninsaure (b), Serotonin (c), Kynurenin (d), Hydroxytryptophan

() und Chinolinsdure (f) im Plasma gestresster und ungestresster

Tiere  mittels

Tandemmassenspektrometer bestimmt. n=12 Tiere/Gruppe; *p<0,05; **p<0,01 (im Mann-Whitney-U-Test).
Gezeigt sind aufsummierte Daten aus zwei unabhangigen Experimenten mit &hnlichen Ergebnissen.
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4.4.2. Verstarkter Tryptophankatabolismus nur in chronisch
gestressten BALB/c-Mausen

Dass es in chronisch gestressten BALB/c-Mausen zu Veranderungen des
Tryptophanabbaus kommt, wurde in friheren Experimenten unserer
Arbeitsgruppe gezeigt. Hierbei konnte ein Absinken der Tryptophan- und
Serotoninspiegel im Plasma gezeigt werden, welches mit einer
Kynureninsdureakkumulation einherging. In den durchgeflhrten Experimenten
wurden ebenfalls direkt nach der neunten Stresssitzung die Plasmaspiegel von
Tryptophan und seinen Kataboliten bei BALB/c- und C57BL/6-Mausen
bestimmt. Im Plasma chronisch gestresster BALB/c-Mause wurde ein Abfall der
Tryptophan- und Serotoninkonzentrationen bestatigt, welcher hier allerdings
nicht signifikant gegenudber den Kontrolltieren war (Abb. 20a, c). Die
Plasmaspiegel von Tryptophan und Serotonin in chronisch gestressten
C57BL/6-Mausen waren, verglichen mit denen der Kontrolltiere, unverandert
(Abb. 20a, c¢). Parallel zu den erniedrigten Tryptophan- und
Serotoninkonzentrationen wurden signifikant erhéhte Kynureninsdurespiegel im
Plasma gestresster BALB/c-Mause gemessen (Abb. 20b). Bei C57BL/6-Mausen
kam es im chronischen Stressmodell zum Messzeitpunkt zu keinem Anstieg der
Kynureninsdurespiegel (Abb. 20b). Die Konzentrationen von Kynurenin,
Hydroxytryptophan und Chinolinsgure im Plasma chronisch gestresster BALB/c-
und C57BL/6-Mause unterschieden sich nicht signifikant von denen der
Kontrolltiere (Abb. 20d-f). Anders als im akuten Stressmodell, bei dem eine
Aktivierung des  Tryptophankatabolismus in  beiden  Mausstammen
stattgefunden hat, war diese im chronischen Stress nur bei BALB/c-Mausen

nachzuweisen.
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Abb. 20: Tryptophan und Tryptophanmetabolite im Plasma von BALB/c- und C57BL/6-Mausen nach
chronischem Stress. Direkt nach der neunten Stresssitzung wurden die Konzentrationen von Tryptophan
(a), Kynureninsaure (b), Serotonin (c), Kynurenin (d), Hydroxytryptophan (e) und Chinolinsdure (f) im
Plasma gestresster und ungestresster Tiere mittels Tandemmassenspekirometer bestimmt. n=12
Tiere/Gruppe, *p<0,05 (im Mann-Whitney-U-Test). Gezeigt sind aufsummierte Daten aus zwei

unabhangigen Experimenten mit &hnlichen Ergebnissen.
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5. Diskussion

Das europaische Regionalbliro der Weltgesundheitsorganisation (WHO
Europe) stellte 2003 in einer Studie fest, dass die Anzahl der durch Stress

verursachten Erkrankungen in Europa zunehme und die Lebenserwartung in

137

einigen Staaten dadurch sogar vermindert sei Die stressbedingten

Veranderungen des Immunsystems gehen einher mit einem erhdéhten Risiko fur

maligne Tumorerkrankungen '3®

139

, der Entwicklung bzw. Verstarkung von
Autoimmunerkrankungen sowie einem grdBeren Risiko fUr postoperative
infektidse Komplikationen . Auf welche Weise interindividuelle Unterschiede
die Anfalligkeit fur stressbedingte Veranderungen beeinflussen, ist jedoch noch

immer ungeklart.

In unserer Arbeitsgruppe wurden BALB/c-Mause bereits hinsichtlich ihrer
Stressanfalligkeit untersucht. Die Tiere wurden dazu pro Stresssitzung fir zwei
Stunden immobilisiert und vor eine Ultraschallquelle platziert. Die
Verhaltensénderungen, neuroendokrine und hadmatologische Parameter wurden
im akuten Stressmodell (eine einzelne Stresssitzung) sowie im chronischen

Stressmodell (neun Stresssitzungen) untersucht.

Nach chronischer Stressexposition zeigten weibliche BALB/c-Mause ein
depressionsahnliches Verhalten, entwickelten eine Immunsuppression und

hatten an Gewicht verloren “5.

Damit einhergehend konnte eine
Darmbarrierestérung mit bakterieller Translokation und einer systemischen
IDO1-Aktivierung nachgewiesen werden. Durch die Behandlung mit dem IDO1-
Inhibitor 1-Methyliryptophan lieBen sich die Immunsuppression und die

Verhaltensanderungen verhindern %.

Die Konsequenzen von Stress kénnen jedoch fir verschiedene Individuen
unterschiedlich sein, da die Stressanfalligkeit nicht allein durch die Art des

130, 141 Dass

Stressors bestimmt wird, sondern durch viele weitere Faktoren
genetische Unterschiede dabei eine Rolle spielen, konnte in vergleichenden
Untersuchungen mit BALB/c- und CBA-Mausen in unserem chronischen

Stressmodell gezeigt werden “°.
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Bei den vergleichenden Untersuchungen von BALB/c- und C57BL/6-M&usen im
akuten und chronischen Stressmodell konnten in dieser Arbeit ebenfalls
stammspezifische Verhaltensweisen nach Stressexposition beobachtet werden.
Bei BALB/c-Mausen fiel schon nach der akuten Stressexposition ein
Ruckzugsverhalten auf. Im Verlauf des chronischen Stressmodells entwickelten
BALB/c-Mause das schon aus friheren Experimenten bekannte

depressionsahnliche Verhalten *°.

