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Abkirzungsverzeichnis

1. Abkurzungsverzeichnis

1-MT 1-Methyl-Tryptophan

S5-HT 5-Hydroxytryptamin

ACTH Adrenocorticotropic hormone

AK Antikorper

AR Adrenozeptor

ATP Adenosintriphosphat

BNST Nucleus interstitialis striae terminalis

CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanosin

CRF Corticotropin releasing factor

DBH Dopamin-beta-Hydroxylase

DNA Deoxyribonucleic acid

DNBS Di-nitrobenzensulfonséure

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

GABA y-Amino-Buttersaure

GALT gut associated lymphoreticular tissue

GC Glukokortikoide

GITR Glukokortikoid-induzierter Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptor

HPA-Achse Hypothalamic-pituitary-adrenal axis, Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse

IDO Indolamin 2,3-Dioxygenase

IFNy Interferon gamma

[o} Immunglobulin

IL Interleukin

i. p. intraperitoneal

KG Kdrpergewicht

Kyn-Trp-Quotient
LC

LPS

NA

NaCl

NAD"*

NF-kB

Kynurenin-Tryptophan-Quotient
Locus coeruleus
Lipopolysaccharid

Noradrenalin

Natriumchlorid
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nukle&rer Faktor-kappaB
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NGF
PAMP
PBS

PVN

S. C.

SNS

TDO

TGF
TH1-Zelle
TH2-Zelle
TNF
TSLP
TUNEL
WHO

Nerve growth factor
Pathogen-associated molecular pattern
Phosphate-buffered saline
Nucleus paraventricularis
subkutan

Sympathisches Nervensystem
Tryptophan 2,3-Dioxygenase
Transforming growth factor
Typl-T-Helferzelle
Typ2-T-Helferzelle
Tumornekrosefaktor

Thymic stromal lymphopoetin

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling

World Health Organisation


http://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase

Einleitung

2. Einleitung

2.1 Definition von Stress und Stressverarbeitungssystemen

Unter physiologischen Bedingungen ist ein Organismus an die ihn aktuell
umgebenden Umweltfaktoren angepasst. Metabolische, neuroendokrine und
psychische Regulationskreise sind ausbalanciert und befinden sich in einem
Gleichgewicht. Alle Lebewesen haben Mechanismen entwickelt, um auf molekularer,
zellularer, physiologischer und verhaltensbiologischer Ebene die Homb6ostase
engmaschig zu kontrollieren und regulieren @), @), @) @) ), ), (7)- Als Stress gilt jede
Form der Stérung dieser Homodostase ) und bereits 1936 definierte Hans Selye ein
Konzept der Anpassung eines Organismus an eine veranderte Umwelt als ,generelles
Adaptationsyndrom® (). Heute verwendet man als Bezeichnung fur diese Adaptation
den Begriff der ,Allostase” (2), (3).

Die adaptive Antwort auf einen Stressor hangt maf3geblich von dessen Dauer, Starke
und Qualitat (physisch/psychisch) als auch von der Konstitution des dem Stressor
ausgesetzten Organismus ab o), (1), (12). Hitze, Kalte, Anoxie, Hypoglykamie etc.
werden als physische, Angst, Panik, Frustration etc. als psychische Stressoren
gewertet 1. Anfang des 19. Jahrhunderts zeigte Cannon erstmals, dass sowohl
physikalische als auch  emotionale  Stressoren  dieselben  adaptiven
Stressmechanismen aktivieren (13. Heute wissen wir sogar, dass psychische
Stressoren zu den potentesten Aktivatoren der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse (HPA-Achse) gehdren @4, @s. Grundsatzlich haben alle
adaptiven Mechanismen die Aufgabe, den Organismus an die veranderte Umwelt
anzupassen, um besser auf einen erneuten Stressor zu reagieren. In diesem Sinne
kommt es zu einer Aktivierung des sympathischen Nervensystems (SNS) und der
HPA-Achse. Diese Aktivierung fuhrt zu verhaltensbiologischen Veranderungen, wie
z.B. einer erhdhten Aufmerksamkeit und stressinduzierten Analgesie, zur
metabolischen Anpassung, die z.B. die Bereitstellung von Energiereserven aus den
Speichern in die Blutbahn beinhaltet und zu entsprechenden kardiovaskularen
Anpassungen. Das Immunsystem wird aktiviert, um potentiell eindringende Erreger zu

eliminieren (¢), 17), (18)-
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Die Wahrnehmung der Stressoren findet auf verschiedenen Ebenen statt. Im
phylogenetisch altesten und wissenschaftshistorisch am langsten bekannten System,
dem autonomen Nervensystem, findet die unbewusste Aktivierung der sogenannten
Jfight or flight® Reaktion statt (s. Abschnitt 2.2.1). Im limbischen System wird dem
Reiz, ebenfalls unbewusst, zusatzlich eine emotionale Komponente beigemessen (),
@), (0» (21 In hoheren Organismen findet im Neokortex letztlich eine kognitive
Bewertung des Erlebten, in Abhangigkeit zuvor erfahrener Stresssituationen, statt (),
©0), (21)- Deshalb ruft nicht jeder Stressor bei jedem Individuum die gleichen adaptiven
Mechanismen hervor, obwohl eine gewisse stereotype Konsistenz in der Reaktion, die
Organismen auf Stress zeigen, herrscht, Diese Unterschiede scheinen eng mit der
genetischen Konstitution und sogenannten ,early-life-experiences”
zusammenzuhangen (), 23), (24), (25), (26)- Bereits 1967 demonstrierten Levine et al.,
dass maternale Deprivation bei Ratten langdauernde Effekte auf die Funktion der
HPA-Achse hat (14). Valles et al. zeigten, dass sogar einzelne akute Stressepisoden in
der postnatalen Episode bei Ratten wochenlangen Einfluss auf die HPA-Achse haben
en. Das heil3t, einmal erlebte Stresserfahrungen beeinflussen die Stressreaktion eines
Individuums langfristig.

Eine wichtige Grenze muss zwischen akutem und chronischem Stress gezogen
werden. So ist nicht jede Art von Stress per se als negativ zu betrachten. Ein akuter
Stressor, dem das Individuum flr kurze Zeit ausgesetzt ist (Sekunden/Minuten), kann
Ausdifferenzierung und Wachstum fordern und steigert die physiologischen und
verhaltensbedingten Kompetenzen, die es dem Organismus erlauben, besser auf die
nachste Stressexposition zu reagieren (), (20. Uberschreitet der Stress ein kritisches
Mal} an Qualitdt oder Quantitat oder sind die Stress verarbeitenden Systeme des
Organismus nicht voll funktionsfahig oder erschopft, kommt es zur Dekompensation
der ,adaptiven Stresssysteme® (g), (30). Als Folge dessen fuhrt chronischer Stress
(Tage bis Wochen) zu schwerwiegenderen funktionellen Veranderungen des
Immunsystems, Metabolismus und Verhaltens (), @1y, 32, was im Folgenden
detaillierter erklart wird.

Es wurde mehrfach von unserer Gruppe und von anderen gezeigt, dass es zu einer
anhaltenden Erhéhung der Glucocorticoid (GC)-Konzentrationen  wahrend
chronischem Stress kommt (s3), (34), (35), (36), (37), (38). Zusatzlich ist weitlaufig bekannt,
dass eine lang anhaltende Aktivierung der HPA-Achse immunsuppressiv wirkt (29), (39).

Die Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF oder IFNy, wird

-4 -



Einleitung

gehemmt (20), (40), (41), (42), die der antiinflammatorischen wie Interleukin- (IL) 10 bleibt
unverandert oder wird sogar gefordert (o), o), @1, @42. Zusatzlich wurde als
Konsequenz erhohter GC beschrieben, dass es zu einem Verlust immunkompetenter
Zellen, wie Lymphozyten, Makrophagen und NK-Zellen durch Apoptose kommt und
dass Lymphozyten anerg und damit funktionsunfahig werden o), 1), (42), (43), (44)-

Das zweite wichtige Stress-Adaptationssystem ist das SNS. Die dauerhafte
Aktivierung des sympathischen Nervensystems fuhrt zu einer Erhdhung der -
Adrenozeptorendichte (AR) auf Zellen des Immunsystems sy mit einer daraufhin
verstarkten antiinflammatorischen Konditionierung. In der Summe kommt es dadurch
zu einer erhohten Anfalligkeit fur Infektionen (ag), (46).

Durch Veranderungen im Metabolismus wird die Entstehung von Diabetes mellitus,
Dyslipidamie und kardiovaskularen Krankheiten befordert (7, s). Aber auch
psychiatrische Krankheiten wie Depression, Angst- und Panikstorungen oder Anorexia
nervosa werden mit chronischen Stresszustanden in Verbindung gebracht (21), (9), (50),
1), worauf in dieser Arbeit nicht detaillierter eingegangen werden soll.

Die Fille der aufgelisteten Krankheitszustande macht eindrucksvoll deutlich, warum
die Weltgesundheitsorganisation (WHO) Stress als eine der grof3ten
Gesundheitsgefahren unserer Zeit einstuft, und die Auseinandersetzung mit diesem

Thema umso wichtiger erscheinen Iasst (sy).

2.2 Die Rolle des Neuroendokrinums im Stress

Bestandteil des Neuroendokrinums sind alle Zellen und Organe, die an der Produktion
und Sekretion von Hormonen und Transmittern beteiligt sind. Die Regulation der
Stressantwort beruht auf multidirektionalen immuno-neuro-endokrinen Interaktionen.
Das autonome Nervensystem und die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse (HPA-Achse) sind dabei die wichtigsten Regulationssyteme, die sowohl
untereinander als auch mit dem Immunsystem, dem zentralen Nervensystem,
anderen neuroendokrinen Organen und dem kardio-vaskularen System afferent und

efferent vernetzt sind (3, ), ©), @), 3)-
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2.2.1 Autonomes Nervensystem

Das autonome Nervensytem setzt sich aus dem Sympathikus und dem
Parasympathikus zusammen. Akuter Stress aktiviert initial den Sympathikus, noch vor
der HPA-Achse. Die zentrale Aktivierung des Sympathikus wird Uber den Locus
coeruleus im Hirnstamm vermittelt, der unter Kontrolle des Nucleus tractus solitarius
vermehrt Noradrenalin (NA) auschttet 4. Uber die sympathischen Nerven und das
Nebennierenmark vermittelt der Sympathikus seine Effekte in der Peripherie. Die
sympathischen Fasern ziehen vom Ruckenmark in die Paravertebralganglien, in
denen sie Uuber den Neurotransmitter Acetylcholin auf das zweite Neuron
umgeschaltet werden (ss. Dieses zweite Neuron innerviert dann Uber NA, oder
seltener Uber Adrenalin, zusammen mit dem synergistisch wirkenden Neuropeptid Y
die entsprechenden Zielorgane. Das Nebennierenmark stellt ein Paraganglion dar, in
dem das zweite Neuron durch eine neuroendokrine Zelle repréasentiert wird, die
Adrenalin, und in geringeren Mengen auch NA, direkt ins Blut ausschutten kann (ss).
Synthetisiert werden die Katecholamine aus der essentiellen Aminosaure Tyrosin (sg).
Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Synthese ist die Reaktion von Tyrosin
zu Dihydroxyphenylalanin (DOPA), die durch die Tyrosinhydroxylase vermittelt wird.
DOPA wird zu Dopamin umgewandelt, welches durch aktiven Transport in die
Speichervesikel der Synapse geschleust wird sg. Dort erst wird Dopamin zu NA
umgewandelt und bei Aktivierung in den synaptischen Spalt ausgeschuttet. In den
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarkes kann NA zuséatzlich noch zu Adrenalin
umgewandelt werden (). Die Aktivierung des Sympathikus ist normalerweise nur
transient und beginnt sehr schnell. Durch raschen Abbau der Katecholamine im
synaptischen Spalt oder Wiederaufnahme in das prasynaptische Neuron wird sie auch
schnell wieder beendet s, 7). Abgebaut werden die Katecholamine durch die
Katechol-O-Methyltransferase und Monoaminooxidasen sg). Durch die Aktivierung des
Sympathikus soll der Organismus in die Lage versetzt werden, sich an die
Stresssituation anzupassen. Es kommt zu einer erhdéhten Leistungsbereitschaft und
I6st im Organismus die sogenannte ,fight or flight‘-Reaktion aus. In der Folge kommt
es zu einer erhohten kardiovaskularen und respiratorischen Funktion, Steigerung des
Muskeltonus der glatten Muskulatur und verminderten Durchblutung des Magen-

Darm-Traktes, einer Aktivierung des Stoffwechsels im Sinne einer Bereitstellung von
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Glukose und zu einer Beeinflussung peripherer Immunzellen g, (sq), 60)- Ubermittelt
werden diese Effekte der Katecholamine uber Bindung an a-Adrenozeptoren (AR) (a1,
a2) und B-AR (B1 — B3) 8), 61): (62), (63)- Auf verschiedenen Geweben kommen hierbei
unterschiedliche Expressionsmuster der Rezeptoren vor (sg. a1-AR kommen
hauptsachlich an Gefallen vor. a2-AR befinden sich besonders pra- und post-
synaptisch auf Neuronen des zentralen und vegetativen Nervensystems. B1-AR
werden Uberwiegend am Herzen, aber auch an den Speicheldrisen, der Niere und
dem zerebralen Kortex exprimiert. 2-AR befinden sich hauptsachlich in der Lunge
und auf Immunzellen. Im Fettgewebe schlief3lich kommen nur 3-AR vor. Tabelle 2.1
zeigt eine Ubersicht der systemischen Wirkungen des Sympathikus in Abh&ngigkeit
der entsprechenden Rezeptor-Subtypen.

Alle primaren (Thymus, Knochenmark) und sekundaren (Milz, Lymphknoten)
lymphatischen Organe werden stark sympathisch innerviert @), 65. Hierdurch ist eine
spezifische und lokale Beeinflussung der Aktivitat einzelner Immunzellen
gewabhrleistet. Einfluss nehmen Katecholamine dabei unter anderem auf die
Lymphozytenzirkulation (6, @), (67, die Ty-Zelldifferenzierung @ und die
Ausschittung von Zytokinen und Hormonen (g9 aus den verschiedenen
Effektorzellen.

Ebenso findet eine direkte Kommunikation vom Immunsystem zum Nervensystem
statt. Auf zentralen und peripheren Nerven findet man Rezeptoren fur Zytokine, tUber
die die periphere Immunantwort Einfluss auf das zentrale und periphere
Nervensystem nimmt. Dieses wiederum reagiert daraufhin mit der Ausschittung von
Neurotransmittern zur Regulation des Immunsystems. So kdnnen z.B. IL-1, IL-6 und
TNFa das sympathische Nervensystem und die HPA-Achse aktivieren (), (71). Der
Einfluss von Katecholaminen auf die Ty-Antwort beschrénkt sich auf Ty-1 Zellen, da
auf der Oberflache von Ty-2 Zellen keine AR exprimiert werden (7. Indem
Katecholamine die Produktion von IFNy, und IL-2 in Tyl-Zellen hemmen, wirken sie
immunsuppressiv (73, (74). Da die Ty2-Zellen nicht beeinflusst werden, tberwiegt somit
die antiinflammatorische Komponente. Uber a-AR wirkt der Sympathikus auf die
meisten Immunzellen aktivierend (s, (62, (3, 2Z.B. indem Monozyten und
Makrophagen zur Phagozytose und Ausschittung von proinflammatorischen
Zytokinen wie IL-12 angeregt werden sg), (62), (63). Dies spielt besonders in der lokalen
Immunantwort eine Rolle. Uber B-AR wird eher ein inhibitorischer Effekt auf

immunkompetente Zellen vermittelt. So wird z.B. die T-Zellproliferation und
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Ausschttung proinflammatorischer Zytokine gehemmt. Gleichzeitig wird die Synthese
antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 in T-Zellen gesteigert (sg), (s9), (61), (62)s (63)s (75)-
Da insgesamt vermehrt B-AR auf Immunzellen vorhanden sind, Uberwiegen die

inhibitorischen, Sympathikus vermittelten Effekte die aktivierenden (), 76), (77), (78)-

Organ Wirkung AR
BlutgefaRe:
Haut, Schleimhaut Vasokonstriktion af
Koronarien Vasokonstriktion af
Vasodilatation B2
Skelettmuskeln Vasokonstriktion af
Vasodilatation B2
Gehirn Vasokonstriktion af
Magen- Darm- Trakt Vasokonstriktion al/2
Niere Vasokonstriktion af
Venen Vasokonstriktion af
Muskulatur:
Herz:
Frequenz steigt B1
Inotropie steigt B1
Bronchien Erschlaffung B2
Intestinaltrakt Erschlaffung a2, B2
Sphinkteren des Intestinaltraktes |Kontraktion al
Detrusor vesicae Erschlaffung B2
Sphinkter vesicae Kontraktion al
M. dilatator pupillae Mydriasis af
Metabolismus:
Leber Glykogenolyse 1 B2
Gluconeogenese t B2
Fettzellen Lipolyse 1 B2
quergestreifte Muskulatur Glykogenolyse 1 B2
Pankreas Insulinsekretion | a2
Insulinsekretion 1 B2
Immunsystem:
Ty-1 Zellen Immunsuppression:
IFNy + IL-2 |,
T-Zellproliferation |
IL-10 1 B2
Ty-2 Zellen kein Effekt -
NK-Zellen Immunsuppression: IFNy | |B2
Monozyten/Makrophagen lokale Immunaktivierung:
TNFa + IL-12 1 a2
Neutrophile Phagozytenaktivitat | B2
Tabelle 2.1

Effekte der Sympathikusaktivierung an verschiedenen Organen und Geweben in Abhéangigkeit der
verschiedenen Adrenozeptor-Subtypen (modifiziert nach (zg), (72, Mit ©s), 62 63 (730 (74) (80));
AR=Adrenozeptor, IFNy=Interferon-gamma, TNFo=Tumor-Nekrose-Faktor alpha, IL=Interleukin,  NK-
Zelle=Natdrliche Killer Zelle, Tw-Zelle=T-Helfer Zelle
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Anders als im Metabolismus und bei kardio-pulmonalen Prozessen, bei denen
Sympathikus und Parasympathikus antagonistische Wirkung zeigen (1), wirken sie auf
das Immunsystem synergistisch hemmend. Uber die Bindung an a7-Acetylcholin-
Rezeptoren hemmt der Parasympathikus die Ausschuttung von TNF in
Gewebsmakrophagen (s, (82 und verhindert die Leukozytenmigration in
Entziindungsgebiete 3. Somit erzeugt er ein lokal antiinflammatorisches Milieu und

wirkt immunsuppressiv.