Dieses ist gekennzeichnet durch ein
reduziertes Erkundungsverhalten, eine verminderte Fellpflege sowie das
Vermeiden sozialer Kontaktaufnahmen. C57BL/6-Mause zeigten dagegen nach
einer einzelnen Stresssitzung sowie nach chronischer Stressexposition ein
ausgepragtes Erkundungs- und Putzverhalten. Ein ahnliches Verhalten der
C57BL/6-Mause konnten Schweizer und Mitarbeiter in einem Modell fur
chronischen milden Stress nachweisen. Sie beobachteten bei gestressten
C57BL/6-Mausen eine gesteigerte Lokomotoraktivitdt und ein ausgepragtes
Erkundungsverhalten in der vertikalen Ebene ' Aus anderen Arbeiten ist
bekannt, dass C57BL/6-Mause auch in ,open-field“-Untersuchungen ein
starkeres Erkundungsverhalten zeigen als BALB/c-Mause "' 3. Nikulina und
Arbeitsgruppe konnten auBerdem unterschiedliche Reaktionen im ,forced-
swimming“-Test nachweisen. So war bei BALB/c-Mausen eine léngere
Immobilitdtsphase im Vergleich zu den sich relativ schnell bewegenden
C57BL/6-Mausen zu beobachten © 2. Eine langere Immobilititsphase deutet
dabei auf ein depressionsahnliches Verhalten hin '** '*_ Durch die vermehrte
Aktivitdt im Anschluss an die Stressexposition schienen C57BL/6-Mause in
unseren Untersuchungen weniger in ihrem Verhalten beeinflusst zu werden als
BALB/c-Mause. Zur Einschatzung der Stressanfélligkeit wurde die jeweilige
Gesamtpunktzahl des ASSS sowie des SSS herangezogen. Im akuten
Stressmodell  zeigten  C57BL/6-Mause  demnach  eine  geringere

Stressanfalligkeit als BALB/c-Mause.

Im  chronischen  Stressmodell dagegen unterschieden sich  die
Gesamtpunktzahlen des SSS nicht signifikant. Allerdings ist zu beachten, dass
sich die Punkiwerte der Einzelparameter bei BALB/c- und C57BL/6-Mausen
signifikant unterschieden. So wurde die Gesamtpunkizahl bei den BALB/c-
Mausen vor allem durch den Parameter des depressionsahnlichen Verhaltens
bestimmt, wahrend die vermehrte Kot- und Urinabgabe die Hbhe der
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Gesamtpunktzahl der C57BL/6-Mause stark beeinflusste. Ein Grund far die
starkere  Kotabgabe der C57BL/6-Mause  kénnte eine  hbéhere
Serotoninkonzentration im Kolon dieser Mause sein. Denn die Motilitat des
Gastrointestinaltraktes  wird unter  anderem durch  die lokale

Serotoninkonzentration  beeinflusst 146,

Das  Schlisselenzym  der
Serotoninsynthese ist die Tryptophanhydroxylase (TPH). Bei der TPH-Isoform
2, die vor allem im Darm vorkommt, besteht ein Polymorphismus, der zu
unterschiedlichen Serotoninsynthesekapazitaten bei BALB/c- und C57BL/6-
Mausen fuhrt. C57BL/6-Mause weisen eine vermehrte Enzymaktivitat der TPH-
Isoform 2 und somit héhere basale Serotoninkonzentrationen im Kolon auf als
BALB/c-Mause '*¢. Julio-Pieper und Kollegen konnten zeigen, dass nur bei
C57BL/6-Mausen eine stressbedingte Erhéhung der Serotoninspiegel im Kolon
auftritt '*°. Es kann vermutet werden, dass auch im chronischen Stressmodell
ein Anstieg der lokalen Serotoninspiegel bei C57BL/6-Mausen stattfindet,
welcher die Darmmotilitat dieser Mause stimuliert und zu einer vermehrten

Defakation flhrt.

Bezlglich des Angstverhaltens und des stressbedingten Verhaltens wurden
auch von Tannenbaum und Anisman stammspezifische Unterschiede

147, 148
t )

beobachte . Die eher neophoben BALB/c-Mause zeigten z. B. ein

149

ausgepragteres Angstverhalten in ,open-field“-Untersuchungen Damit

einhergehend konnte in den Gehirnen von BALB/c-Mausen eine geringere

150, 151 In der

Dichte an Benzodiazepinrezeptoren nachgewiesen werden
Amygdala, einer Region, die eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Angst
sowie bei der Kontrolle des allgemeinen Aktivierungszustandes spielt, wurde
bei C57BL/6-Mausen eine finffach hohere Anzahl der
Benzodiazepinrezeptoren festgestellt als bei BALB/c-Mausen '2. Da
Benzodiazepinrezeptoragonisten Uber diese Rezeptoren angstlésende Effekte

bewirken, kdnnten die Unterschiede im Angstverhalten damit erklart werden.

Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass das beobachtete
Verhalten der gestressten C57BL/6-Mause ein Angstverhalten oder gar ein
depressionsahnliches Verhalten Uberlagert. Strekalova und Mitarbeiter
beschrieben eine durch chronische Stressoren hervorgerufene erhéhte
Lokomotoraktivitait bei C57BL/6-Mausen '3, Diese wurde jedoch in

Abhangigkeit bestimmter Lichtverhaltnisse, und zwar bei heller bis moderater
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Beleuchtung, ausgelést und konnte bei schwacher Beleuchtung nicht
beobachtet werden '*%. In den hier durchgefiihrten Experimenten erfolgte die
Immobilisation stets unter verminderter Beleuchtung (Abdeckung der
Versuchsapparatur). Im Anschluss kamen die Tiere zuriick in den Heimatkéfig
und waren dort wieder dem Tageslicht ausgesetzt. Inwieweit die veranderten
Lichtverhéltnisse im Heimatkafig einen Einfluss auf das bei C57BL/6-Mausen
beobachtete Erkundungsverhalten haben, wurde hier jedoch nicht weiter
untersucht. Eine Maskierung eines depressionsdhnlichen Verhaltens kann
somit nicht ausgeschlossen werden.

In vielen Tierexperimenten wurde der Einfluss verschiedener Stressoren auf die
Nahrungsaufnahme und das Gewicht untersucht. Milder Stress, wie z. B.
kurzfristige Immobilisation, verursachte eine gesteigerte Nahrungsaufnahme bei
Ratten **. Im Gegensatz dazu verminderte eine chronische Immobilisation '*°
oder ein langer andauernder akustischer Stress '*® die Nahrungsaufnahme und
fihrte zu Gewichtsverlust bei Ratten. In den vergleichenden Untersuchungen
von BALB/c- und CBA-Mausen konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass
erstere im Verlauf des chronischen Stressmodells trotz ausreichender
Nahrungs- und Trinkwasserzufuhr Gewicht verloren, wahrend das Gewicht der
chronisch gestressten CBA-Mause konstant blieb, was flr eine geringere

Stressanfalligkeit dieses Mausstammes spricht .

Eine signifikante
Verminderung des Gewichtes konnte bei chronisch gestressten BALB/c-
Mausen erneut nachgewiesen werden. Dass dieser Gewichtsverlust als Folge
einer hyperkatabolen Stoffwechsellage durch stressbedingte neuroendokrine
sowie metabolische Stérungen auftritt, wurde bereits in friheren Arbeiten
unserer Arbeitsgruppe gezeigt . Bei gestressten C57BL/6-Mausen war ahnlich
wie  bei chronisch  gestressten  CBA-Mausen kein  signifikanter

Gewichtsunterschied zu den Kontrolltieren messbar.

In Untersuchungen von Schweizer und Mitarbeitern wurde das Gewicht von
C57BL/6-Mausen in einem Modell flr chronischen milden Stress beurteilt.
Unterstitzend zu unseren Experimenten beeinflusste die Stressexposition das

Gewicht nicht '#2

. Im Gegensatz zu vielen Experimenten mit Ratten und
Mausen konnte bei Hamstern eine gesteigerte Nahrungsaufnahme und eine
Zunahme von Gewicht und Fettgewebsmasse infolge von sozialem Stress und

elektrischen FuBschocks nachgewiesen werden '*’.
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C57BL/6-Mause sind bekannt fir die Entwicklung einer Glukoseintoleranz

158, 159 Unter

sowie einer Insulinresistenz und neigen zu Adipositas
kohlenhydrat- und fettreicher Diat entwickeln diese Mause einen nicht-
insulinabhangigen Diabetes mellitus sowie vermehrtes viszerales Fettgewebe
10 Die Anfalligkeit der C57BL/6-Mause fiir metabolische Stdrungen kdnnte
durch ihre hohe Kortikosteronsensitivitat bedingt sein 3*. Mdglicherweise kommt
es bei gestressten C57BL/6-M&usen durch eine chronische Aktivierung der
HPA-Achse und nachfolgender Glukokortikoidausschittung zu einer
veranderten Zusammensetzung der Kérpergewebe mit Zunahme des viszeralen

Fettgewebes, ohne dass Gewicht verloren wird.

Im Unterschied zu unseren Ergebnissen wiesen Strekalova und Arbeitsgruppe
nach chronischem Stress einen Gewichtsverlust bei C57BL/6-Mausen nach '°'.
In dieser Versuchsanordnung wurden die Tiere Uber einen langeren Zeitraum
(drei bis vier Wochen) als in unserem Stressmodell (viereinhalo Tage)
unterschiedlichen Stressoren, wie Immobilisation und Aufhdngung am

t %", Dass die Intensitat des Stressors das AusmaB des

Schwanz, ausgesetz
Gewichtsverlustes und die Verminderung der Nahrungszufuhr beeinflusst,
wurde unter anderem von Marti und Arbeitsgruppe gezeigt '®2. Es ist
anzunehmen, dass in den Experimenten von Strekalova und Arbeitsgruppe der
starkere Stressor bei den C57BL/6-Mausen zu einem Gewichtsverlust flhrte.
Ein weiterer Unterschied zu unseren Experimenten besteht darin, dass dort nur

81 Dass Geschlechtsunterschiede eine

mannliche Tiere untersucht wurden
groBe Rolle bezlglich der Stressanfélligkeit spielen, haben wir bereits in

friiheren Experimenten gezeigt *°.

Zu den bekannten Konsequenzen von Stress geh6rt die Aktivierung des
sympathischen Nervensystems sowie der HPA-Achse. Aufgrund des
ausgepragteren Erkundungsverhaltens bei C57BL/6-Mausen sollte die Frage
nach einem stressbedingten gesteigerten Sympathikotonus geklart werden.
Hinweise hierfir geben neben der gesteigerten Aktivitat moglicherweise die

16

vermehrte Kot- und Urinabgabe von C57BL/6-Mausen '®, wobei sich letztere

jedoch erst im Verlauf des chronischen Stressmodells nachweisen lieBen.