Um die verschiedenen Effekte des Sympathikus genauer zu untersuchen, bedarf es
Methoden zur gezielten Aktivierung bzw. Hemmung des sympathischen
Nervensystems. Die oben beschriebene Anatomie und Physiologie machen deutlich,
dass sich zur Intervention vielfaltige Angriffspunkte anbieten. So kdnnen selektiv die
a-AR oder B-AR, die Nebenniere oder die sympathischen Nervenfasern und zentrale
oder periphere Strukturen gehemmt oder aktiviert werden. Grundlegend kann
zwischen chirurgischen, chemischen, immunologischen und genetischen Methoden
unterschieden werden.

Als erster fuhrte Cannon 1929 eine chirurgische Sympathektomie zur Untersuchung
der Rolle des Sympathikus im Stress durch (13. Damals dauerte die komplette
Ablation 6 Monate. Dies macht deutlich, wie aufwendig diese Methode besonders in
kleinen Tieren wie Nagern ist, wenn man eine komplette Sympathektomie
herbeifihren will. Ein gutes Anwendungsgebiet dieser Methode ist die selektive
Denervierung einzelner Organe oder Gewebe.

Bei den immunologischen Methoden werden zwei unterschiedliche Prinzipien
angewendet. Bei der sogenannten Immunosympathektomie wird bei frisch geborenen
Tieren durch Applikation von Antikérpern (AK) gegen zentrale Strukturen des
Nervenwachstums, wie z.B. nerve-growth-factor (NGF), eine physiologische
Entwicklung des sympathischen Nervensystems verhindert @), @s), (s6)-

Bei der immunotoxischen Sympathektomie richten sich die AK gegen Strukturen der
ausdifferenzierten Nervenfaser z.B. die Dopamin-beta-Hydroxylase und sind
zusatzlich an Zellgifte wie Saporin gekoppelt 7), (ss), (89), (90)- Hiermit kann auch bei
adulten Tieren eine komplette Zerstérung der sympathischen Fasern erreicht werden
1. Bei dieser sehr heterogenen Gruppe von Wirkstoffen gibt es abhéngig von der
gewéhlten Zielstruktur des AK vielfaltige Vor- und Nachteile, die hier nicht naher

behandelt werden sollen.
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Mit Hilfe von genetischen Methoden kdnnen in transgenen Méausen uber die Deletion
von neurotrophen Faktoren, ihren Rezeptoren oder Enzymen, die an der Produktion
von Neurotransmittern beteiligt sind, besonders deren Rolle in der Entwicklung des
Nervensystems untersucht werden (gz).

Die chemische Sympathikolyse stellt aufgrund der Vielzahl einsetzbarer Stoffe und der
leichten Handhabbarkeit vermutlich die am weitesten verbreitete Methode dar. So
konnen mit Hilfe von selektiven AR-Antagonisten die Funktion einzelner
Rezeptorgruppen auf verschiedene Organe oder Gewebe untersucht werden. Ein
Vorteil hierbei gegeniber all den zuvor beschriebenen Verfahren ist, dass mit Hilfe
von AR-Agonisten auch eine Wiederaktivierung des Sympathikus méglich ist. Andere
weit verbreitete Medikamente wie 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) und Guanethidin
zerstoren post-ganglionare Strukturen (gs), (94), Ohne dabei andere NA-produzierende
Zellen wie z.B. die chromaffinen Zellen im Nebennierenmark (gs), (94) ZU beeinflussen.
Das in dieser Arbeit verwendete Reserpin depletiert den NA-Gehalt in allen
neuronalen und nicht-neuronalen Zellen sowohl peripher als auch zentral: d.h. in der
Nebenniere (g6), (97), den Paraganglien (gg), den sympathischen Nervenendigungen (gg),
00), IN Arterien @01y, im Dunndarm (102 und in einigen Regionen des Gehirns (103), (104),
aos), (106). Reserpin ist ein pentazyklisches Indolalkaloid der Schlangenwurzel
Rauwolfia serpentina, das Uber die indische Heilkunst Eingang in die westliche
Medizin fand. Zunachst als hochpotentes Neuroleptikum in der Therapie der
Schizophrenie eingesetzt, erlangte es wenig spater besonders als Antihypertonikum
groRe Bedeutung (107. Nachdem es Ende der 1970er Jahre weitgehend durch neue,
bessere Medikamente ersetzt worden war (10g), verlor es seine klinische Bedeutung
und wird heute hauptsachlich in der neurochemischen Forschung eingesetzt.

Mit einem Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten von 3,3 handelt es sich um eine
stark lipophile Substanz (i09), die leicht in Zellen und durch die Bluthirnschranke
penetriert. In der Zelle bindet es irreversible an die ATP/Mg*™-Pumpe auf den
Speichervesikeln der Monoamine und hemmt diese @10, (111. Dadurch kdnnen keine
Protonen mehr in die Vesikel gepumpt werden und basische Substanzen wie
Noradrenalin, Adrenalin, Dopamin und Serotonin werden intravesikular nicht mehr
protoniert und kénnen nicht mehr als Salze in den Vesikeln gespeichert werden (107).
Initial kommt es nach der Bindung des Reserpins zu einer Ausschittung der
Monoamine in den Blutkreislauf und erst in der Folge zu einer messbaren Depletion.

Die Halbwertszeiten von Reserpin werden im Menschen mit bis zu 270 Stunden
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angegeben (112. Maximale Konzentrationen werden aber schon nach 1 - 2 Stunden
erreicht. Da die Bindung des Reserpins an die Mg*™*-ATPase irreversibel ist, bedarf es
nur relativ geringer Mengen des Medikamentes, um die Speicherung von grof3en
Mengen an Monoaminen zu verhindern. Dartber hinaus tUberdauert die Wirkung von
Reserpin durch die irreversible Bindung den im Gewebe messbaren
Konzentrationsabfall.

Die Wirkung von Reserpin kann in eine zentrale und eine periphere Komponente
unterteilt werden. Die zentrale Komponente beruht auf dem Mangel an Serotonin und
Dopamin im zentralen Nervensystem, der die antipsychotische Wirkung erklart. Aber
auch zwei der Hauptnebenwirkungen konnen auf den Mangel dieser beiden
Botenstoffe zurtickgefuihrt werden. So fuhrt gerade die langfristige und hochdosierte
Gabe von Reserpin durch den Mangel an Dopamin und Serotonin zu
extrapyramidalmotorischen Stérungen, Parkinsonismus und Depressionen bis hin zu
Suizidalitat.

Die periphere Wirkung beruht Uberwiegend auf der Depletion des sympathischen
Neurotransmitters NA, der zu einer Senkung der Herzfrequenz und Uber
Vasodilatation zur Senkung des Blutdrucks fuhrt. Durch diese Beeinflussung der
Hamodynamik verandert sich die Verteilung des Blutes auf die verschiedenen Organe.
Relativ gesehen verringert sich der Anteil des Herzminutenvolumens im Herz und der
Milz, der Magen-Darm-Trakt hingegen wird starker durchblutet (113).

Obwohl hinreichend viele Arbeiten den Einfluss des Sympathikus auf das
Immunsystem zeigen, sind die direkten Effekte einer Reserpinbehandlung auf das
Immunsystem wenig untersucht. Unter anderem konnte gezeigt werden, dass ein
LPS-induzierter TNFa Anstieg im Plasma von Mausen nach einer Reserpin-
vermittelten NA-Depletion signifikant starker ausfallt (114).

Die cholinerge Signalubertragung wird durch Reserpin nicht beeinflusst, da
Acetylcholin einen eigenen Transporter auf Speichervesikeln besitzt. In der Folge
Uberwiegt relativ gesehen die Aktivitat des Parasympathikus, die zu weiteren
Nebenwirkungen der Reserpinbehandlung fihren kann (Pupillenverengung, Libido-
und Potenzverlust, Durchfall, Magen- und Duodenalulzera) (g).

Anders als mit Medikamenten, die gezielt an einzelnen AR angreifen oder
chirurgischen Methoden wie der Adrenektomie, bei der die sympathischen Fasern
unbeeinflusst bleiben, kann mittels Reserpin, das eine Depletion von NA und

Adrenalin in allen neuronalen Zellen hervorruft, eine globale, sympathische
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Denervierung hergestellt werden. Bei den therapeutisch und experimentell
verwendeten Dosen (is), (16), (117), (@18) (119), (120), (121), (122) Kann allerdings kein
kompletter Verlust der Neurotransmitter erreicht werden, sodass nur von einer
partiellen Sympathikolyse auszugehen ist. Mittels einer solchen partiellen
Sympathikolyse kann die Rolle des Sympathikus im Stress genauer untersucht
werden und wurde deshalb als Methode der Wahl in den in dieser Arbeit

beschriebenen Experimenten verwendet.

2.2.2 HPA-Achse

Als zweites wichtiges Transmittersystem wird im Stress neben dem sympathischen
Nervensystems die HPA-Achse aktiviert. Uber die HPA-Achse wird die Ausschuttung
von Glucocorticoiden (GC) aus der Zona fasciculata der Nebennierenrinde vermittelt
123), (124), (125)- Beim Menschen ist das Hauptglucocorticoid Cortisol, bei Nagern ist es
Corticosteron ), (126)- Reguliert wird dies durch die Sekretion von Corticotropin-
Releasing-Factor (CRF) aus dem Nucleus paraventricularis und suprachiasmaticus im
Hypothalamus (20), o), (27, (28). Aktivierende Stimuli hierfir sind neben
Neurotransmittern aus anderen Gehirnregionen (), @29 U.a. proinflammatorische
Zytokine wie TNF, IL-6 und IL-1 (), @27), @28y Serotonin (127), Acetylcholin und
Katecholamine (20), (128). Als ein Beispiel, wie eine proinflammatorische Immunantwort
die HPA-Achse stimulieren kann, wurde gezeigt, dass z.B. die Injektion von
Lipopolysacchariden (LPS) Uber die Aktivierung von Zytokinen zu einem Anstieg der
GC im Plasma fuhrt (7o), (130), (131), (132), (133)-

Uber einen Venenplexus erreicht CRF die Adenohypophyse, wo es (iber CRF1-
Rezeptoren die Ausschittung von adrenocorticotropem Hormon (ACTH) hervorruft.
Dieses gelangt Uber den peripheren Blutkreislauf zur Nebennierenrinde, wo es sowohl
die Bildung als auch Ausschittung von GC bewirkt (127), 129). Uber einen Feed-back-
loop hemmen GC die HPA-Achse auf allen Ebenen, d.h. Hypothalamus, Hypophyse
und Nebenniere u.a. durch Herunterregulierung der Genexpression von CRF und
ACTH die eigene Produktion (i24), (125), (134), (135). Auf zellularer Ebene binden GC vor

allem an die in allen Zellen des Organismus vorhandenen intrazellularen GC-
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Rezeptoren (136), (137), (138), (139). Die dabei entstehenden Komplexe nehmen im Zellkern
Uber Promotoren Einfluss auf die Transkription. Somit haben sie Einfluss auf den
Wasser- und Elektrolythaushalt, das Herzkreislaufsystem, das Nervensystem und das
Immunsystem: Sie wirken antiinflammatorisch, immunsuppressiv und pro-apoptotisch.
Bei langfristig erhdohten GC reagieren besonders Lymphozyten und deren
Vorlauferzellen im Thymus sehr sensitiv und gehen vermehrt in Apoptose (as), 3), (140),
aan. So fuhrt chronische Stressexposition, die klassischerweise mit dauerhaft
erhohten GC-Plasmaspiegeln assoziert ist, zu einer deutlichen Leuko- und
Lymphozytopenie (s3), (142).

Aber auch bei akuter Stressexposition kommt es zu einem Anstieg der GC, der mit
einem Abfall der Leuko- und Lymphozyten assoziiert ist (143), (144), (145. Allerdings wird
hierfir nicht die Apoptose immunkompetenter Zellen, sondern die Umverteilung
aktivierter Immunzellen (Lymphozyten, NK-Zellen, Granulozyten) aus dem Blut in die
Haut, lokale Lymphknoten und den Darm verantwortlich gemacht ). Somit bereitet
sich das Immunsystem darauf vor, potentiell eindringende Erreger schnell und effizient
zu eliminieren (3), (16), (20), (66), (146). Dies ist vor dem Hintergrund, dass evolutionar
betrachtet in Stresssituation, wie Flucht oder Kampf, die Gefahr sich zu verletzen
erhoht war, gut nachvollziehbar. Aufgrund dieses schon seit Jahrzehnten bekannten
reziproken Zusammenhanges von GC und der Anzahl der zirkulierenden Leuko- und
Lymphozyten, wird das Zahlen der Leuko- und Lymphozyten im peripheren Blut gerne
als kostengunstiger und leicht handhabbarer Parameter zum Nachweis einer
stattgehabten Stressexposition z.B. bei Schlachttieren verwandt (143. Wie im
vorherigen Abschnitt bereits dargestellt, nimmt auch der Sympathikus Uber direkte
Synapsen Einfluss auf die Funktion immunkompetenter Zellen im Stress. Inwiefern
eine  Reserpin-vermittelte = Sympathikolyse Einfluss auf die Leuko- und
Lymphozytopenie als klassischen Stressparameter nimmt, ist nicht abschie3end
geklart.

Ingesamt betrachtet stellt die Reaktion der HPA-Achse auf Stress kein statisches,
sondern vielmehr ein dynamisches und plastisches System dar. So héngt die Starke
der HPA-Achsenantwort von verschiedenen Variablen wie z.B. dem zirkadianen und
ultradianen Rhythmus oder einer vorher stattgehabten Stresserfahrung ab (147), (14s),
149), @s0). Diesbeziglich wird zwischen homotypischen und heterotypischen
Stressoren unterschieden (149 Werden Mause nach mehreren Wochen erneut

demselben (homotypischen) Stressor ausgesetzt, zeigen sie eine verminderte
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Stressantwort. Ist der zweite Stressor hingegen ein anderer (heterotypischer), kommt
es zur vermehrten Ausschittung von Stresshormonen (o), (151), (152), (153, Was sogar
auf Ebene der mRNA z.B. von CRF in einzelnen Hirnregionen nachweisbar ist (5.
Das heifl3t, einzelne Stresserfahrungen scheinen einen modulativen Einfluss auf das
Gehirn zu haben. In die gleiche Richtung weisen Experimente, die zeigen, dass
besonders das limbische System reich an GC-Rezeptoren ist, und Stresserfahrungen
dariiber langanhaltenden Einfluss auf Verhalten und Psyche haben (iss), (155), (156)-
Einige Autoren bringen deshalb Krankheiten wie Panikstérungen oder post-
traumatische Belastungsstorungen in Zusammenhang mit einer Dysregulation der
HPA-Achsenantwort und ihrer modulativen Potenz (o1, @57, (@58, (59 Im
Zusammenhang mit Tierversuchen muss dieser Tatsache eine besondere Bedeutung
beigemessen werden, da somit jeder zuvor erlebte Stressor wie Transport, Injektionen
oder Raumwechsel Einfluss auf die Ergebnisse von Stressexperimenten nehmen

kann.