Erhdhte Adrenalin- und Noradrenalinspiegel im Plasma infolge von starkem
physischen Stress wurden im Plasma weiblicher C57BL/6-Mause von Marra

61



und Arbeitsgruppe nachgewiesen 2.

In anderen Arbeitsgruppen konnte
wiederum, als Zeichen einer Sympathikusaktivierung, ein vermehrter Verbrauch
von Noradrenalin und Serotonin vor allem in BALB/c-Mausen und nur

abgeschwacht in C57BL/6-Mausen nach akutem Stress nachgewiesen werden
147, 164

Bei den Untersuchungen von BALB/c- und CBA-Mé&usen wurden die
Plasmaspiegel von Noradrenalin nach der letzten Stresssitzung des
chronischen Stressmodells bestimmt “. Ein Abfall der Noradrenalinspiegel im
Plasma chronisch gestresster BALB/c-Mause um bis zu 50 % im Vergleich zu
den Kontrolltieren, wurde auf die stressbedingte Aktivierung des Sympathikus
zuriickgefuhrt 6. Die Noradrenalinspiegel der chronisch gestressten CBA-
Mé&use unterschieden sich dagegen nicht von denen der Kontrolltiere . Durch
eine Messung der Plasmakatecholaminspiegel von C57BL/6- und BALB/c-
Mausen direkt nach akuter Stressexposition konnten zu diesem Zeitpunkt keine
Unterschiede gegentber den Kontrolltieren festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). In weiterflhrenden Experimenten sollte jedoch eine Kinetik der
Katecholaminkonzentration im Plasma beider Mausstamme im akuten sowie im

chronischen Stressmodell durchgefiihrt werden.

Als direkter Nachweis fir eine Aktivierung der HPA-Achse gilt ein Anstieg der
Glukokortikoide im Plasma. Dass die Basallevel von Kortikosteron in beiden
Mausstadmmen ahnlich sind, wurde durch andere Arbeitsgruppen bereits gezeigt
165 186 Sowohl im akuten als auch im chronischen Stressmodell wurde bei
beiden Mausstdmmen ein Anstieg der Kortikosteronspiegel im Plasma
gemessen. Damit konnten die Ergebnisse aus friheren Experimenten der

Arbeitsgruppe  fir BALB/c-Mause reproduziert werden “°.

Ansteigende
Kortikosteronspiegel infolge Immobilisationsstress konnten Harizi und
Arbeitsgruppe ebenfalls fiir BALB/c- und C57BL/6-Mause zeigen **. In den hier
gezeigten Untersuchungen konnten jedoch nur in Einzelexperimenten
signifikante Anstiege der Kortikosteronkonzentration in C57BL/6-Mausen
gemessen werden. Bei der Betrachtung der Kortikosteronspiegel im Plasma der
Kontrolltiere beider Mausstamme ist auffallig, dass in einigen Experimenten
eine groBe Varianz der Kortikosteronkonzentration innerhalb der Kontrollgruppe
besteht. Bei einigen Kontrolltieren wurden héhere Kortikosteronkonzentrationen

gemessen, als unter physiologischen Bedingungen zu erwarten waren. Trotz
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der mdglichst stressarmen Haltung der Kontrolltiere flhrt jeder Kontakt mit den
Tieren, z. B. bei der Kafigreinigung, Futter- und Wassererneuerung, zu einer
Aktivierung der HPA-Achse %% ' welche wiederum einen Anstieg der
Kortikosteronspiegel verursachen kann. Daneben kann das fur die Narkose
verwendete Ketamin eine ahnliche Erhéhung der Plasmakortikosteronspiegel
bewirken wie eine pharmakologische Dosis ACTH '®. Da auch bei den
Kontrolltieren eine Ketaminnarkose durchgefihrt wurde, bevor die Entnahme
von Blut und Organen erfolgte, kbénnte dies die gemessenen
Kortikosteronkonzentrationen im Plasma der ungestressten Tiere erklaren.
Hinzukommt, dass gerade bei Stressexperimenten die Erfahrung und Expertise
des Versuchsleiters wichtig sind. Aufgrund einer begrenzten Anzahl von
Experimenten, die genehmigt wurden, war es schwierig, mégliche methodische
Schwachen vollstdndig zu beheben. In friheren Untersuchungen zur
stressbedingten HPA-Achsenaktivierung in BALB/c-Mausen, die von Frau Dr.
C. Kiank durchgefuhrt wurden, variierten die Kortikosteronkonzentrationen im

Plasma der Kontrolltiere nicht so erheblich, wie in diesen Experimenten.

Harizi und Mitarbeiter fanden neben dem stressbedingten Anstieg der
Kortikosteronspiegel mausstammspezifische Unterschiede bezlglich der
Intensitat und Kinetik der HPA-Achsenfunktion **. BALB/c-Mause reagierten auf
die Immobilisation mit einem stérkeren Kortikosteronanstieg als C57BL/6-
Mause *. Wahrend des Messzeitraumes von 90 Minuten wurden im Plasma der
C57BL/6-Mause die hdchsten Kortikosteronkonzentrationen zum Zeitpunkt 60
Minuten nachgewiesen **. AnschlieBend nahmen die Kortikosteronspiegel im
Plasma der C57BL/6-Mause wieder ab 3*. Bei gestressten BALB/c-Mausen
konnte uber den gesamten Zeitraum ein Anstieg der
Plasmakortikosteronspiegel gemessen werden, mit der hochsten Konzentration

nach 90 Minuten 3

. Da in unseren Experimenten erst nach der akuten
Stressexposition, d. h. nach 120 Minuten, die Kortikosteronspiegel bestimmt
werden, kénnte bei den gestressten C57BL/6-Mausen der Zeitpunkt der
héchsten Plasmakonzentration des Kortikosterons schon vorbei sein und ein
signifikanter Unterschied zu den ungestressten C57BL/6-Mausen wére somit

moglicherweise zu diesem Zeitpunkt nicht darstellbar.