2.2.3 Interaktionen des Autonomen Nervensystems und der HPA-Achse

In ihrer Reaktion auf Stress interagieren das sympathische Nervensystem und die
HPA-Achse eng miteinander. Im Gehirn werden sowohl CRF als auch NA-positive
Neurone aktiviert, wenn ein Individuum Stress erfahrt. Schon langer ist bekannt, dass
NA und Adrenozeptor-Agonisten, die direkt ins Gehirn injiziert werden, die
elektrophysiologische Aktivitat von CRF-Neuronen verandern 160y und in der Folge zu
einem Anstieg von ACTH fihren. Anders herum fihrt auch die
intracerebroventrikulare Injektion von CRF zu einer erhdhten elektrophysiologischen
Aktivitat der noradrenergen Neuronen im Locus coeruleus (LC) und vermehrten
Ausschittung von NA (61), @e2. Der Nucleus paraventricularis (PVN) des
Hypothalamus gilt als zentraler Verschaltungsort humoraler und nervaler Signale der
beiden Systeme bei der Wahrnehmung von Stress (i63), (164). Die starke noradrenerge
Innervation des PVN zeigt, dass NA ein wichtiger Neurotransmitter flr die Modulation
dieses Kernes ist. Die Signale der noradrenergen Neuronen stammen zum grof3eren

Teil vom Nucleus tractus solitarius in der Medulla oblongata und zu einem kleineren
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Teil aus dem LC. Gerade in ungestressten Tieren scheint der LC eine untergeordnete
Rolle zu spielen (165), 166 Wahrend Stress hingegen nimmt der Anteil des LC an der
Gesamtmenge des ausgeschutteten NA im Gehirn deutlich zu, um maf3geblich an der
Aktivierung der HPA-Achse teilzuhaben (167). Aber auch viele andere Regionen des
Gehirns wie der Nucleus paragigantocellularis und Nucleus centralis der Amygdala,
der Hippocampus, die Stria terminalis und auch der Kortex scheinen bei der
Interaktion von CRF und NA eine Rolle zu spielen (ies), (169), (170)- SO kann z.B. durch
Mikroinjektionen eines a-Rezeptor-Antagonisten direkt in die Amygdala der durch
akuten Immobilisationsstress induzierte Anstieg von ACTH abgeschwécht werden
a7y. Ingesamt sind die anatomischen Verhaltnisse dieser beiden Systeme, trotz vieler
neuer Erkenntnisse, nicht vollstandig bekannt (17).

Auch auf3erhalb des Gehirns wird zunehmend die dynamische Interaktion und die
Plastizitat vom sympathischen Nervensystem und der HPA-Achse erkannt. So
beeinflussen GC langfristig die Sensitivitat von verschiedenen Geweben auf
Katecholamine durch Hochregulation von B-AR auf der Zelloberflache und der
intrazellularen cAMP-Aktivitdt, z.B. in glatten Muskel- und Epithelzellen des
Respirationstraktes und Lymphozyten in vivo und in Vitro us), @a73), (174), 17s), @a7e)- Die
Reaktivitat einzelner Gewebe kann dadurch Uber lange Zeitraume verandert werden.
Die Beobachtung, dass in Synoviazellkulturen von Patienten mit Rheumatoidarthritis
durch simultane Gabe von GC und NA die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen deutlicher gesenkt wird als bei Gabe nur eines der Hormone, deutet
ebenfalls den Synergismus der beiden Systeme an (177).

Auch bei der Reaktion des Darmes auf Stress spielen die beiden Systeme eine
zentrale Rolle. So beschreiben z.B. Jarillo-Luna und ihre Mitarbeiter den Einfluss der
HPA-Achse und des SNS auf den stressinduzierten Abfall des intestinalen IgA-
Spiegels (17s) und der intestinalen intraepithelialen Lymphozyten 7). Im Allgemeinen
kann davon ausgegangen werden, dass viele der durch psychischen Stress
verursachten entzindlichen und immunologischen Veranderungen des Darmes durch
die HPA-Achse und das autonome Nervensystem vermittelt werden (i179), (180), (181)
182), (183), (184 Dies spielt besonders in der Pathophysiologie von entziindlichen

Darmerkrankungen und im Verlauf septischer Geschehen eine zentrale Rolle.

- 15 -



Einleitung

2.3 Die Rolle des Darmes im Stress

In allen mukosalen Geweben trennt eine komplexe Zell- und Schleimschicht die
auRere Umwelt vom Organismus. Aufgrund der Anwesenheit von Speisebrei und
symbiontischen bzw. pathogenen Keimen sind die physikalischen, chemischen und
mikrobiellen Anforderungen an diese Barriere im Darm besonders intensiv. Um diesen
Anforderungen gerecht zu werden, hat der Korper ein spezialisiertes lymphatisches
Gewebe entwickelt (GALT — gut associated lymphoreticular tissue) (igs), (186). ES
umfasst den Waldeyer'schen Rachenring (Tonsillae palatinae und pharyngealis,
Zungenmandel), die Peyer'schen Plaques im Dunndarm und die Appendix
vermiformis.

Aufgebaut ist die Darmbarriere aus einer dicken mukésen Schleimschicht, einer
epithelialen Zellschicht und einer darunter liegenden nichtepithelialen mukosalen
Zellschicht (L. propria), in der sich der Grof3teil der Immunzellen, hauptséchlich
Leukozyten, befindet. Die hauptsachlich von der Epithelzellschicht sezernierte
Schleimschicht ist reich an antimikrobiellen Molekilen (IgA, Defensine, Lysozym, etc.)
und stellt somit eine wichtige immunologische aber auch physikalische Komponente
der intestinalen Barriere dar (1s7). Neben der Produktion der Hauptbestandteile der
Schleimschicht stellt das Epithel die eigentliche Barriere fir Keime und Toxine dar. Es
handelt sich um eine polarisierte Zellschicht. Eng miteinander Uber tight junctions
verbunden ist sie in der Lage, die trans- und parazellulare Permeabilitat
einzuschranken. Innerhalb dieses Epithels befinden sich Enterozyten, die zur
Resorption von Nahrstoffen befahigt sind, neuroendokrine Zellen fiir die Bereitstellung
von Verdauungsenzymen, Gobletzellen, die fur die Produktion und Sezernierung des
Schleims zustandig sind und schliel3lich Paneth-Zellen, die antimikrobielle Substanzen
in die Schleimschicht ausschitten. Unter physiologischen Bedingungen kommt es zu
einem standigen Verlust apikaler Zellen, der die Homodostase der Mukosa jedoch nicht
beeintrachtigt ss). Ersetzt werden die verloren gegangenen Zellen durch sténdige
Nachproduktion aus Stammzellen in den Krypten der Darmzotten. Innerviert wird der
Darm Uber die Plexus submukosus und myentericus, die durch das autonome
Nervensystem reguliert werden (1s9). Einen weiteren wichtigen Faktor fur die adaquate

Funktionsweise des Darmes stellt die reichhaltige Blutversorgung dar. Sie
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gewahrleistet den Abtransport der N&hrstoffe und passt sich sympathikusvermittelt
den verschiedenen Anforderungen an.

Schon unter physiologischen Bedingungen ist das Darmepithel durch die Darmflora
und die aufgenommenen Nahrstoffe einer groRen Menge von Antigenen ausgesetzt.
Das Epithel und das intestinale Immunsystem missen in der Lage sein, einerseits
Nahrungsbestandteile zu resorbieren und andererseits pathologische Keime an der
Passage zu hindern und zu eliminieren ohne dabei die physiologische Darmflora zu
zerstéren. Um diesen Zustand zu gewaéhrleisten, wird im gesunden Darm durch das
intestinale Immunsystem eine lokale Immunsuppression herbeigefiihrt, die als orale
Toleranz bezeichnet wird. So werden von Mukosa-assozierten B-Zellen fast
ausschlieflich IgA-AK produziert (ig0), (191), (192). Diese induzieren nicht wie IgG-AK
eine entzindliche Reaktion, sondern neutralisieren die Bakterien, ohne
inflammatorische Prozesse zu bedingen. Sogenannte yd-T-Lymphozyten im Darm
weisen eine veranderte Rezeptorausstattung auf, die zu einer verminderten
Aktivierbarkeit und Proliferationsfahigkeit fuhrt, und eine IgA-vermittelte Immunitat
stimuliert. Darmepithelzellen wiederum kénnen uUber das konstitutiv exprimierte
Zytokin TSLP (Thymic Stromal Lymphopoetin) mukosale, dendritische Zellen
konditionieren. Danach reagieren Epithelzell-konditionierte mukosale dendritische
Zellen selbst nach Kontakt mit einem Tyl-induzierenden Antigen mit einer
.Klassischen® Ty2-Antwort und der Ausschittung der antiinflammatorischen Zytokine
IL-10 und IL-6 (193. Uber hohe Sekretionsraten von IL-10 und TGFB aus
regulatorischen T-Zellen wird im Magen-Darm-Trakt eine dominante Antiinflammation
hergestellt (101), (188), (194), (193)- TGFP istin der Lage in AK-produzierenden Zellen einen
IgA-Klassenswitch zu induzieren und hemmt die lymphozytare Zellproliferation. I1L-10
hemmt die Proliferation von Tyl- und Tn2-Zellen und supprimiert die angeborene
Immunantwort. Insgesamt wird so durch den stadndigen immunsuppressiven Zustand
eine destruktive Immunantwort im Darm verhindert. Die genauen Mechanismen dieser
Toleranzinduktion und wie es dem Immunsystem gelingt, zwischen Kommensalen und
pathogenen Keimen zu unterscheiden, sind in ihrer Komplexitat noch nicht vollstandig
geklart. Normalerweise werden pathogene Keime, die die Darmbarriere Uberwinden,
durch eine proinflammatorische Entziindungsreaktion eliminiert und danach das
antiinflamatorische Milieu wieder hergestellt. Es kdnnen sich aber auch chronisch
entzindliche Zustande einstellen, deren Ursache in einer gestorten Tyl-Ty2

Polarisation gesehen wird (5. Dabei kommt es zu einer unkontrollierten,
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UberschielRenden Immunreaktion mit Aktivierung von Ty-Zellen und Produktion von
lgG-AK, die sich gegen korpereigene Strukturen richten. Durch Induktion einer
Entziindungsreaktion kommt es so bei Autoimmunerkrankungen wie Morbus Crohn
oder Colitis ulcerosa (19, (197), 198y und Nahrungsmittelallergien (ig9), (200) zZUr
Zerstorung des Darmepithels. Dies fuhrt zu einer erh6hten Permeabilitat fir antigene
Makromolekile aus dem Darmlumen in die Blutbahn. Auch bei Multi-Organ-Versagen
in Folge einer Sepsis oder schwerem Trauma (201), (202), 203y Wird der erhohten
intestinalen Permeabilitdt sowohl in der Pathogenese als auch der Entwicklung von
Komplikationen eine zentrale Rolle beigemessen. In diesem Zusammenhang wird oft
vom ,leaky-gut-syndrome® gesprochen. Ob dabei die Dysfunktion der Darmbarriere
als primare Ursache oder als Folge der systemischen Entzindung aufgrund der
translozierten Bakterien zu sehen ist, ist nicht abschlielend geklart. Dessen
ungeachtet erscheint die Wiederherstellung der Barrierefunktion eine erstrebenswerte
therapeutische Option zu sein.

Zunehmend wird deutlich, dass Stress uber neurohumorale Mechanismen die
verschiedenen Komponenten der Darmbarrierefunktion beeinflusst, und in der
Pathogenese von entzindlichen Darmerkrankungen und septischen Geschehen eine
Rolle spielt. So sind die Auswirkungen von Stress bei der intestinalen Dysfunktion
sowohl im Menschen (x4) als auch im Nager bekannt (19s), (205), (206), (207)-

Qiu et al. zeigen, dass eine Dinitrobenzensulfonsaure-induzierte (DNBS) Colitis in
BALB/c Mausen 6 Wochen spater durch akuten Stress und geringe Mengen an
DNBS, nicht jedoch mit DNBS alleine, reaktiviert werden kann. Dies zeigte sich an
einer erhéhten Permeabilitat fir  °H-Mannitol und einer  verminderten
Schleimproduktion (195). Andere Autoren zeigen, dass bereits akuter und chronischer
Stress alleine zu einer erhdhten Permeabilitat fur lonen und Makromolekdle fiihrt (207,
208), (209), (210)- Durch einmalige bzw. wiederholte Gabe von CRF kdnnen die gleichen
Effekte erzeugt werden (210), (211).

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass es durch psychischen Stress
(kombinierter Immobilisations- und akustischer Stress) zu einer Permeabilitatsstérung
des Darmes und einer damit zusammenhangenden, verstarkten bakteriellen
Translokation in weiblichen BALB/c Mausen im Vergleich mit ungestressten Kontrollen
kommt. Direkt nach einer akuten Stresssitzung (2 Stunden) kam es zu einer
Lymphozytopenie und einem apoptotischen Verlust von Epithelzellen im terminalen

lleum. 6 Stunden nach Beendigung des Stresses konnten sowohl in der Leber als
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auch in mesenterialen Lymphknoten eine erhdhte Dbakterielle Last von
Darmkommensalen nachgewiesen werden. Wurde der Stress fir weitere 5 Tage
fortgefuhrt, entwickelten die Mause eine Immunsuppression, die charakterisiert ist
durch eine verminderte ex vivo Induzierbarkeit proinflammatorischer Zytokine, aber
erhohten Produktion von IL-10 in Milzzellen gestresster Tiere, durch eine
Thymuskortexinvolution und die verminderte Fahigkeit, eine experimentelle Infektion
mit E.coli 33y und S. typhimurium (unveroffentlichte Daten) adaquat zu bekampfen.
Ausserdem zeigten die Tiere einen deutlichen Gewichtsverlust 212y und depressives
Verhalten.

Als ein bedeutender stressinduzierter, immunsuppressiver Mechanismus konnte die
Aktivierung der Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO) identifiziert werden. Durch
proinflammatorische Zytokine oder bakterielle Produkte wie LPS oder CpG-Motive ist
dieses geschwindigkeitsbestimmende Enzym des Tryptophanabbaus induzierbar (213),
14). Das heil3t die durch im Stress translozierten Bakterien hervorgerufene Induktion
einer proinflammatorischen Antwort fuhrt zu einer gesteigerten Aktivitat von IDO.
Tryptophan wird, wenn IDO aktiv ist, zunachst zu Kynurenin abgebaut, welches durch
verschiedene Enzyme zu Kynureninsaure, Anthranilsdure oder 3-Hydroxy-Kynurenin
und Quinolinsaure verstoffwechselt wird (Abb. 2.1). Eines der Endprodukte des
Tryptophanmetabolismus ist Nikotinamidadenindinukleotid (NAD®) (13), (215, (216),
welches fur die Energiegewinnung durch Adenosintriphosphat (ATP) gebraucht wird.
In der Folge der Aktivierung von IDO kommt es zu einem Verbrauch von Tryptophan,
der im Plasma gemessen werden kann. Durch den Mangel dieser essentiellen
Aminosaure kommt es zu einem Arrest der T-Zellproliferation, da eine Zellteilung nicht
mehr moglich ist (217), (218). Desweiteren ist Tryptophan der Ausgangsstoff fur die
Serotoninsynthese. Ein Mangel an Serotonin wiederum ist mit depressiven Zustanden
assoziiert (219), (220). Einige der Abbauprodukte von Tryptophan, die bei Aktivierung des
IDO-Abbauweges entstehen, sind neuro- und immunotoxisch 221y, (222), (223), (224), (225)-
So wird dem Tryptophanmetaboliten Kynurenin eine neurodegenerative Eigenschaft
zugesprochen, die ebenfalls an der Entstehung von Depression beteiligt sein soll (226,
27. Bezlglich der Immunotoxizitat zeigt sich in vitro, dass Kynurenin, 3-Hydroxy-
Kynurenin und 3-Hydroxy-Anthranilinsdure die Apoptose von T-, B- und NK-Zellen
fordern. Quinolinsaure und 3-Hydroxy-Anthranilinsdure vermitteln in vitro Gber
Caspase-8 die Apoptose von Thymozyten und Tyl-Zellen (222). Tu2-Zellen hingegen

sind von den zytotoxischen Effekten nicht betroffen (22. Durch diese Verminderung
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der Tul-Zellantwort induziert IDO ein antiinflammatorisches Milieu und schwécht die
Immunabwehr (217), (218 Verschiedene Autoren gehen davon aus, dass diese
proapoptotischen Effekte auch in vivo stattfinden (22, (224, (205. SO bringen
verschiedene in vivo Studien ein verlangertes Transplantatiiberleben und
vermindertes Tumorwachstum in Zusammenhang mit der IDO-abhangigien
Tryptophandepletion und Produktion zytotoxischer Metabolite (228, (229), (230), (231)- IN
der Schwangerschaft wird durch die Aktivierung von IDO in der Plazenta ein lokal
immunsuppressiver Zustand hergestellt, der die AbstoBung des Fotus verhindert (214,
e15). Weiterhin ist beschrieben, dass Tryptophanmangel, bei der Bek&dmpfung von
pathogenen Keimen einen protektiven Mechanismus darstellt, indem die Zellteilung
der Bakterien verhindert wird (213), (215), (214 In der akuten Infektion kann somit die
Funktion von IDO darin gesehen werden, einerseits das bakterielle Wachstum zu
hemmen und andererseits durch seine antiinflammatorischen Eigenschaften eine
Ubermafige Inflammation zu verhindern. Kommt es hingegen zu einer pathologisch
verstarkten Aktivierung (z.B. im chronischen Stress), kann dies zur Entstehung von
Depression und Immunsuppression fihren.

Insgesamt unterliegt die intestinale Barriere einer vielfaltigen neuro-immuno-
endokrinen Regulation, die aufgrund der Mannigfaltigkeit in dieser Arbeit nicht genau
beschrieben werden kann. Zusammenfassend ist dazu nur anzumerken, dass sich die
Barriere im Magen-Darm-Trakt damit dynamisch an viele physiologische Bedingungen
anzupassen vermag. So kann z.B. die Produktion und Sekretion von Bestandteilen
der Schleimschicht von PAMPS (232), (233), proinflammatorischen Zytokinen (TNFa, IL-
9, IL-4, IL-1B, IL-13) (234), (235), (236, HOrmonen wie Leptin 237y und Vasoactive intestinal
peptide (235 und nervalen Stimuli (23s), (239), (240) gefordert werden.

Uber CRF ist bekannt, dass es mafRgeblich an der lokalen Regulation der
Darmbarrierefunktion beteiligt ist. Durch die Gabe von CRF kénnen z.B. wesentliche
Merkmale einer stressinduzierten Permeabilitatserhéhung imitiert werden sy, (11),
eos). Andererseits fuhrt die Blockade von CRF-Rezeptoren zur Verhinderung der
Darmbarrierestérung. Allerdings scheinen diese CRF-Effekte unabhangig von der
HPA-Achse zu funktionieren (1s1), (241). SO ist bekannt, dass CRF nicht nur im Rahmen
einer HPA-Achsenantwort ausgeschittet wird, sondern auch in Leukozyten und
Nervenendigungen produziert werden kann und Uber auto- und parakrine

Mechanismen lokal Einfluss auf seine Umgebung nimmt (242).
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Abb. 2.1 Abbau der essentiellen Aminoséaure Tryptophan (vereinfachte Darstellung).

Die Tryptophan-Hydroxylase baut Tryptophan zu Serotonin um. Die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO)
katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Kynurenin-Abbauweges und kann durch
Interferon-y (IFNy) aktiviert werden. Aus Kynurenin entstehen einerseits Kynureninsaure und
andererseits 3-Hydroxyanthranilinsaure und Quinolinsédure. NAD" wird bei verschiedenen Prozessen

zur Bereitstellung von Energie benétigt.

Wichtig anzumerken ist zusatzlich, dass die Integritdt der Epithelzellschicht durch
Zytokine beeinflusst werden kann. Ergebnisse unserer Arbeitsgruppen zeigen, dass
durch die Therapie mit Endotoxin-freiem Anti-TNFa-AK die Darmbarrierestérung und
Translokation von Bakterien verhindert werden kann. Dies geht mit einer
Verminderung von stressinduzierten Apoptosen intestinaler Epithelzellen einher
(unveroffentlichte Ergebnisse). In die gleiche Richtung weisen Ergebnisse, die zeigen,
dass in vitro Darmepithelzellen in Apoptose gehen, wenn sie mit TNF inkubiert werden
-21 -
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(243), (244). Daruber hinaus scheint der interzellulare Zusammenhalt durch tight junctions
durch TNF und IFNy beentrachtigt zu werden (245, (246), SO dass die Darmpermeabilitat
ansteigt. Die Quellen der Zytokine im Gastro-Intestinal-Trakt gestresster Tiere sind
bislang wenig untersucht. Mastzellen werden als eine der Hauptquellen intestinalen
TNFs vermutet (247), (24s). Wie bereits im Abschnitt ,Autonomes Nervensystem®
erwahnt, nimmt der Sympathikus direkt Einfluss auf Immunzellen. So haben
Katecholamine Uber [B-AR einen stabilisierenden Effekt auf Mastzellen und
erschweren dadurch die TNF-Ausschittung (ag), (250 Peritoneale Makrophagen
hingegen reagieren auf Stimulation mit Katecholaminen mit einer gesteigerten
Produktion von TNFa und IL-1 (251. Und im Plasma von Mausen konnte gezeigt
werden, dass der LPS-induzierte Anstieg von TNFa durch Depletion von NA mittels
Reserpin verhindert wird (114).

Auch Uber die Regulation der hdmodynamischen Versorgung des Darmes nimmt der
Sympathikus Einfluss auf die Darmbarriere. Durch Erhéhung der Katecholamine wird
im Splanchnikusgebiet eine a-adrenerge Vasokonstriktion vermittelt, die potentiell zu
einer Minderversorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen fuhrt. Mukosale Hypoxie ist
eine der zentralen Ursachen fur die Entwicklung von Apoptosen intestinaler
Epithelzellen und Lymphozyten, die in der Folge zu epithelialer Dysfunktion mit
erhohter Permeablitat fuhren sz, (253, (254), (255. Wie bereits erwahnt, kam es in
Experimenten aus unserer Arbeitgruppe nach 2 Stunden akutem psychischen Stress
zum apoptotischen Zellverlust intestinaler Epithelzellen mit nachfolgender
Translokation von Bakterien in die Leber und mesenteriale Lymphknoten. Inwiefern
diese Apoptosen durch eine verminderte Perfusion des Darmes aufgrund erhohter
Katecholamine bedingt sind, ist nicht geklart. Demnach stellt sich die Frage, ob mit
einer die a-AR einschlieBenden Sympathikolyse durch Verbesserung der

Sauerstoffversorgung ein protektiver Effekt auf die Darmbarriere herbeizufiihren ist.
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3. Zielstellung

Um die Rolle des Sympathikus bei akutem, psychischen Stress in der Maus zu
untersuchen, wurde mit Hilfe von Reserpin eine chemische Sympathikolyse
herbeigefihrt.

-23-



Material und Methoden

4.

4.1

Material und Methoden

Material

4.1.1 Chemikalien

- Aceton
- ACTH1.24

- ds-Kynureninsaure

- ds-Phenylalanin

- de-Kynurenin

- Ethanol, 99,8%

- PBS-DULBECCO

- Physiologische Kochsalzlésung (NaCl)

- Salzséaure

- TissueTek® Einbettungsmedium

- Trichloressigsaure

4.1.2 Verbrauchsmaterial

- Cryomold®-Einbettungschalen

- Deckglaschen

- EDTA-Vacutainer K2E

=24 -

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

Cambridge Isotope Laboratories,
Andover, USA

Cambridge Isotope Laboratories,
Andover, USA

Cambridge Isotope Laboratories,
Andover, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich

Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Merck,

Darmstadt, Deutschland

Sakura Finetek, Heppenheim,
Deutschland

Fluka BioChemika, Deutschland

Sakura Finetek, Heppenheim,
Deutschland

Superior Marienfeld,
Marienfeld, Deutschland
BD™-Vacutainer, Plymoth, UK
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- Einmalspitzen (10ul, 200ul, 100ul, 2,5ml)

- Einmalspritzen 0,5 ml
- Einmalspritzen 2 mi

- Mikro-Hamatokritrohrchen

- Reaktionsgefafe (0,5 ml, 1,5 ml)

- SpritzenvorsatZfilter, 0,45 pym
- SuperFrost Objekttrager
- Tierfutter, ssniff R-Z ssniff

- Zentrifugenréhrchen (15 ml)
- Zentrifugenréhrchen (50 ml)

4.1.3 Gerate

- ELISA-Reader (Tecan)

- Hamocounter Sysmex K-4500

- Kamera, SPOT RT Power Supply

- Kryotom MICROM HM 560

- Mikroskop: Olympus BX60

- Pipetten

- Orbitalschattler, Shaker: S-3.08M Skyline

- Tandem Massenspektrometer Refurb

Wallac MS2
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Greiner Bio-one, Deutschland
oder Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

BD™, Franklin Lakes, USA
BD™-Discardit, Plymoth, UK
Brand, Wertheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

MILLEX®, MILLIPORE, Irland
R. Langenbrinck, Deutschland
Spezialititen GmbH,
Deutschland

SARSTEDT, Deutschland
Falcon®, Becton Dickinson
Labware, Meylan Cedex,

France

SLT- Labinstruments,
Crailsheim, Deutschland
SYSMEX GmbH, Deutschland
Visitron Systems GmbH,
Hamburg, Deutschland
MICROM Int. GmbH,
Deutschland

Olympus, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Bartels Instruments,
Heidelberg, Deutschland
Perkin Elmer, Rodgau,

Deutschland
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- Ultraschallsender

- Vortex

- Zentrifuge: EBA 12 R
- Zentrifuge: Megafuge 1.0 R

4.1.4 Kits

- Corticosteron-ELISA
- Noradrenalin-ELISA
- Adrenalin-ELISA

4.1.5 Versuchstiere und deren Behandlung

- BALB/c-Méause, weiblich u. méannlich

- Reserpin

- Narkose:

Ketamin 500mg

Rompun®, Xylazinhydrochlorid

Physiologische Kochsalzlésung

4.1.6 Computerprogramme

- Excel 2000

- GraphPad Prism 3.02 und 5
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SiXiS, Pat.N0.109977, Taiwan
IKA-Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

IDS, Boldon, UK
IBL, Hamburg, Deutschland
IBL, Hamburg, Deutschland

eigene Zucht, Universitéat
Greifswald oder Charles River
Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

DeltaSelect, Dreieich,
Deutschland

Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland

Braun Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland

Microsoft Co.,
Unterschlei3heim, Deutschland
GraphPad Software Inc., San
Diego, USA
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- easyWin basic V 6.0a Tecan GmbH, Crailsheim,
Deutschland

- SPOT Advanced Visitron Systems GmbH,
Hamburg, Deutschland

4.2 Methoden

4.2.1 Rahmenbedingungen der Tierversuche

Die 8-12 Wochen alten Mause wurden 4 Wochen vor Beginn des Experimentes
entsprechend ihrer Gruppenzugehorigkeit auf Kafige aufgeteilt (5-6 Mause/Kafig). Bis
zum Beginn des Experimentes verblieben die Tiere unter konstant stressminimierten
Bedingungen in einem ventilierten Isolator bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12
Stunden (6.00-18.00 Uhr), konstanter Raumtemperatur (21-23°C) und Luftfeuchtigkeit
und Futter und Wasser ad libitum. 2x pro Woche wurden die Kafige von der
betreuenden Person gereinigt.

Im Labor war ein konstanter Schallpegel von 50-52dB mehrfach gemessen worden
(Prof. rer. nat. Ch. Wilke, Institut flr Physik, Ernst Moritz Arndt Universitat Greifswald).
Zusatzliche Schallguellen wurden vermieden.

Zu keinem Zeitpunkt befanden sich zuvor gestresste Tiere innerhalb des Isolators.

Zur Vermeidung der Ubertragung potenzieller Infektionen auf die Tiere wurde stets mit
Kittel, Mundschutz, Haarschutz, Plastikschuhliberziehern und Latex-Handschuhen

gearbeitet.

4.2.2 Das psychische Stressmodell des akuten, kombinierten akustischen und

Immobilisationsstresses

Als Modell des akuten Stresses wurde ein kombinierter Immobilisations- und
Akusitikstress angewendet (33. Akuter Stress wurde durch eine zweistiindige
Stresssitzung von 8:00 bis 10:00 Uhr morgens erzeugt. Akustischer Stress wurde
durch Ultraschall erzeugt. Der Sender emmitierte zufallig verteilte, irregulare
Schwingungen mit einer Amplitudenmodulation zwischen 15 und 25 kHz und einem
randomisierten Schalldruckpegel zwischen 50 und 85 dB, d.h. 0 bis 35 dB Uber dem

Hintergrundschalldruckpegel von 50 dB im Raum.
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Als Immobilisationsstress wurden die Tiere, ohne Anwendung von Gewalt, in gut
bellftete (mehrere Locher im Konus) 50ml Zentrifugenrdhrchen platziert und der
Schwanz zur Vermeidung von Verletzungen durch ein Loch im Schraubschlussdeckel
gesteckt. Die Zentrifungenréhrchen, mit den darin immobilisierten Tieren, wurden in
einer Styropor® Halterung im Abstand von 30 cm vor der Ultraschallquelle horizontal
platziert.

Nach Beendigung der Stressexposition wurden die gestressten Tiere, ihren Gruppen
entsprechend, zurtick in ihre Kéfige gesetzt.

Zur Vermeidung einer olfaktorischen und akustischen Beeinflussung der Kontrolltiere
wurden diese streng getrennt im Isolator gehalten.

4.2.3 Das Transportstressmodell

Sechs Wochen alte weibliche BALB/c Mause wurden von Charles River® gekauft und
Uber Nacht fur 18 Stunden transportiert. Wahrend des Transportes wurden die Tiere
routinemaRig in bellfteten Tiertransportkartons mit freiem Zugang zu Nahrung und
Flussigkeit gehalten. Nach Ankunft wurden sie in Gruppen von 6 Tieren pro Kafig
eingeteilt, die sie bis zum Ende der Experimente beibehielten. Als Vergleichsgruppen
wurden gleichaltrige weibliche BALB/c Mause aus der institutseigenen Zucht
verwendet, die nur einmal den Raum wechselten. Diese Tiere wurden bereits im Alter
von 4 Wochen geschlechtlich getrennt und in Gruppen eingeteilt (6 Tiere/Kafig).
Danach wurden alle Tiere unter konstant minimierten Stressbedingungen in einem
Isolator gehalten. Zwei Stunden nach Ankunft der transportierten Tiere, am Folgetag
sowie an den Tagen 8, 15 und 22 wurden die Tiere jeweils um 10 Uhr gewogen und
bekamen Blut entnommen. Im Alter von 10 Wochen, also nach 4 Wochen
Adaptationszeit, wurde eine akute Stresssitzung nach oben beschriebener Methode

durchgefuhrt.
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4.2.4 Die Behandlung mit Reserpin

Das Reserpin wurde in einer Losung mit einer Konzentration von 200pg/ml appliziert.
Pro Maus wurde jeweils 100l der Reserpinlésung bzw. NaCl als Kontrolle subkutan
in die Nackenfalte injiziert, sodass pro Maus von einer Endkonzentration von 20ug/g
Korpergewicht ausgegangen werden kann. Am Vortag der Applikation wurde das
lyophilisierte Reserpin mit Essigsédure angesauert, mit physiologischer Kochsalzlésung
verdunnt und mit NaOH auf einen pH von ca. 7,2 titriert. Uber Nacht wurde die Lésung
bei 4-8°C gelagert.

24 Stunden vor Stressexposition bekamen die Mause die Reserpin-Lésung bzw. NaCl
gespritzt und verblieben bis zur Stressexposition ohne weitere Manipulation in ihren

ursprunglichen Kéafigen.

4.2.5 Messung der Corticosteronkonzentration im Plasma

Die Mause wurden mittels Ketamin/Xylazin (Ketamin: 150 ug/g Korpergewicht,
Xylazin: 20 pg/g Kérpergewicht, intraperitoneal) narkotisiert und durch retroorbitale
Punktion geblutet. Das Blut wurde in EDTA-beschichteten Vacutainern aufgefangen,
durch Zentrifugation (3345g, 10min, 4°C) von zellularen Bestandteilen getrennt,
aliquotiert und bei -20°C gelagert. Mehrmaliges Auftauen der Proben wurde
vermieden.

Die enthaltene Corticosteron-Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt, wobei die

im Kit enthaltenen Herstellerangaben befolgt wurden.
4.2.6 Messung der Katecholaminkonzentration im Plasma
Nach der wie unter Punkt 4.2.5 beschriebenen Plasma-Gewinnung wurde die

enthaltene Noradrenalin- und Adrenalin-Konzentration mit Hilfe eines ELISA bestimmit,

wobei die im Kit enthaltenen Herstellerangaben befolgt wurden.
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4.2.7 Quantitative Bestimmung der Leuko- und Lymphozytenzahl im
peripheren Vollblut

Die Anzahl der Leuko- und Lymphozyten in dem unter Narkose durch retroorbitale
Punktion gewonnenen EDTA-Blut der Mause wurde mit Hilfe eines fuir Humanblut
geeichten Hamocounters bestimmt.

Das zur Bestimmung der Hormone benotigte Blutplasma wurde zuvor abpipetiert und
aliquotiert. Die entnommene Menge Plasma wurde mit PBS wieder aufgefullt und die
zellularen Bestandteile resuspendiert.

4.2.8 Messung der Indolamine im Plasma

Die Konzentrationen von Tryptophan und seinen Kataboliten Serotonin, Kynurenin,
Kynureninséure und Quinolinsdure wurden im Plasma der Mause bestimmt, welches
nach Zentrifugation des EDTA-Vollblutes aus dem retroorbitalen Venenplexus
gewonnen worden war. Zu 100ul Plasmaprobe wurden 10ul 50%ige
Trichloressigsaure (gelést in Aqua dest.), 10ul ds-Phenylalanin, 10ul ds-
Kynureninsaure, 10ul ds-Kynurenin, 100yl Methanol und 60ul Aqua dest. gegeben.
Dieser Ansatz wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert und anschlieRend zentrifugiert
(20.000 g, 15 min). AnschlieRend wurde die obere Phase abgenommen und fir die
Messungen der Kataboliten-Konzentrationen im Tandem-Massenspektrometer
verwendet. Der Quotient von Kynurenin und Tryptophan diente, mit 100 multipliziert,
als Parameter fur die IDO-Aktivitat.

Die Praparation der Proben wurde von Grazyna Domanska, Abteilung fir
Immunologie, die Messungen im Tandem-Massenspektrometer durch Dr. G. Fusch,
Institut fir Padiatrie und padiatrische Intensivmedizin, Universitatsklinikum Greifswald,

durchgefuhrt.

4.2.9 Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der Transsudation von Evans

Blue in die Submukosa des lleums

Unmittelbar vor Stressbeginn wurden die Mause mittels einer Pipette mit 20ul Evans
Blue 1mg/ml geschlindelt. Durch leichtes Beriihren der Rachenhinterwand mit der

Pipettenspitze wurde der Schluckreflex ausgeldst. Nach der Stresssitzung und Tétung
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der Tiere durch zervikale Dislokation wurde das terminale Illeum vorsichtig
freiprapariert, in Tissue Tec® eingebettet, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei
-70°C gelagert.

An einem Kryotom wurden, unter Vermeidung von UbermalRiger Lichtexposition,
Schnitte von 6um Dicke angefertigt. Die Schnitte wurden tber Nacht in Dunkelheit
getrocknet, am nachsten Morgen fur 10 min. in Aceton (-20°C) fixiert, fur 1 Stunde
getrocknet und dann entweder, in Alufolie eingewickelt, bei -20°C eingefroren oder
sofort verwendet.