63



Zusétzlich zu den Kortikosteronkonzentrationen im Plasma wurden
glukokortikoidvermittelte Veranderungen untersucht, die ebenfalls einen
Hinweis fur eine HPA-Achsenaktivierung geben konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die hamatologischen Parameter, wie
Gesamtleukozytenzahlen, Lymphozyten- und Erythrozytenzahlen, direkt und
sechs Stunden nach Beendigung der akuten Stressexposition bestimmt. Dabei
wurde sowohl bei gestressten BALB/c-Mausen als auch bei gestressten
C57BL/6-Mausen direkt im Anschluss an eine einzelne Stresssitzung eine
signifikante Reduktion der Leukozyten- und Lymphozytenzahlen im peripheren
Blut nachgewiesen. Dass akuter Stress eine Reduktion der Leukozytenzahlen
im peripheren Blut verursacht, zeigten unter anderem Dhabhar und Mitarbeiter
253 Ein stressinduzierter Anstieg der Plasmakortikosteronspiegel ging in diesen
Experimenten mit den verminderten Leukozyten- und Lymphozytenzahlen
einher 2. Eine alleinige Kortikosterongabe bei Ratten filhrte zu einer &hnlichen
Leukozytenumverteilung, wie sie durch Stressexposition hervorgerufen wird und
bei Tieren, denen die Nebennieren entfernt wurden, waren die stressbedingten
Anderungen der Leukozytenzahlen weniger stark ausgepragt *>. Womit den
Glukokortikoiden eine groBe Bedeutung bei den Veranderungen der
Blutzellpopulationen im Stress zukommt. Zum Zeitpunkt sechs Stunden nach
akuter Stressexposition befanden sich die Zellzahlen nur bei den BALB/c-
Mausen wieder auf dem Niveau der Kontrolltiere. Somit kann angenommen
werden, dass es sich bei der Leuko- und Lymphozytopenie um ein reversibles
stressbedingtes Phanomen handelt, das auch schon durch andere
Arbeitsgruppen nachgewiesen werden konnte 2. Durch die Umverteilung der
Leukozyten aus dem peripheren Blut in andere Immunkompartimente soll eine
effiziente Immunabwehr an méglichen Eintrittspforten flr Erreger gewahrleistet
werden %22,

Anders als bei den BALB/c-Mausen waren die verminderten Leuko- und
Lymphozytenzahlen im peripheren Blut akut gestresster C57BL/6-Mause nach
sechs Stunden immer noch nachzuweisen, was auf eine langer andauernde

Umverteilung der Leukozyten hinweist.

Neben Glukokortikoidrezeptoren besitzen Leukozyten auch Adrenorezeptoren.
Uber diese kdénnen die immunkompetenten Zellen durch Katecholamine
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beeinflusst werden. So flhrt eine Verabreichung von Adrenalin oder
Noradrenalin zu einem schnellen Anstieg der neutrophilen Granulozyten- und
NK-Zellzahlen, wohingegen die Zellzahlen von B- und T-Lymphozyten
vermindert werden °°. Reduzierte Lymphozytenzahlen im peripheren Blut nach
Gabe von Adrenalin wurden ebenfalls durch andere Arbeitsgruppen

49

nachgewiesen ™. In Untersuchungen von Marra und Mitarbeitern konnte

gezeigt werden, dass die Gabe von Noradrenalin bei C57BL/6-Mausen zu

%2 was auf eine

einem Anstieg der intestinalen Lymphozytenzahlen fUhrte
Umverteilung in den Gastrointestinaltrakt auch unter stressreichen
Bedingungen hindeutet. Sollte es bei akut gestressten C57BL/6-Mausen zu
einer verstarkten Sympathikusaktivierung kommen, die zu einer vermehrten
Freisetzung von Katecholaminen flhrt, kdnnte dies eine langer andauernde
Umverteilung der Leukozyten bewirken und die anhaltende Leuko- und
Lymphozytopenie im peripheren Blut sechs Stunden nach Stressende erklaren.
Zusétzlich kénnte auch die vermehrte Kortikosteronsensitivitdt der C57BL/6-
Mause eine verzdgerte Ruckkehr der Leukozyten ins periphere Blut bewirken.
Die Kortikosteronkonzentrationen im Plasma gestresster C57BL/6-Mause
waren sechs Stunden nach Beendigung der Stresssitzung noch immer leicht

erhoht.

Im chronischen Stressmodell wurde bei beiden Mausstammen ebenfalls eine
Verminderung der Leuko- und Lymphozytenzahlen im peripheren Blut
gemessen. Ob diese Zellzahlverminderungen reversibel sind oder als Folge
einer erhdhten Apoptoserate auftreten, konnte nicht abschlieBend geklart
werden, da die Blutzellpopulationen nur zu einem Zeitpunkt nach Beendigung
des chronischen Stressmodells untersucht wurden. Allerdings konnte eine
erhbhte Apoptoserate von T-Zellen in den Milzzellsuspensionen chronisch
gestresster Tiere beider Mausstamme nachgewiesen werden. Dieser
programmierte Zelltod ist neben der Umverteilung der Leukozyten ein Hinweis
fir eine stressbedingte Aktivierung des neuroendokrinen Systems.

168, 169

Proapoptotische Wirkungen sind dabei sowohl flir Glukokortikoide als

170, 171

auch fur Katecholamine und proinflammatorische Zytokine "® beschrieben

worden.