Zur Kernfarbung wurde Hoechst Farbstoff in PBS 1:2000 angewendet. Vor der
Farbung wurden die Schnitte fir 10 Minuten in PBS gewassert, dann fur 5 Minuten
gefarbt und danach fir 2 Minuten in PBS gespilt. Zur Vorbereitung der Schnitte fir
die mikroskopische Betrachtung wurden sie in Fluoprep® unter Deckglaschen
eingebettet. Die  mikroskopische  Beurteilung der Bilder erfolgte am
Fluoreszenzmikroskop.

Um eine subjektive Bewertung der Evans Blue Farbung auszuschliel3en, wurde
zunachst ein Bildausschnitt unter Anregung der blauen Fluoreszenz eingestellt, d.h.
nur unter Betrachtung der ,Hoechst® gefarbten Kerne. Danach wurde der
Fluoreszenzkanal, ohne weitere Veranderungen am Bildausschnitt, auf den griinen
Fluoreszenzkanal zur Betrachtung der Evans Blue gefarbten Abschnitte umgestellt
und ein weiteres Foto desselben Bildausschnittes geschossen. Die beiden
entstandenen Bilder wurden digital Gbereinander gelegt. Pro Schnitt wurden je 5 Bilder
aus verschiedenen Bereichen des Préaparates angefertigt.

Zur relativen Quantifizierung der Evans Blue Translokation wurde der Quotient der
Anzahl der gemessenen Pixel (Evans Blue/gefarbte Kerne) pro Bildauschnitt
errechnet und der Mittelwert pro Maus ermittelt, der in die statistische Analyse einging.
Die Transsudation von Evans Blue in die Submukosa des Darmes wurde als Surrogat
fur eine stattgehabte Translokation von Bakterien aus dem Darmlumen in die Blutbahn

verwendet.
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4.2.10 Statistik

Alle Daten dieser Arbeit wurden anhand von GraphPad Prism 3.02 und 5 analysiert.
Unterschiede zwischen zwei unabhangigen Gruppen wurden mittels Mann-Whitney-
Test analysiert. Unterschiede zwischen mehr als 2 Gruppen wurden mittels
Bonferroni-Test nach one-way ANOVA bzw. bei einer weiteren zeitabhangigen
Komponente nach two-way ANOVA bestimmt. Alle Daten sind als Boxplots
dargestellt. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als signifikanter Unterschied angesehen.
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5. Ergebnisse

5.1 Etablierung einer Interventionsmethode zur Sympathikolyse

Zur Untersuchung der Effekte des Sympathikus im akuten psychischen Stress sollte
mit Hilfe des Ergotaminderivates Reserpin bei BALB/c Mausen eine partielle
Sympathikolyse hervorgerufen werden.

Als Readout-System zum Nachweis der Wirkung von Reserpin werden im
Allgemeinen die Quantifizierung der Dyskinesie, der Hypothermie und die Messung
des Abfalls der Katecholamine im Blut oder in Organen verwendet.

Reserpin fuhrt zu einer Depletion aller Monoamine (NA, Adrenalin, Serotonin,
Dopamin). Durch die Depletion des Dopamins kommt es zur Dyskinesie bzw. dem
sogenannten ,Parkinsonoid Syndrom® (sse), (257), (258), (259). Dieses ist bei den Mausen
gut sichtbar, aber nur schwer zu quantifizieren und mit den uns zur Verfigung
stehenden Methoden nicht auswertbar. Desweiteren kommt es durch Reserpingabe
zu einer deutlichen Hypothermie (260), (115), (261)- Bei Ratten oder noch grof3eren Tieren
ist diese gut durch eine rektale Temperaturmessung quantifizierbar. Bei Mausen ist
zum einen die Durchfiihrbarkeit einer rektalen Temperaturmessung aufgrund ihrer
KorpergroRe eingeschrankt. Dartiber hinaus hatte diese Prozedur einen zusatzlichen
Stresseffekt bedeutet, der eventuelle Ergebnisse unserer Experimente verfalschen
hatte konnen (262).

Recherchen vor Beginn der Experimente zeigten, dass das Reserpin in den meisten
Fallen intraperitoneal appliziert wird. Da in unseren Experimenten u.a. die
Auswirkungen von Stress auf den Darm untersucht werden wirde, sollte jegliche
Manipulation am Darm und der Bauchhohle vermieden werden. Deshalb musste initial
die gleichwertige Wirksamkeit einer subkutanen Applikation des Reserpins bewiesen
werden.

Bei einem ersten Experiment erhielten je drei mannliche BALB/c Mause pro Gruppe
1mg/kg Korpergewicht (KG) Reserpin entweder intraperitoneal oder subkutan injiziert.
Dabei lagen die NA-Werte im Plasma von subkutan gespritzten Tieren 48 Stunden
nach Injektion sogar noch niedriger als die der intraperitoneal behandelten Tiere
(Daten nicht gezeigt). Da sich auch in den folgenden Experimenten eine signifikante

Depletion von NA im Plasma von subkutan gespritzten Mausen zeigte (Abb. 5.1)
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bewerteten wir die subkutane Applikation von Reserpin als mindestens gleichwertig
zur intraperitonealen.

Ein zweites Problem stellte die zeitliche Komponente dar. Aufgrund der initialen
Ausschuittung aller Monoamine aus ihren Speichervesikeln durch Reserpin, kommt es
kurz nach Applikation zu einem initialen Anstieg des Sympathikotonus und erst im
Verlauf zum Abfall der Katecholamine. Deshalb musste zwischen der Injektion des
Reserpins und der Stressexposition ein genugend langer Zeitraum liegen, um einen
Einfluss dieser intialen Antwort zu minimieren. Auf der anderen Seite sollte die
sympathikolytische Wirkung des Reserpins noch anhalten. Wie in Abbildung 5.1 zu
sehen ist, war bereits 24 Stunden nach subkutaner Injektion von Reserpin das NA im
Plasma von mannlichen BALB/c Mausen signifikant abgesunken und blieb auf einem
vergleichbar niedrigen Level bis zu 48 Stunden nach Injektion. Somit war
gewahrleistet, dass in den folgenden Experimenten zu jedem Entnahmezeitpunkt eine
signifikante Depletion von NA, als Zeichen der partiellen Sympathikolyse, gegeben
war.

Zusatzlich zur Messung der NA-Werte wurde aus denselben Proben die Konzentration
von Adrenalin im Plasma bestimmt. Auch hier zeigten sich 48 Stunden nach
subkutaner Injektion von Reserpin im Plasma von mannlichen BALB/c Mausen
signifikant niedrigere Werte als in unbehandelten Kontrollen (Daten nicht gezeigt). In
den folgenden Experimenten wurde als Nachweis der Wirksamkeit von Reserpin nur

das NA gemessen.
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Abb. 5.1

Noradrenalinwerte im Plasma von Reserpin- bzw. Kochsalz-behandelten, mannlichen BALB/c
Mausen. Die Tiere erhielten subkutan 1pg/g Korpergewicht Reserpin bzw. Kochsalz (NacCl) injiziert.
24h oder 48h spater wurde den Mausen durch retroorbitale Punktion Blut enthommen und die
Noradrenalinwerte (NA) im Plasma mittels ELISA gemessen. jeweils n=7 Tiere/ Gruppe in den
reserpinbehandelten Gruppen und n=13 Tiere/Gruppe in der Kontrollgruppe, Summe aus 2

unabhéangigen Experimenten mit dhnlichen Ergebnissen; **p<0,01
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5.2  Einfluss von Reserpin auf stressinduzierte Veranderungen in der Maus

5.2.1 Einfluss von Reserpin auf Noradrenalinwerte im Plasma gestresster
Mause

Vorherige Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass direkt nach 2
Stunden kombiniertem akustischen und Immobilisationsstress die Konzentration von
NA im Plasma von weiblichen BALB/c Mausen signifikant abgefallen war. Die meisten
Verdoffentlichungen zeigen hingegen, dass es nach akuter Stressexposition zu einem
Anstieg von NA kommt (172), (263). Deshalb vermuteten wir, dass es bereits wahrend
der Stressexposition als Zeichen der Sympathikusaktivierung zum Anstieg der
Katecholamine kommt, d.h. die Speichervesikel bereits entleert werden, die
Transmitter enzymatisch abgebaut werden und sich somit am Ende der
Stressexposition ein Abfall des NA zeigt. Um dieses Phanomen genauer beurteilen zu
kénnen und spater die eventuell durch das Reserpin hervorgerufenen Veranderungen
richtig zu interpretieren wurde die Kinetik der NA-Werte im Plasma von weiblichen
BALB/c Mausen beginnend 15 Minuten nach Stressbeginn bis 2 Stunden nach
Beendigung einer 2-stiindigen Stressexposition untersucht. Anders als erwartet,
konnte allerdings in diesen  Untersuchungen Uber den  gesamten
Beobachtungszeitraum kein signifikanter Anstieg oder Abfall der NA-Werte gezeigt
werden (Abb. 5.2). Auch nach erneutem Messen der Proben mit einem ELISA-Kit
eines anderen Herstellers, zeigten sich die gleichen Ergebnisse.

Auch die Messung des Adrenalins im Plasma aus denselben Proben zeigte keine
signifikanten Veranderungen (Daten nicht gezeigt).

Sowohl ungestresste Reserpin-behandelten Kontrolltiere, als auch Reserpin-
behandelte, gestresste Tiere zeigten einen deutlichen Abfall des NA im Plasma (Abb.
5.3), der auch noch 12 Stunden spater nachweisbar war (Daten nicht gezeigt).
Demnach kann davon ausgegangen werden, dass die Gabe von Reserpin auch zu
einer verlasslichen Hemmung des Sympathikus fihrt, wenn die Tiere der

Stressexposition ausgesetzt waren.
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Abb. 5.2

Noradrenalinkonzentrationen im Plasma von akut gestressten und ungestressten weiblichen
BALB/c Mausen. Die Tiere wurden entweder akut gestresst (graue Boxplots) oder blieben ungestresst
(weiBer Boxplot). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde den Mausen durch retroorbitale Punktion
Blut entnommen und der Noradrenalingehalt (NA) im Plasma mittels ELISA bestimmt. Die dargestellten
Abnahmezeitpunkte zeigen die Minuten nach Stressbeginn. Die Dauer der Blutentnahmen betrug pro
Maus ca. 2 Minuten. APS= akuter psychischer Stress; jeweils n= 6/ Gruppe, Summe aus 2
unabhéangigen Experimenten mit ahnlichen Ergebnissen, Bonferroni’s multiple comparison test nach
one-way ANOVA
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Abb. 5.3

Noradrenalindepletion im Plasma akut gestresster und nicht gestresster, Reserpin-behandelter
weiblicher BALB/c Mause im Vergleich zu Kochsalz behandelten Kontrollen. 24 Stunden vor dem
Experiment erhielten 2 Stunden lang gestresste (S) und ungestresste (K) Mause eine subkutane
Injektion mit Reserpin 1ug/g Kérpergewicht (Res) bzw. Kochsalz (NaCl). Direkt nach Stressende wurde
den Mausen durch retroorbitale Punktion Blut entnommen und der Noradrenalingehalt (NA) im Plasma
mittels ELISA bestimmt. jeweils n= 24/ Gruppe, Summe aus 4 unabhéngigen Experimenten mit

ahnlichen Ergebnissen; **p<0,01, Bonferroni’ s multiple comparison test nach one-way ANOVA
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5.2.2 Einfluss von Reserpin auf die stressinduzierte HPA-Achsenaktivierung

Neben dem sympathischen Nervensystem stellt die HPA-Achse das zweite
grundlegende System dar, das es dem Organismus erlaubt, eine adaquate
Stressreaktion zu generieren. Zunehmend zeigt sich, dass diese beiden Systeme eng
miteinander verwoben sind und sich gegenseitig stark beeinflussen. Um die Wirkung
der Sympathikolyse auf die HPA-Achse zu Uberprifen, wurde zum einen die
Konzentration von Corticosteron im Plasma und zum anderen die eng damit
zusammenhéngende Anzahl der Leuko- und Lymphozyten im peripheren Blut

untersucht.

5.2.2.1 Einfluss von Reserpin auf den stressinduzierten Anstieg der

Plasmacorticosteronwerte

Die Aktivierung der HPA-Achse ist eine physiologische Reaktion auf akuten
psychischen Stress und durch einen Anstieg der Glucocorticoide (GC) im Plasma
gekennzeichnet.

Wahrend der im vorherigen Abschnitt beschriebenen Erstellung der Kinetik der NA-
Werte im Plasma von gestressten Mausen wurde auch die Konzentration des
Corticosterons im Plasma gemessen. Da wir fur die Veranderungen des
Corticosterons im Plasma langere Zeitraume vermuteten, wurde der
Beobachtungzeitraum auf 26 Stunden nach Stressbeginn erweitert.

Wie erwartet, zeigten akut gestresste Tiere einen Anstieg der Plasma-GC-
konzentration, der bereits 15 min nach Stressbeginn nachweisbar war und in diesem
Modell ein Maximum nach 2 Stunden, am Ende der Stressexposition, erreichte (Abb
5.4). Bereits eine halbe Stunde danach nahm die Corticosteronkonzentration ab, lag
allerdings immer noch signifikant tber der der Kontrolltiere. Auf diesem Niveau
blieben die Werte bis 2 Stunden nach Stressende.

8 Stunden nach Beginn der Stressexposition stiegen die GC-Werte erneut an (Abb.
5.4), ohne dass die Tiere einem erneuten Stressor ausgesetzt waren. Dieser, als
solcher zuvor nicht bekannte, zweite Peak hielt bis 14 Stunden nach Stressbeginn an.
24 Stunden nach Beendigung der 2-stiindigen Stressexposition waren die GC-

Plasmakonzentrationen wieder abgesunken, aber noch nicht auf einem
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physiologischen Level angelangt. Ab wann die GC-Werte wieder auf einen Level der
Kontrolltiere abgefallen waren, konnte in diesem Experiment nicht geklart werden.
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Abb. 5.4

Corticosteronwerte im Plasma von gestressten und ungestressten weiblichen BALB/c Mausen.

Die Tiere wurden entweder akut gestresst (graue Boxplots) oder blieben ungestresst im Inkubator (K,
weilRer Boxplot). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde den Mausen durch retroorbitale Punktion Blut
entnommen und der Corticosterongehalt im Plasma mittels ELISA bestimmt. Die dargestellten
Abnahmezeitpunkte zeigen die Minuten bzw. Stunden nach Stressbeginn. APS= akuter psychischer

Stress; jeweils n= 6/ gestresste Gruppe, Kontrolle n=12, Summe aus 3x2 unabhangigen Experimenten
mit &hnlichen Ergebnissen; **p<0,01, ***p<0,001

Da vielfach gezeigt wurde, dass sich SNS and HPA-Achse gegenseitig beeinflussen,
wurden GC-Plasmalevel in Reserpin-behandelten und unbehandelten Mausen
bestimmt.

Wie im vorherigen Experiment zeigten nicht gestresste Tiere keinen GC-Anstieg im
Plasma und auch in ungestressten Tieren, die zusatzlich mit Reserpin behandelt
wurden, blieben die GC-Level sowohl direkt nach Stress als auch 8 Stunden nach

Stressbeginn auf einem niedrigen Level (Abb. 5.5). Demgegeniuber stand erneut ein
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signifikanter Anstieg der Plasma-GC-Werte in gestressten Tieren 2 und 8 Stunden
nach Stressbeginn. Die zusatzliche Sympathikolyse mittels Reserpin in gestressten
Tieren hatte auf diesen Anstieg keinen Einfluss (Abb. 5.5).

*k%k

2500 ~ i

*%

2000 A

1500 il

**

1000 - j é
S|
500 A,
.

Corticosteron [ng/mi]

. = [ = Pe—
SRes SNaCl KRes KNacCl SRes SNaCl KRes KNacCl
N A _/
N N
2h nach Stressbeginn 8h nach Stressbeginn

- Stress + Reserpin Kontrolle + Reserpin

- Stress + NaCl |:| Kontrolle + NaCl

Abb. 5.5

Corticosteronwerte im Plasma akut gestresster und nicht gestresster, Reserpin- bzw. Kochsalz-
behandelter weiblicher BALB/c Mause 2 oder 8 Stunden nach Stressbeginn. 24 Stunden vor dem
Experiment erhielten 2 Stunden lang gestresste (S) und ungestresste (K) Mause eine subkutane
Injektion mit Reserpin 1lug/g Korpergewicht (Res) bzw. Kochsalz (NaCl). Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde den Mausen durch retroorbitale Punktion Blut entnommen und der
Corticosterongehalt im Plasma mittels ELISA bestimmt. jeweils n= 6/ Gruppe, Summe aus 2

unabhangigen Experimenten mit ahnlichen Ergebnissen; **p<0,01;***p<0,001 Bonferroni’'s multiple
comparison test nach two-way ANOVA
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5.2.2.2 Einfluss von Reserpin auf die stressinduzierte Leuko- und

Lymphozytopenie

Als zweiter Parameter zur Untersuchung der HPA-Achse wurde die Anzahl der Leuko-
und Lymphozyten im Blut untersucht, da bekannt ist, dass es mit einer gewissen
Latenz nach Anstieg der GC zum Abfall der Leuko- und Lymphozyten kommt (143).
Auch in unserem Stressmodel kam es wéahrend der Stressexposition, eine Stunde
nach Anstieg der GC (Abb. 5.6b), zu einem signifikantem Abfall der Lymphozyten
(Abb. 5.6a) und Leukozyten (Daten nicht gezeigt), der bis zu 2 Stunden nach
Beendigung des Stresses anhielt und sich danach erholte (Abb. 5.6a).