Die Erythrozytopenie in chronisch gestressten C57BL/6-Mausen kénnte als

Folge von Hypertension und Veradnderungen der hamodynamischen
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Verhdltnisse ~zu  erklaren sein.  Ahnliche  Verminderungen  der
Erythrozytenzahlen wurden im Zusammenhang mit sozialem Stress und einer
MilzvergréBerung von Cane und Turney beschrieben 72 173,

Eine stressbedingte Umverteilung immunkompetenter Zellen z. B. aus dem
peripheren Blut in andere Immunkompartimente zum Schutz vor eindringenden
Erregern wird durch eine veranderte Barrierefunktion ermdéglicht und ist somit
wahrscheinlich ein physiologischer Bestandteil der Stressbewaltigung.
Beobachtet wurde dies z. B. im Bereich der Bluthirnschranke und am
Darmepithel '"#'77_ In verschiedenen Untersuchungen konnten vor allem das
CRH, Mastzellen und cholinerge Neurone als Mediatoren der stressbedingten
Funktionsstérungen der Darmschleimhaut, die durch eine veranderte intestinale

Sekretion und Permeabilitit charakterisiert sind, nachgewiesen werden 7* 8- 178

179

In frlheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe konnten sechs Stunden nach
akutem Stress im lleum von BALB/c-Mausen strukturelle Verédnderungen der
Epithelbarriere einhergehend mit einer erhohten Apoptoserate der intestinalen
Epithelzellen nachgewiesen werden '®. Weitere Untersuchungen zeigten, dass
TNF einen wichtigen Mediator bei dieser stressbedingten Apoptoseinduktion
darstellt, da eine Vorbehandlung der Mause mit anti-TNF-Antikérpern den Anteil
der apoptotischen Zellen im lleum reduzierte und auch die bakterielle Last in
der Leber signifikant verminderte (unpubliziert). Andere in vitro Daten belegen,
dass eine vermehrte TNF-Freisetzung zu einer erhdhten Apoptoserate

intestinaler Epithelzellen fiihrt 7% 1®

182

und zusétzlich die Durchlassigkeit der Tight
junctions erhoht ", was schlieBlich die Darmbarriere beeintrachtigt. Wang und
Mitarbeiter fanden heraus, dass IFN-y und TNF synergistisch auf die
Epithelzellen des Darms wirken, um die Permeabilitdt zu beeinflussen '®. Ob
akuter Stress in C57BL/6-M&usen ebenfalls zu einem vermehrten Anteil
apoptotischer intestinaler Epithelzellen fuhrt, konnte aufgrund methodischer
Schwierigkeiten nicht abschlieBend geklart werden. Im Hinblick auf mégliche
stammspezifische Unterschiede sollte der Darm aber in weiteren Experimenten,
z. B. mittels HE-Farbung und TUNEL-Assay, auf stressbedingte
morphologische Veranderungen untersucht werden. Auch die Beurteilung von

Mastzellen als bedeutende Quelle flir Mediatoren, die eine Epithelschadigung
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hervorrufen kénnen, wie z. B. TNF, Histamin, Prostaglandine und andere
73,184

Zytokine, sowie deren Verteilung im lleum wéare denkbar
Zu den méglichen Folgen einer Darmbarrierestérung gehért ein Ubertritt von
kommensalen Bakterien. Dieser Ubertritt kann durch eine Erhdhung der

parazelluldren Permeabilitat erfolgen 8.

Daneben erfolgt die Aufnahme
luminaler Antigene und Bakterien jedoch auch Uber Paneth-Zellen in die

intestinalen Krypten oder iiber das follikelassoziierte Epithel "'+ 82,

Die bakterielle Translokation wurde durch Entnahme der mesenterialen
Lymphknoten sechs Stunden nach Beendigung einer einzelnen Stresssitzung
mit Hilfe von Anreicherungskulturen untersucht. Bei akut gestressten BALB/c-
und C57BL/6-Mausen wurden signifikant erh6éhte Keimzahlen in den
mesenterialen Lymphknoten nachgewiesen. Daraus ist zu schlieBen, dass eine
stressbedingte Darmbarrierestdérung in beiden Mausstdmmen zum Ubertritt von
kommensalen Bakterien gefihrt hat. Eine bakterielle Translokation aus dem
Darm in inguinale sowie mesenteriale Lymphknoten nach wiederholtem
psychischen Stress bei C57BL/6-Mausen wurde auch in Untersuchungen von
Bailey und Kollegen nachgewiesen ®. Mit der verwendeten Methode konnte die
Translokation von vor allem Gram-positiven Bakterien wie Enterokokken und
Streptokokken nachgewiesen werden. Dass Gram-positive Bakterien aufgrund
ihres gréBeren Vorkommens im lleum o&fter translozieren als Gram-negative

Erreger, ist beschrieben ©°.

In weiteren Untersuchungen kénnte eine
Uberpriifung der bakteriellen Translokation durch eine andere Methode wie z.

B. die Ausplattierung homogenisierter Organe stattfinden.

Zeitgleich zu der bakteriellen Translokation konnte in vorangegangenen
Experimenten unserer Arbeitsgruppe eine vermehrte Expression von IDO1-
mRNA vor allem im Gehirn der akut gestressten BALB/c-Mause gezeigt
werden. Eine Induktion der IDO1-Expression ist durch proinflammatorische
Zytokine wie z. B. IFN-y, IFN-a '® '8 synergistisch durch IL-1 oder TNF mit
IFN-y '8 durch bakterielle Bestandteile wie LPS '** sowie durch CTLA-4 1%
moglich. Aber auch Stressoren wie Elektroschock oder Immobilisation kénnen
die IDO1 aktivieren % '8 Insofern ware es maglich, dass LPS als Bestandteil
von translozierenden Bakterien die vermehrte IDO1-mRNA-Expression nach
akutem Stress verursacht. Daneben konnten Chen und Kollegen zeigen, dass
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auch Zellwandbestandteile von endogenen Gram-positiven Bakterien eine
Zytokinproduktion in  menschlichen immunkompetenten Zellen induzieren
kdnnen . Durch die freigesetzten Zytokine kdnnten auf diese Weise ebenfalls
zentrale Stoffwechselprozesse, wie der Katecholamin- oder

Indolaminstoffwechsel, beeinflusst werden '*.