Nach dem zweiten Anstieg der GC 8 Stunden nach Stressbeginn, kam es zu einer
Stagnation der Erholung der Lymphozyten 14 Stunden nach Stressbeginn, um danach
hohere Werte als in der Kontrollgruppe zu erreichen.

Da der GC-Spiegel und die Lymphozytopenie in unserem Modell direkt nach
Stressende korrelierten, verwendeten wir in den folgenden Experimenten die Lympho-
und Leukopenie als Nachweis der wirkungsvollen Stressexposition.

Im akuten Stress scheint an der Umverteilung immunkompetenter Zellen neben den
GC auch mal3geblich das SNS beteiligt zu sein. Deshalb wurde der Einfluss von
Reserpin auf die stressinduzierte Leuko- und Lymphopenie untersucht.

In den ungestressten Gruppen fiel auf, dass in Tieren nach Reserpinbehandlung
signifikant mehr Lymphozyten gemessen wurden als in NaCl-behandelten Kontrollen
(Abb. 5.7). Der stressbedingte Abfall der Lymphozyten (Abb. 5.7) und Leukozyten
(Daten nicht gezeigt) konnte durch Reserpingabe nicht verhindert werden. Dies zeigt,
dass die stressinduzierte Lympho- und Leukopenie in unserem verwendeten Modell
durch Sympathikolyse nicht beeinflusst werden konnte und somit auch andere

Faktoren als die Katecholamine urséachlich daran beteiligt zu sein scheinen.
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Abb. 5.6

(&) Anzahl der Lymphozyten im Blut von gestressten und ungestressten weiblichen BALB/c
Mausen. Die Tiere wurden entweder akut gestresst (graue Boxplots) oder blieben ungestresst im
Inkubator (K, weil3er Boxplot). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde den Méausen durch retroorbitale
Punktion Blut entnommen und die Anzahl der Lymphozyten im Blut mittels Hamocounter bestimmt.
Zum besseren Vergleich ist hier in (b) die Kinetik der Corticosteronwerte wie bereits in Abb. 5.4 erneut
dargestellt. Die dargestellten Abnahmezeitpunkte zeigen die Minuten bzw. Stunden nach Stressbeginn.
APS= akuter psychischer Stress; jeweils n= 6/ gestresste Gruppe, Kontrolle n=12, Summe aus 3x2
unabhangigen Experimenten mit ahnlichen Ergebnissen; **p<0,01, ***p<0,001
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Abb. 5.7

Anzahl der Lymphozyten im Blut akut gestresster und nicht gestresster, Reserpin- bzw.
Kochsalz-behandelter weiblicher BALB/c Mause. 24 Stunden vor dem Experiment erhielten 2
Stunden lang gestresste (S) und ungestresste (K) Mause eine subkutane Injektion mit Reserpin 1ug/g
Korpergewicht (Res) bzw. Kochsalz (NaCl). Direkt nach Stressende wurde den Mausen durch
retroorbitale Punktion Blut entnommen und die Anzahl der Lymphozyten im Blut mittels Hamocounter

bestimmt. jeweils n= 12/ Gruppe, Summe aus 2 unabhdngigen Experimenten mit &hnlichen
Ergebnissen; ***p<0,001; Bonferronis’s test nach one-way ANOVA
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5.2.3 Einfluss von Reserpin auf die stressinduzierte Darmbarrierestorung

Vorherige Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass bereits 6 Stunden
nach einer 2-stindigen Stresssitzung im terminalen lleum von weiblichen BALB/c
Mausen deutliche Apoptosen nachweisbar sind, die mit einem erhéhten Aufkommen
von Darmkommensalen in Leber und mesenterialen Lymphknoten assoziiert waren.
Uber direkte nervale Innervation der Plexus myentericus und submucosus als auch
indirekt Uber freies NA und Adrenalin nimmt der Sympathikus wie bereits in der
Einleitung dargestellt u.a. Einfluss auf die Hamodynamik und immunkompetente
Zellen des Darmes. Deshalb sollte tGberprift werden, ob durch Sympathikolyse die

stressinduzierte Darmbarrierestérung verhindert werden kann.

5.2.3.1 Einfluss von Reserpin auf die stressinduzierte Transsudation

von Evans Blue in die Submukosa des lleums

Als Surrogat fur die stressinduzierte bakterielle Translokation wurde die
Permeabilitatserhdhung des Dunndarmepithels gegentiber Makromolekilen anhand
der Transsudation von Evans Blue untersucht.

Bei ungestressten, NaCl-behandelten Kontrolltieren zeigte sich eine geringe bis gar
keine Transsudation als Zeichen einer intakten, undurchlassigen Darmbarriere (Abb.
5.8). Auch die alleinige Gabe von Reserpin zeigte keinen signifikanten Effekt auf die
Darmbarrierefunktion. Im Gegensatz dazu zeigten gestresste, NaCl-behandelte Tiere
eine deutliche Transsudation von Evans Blue in die Submukosa des terminalen
lleums. Die Behandlung mit Reserpin konnte diese vermehrte Transsudation nicht
beeinflussen (Abb.5.8), d.h. die stressinduzierte Darmbarrierestérung konnte nicht

verhindert werden.
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Abb.5.8

Transsudation von Evans Blue in die Submukosa des terminalen lleums in gestressten und
nicht gestressten, Reserpin- bzw. Kochsalz behandelten weiblichen BALB/c Mausen direkt nach
Stressende. 24 Stunden vor dem Experiment erhielten 2 Stunden lang gestresste (graue Boxplots) und
ungestresste (weiBe Boxplots) Kontrollmause eine subkutane Injektion mit Reserpin  1ug/g
Korpergewicht (gestreifte Boxplots) bzw. Kochsalz (leere Boxplots). Direkt vor Stressbeginn wurden alle
Tiere mit 20ul Evans Blue geschliindelt. Unmittelbar nach der Stressepisode wurde den Mausen das
terminale lleum entnommen. Bestimmung der Evans Blue Transsudation in die Submukosa des
terminalen lleums: Pro Maus wurde 1 Bild des lleums aufgenommen, pro Bild wurde an 5 Stellen die
Fluoreszenzintensitat sowohl der Hoechst gefarbten Kerne als auch des Evans Blue bestimmt und das
Verhdltnis der beiden zueinander errechnet. Pro Tier wurde ein Mittelwert der Messdaten gebildet;
EB=Evans Blue; n=12 Mause pro Gruppe, gezeigt sind aufsummierte Daten von 2 Experimenten,
*p<0,5; Bonferroni‘s-test nach one-way ANOVA. Jeweils unter den entsprechenden Boxplots sind
reprasentative Beispiele fur histologische Bilder, die zur Bestimmung der Evans Blue/Kern Ratio

verwendet wurden, gezeigt; blaue Fluoreszenz=Kernfarbung, rote Fluoreszenz=Evans Blue
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5.2.3.2 Einfluss von Reserpin auf stressinduzierte Veranderungen
des Indolaminstoffwechsels

In friheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe wurde gefunden, dass es in
verschiedenen Organen weiblicher BALB/c Mause nach akutem Stress zu einer
signifikanten Hochregulation der IDO-mRNA Expression kommt: direkt nach
Stressende in der Lunge, 6 Stunden spater im Gehirn, 12 Stunden nach Stressende in
der Milz. In der Folge kommt es unmittelbar nach akutem Stress zu einer transienten
Erniedrigung von Plasmakonzentrationen des Tryptophan. Kynureninlevel hingegen
steigen 12 Stunden nach Stressende an, um nach 24 Stunden wieder Kontrolllevel zu
erreichen. Der Anstieg des Kynurenin-Tryptophan-Quotienten gilt als Zeichen erhodhter
IDO-Aktivitat.

Von bakteriellen Produkten wie LPS ist bekannt, dass sie zu einer Aktivierung von
IDO fuhren, sodass vermutet werden kann, dass ursachlich an den Verédnderungen
des Tryptophanmetabolismus nach akutem Stress translozierende Bakterien aus dem
Darm beteiligt sind. Deshalb sollte zusatzlich Gberprift werden, inwiefern die im Stress
beobachtbaren Verédnderungen des Indolaminstoffwechsels durch
Reserpinbehandlung beeinflusst werden.

Als erster Metabolit im IDO-abhangigen Tryptophanabbau entsteht Kynurenin. Die
Plasmakynureninwerte zeigten in den beiden ungestressten Gruppen (Reserpin und
NaCl) zum Zeitpunkt direkt nach Stressende keine signifikanten Veranderungen (Abb.
5.9). In gestressten, NaCl-behandelten Mausen hingegen stieg der Plasmaspiegel von
Kynurenin bereits direkt nach Stressende an. Durch die Gabe von Reserpin konnte
dieser stressinduzierte Anstieg nicht verhindert werden (Abb. 5.9).

Bei der Quantifizierung der Konzentrationen des Tryptophan und weiterer
Tryptophanmetaboliten - Kynureninsaure, Serotonin und Quinolinsaure — und der
Errechnung des Kynurenin-Tryptophan-Quotienten konnten keine siginfikanten
Unterschiede bzw. keine eindeutig reproduzierbaren Ergebnisse gefunden werden
(Daten nicht gezeigt).

Insgesamt ist somit kein Effekt der Sympathikolyse auf den Indolaminstoffwechsel

gestresster und ungestresster Tiere erkennbar.
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Abb. 5.9

Plasma-Kynureninkonzentrationen akut gestresster und nicht gestresster, Reserpin- bzw.
Kochsalz-behandelter weiblicher BALB/c Mause direkt nach Stressende. 24 Stunden vor dem
Experiment erhielten 2 Stunden lang gestresste (S) und ungestresste (K) Mause eine subkutane
Injektion mit Reserpin 1ug/g Kérpergewicht (Res) bzw. Kochsalz (NaCl). Direkt nach Stressende wurde
den Mausen durch retroorbitale Punktion Blut entnommen und darin mittels Tandem-Massen-
Spektrometrie die Konzentration von Kynurenin bestimmt. jeweils n= 12/ Gruppe; Summe aus 2
unabhéangigen Experimenten mit ahnlichen Ergebnissen; *p<0,5; Bonferroni’s test nach one-way
ANOVA
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5.3 Einfluss von Reserpin auf die durch Transportstress verénderte
akute Stressantwort

Stressexposition kann Veranderungen neuroendokriner, metabolischer und
immunologischer Funktionen bedingen, die noch Wochen spater die Reaktion auf eine
erneute Stressexposition beeinflussen kdnnen (264). Viele RoutinemalRnahmen wie
Schliindelung, Injektionen oder Transport von Tieren stellen einen Stressor dar (zes),
ee6). IM Laboralltag kommt es oft vor, dass Experimente mit gekauften, und damit
zwangslaufig transportierten, und selbstgeziichteten Tieren durchgefihrt werden,
ohne diesen Unterschied bei der Bewertung der Ergebnisse ins Kalkul zu ziehen.
Deshalb sollte untersucht werden, inwiefern der Transport von Mausen Einfluss auf

die Ergebnisse unseres Stressmodells hat.

5.3.1 Einfluss von Transportstress auf das Gewicht und die HPA-

Achsenaktivitat iber einen Beobachtungszeitraum von 3 Wochen

In unserer Arbeitsgruppe ist es etabliert, dass Versuchstiere tiber mehrere Wochen
vor Beginn von Stressexperimenten an die Umgebungsbedingungen des Labors
gewohnt werden, um vermeintlich einheitliche Ausgangsbedingungen zu schaffen.
Dabei wurden trotzdem unterschiedliche Stressphénotypen von weiblichen BALB/c
Méausen gleichen Alters gefunden, die scheinbar davon abhangig waren, ob die Tiere
unserer eigenen Zucht entstammten oder gekauft/transportiert wurden. Um diese
Hypothese zu prufen, verglichen wir regelmalig unsere selbstgezichteten mit
transportierten weiblichen BALB/c Mausen hinsichtlich Gewicht, Corticosteron im
Plasma und Anzahl der Leuko- und Lymphozyten im Blut vom Zeitpunkt der Lieferung
bis zum Ende der Adaptationszeit 3 Wochen spéater. Hierbei sollten eventuelle Effekte
des Transportstresses festgestellt werden und beurteilt werden, inwiefern nach Ablauf
der Adaptationszeit tatsachlich vegleichbare Ausgangsbedingungen fur Experimente
herrschen.

Bei Betrachtung der Entwicklung des Gewichtes fiel auf, dass die transportierten Tiere
direkt nach Lieferung, d.h. im Alter von 6 Wochen, im Verhdltnis zu den

selbstgezlichteten signifikant weniger wogen (Abb 5.10). Bereits eine Woche spéter

-49 -



Ergebnisse

war dieser Effekt aufgehoben. In den folgenden Wochen kam es in beiden Gruppen
zu Gewichtzunahmen. In der letzten Woche der Adaptationszeit stagnierte die
Gewichtszunahme in den transportierten Mausen, wéhrend die Tiere aus der
hauseigenen Zucht weiter an Korpermasse gewannen. Dadurch entstand ein
signifikanter Unterschied zu den selbstgeziichteten Mausen, fir den allerdings keine
Ursache ausgemacht werden konnte.

Bei Betrachtung der Corticosteronwerte im Plasma zeigte sich, dass bereits der
Raumwechsel von selbstgeziichteten Mausen die HPA-Achse stimulierte. 2 Stunden
nach dem Transfer und am folgenden Tag war eine Tendenz zu erhohten GC-Werten
messbar (Abb. 5.11a). Eine Woche spater lagen die Werte wieder im Normalbereich.
Bei den transportierten Tieren kam es einen Tag nach Ankunft zu einem signifikanten
Anstieg der Plasma-Corticosteronspiegel. Danach dauerte es hingegen bis zur letzten
Woche der Adaptationszeit, um in den Bereich ,normaler” Basalwerte von gesunden
altersgleichen Tieren zu gelangen (Abb. 5.11a). Somit liegen in den beiden
untersuchten Gruppen bezlglich der Corticosteronwerte im Plasma am Ende der
Adaptationszeit ahnliche Ausgangsbedingungen vor, auch wenn es unterschiedlich
lange dauert, diese zu erreichen.

Als weiterer Parameter wurde wiederum die Anzahl der Leuko- und Lymphozyten im
Blut als sensibler Parameter zum Nachweis von Stress untersucht. Sowohl bei den
transportierten als auch den selbstgezlchteten Tieren fielen nach Anstieg der GC
sowohl die Lymphozyten (Abb. 5.11b) als auch die Leukozyten (Abb. 5.11c) ab. Bei
den Lymphozten konnte hierfir nur in den selbstgeziichteten, bei den Leukozyten nur
bei den transportierten Tieren eine Signifikanz nachgewiesen werden, aber auch in
den Gruppen, bei denen keine Signifikanzen nachgewiesen werden konnten, ist die
Tendenz zu erkennen. Eine Woche nach Raumwechsel bzw. Lieferung hatte in beiden
Gruppen die Anzahl der Leuko- und Lymphozyten einen ahnlichen Level erreicht, den
sie bis zum Ende der Adaptationszeit beibehielten. Somit kann auch bezuglich dieses
Parameters von ahnlichen Ausgangsbedingungen der beiden Gruppen am Ende der
Adaptationszeit ausgegangen werden.

Demnach lasst sich zusammenfassen, dass der Transport von Tieren und deren
Gewdhnung an die neue Umgebung sowie der ,einfache“ Wechsel eines Raumes als
Stressoren anzusehen sind, die die HPA-Achse unterschiedlich stark aktivieren. Dies
zeigt sich an erhohten GC-Basalwerten und einem Abfall der Leuko- und

Lymohozyten im Blut. Am Ende einer 3-wochigen Adaptationsphase befinden sich, bis
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auf das Gewicht, die untersuchten Parameter aber auf einem Level, sodass
augenscheinlich von vergleichbaren Ausgangsbedingungen auszugehen ist.
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—l_
= 18 - T N T l
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12
2h ds dis d22 2h ds di5 d22
Transport Eigene Zucht
Transport I:] Eigene Zucht
Abb. 5.10

Gewichtszunahme von transportierten oder selbstgezichteten weiblichen BALB/c Mausen uber
einen Zeitraum von 3 Wochen. Die 6 Wochen alten Tiere wurden entweder gekauft und 16 Stunden
transportiert (gepunktete Boxplots) oder selbst gezlichtet und wechselten einmal den Raum (leere
Boxplots). Danach wurden beide Gruppen unter gleichen Bedingungen gehalten. Das Wiegen der
lebenden Tiere fand direkt nach Lieferung bzw. dem Raumwechsel (2h) und dann einmal pro Woche
(d1, d8, d22) morgens um 10 Uhr statt. n= 4-20/ Gruppe; *p< 0,5, **p<0,01, ***p<0.001, Bonferroni’s

multiple comparison test nach two-way ANOVA
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Abb. 5.11

Corticosteron im Plasma und Lympho- und Leukozyten im Blut von transportierten oder
selbstgeziichteten weiblichen BALB/c Mausen lber einen Zeitraum von 3 Wochen. Die 6 Wochen
alten Tiere wurden entweder gekauft und 16 Stunden transportiert (gepunktete Boxplots) oder selbst
geziichtet und wechselten einmal den Raum (leere Boxplots). Danach wurden beide Gruppen unter
gleichen Bedingungen gehalten. Die Blutentnahme mittels retroorbitaler Punktion fand direkt nach
Lieferung bzw. dem Raumwechsel (2h) und dann einmal pro Woche (d1, d8, d15, d22) morgens um 10
Uhr statt. Bestimmung der (a) Corticosteronwerte mittels ELISA und der (b,c) Lymphozyten und
Leukozyten mittels Hamocounter. n= 4/ Gruppe; *p< 0,5, **p<0,01, ***p<0.001, Bonferroni’'s multiple
comparison test nach two-way ANOVA
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5.3.2 Einfluss von Transportstress auf die HPA-Achsenaktivierung im akuten

Stress

Im vorherigen Experiment wurde gezeigt, dass sowohl transportierte als auch selbst
gezichtete Mause am Ende einer 3-wochigen Adaptationsphase in den untersuchten
Parametern nur noch geringfigige Unterschiede aufwiesen. Fruhere Ergebnisse
unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass zuvor transportierte Mause im Vergleich
mit Tieren aus eigener Zucht auf Stimulation mit ACTH einen starkeren Anstieg der
GC aufwiesen (Abb. 5.12). Deshalb sollte im Folgenden untersucht werden, ob
transportierte  Mause in unserem akuten psychischen Stressmodel auch
unterschiedlich reagieren wirden.