Da bei akut gestressten C57BL/6-Mausen Hinweise fir eine bakterielle
Translokation gefunden wurden, sollte geklart werden, ob auch bei diesem
Mausstamm eine Aktivierung des Tryptophanabbaus entlang des
Kynureninstoffwechselweges stattfindet. Dazu wurden direkt und sechs
Stunden nach Beendigung des akuten Stressmodells die Konzentrationen von
Tryptophan und seinen Metaboliten im Plasma bestimmt. Tryptophan war im
Plasma der akut gestressten Mause nicht vermindert. Dies kann damit
zusammenhangen, dass die Plasmaspiegel fur Tryptophan relativ hoch sind
verglichen mit denen der Tryptophanmetabolite und dass somit zu Beginn des
Tryptophanabbaus noch keine signifikante Verminderung von Tryptophan
nachgewiesen werden kann. Direkt nach Stressende konnten jedoch Zeichen
far einen aktivierten Tryptophanabbau entlang des
Kynureninstoffwechselweges in beiden Mausstammen gefunden werden. Im
Plasma akut gestresster C57BL/6- und BALB/c-Mause wurden erhdhte
Kynureninsdurespiegel nachgewiesen. Im zentralen Nervensystem besitzt

9 und antikonvulsive

dieser Tryptophanmetabolit zum einen neuroprotektive
120 Eigenschaften. Andererseits ist bekannt, dass Kynureninsdure auch bei der
Entwicklung psychischer Stérungen, wie Depression und Schizophrenie eine
Rolle spielt '*'. Kynureninsdurekonzentrationen auBerhalb des Gehirns wurden
in einigen physiologischen Korperflissigkeiten gefunden, wie z. B. im

192 oder im Darm von Ratten '®. Turski und Mitarbeiter

menschlichen Urin
konnten geringe Mengen von Kynureninsdure aus  pflanzlichen
Nahrungsbestandteilen isolieren '®*. Daneben sollen auch Bakterien wie E. coli
den Tryptophanmetaboliten produzieren kdnnen '®°. Somit stellt sich die Frage,
ob die erhdhten Kynureninsdurekonzentrationen bei akut gestressten BALB/c-
und C57BL/6-Mausen moglicherweise durch translozierte Bakterien bedingt
sein koénnten. Fir einen Tryptophanabbau wirden jedoch die direkt nach
Stressende verminderten Serotoninspiegel im Plasma von akut gestressten

C57BL/6-Mausen sprechen, da Tryptophan das Vorlaufermolekdl fir die
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Serotoninsynthese darstellt. Bei den akut gestressten BALB/c-M&usen wurde
zusatzlich zu den erhdhten Kynureninsdurespiegeln ein Anstieg der
Kynureninkonzentration im Plasma gemessen, was auf einen stressbedingten
Tryptophanabbau Uber den Kynureninweg hindeutet. In nachfolgenden
Experimenten sollte die IDO1-mRNA-Expression im Gehirn von C57BL/6-
Mausen direkt nach akutem Stress untersucht sowie ein direkter Nachweis des
aktiven IDO1-Proteins z. B. durch einen Western Blot unternommen werden.

Interessanterweise fanden sich sechs Stunden nach akuter Stressexposition
nur noch bei BALB/c-Mausen veranderte  Konzentrationen  der
Tryptophanmetabolite. Die Konzentrationen von Hydroxytryptophan, einem
Zwischenprodukt der Serotoninsynthese, und Serotonin waren im Plasma akut
gestresster BALB/c-Mause vermindert. Bei C57BL/6-Mausen befanden sich die
Konzentrationen der Tryptophanmetabolite zu diesem Zeitpunkt wieder auf dem
Niveau der Kontrolltiere. Dass die Aktivierung des Kynureninstoffwechselweges
bei akut gestressten BALB/c-Mausen transient ist, konnte bereits gezeigt

werden &

. Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann vermutet
werden, dass die Homobostase des Tryptophanstoffwechsels bei akut
gestressten C57BL/6-Mausen rascher wiederhergestellt wird. Um diesen
Sachverhalt zu Uberprtfen, sollte in weiteren Untersuchungen eine Kinetik des
Tryptophanstoffwechsels bei akut gestressten C57BL/6-Mausen durchgefihrt

werden.

Anders als bei BALB/c-Mausen konnten im chronischen Stressmodell bei
C57BL/6-Mausen keine Hinweise far einen aktivierten
Kynureninstoffwechselweg gefunden werden. Aufgrund dessen kdnnte vermutet
werden, dass chronisch gestresste C57BL/6-Mause keine Immunsuppression
entwickeln. Dies musste in weiteren Experimenten Uberprift werden. Dazu
kdnnten die ex vivo Zytokininduzierbarkeit von Milzzellen chronisch gestresster