Wie in Experimenten unserer Arbeitsgruppe zuvor gezeigt, war nach 2-stindigem,
akuten Stress ein signifikanter Anstieg der GC im Plasma gegenlber ungestressten
Kontrollen messbar, wenn die Tiere aus der hauseignen Zucht entstammten (Abb.
5.13b). In Gegensatz dazu blieb dieser stressinduzierte Anstieg bei transportierten
Tieren aus (Abb. 5.13a).

Mause aus eigener Zucht zeigten nach Stressexposition die bekannte Leuko- (Daten
nicht gezeigt) und Lymphozytopenie (Abb. 5.14b). Obwohl die Corticosteronwerte in
den zuvor transportierten Tieren nicht angestiegen waren, fielen auch hier die Leuko-

und Lymphozytenzahlen im Blut nach Stress deutlich ab (Abb. 5.14a).
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Abb. 5.12

Corticosteron im Plasma nach ACTH-Test in transportierten bzw. selbstgeziichteten weiblichen
BALB/c Mausen. 4 Wochen vor den Experimenten wurden Mause entweder gekauft und 16 Stunden
transportiert (gepunktete Boxplots) oder selbst gezlichtet und wechselten einmal den Raum (leere
Boxplots). Danach wurden die Mause entweder mit 1 ug ACTH(1-24) pro Maus in PBS/BSA-L6sung
(braune Boxplots) oder nur mit der PBS/BSA-Ldsung behandelt (wei3e Boxplots). Nach 45 min wurde
durch retroorbitale Punktion Blut gewonnen und die Plasma-Kortikosteronkonzentration mit Hilfe eines
ELISAs bestimmt. n= 5/ Gruppe; **p<0,01, ***p<0.001, Bonferroni’s multiple comparison test nach one-
way ANOVA, Daten zur Verfligung gestellt von Frau Dr. Cornelia Kiank
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Abb. 5.13

Corticosteron im Plasma gestresster und nicht gestresster, transportierter bzw.
selbstgeziichteter weiblicher BALB/c Mause. 4 Wochen vor den Experimenten wurden gestresste
(graue Boxplots) und ungestresste (weil3e Boxplots) Mause entweder (a) gekauft und 16 Stunden
transportiert (gepunktete Boxplots) oder (b) selbst gezilichtet und wechselten einmal den Raum (leere
Boxplots). Direkt nach Stressende wurde den Mausen durch retroorbitale Punktion Blut entnommen

und der Corticosterongehalt im Plasma mittels ELISA bestimmt. n= 12/ Gruppe; ***p<0,001, Mann-
Whitney-Test
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Abb. 5.14

Lymphozyten im Blut gestresster und nicht gestresster, transportierter bzw. selbstgeziichteter
weiblicher BALB/c Mause direkt nach Stressende. 4 Wochen vor den Experimenten wurden
gestresste (graue Boxplots) und ungestresste (weile Boxplots) Mause entweder (a) gekauft und 16
Stunden transportiert (gepunktete Boxplots) oder (b) selbst geziichtet und wechselten einmal den
Raum (leere Boxplots). Direkt nach Stressende wurde den Mausen durch retroorbitale Punktion Blut
entnommen und die Anzahl der Lymphozyten im Blut mittels Hadmocounter bestimmt. n= 12/ Gruppe;
***n<(0,001, Mann-Whitney-Test

5.3.3 Einfluss von Transportstress auf die durch akuten Stress induzierte

Darmbarrierestdrung

In der Literatur finden sich zunehmend Hinweise darauf, dass es einen
Zusammenhang zwischen CRF und der Permeabilitat der Darmbarriere gibt (267). Da
es nach Transportstress zu einer verminderten Aktivierung der HPA-Achse zu
kommen scheint, interessierte uns nun, ob dies in der Folge auch positive
Auswirkungen auf die durch Stress beeintrachtigte Integritat der Darmbarriere habe.

Wie zuvor in Abschnitt 5.2.3 beschrieben, kam es bei akut gestressten Mausen aus
der eigenen Zucht direkt nach Stressende zu einer Transsudation von Evans Blue in

die Submukosa des terminalen Illeums im Gegensatz zu nicht gestressten
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Kontrolltieren, die keine Transsudation aufwiesen (Abb. 5.15b). Dem gegenuber
gestellt, zeigten in der Gruppe der transportierten Tiere weder gestresste noch
ungestresste Mause eine nachweisbare Transsudation von Evans Blue (Abb. 5.15a).
Dies bedeutet, dass eine durch Transportstress hervorgerufene, verminderte
Aktivierbarkeit der HPA-Achse auf einen erneuten Stressor mit einer fehlenden

stressinduzierten Darmbarrierestérung assoziert ist.

Betrachtet man die Verdnderungen im Indolaminmetabolismus, fiel folgendes auf:

Bei selbstgezichteten Mausen konnte, wie bereits zuvor berichtet, ein
stressinduzierter Anstieg von Kynurenin (Abb. 5.16b) im Plasma gezeigt werden. In
den zuvor transportierten Tieren hingegen zeigte sich direkt nach 2 Stunden
Stressexposition kein Anstieg des Kynurenin (Abb. 5.16a) im Plasma. Bei Messung
der Konzentrationen des Tryptophan und den weiteren Metaboliten Kynureninsaure,
Serotonin und Quinolinsdure konnten wiederum keine eindeutig reproduzierbaren

Werte gemessen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 5.15

Transsudation von Evans Blue in die Submukosa des terminalen lleums in gestressten und
nicht gestressten, zuvor transportierten bzw. selbst geziichteten weiblichen BALB/c Mausen
direkt nach Stressende.

4 Wochen vor den Experimenten wurden gestresste (Stress, graue Boxplots) und ungestresste
(Kontrolle, weil3e Boxplots) Mause entweder (a) gekauft und 16 Stunden transportiert (Transport) oder
(b) selbst geziichtet und wechselten nur einmal den Raum (Eigene Zucht). Direkt vor Stressbeginn
wurden alle Tiere mit 20ul Evans Blue geschlindelt. Unmittelbar nach der Stressepisode wurde den
Mausen das terminale lleum entnommen. (a,b) Bestimmung der Evans Blue Transsudation in die
Submukosa des terminalen lleums: Pro Maus wurde 1 Bild des lleums aufgenommen, pro Bild wurde
an 5 Stellen die Fluoreszenzintensitat sowohl der Hoechst gefarbten Kerne als auch des Evans Blue
bestimmt und das Verhaltnis der beiden zueinander errechnet. Pro Tier wurde ein Mittelwert der
Messdaten gebildet; EB=Evans Blue; n=12 Mause pro Gruppe, gezeigt sind aufsummierte Daten von 2
Experimenten, **p<0,01, Mann-Whitney-Test. Jeweils unter den entsprechenden Boxplots sind
reprasentative Beispiele fur histologische Bilder, die zur Bestimmung der Evans Blue/Kern Ratio

verwendet wurden, gezeigt; blaue Fluoreszenz=Hoechst-Kernfarbung, rote Fluoreszenz=Evans Blue
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Abb. 5.16

Plasma-Kynureninkonzentration akut gestresster und nicht gestresster, zuvor transportierter
bzw. selbst gezlchteter weiblicher BALB/c Mause. 4 Wochen vor den Experimenten wurden
gestresste (Stress, graue Boxplots) und ungestresste (Kontrolle, weil3e Boxplots) Mause entweder (a)
gekauft und 16 Stunden transportiert (Transport, gepunktete Boxplots) oder (b) selbst geziichtet und
wechselten nur einmal den Raum (Eigene Zucht, leere Boxplots). Nach Stressende wurde den Mausen
durch retroorbitale Punktion Blut entnommen und darin mittels Tandem-Massen-Spektrometrie die
Konzentration von Kynurenin gemessen. jeweils n= 12/ Gruppe; jeweils Summe aus 2 unabhangigen
Experimenten mit ahnlichen Ergebnissen; *p<0,5; Mann-Whitney-Test
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5.3.4 Einfluss von Reserpin auf die durch Transportstress verminderte HPA-
Achsenaktivitdt und Darmbarrierestorung

Das sympathische Nervensystem und die HPA-Achse gelten in Bezug auf
metabolische, neuroendokrine und kardiovaskulare Anpassungen grundsatzlich als
synergistisch agierende Syteme in ihrer Reaktion auf Stress. Im vorherigen Abschnitt
wurde vermutet, dass durch einen friheren Stressor die erneute stressinduzierte
Aktivierbarkeit der HPA- Achse und die Darmbarrierestérung vermindert werden.

Im folgenden Experiment sollte nun untersucht werden, ob es nach Ausschaltung des
Sympathikus in zuvor transportierten Mausen zur Aktivierung der HPA-Achse und
damit assoziiert zur Beeintrachtigung der Darmbarriere kommt.

Wie zuvor beschrieben, kam es in transportierten Mausen nach 2 Stunden akuter
Stressexposition nicht zum erwarteten Anstieg der GC im Plasma (Abb 5.17). Auch
Reserpin-behandelte, nicht gestresste Tiere zeigten keinen Anstieg der GC, d.h.
Reserpin an sich fuhrte nicht zu einer Ausschittung der GC. Die Reserpin-
behandelten, gestressten Mause hingegen zeigten signifikant hohere GC-Werte als
die drei anderen Gruppen. Dies sprache fur eine Aktivierung der HPA-Achse nach
Ausschaltung des Sympathikus.

Bei Betrachtung der Darmbarriere war zuvor beobachtet worden, dass transportierte
Tiere nicht die durch akuten Stress induzierte Transsudation von Evans Blue
aufwiesen (Abb. 5.18).

Auch die Gabe von Reserpin flhrte in ungestressten Tieren nicht zur Transsudation
(Abb. 5.18). Nur bei gestressten, zuvor Reserpin-behandelten Mausen kam es zu
einer erhohten Permeabilitat fir Evans Blue. Somit ist, wenn vor akuter
Stressexposition eine Sympathikolyse durchgefuhrt wurde, eine verstarkte
Darmbarrierestérung zu beobachten.

Als weiteren Parameter betrachteten wir erneut den Indolaminstoffwechsel:

In den beiden nicht gestressten Gruppen (Reserpin, NaCl) zeigten sich keine
Veranderungen der Kynureninkonzentration im Plasma (Abb. 5.19). Wie bereits
erwahnt, stieg der Kynureninspiegel in zuvor transportierten, akut gestressten, NacCl-
behandelten Mausen nicht an. Bekamen die Mause vor Stressexposition Reserpin
appliziert, konnte, wie in gestressten Tieren aus eigener Zucht (Abb.5.16b), der

Kynureninanstieg wieder beobachtet werden (Abb. 5.19).
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Somit weist die Summe dieser Ergebnisse darauf hin, dass die Gabe von Reserpin
vor einer akuten Stressexposition in zuvor Transportstress ausgesetzten Mausen zu
einer Aktivierung der HPA-Achse, einer damit assoziierten Beeintrachtigung der
Darmbarriere und Verédnderungen im Indolaminstofwechsel, die auf eine Aktivierung
von IDO hinweisen, fuhrt. Inwiefern diese drei Beobachtungen in kausalem

Zusammenhang zueinander stehen, gilt es zu diskutieren.
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Abb. 5.17

Corticosteronwerte im Plasma akut gestresster und nicht gestresster, Reserpin- bzw. Kochsalz-
behandelter, 4 Wochen zuvor transportierter weiblicher BALB/c Mause. 4 Wochen vor dem
Experiment wurden die Tiere 16 Stunden transportiert. 24 Stunden vor der akuten Stressexposition
erhielten gestresste (S, graue Boxplots) und ungestresste (K, weil3e Boxplots) Mause eine subkutane
Injektion mit Reserpin 1ug/g Koérpergewicht (Res, gestreifte Boxplots) bzw. Kochsalz (NaCl, leere
Boxplots). Direkt nach Stressende wurde den Mausen durch retroorbitale Punktion Blut entnommen
und der Corticosterongehalt im Plasma mittels ELISA bestimmt. jeweils n= 12/Gruppe, Summe aus 2

unabhangigen Experimenten mit ahnlichen Ergebnissen;***p<0,001 Bonferroni’s test nach one-way
ANOVA
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Abb. 5.18

Transsudation von Evans Blue in die Submukosa des terminalen lleums in gestressten und
nicht gestressten, Reserpin- bzw. NaCl-behandelten, 4 Wochen zuvor transportierten weiblichen
BALB/c Mausen. 4 Wochen vor dem Experiment wurden die Tiere 16 Stunden transportiert. 24
Stunden vor der akuten Stressexposition erhielten gestresste (Stress) und ungestresste (Kontrolle)
Mause eine subkutane Injektion mit Reserpin 1ug/g Korpergewicht (Reserpin) bzw. Kochsalz (NaCl).
Direkt vor Stressbeginn wurden alle Tiere mit 204l Evans Blue geschliindelt. Unmittelbar nach der
Stressepisode wurde den Mausen das terminale lleum entnommen. Bestimmung der Evans Blue
Transsudation in die Submukosa des terminalen lleums: Pro Maus wurde 1 Bild des lleums
aufgenommen, pro Bild wurde an 5 Stellen die Fluoreszenzintensitat sowohl der Hoechst gefarbten
Kerne als auch des Evans Blue bestimmt und das Verhéltnis der beiden zueinander errechnet. Pro Tier
wurde ein Mittelwert der Messdaten gebildet; EB=Evans Blue; n=12 Mause pro Gruppe; *p<0,5,
Bonferroni’s test nach one-way ANOVA. Jeweils unter den entsprechenden Boxplots sind
reprasentative Beispiele fur histologische Bilder, die zur Bestimmung der Evans Blue/Kern Ratio

verwendet wurden, gezeigt. blaue Fluoreszenz=Hoechst-Kernfarbung, rote Fluoreszenz=Evans Blue
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Abb. 5.19

Plasma-Kynureninkonzentration akut gestresster und nicht gestresster, Reserpin- bzw. NaCl-
behandelter, 4 Wochen zuvor transportierter weiblicher BALB/c Mause. 4 Wochen vor dem
Experiment wurden die Tiere 16 Stunden lang transportiert. 24 Stunden vor der akuten
Stressexposition erhielten gestresste (S, graue Boxplots)) und ungestresste (K, weiRe Boxplots) Mause
eine subkutane Injektion mit Reserpin 1ug/g Korpergewicht (Res, gestreifte Boxplots) bzw. Kochsalz
(NaCl, leere Boxplots). Direkt nach Stressende wurde den Mausen durch retroorbitale Punktion Blut
entnommen und darin mittels Tandem-Massen-Spektrometrie die Konzentration von Kynurenin
gemessen. jeweils n=12/Gruppe; Summe aus 2 unabhdngigen Experimenten mit ahnlichen

Ergebnissen; *p<0,5; **p<0,01; Bonferroni‘s test nach one-way ANOVA
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6. Diskussion

Es ist bekannt, dass Stress Uber das sympathische Nervensystem (SNS) und die
HPA-Achse Einfluss auf die Psyche, das Immunsystem und den Magen-Darm-Trakt
nimmt (3), (21), (65) (204)- Bei akuter Stressexposition wird hierdurch unter anderem das
Immunsystem aktiviert und damit in die Lage versetzt, auf das potentielle Eindringen
von Keimen, z.B. Uber eine Zellmigration von Leukozyten an einen Ort der
Immunaktivierung wie Haut oder Darm, adéaquat zu reagieren es), (145), (268)- Halt der
Stress langer an und wird chronisch, dekompensieren die adaptiven ,Stresssysteme*
u.a. mit der Folge einer Immunsuppression und geschwachten Infektabwehr (s3), (36).
Zusatzlich wird bereits durch akute Stressexpostion die Integritat der Darmbarriere
eingeschrankt und es kommt zur Translokation von Bakterien in die Blutbahn.