C57BL/6-Mause sowie verschiedene Infektionsmodelle untersucht werden.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass mausstammspezifische Unterschiede
bezlglich der Aktivierung des Kynureninstoffwechsels und der nachfolgenden
Konsequenzen bestehen. Es konnte gezeigt werden, dass das akute
Stressmodell in beiden Mausstdmmen eine Darmbarrierestérung mit erhdhter
Permeabilitdt verursacht, da eine bakterielle Translokation in die mesenterialen
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Lymphknoten von gestressten BALB/c- und C57BL/6-Mausen nachgewiesen
wurde. Die bei chronisch gestressten BALB/c-Mausen nachgewiesene
Immunsuppression sowie die Entwicklung des depressionsahnlichen Verhaltens
werden auf diese stressbedingte Darmbarrierestérung mit nachfolgender
bakterieller Translokation und systemischer IDO1-Aktivierung zuriickgefiihrt .
Aufgrund ihrer TH1-dominanten Immunantwort verfligen C57BL/6-Mause
moglicherweise Uber effektivere lokale Abwehrmechanismen im Bereich des
Darmes, durch die eine stressbedingte bakterielle Translokation schneller
kontrolliert werden kann. Das wiederum kénnte zu einer geringeren
systemischen IDO1-Induktion bei C57BL/6-Mausen flhren, was den kirzer
andauernden Tryptophanabbau Uber den Kynureninweg erklaren kdnnte.

In  weiteren Untersuchungen sollten die Mechanismen, die zu einer
stressbedingten IDO1-Aktivierung fuhren aufgeklart und auf stammspezifische
Unterschiede Uberprift werden.

Mit den C57BL/6-Mausen wurde ein weiterer Mausstamm im akuten und
chronischen Stressmodell unserer Arbeitsgruppe untersucht. Es konnte erneut
gezeigt werden, dass der genetische Hintergrund die Stressanfalligkeit
beeinflusst.

In Bezug auf Patienten kénnen somit verschiedene Stressbewaltigungstypen
erklart werden. In Abhé&ngigkeit der individuellen Ressourcen unterscheiden
sich die stressbedingten Konsequenzen hinsichtlich der Gesundheit von Patient
zu Patient. So werden z. B. bei einem Patienten durch Stress vor allem
kardiovaskulare Erkrankungen verursacht, wahrend ein anderer Patient eher
psychische Stérungen und eine Immunschwéache entwickelt. Fir den klinischen
Alltag kénnte dies bedeuten, individuelle Therapiekonzepte flir die Patienten zu
entwickeln, um eine gréBtmogliche Stressreduktion zu erreichen und damit die

Wiederherstellung der Gesundheit zu verbessern.
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6. Zusammenfassung

1. Chronischer psychischer Stress, der durch die wiederholte Kombination
von akustischem und Immobilisationsstress erzeugt wurde, flhrt bei
BALB/c-Mausen zu einer Immunsuppression. Im Verlauf der chronischen
Stressbehandlung zeigen BALB/c-Mause auBerdem ein reduziertes
Erkundungsverhalten sowie verminderten Kontakt zu den Artgenossen,
was einem depressionsdhnlichen  Verhalten  entspricht.  Die
Immunsuppression und die Verhaltensdanderungen werden auf eine
stressbedingte Darmbarrierestérung mit bakterieller Translokation und

systemischer IDO1-Aktivierung zurlckgefinhrt.

2. Um zu prufen, ob die beobachteten Veranderungen
mausstammspezifische Stresseffekte darstellen, wurden C57BL/6- und
BALB/c-Mause, die generelle Unterschiede in der Qualitat ihrer
Immunantwort aufweisen, in einer einzelnen Stresssitzung (akutes
Stressmodell) oder in neun aufeinanderfolgenden Stresssitzungen
(chronisches Stressmodell) verglichen.

3. Nach akuter Stressexposition kam es, ebenso wie bei BALB/c-Mausen,
bei C57BL/6-Mausen zu einer bakteriellen Translokation in die
mesenterialen Lymphknoten, womit auch bei C57BL/6-Mausen eine
stressbedingte Schadigung der Darmbarriere aufzutreten scheint.

4. Eine systemische IDO1-Aktivierung infolge bakterieller Translokation
erfolgte im akuten Stressmodell unabh&ngig vom Mausstamm. Allerdings
hielt der Tryptophanabbau entlang des Kynureninweges in C57BL/6-
Mausen kurzer an als in BALB/c-Mausen. Im chronischen Stressmodell
war nur bei BALB/c-Mausen ein aktivierter Kynureninstoffwechsel

messbar.

5. Da keine Hinweise auf einen aktivierten Tryptophanabbau in chronisch
gestressten C57BL/6-Mausen gefunden wurden, kann vermutet werden,

dass diese Mause keine Immunsuppression entwickeln.

6. Desweiteren kdnnten damit die unterschiedlichen Verhaltensédnderungen
wéahrend chronischer Stressexposition erklart werden. Die Entwicklung
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eines depressionsdhnlichen Verhaltens im Verlauf des chronischen
Stressmodells wurde nur bei BALB/c-Mausen aber nicht bei C57BL/6-
Mausen beobachtet. Bei chronisch gestressten C57BL/6-Mausen wurde
jedoch eine deutlich vermehrte Kot- und Urinabgabe nachgewiesen, was
auf eine durch den Sympathikus getriebene Pathologie der Stressantwort
bei diesen Mausen hindeuten kdnnte.

. Eine stressbedingte Aktivierung der HPA-Achse, gekennzeichnet durch
ansteigende Plasmakortikosteronspiegel sowie durch eine periphere
Leuko- und Lymphozytopenie, konnte bei beiden Mausstdmmen sowohl

im akuten als auch im chronischen Stressmodell nachgewiesen werden.

. Wahrend der akuten Stressantwort eine aktivierende Funktion bezliglich
des Organismus zukommt, die meist keine gefahrlichen Auswirkungen
hinterlasst, kann eine chronische Stressexposition hingegen das
Individuum schadigen. Dass sich dabei die stressbedingten
Konsequenzen zwischen verschiedenen Individuen unterscheiden,
konnte durch die vergleichenden Untersuchungen von BALB/c- und
C57BL/6-Mausen gezeigt werden.
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