In der Pathogenese der Sepsis, in der es ohnehin schon zu schweren Stérungen des
Immunsystems kommt, stellt der Ubertritt von Bakterien aus dem Darm in die
Blutbahn einen weiter komplizierenden Faktor dar (01, (202), (203). Bei der Therapie des
septischen Schocks werden gangigerweise Katecholamine zur Aufrechterhaltung des
Blutdruckes eingesetzt und dabei in Kauf genommen, dass durch die vasokonstriktive
Wirkung des NA eine Minderversorgung des Darmes entsteht. Ob auch im Stress, bei
dem sich normalerweise als Zeichen der Sympathikuswirkung erhohte
Katecholaminwerte zeigen, die Vasokonstriktion eine Rolle in der Darmbarrierestérung
spielt, ist nicht geklart. Um die Wirkung des Sympathikus auf die Integritat der
Darmbarriere im Stress zu untersuchen, sollte in der vorliegenenden Arbeit mithilfe
von Reserpin eine chemische Sympathikolyse hergestellt werden.

Um den genauen Verlauf der Katecholaminwerte im Plasma von gestressten BALB/c
Weibchen zu ermitteln, wurde in einem Zeitraum von 15 Minuten nach Stressbeginn
bis 2 Stunden nach Stressende eine Kinetik erstellt. Anders als erwartet, zeigte sich
dabei in dem Beobachtungszeitraum weder ein Abfall noch ein Anstieg der
Katecholaminwerte. In der Literatur wird meistens von erhdhten NA- und
Adrenalinwerten nach Stressexposition berichtet (172, (63, (@69), (270 In unserer
Arbeitsgruppe wurden zuletzt erniedrigte NA Werte am Ende einer 2-stindigen
Stresssitzung beobachtet, sodass wir einen NA-Anstieg wahrend der akuten
Stressexposition erwarteten. Als Ursache fur die fehlenden Verédnderungen der
Katecholaminwerte in der vorliegenden Arbeit konnte ein Problem bei der Messung

der Proben ausgeschlossen werden, da die Ergebnisse bei erneuter Messung mit
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einem anderen ELISA-Kit-Hersteller identisch waren. Eine Ursache fiur den fehlenden
Nachweis eines Katecholaminanstieges konnte in der Organisation der
Entnahmezeitpunkte liegen. So liegt der erste Blutentnahmezeitpunkt erst 15 Minuten
nach Stressbeginn. Bekanntermal3en reagiert der Organismus sehr schnell, innerhalb
von Sekunden bis Minuten, mit der Aktivierung des SNS (263), sodass die Mdglichkeit
besteht, dass der Peak bereits vor der ersten Blutentnahme liegt. Bei unserem
Versuchsaufbau vergingen pro Maus von der Herausnahme der Tiere aus der
Stresssitzung bis zur Beendigung der Blutentnahme etwa zwei bis drei Minuten (Abb.
6.1). Die Mdglichkeit des Nachweises solch friher Veranderungen ist somit mit den

gewahlten Methoden eingeschrank.

t=0" t=15° t=16" t=17°

Beginn APS ‘ Narkose Blutent-
APS nahme

Abb. 6.1

Zeitkinetik der Narkose und Blutenthnahme nach Herausnahme der Mause aus der Stresssitzung.
Nach Herausnahme der Tiere aus der Stresssitzung zu den gegebenen Zeitpunkten erfolgte
unmittelbar die Narkose durch intraperitoneale Gabe von Ketamin. Nach Wirkeintritt ca. 1 Minute spater
erfolgte die retroorbitale Blutgewinnung. t= Minuten nach Beginn der Stresssitzung, APS= akuter

psychischer Stress

Die Zentrifugation, Aliquotierung und das Einfrieren aller Proben einer Kinetik erfolgte
zum selben Zeitpunkt direkt nach Beendigung der 2-stindigen Stresssitzung. Die
Zeitspanne zwischen Entnahme bis zum Einfrieren war somit bei Proben aus frihen
Gruppen langer als bei spaten Entnahmezeitpunkten. Da in anderen Experimenten
dieser Arbeit trotzdem signifikante Unterschiede in den Plasmakatecholaminwerten
gemessen werden konnten, scheint dieser Unterschied in der Préanalytik

vernachlassigbar zu sein.
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Stresseffekte, die die Blutentnahme an sich bereits in den Mausen hervorruft, kbnnen
zusatzlich die durch den akuten Stress bedingten Veranderungen der
Katecholaminspiegel Uberlagern. Besch et al. beschrieben bereits 1971 die
physiologische Reaktion von Ratten auf Blutentnahmen (»71), die wie andere gangige
Laborprozeduren eine Stressantwort in den Tieren hervorruft oes), (266), (272). Laut
Grouzmann et al. stellt die Blutprobengewinnung mittels arteriellem Katheter die
genaueste Methode zum Nachweis von Katecholaminen dar (273). Allerdings kdnnen
durch retroorbitale Blutgewinnung &hnlich genaue Katecholaminwerte erreicht werden
@73). Durch den kurzen zeitlichen Abstand von ca. 1 Minute zwischen vorheriger
Anésthesie und Blutentnahme sollten die Stresseffekte, die auch diese Methode
erzeugt, auf ein moglichst geringes Mal3 reduziert werden. Deshalb entschieden wir
uns fur die Probengewinnung mittels retroorbitaler Blutentnahme.

Die vor der Blutentnahme durchgefuhrte Narkose stellt einen weiteren maf3geblichen
Faktor dar, der die Katecholaminkonzentration beeinflusst. Das verwendete Ketamin
hemmt die Wiederaufnahme aus dem synaptischen Spalt und fuhrt zu einer Erhéhung
der Katecholamine im Plasma (274), 275), 276). Demnach liegt die Vermutung nahe, dass
es durch die Narkose zu einer Uberlagerung potentieller Stressveranderungen kommt,
und die gemessenen Werte nicht den real existierenden entsprechen. Gébe es
tatsachlich keine Veranderung in den Katecholaminwerten, wéare die Uberpriifung von
Sympathikuseffekten im Stress nicht sinnvoll. Da die Literatur aber eindeutige
Hinweise fur ein Ansteigen der NA- und Adrenalinwerte wahrend Stress bereithalt
172), (263), (269), (270), und die Aktivierung des SNS im Stress als gesichert gilt, fuhrten
wir die Sympathikolyse dennoch durch. Die Tatsache, dass die Gabe von Reserpin in
der vorliegenden Arbeit zu einem signifikanten Abfall der Katecholaminwerte im
Plasma fuhrte, macht zusatzlich deutlich, dass es mdoglich ist, die Aktivitat des
Sympathikus zu vermindern und dies auch messbar ist.

Inwiefern die im Plasma gemessenen Werte denen in den relevanten Organen (Darm,
Gehirn, Nebenniere etc.) entsprechen, wurde nicht Uberprift. Allerdings zeigen
Stewart et al., dass 16 Stunden nach subkutaner Applikation von Reserpin im Darm
und Gehirn von Ratten die NA-Werte auf 5 bzw. 10% von Kontrollen abgefallen sind
ao2). Auch in der Nebenniere, dem Herz, braunem Fettgewebe und portalvendsem
Blut konnen die NA-Werte durch Reserpingabe signifikant gesenkt werden (277).

Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die im peripheren Blut gemessenen
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Katecholaminwerte reprasentativ fur die Organe stehen, auch wenn der eindeutige
Beweis daflr in der vorliegenden Arbeit nicht erbracht wird.

Neben dem SNS kommt es im Stress zusatzlich zu einer Aktivierung der HPA- Achse.
Sowohl untereinander als auch auf den Darm nehmen diese beiden Systeme Einfluss
o), (29), (188), (267 Um den Einfluss der Sympathikolyse auf die HPA-Achse zu
ermitteln, wurden die Corticosteronwerte im Plasma bestimmt. In der zuerst
durchgefuhrten Kinetik zeigte sich, wie erwartet und schon vielfach zuvor beschrieben,
ein kurz nach Stressbeginn einsetzender und bis zum Ende des Stresses weiter
ansteigender GC-Plasmaspiegel. In Anlehnung an Mohn et al. gehen wir davon aus,
dass dieser Corticosteronanstieg am Ende der Stressexposition durch direkte zentrale
Stimulation der HPA-Achse hervorgerufen wird (275). Uber CRF und ACTH kommt es
Uber direkte Stimulation in der Nebenniere zu einem Ausschuitten des Corticosterons
aus den Speichervesikeln. Dafir spricht das direkte Ansprechen auf den Stressreiz zu
Beginn des Experimentes als auch der schnelle Abfall nach Beendigung des
Stresses.

Ein eng mit diesem Anstieg der HPA-Achsenaktivitit zusammenhangender
Stressparameter ist die Anzahl der im peripheren Blut gemessenen Leuko- und
Lymphozyten. Die durch Stress hervorgerufene Erhéhung der GC fallt ziemlich schnell
nach Beendigung der Stressexposition wieder ab. Der kurz darauf folgende Abfall der
weil3en Blutkdrperchen hingegen ist auch noch nach einigen Stunden nachweisbar
aa3). Deshalb wird dieser Parameter gerne in der Forschung mit wilden Tieren, und, da
er positiv mit der Starke des erlebten Stressors zusammenhangt, auch zur
Abschétzung von Transportstress in Schlachttieren herangezogen (143).

Anders als im chronischen Stress, bei dem in unserer Arbeitsgruppe durch Blockade
von GC-Rezeptoren mittels RU486 die stressinduzierte Leuko- und Lymphozytopenie
in weiblichen BALB/c Mausen vermindert werden konnte, zeigte sich dieser Effekt
nicht nach akuter Stressexposition. Im chronischen Stress werden fur den Verlust der
Leuko- und Lymphozyten GC-induzierte Apoptosen verantwortlich gemacht (sz), (a),
142), 279). Im akuten Stress hingegen treten die Leuko- und Lymphopenie zu schnell
ein, als dass sie durch apoptotische Mechanismen erklart werden kénnten. Vielmehr
stellen Dhabar et al. die Hypothese auf, dass es zu einer stressbedingten
Zellmigration an einen Ort der Immunaktivierung kommt, insbesondere in die Haut,
Lymphknoten und den Darm um, evolutionar betrachtet, im Kampf oder auf der Flucht

potentiell eintretende Erreger unmittelbar zu bekampfen (146). Wir vermuteten, dass im

- 67 -



Diskussion

akuten Stress eher Sympathikus-vermittelte Effekte am Verlust der Leuko- und
Lymphozyten beteiligt sind. So zeigen Engler et al., dass die nach einer 24-stiindigen
Stressexposition bei Ratten auftretende Lymphopenie durch Blockade von a-AR
vermindert werden kann (2go).

In den hier gezeigten Experimenten kam es wie erwartet nach Anstieg der GC zum
Abfall der Leuko- und Lymphozyten. Jedoch konnte durch Gabe von Reserpin der
Abfall nicht verhindert werden, sodass in diesem Fall ein sympathikusvermittelter
Effekt bei der akuten stressinduzierten Leuko- und Lymphopenie nicht nachweisbar
ist. Allerdings fallt auf, dass auch der stressinduzierte Anstieg der GC durch Gabe von
Reserpin nicht beeinflussbar ist. Somit stellt sich die Frage, ob die zu beobachtende
Lymphopenie tatséchlich als direkt Sympathikus-vermittelt oder als Folge des GC-
Anstiegs zu betrachten ist. In diesem Zusammenhang kann auf die bereits oben
erwdhnten Ergebnisse verwiesen werden, die keinen Effekt einer GC-
Rezeptorblockade im akuten Stress zeigen konnten. Zusatzlich zeigen Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit, dass zuvor transportierte Mause, die im akuten Stress keinen
GC-Anstieg zeigen, trotzdem unverandert niedrige Leuko- und Lymphozytenzahlen
aufweisen. Somit erscheinen GC-vermittelte Effekte im akuten Stress untergeordnet
zu sein.

Eine Ursache fiur den fehlenden Nachweis einer Sympathikuswirkung auf den Abfall
der Leuko- und Lymphozyten konnte in der Rezeptorunspezifitat der Reserpin-
vermittelten Sympathikolyse liegen, die sowohl die Wirkung a- als auch p-adrenerger
Rezeptoren einschrankt. So berichten verschiedene Autoren, dass die Injektion von
Adrenalin einen Anstieg der peripheren Leukozyten induziert (2s1y bzw. der mit
physischer Aktivitat verbundene Anstieg der Katecholamine zu einer Leukozytose
flhrt (282), (283). T@NNesen et al. beobachteten, dass unter Adrenalingabe eine Cortisol-
induzierte Lymphopenie reversibel sei (g4). Vermittelt werden sollen diese Effekte
hauptsachlich Uber B-AR (285), (286), (287), (288). Engler et al. hatten gezeigt, dass die
Verminderung der Lymphopenie a-adrenerg vermittelt wird. Folglich kénnten sich bei
gleichzeitiger Wirkung von Reserpin auf a- und [(-Rezeptoren die Effekte der
Sympathikolyse gegenseitig aufheben.

Zusatzlich ist bekannt, dass neben den Katecholaminen und GC weitere Faktoren
regulativen Einfluss auf die Verteilung von Leukozyten haben. So sind fur growth
hormone, Schilddrisenhormone, beta-endorphin, vasoactive intestinal peptide und

Neuropeptid-Y Effekte auf stressinduzierte Veranderungen peripher zirkulierender
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Leukozyten gezeigt worden (263), (289), (200 (201)- Dies bedeutet, dass die
stressinduzierte Leukozytenmigration einer komplexeren als nur durch das SNS und
die HPA-Achse beeinflussten Regulation unterliegt und die unselektive
Sympathikolyse mittels Reserpin eine stressinduzierte Leuko- und Lymphopenie nicht

verhindern kann.

Zusatzlich zu dem wahrend Stress zu beobachtenden Anstiegs der GC zeigte sich in
der durchgefuhrten Kinetik ein zweiter, als solcher zuvor nicht beschriebener, GC-
Anstieg 8 Stunden nach Stressbeginn.

Eine Vermutung fir die Ursache dieses zweiten GC-Anstiegs sind physiologisch
auftretende Hormonschwankungen im Rahmen des zirkadianen Rhythmus. Der
betroffene Zeitpunkt 6 Stunden nach Stressende ist um 16 Uhr. Im Rahmen des 12
Stunden Hell-Dunkel-Zyklus wird im Inkubator um 18 Uhr das Licht ausgeschaltet,
womit sich 16 Uhr am Ende der Tagphase befindet. Als Nager sind M&use nachtaktive
Tiere. Demnach kommt es, anders als beim Menschen, der morgens die hdochsten GC
Werte aufweist (292, bei Mausen zu Beginn der Dunkelphase zum Anstieg der GC (293),
92 Somit liegt der entsprechende Entnahmezeitpunkt vor der Phase des zu
erwartenden GC-Anstiegs im Rahmen des zirkadianen Rhythmus bei Nagern.
Zusatzlich spricht gegen diese Theorie, dass alle Kontrollwerte, die zum gleichen
Zeitpunkt abgenommen wurden, unterhalb des niedrigsten Wertes von gestressten
Tieren liegen. Allerdings muss bedacht werden, dass es durch Stressexposition zu
einer Storung verschiedener zirkadianer Rhythmen kommen kann (294). So berichten
Dalm et. al, dass C57BL/6J Mause, die wiederholt gegeniber Ratten exponiert
werden, Veranderungen in zirkadianen Aktivitatsmustern aufweisen (ogs), die stark von
GC abhangen. Meerlo et al. berichten von der Beeinflussung der tageszeitabhangigen
Korpertemperatur und Herzfrequenz durch sozialen Stress (296, (207). InWieweit unsere
Ergebnisse durch zirkadiane Rhythmusstérungen beeinflusst sind, wurde nicht
Uberpruft.

Wabhrscheinlicher erscheint als Ursache fir den zweiten GC-Peak die stressinduzierte
bakterielle Translokation aus dem Darm in die Blutbahn. In unserer Arbeitsgruppe
konnte zuvor gezeigt werden, dass 6 Stunden nach Beendigung einer 2-stiindigen
Stresssitzung deutliche Apoptosen im terminalen lleum nachweisbar sind und es zu
einer Dissemination von Bakterien der Darmflora in die Leber und mesenteriale

Lymphknoten kommt. Desweiteren ist bekannt, dass LPS eine Aktivierung der HPA-
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Achse induzieren kann. So zeigen Lenczowski et al., dass 90 Minuten nach
intraperitonealer Injektion von LPS in Ratten eine Erhdhung von IL-6, ACTH und
Corticosteron im Plasma gemessen werden kann (9g). Zusatzlich zeigten in dieser
Arbeit Tiere, in denen kein Endotoxin gemessen werden konnte, auch keinen Anstieg
des Corticosterons. Auch andere Autoren berichten von einer LPS-induzierten HPA-
Achsenaktivierung Uber proinflammatorische Zytokine (132, (133), (209, Sodass es
moglich erscheint, dass translozierende Bakterien zu einem Anstieg der GC fihren
kbnnen. Da durch die Behandlung mit Reserpin die stressinduzierte
Permeabilitatserndhung im Darm nicht verhindert werden konnte, ist es
nachvollziehbar, dass auch der GC-Anstieg nicht zu beeinflussen ist. Der Nachweis
fur einen kausalen Zusammenhang zwischen bakterieller Translokation und dem
Ansteigen der GC-Konzentration kann somit nicht erbracht werden. Um diesen
Zusammenhang potentiell zu belegen, bliebe zu untersuchen, inwiefern z.B. eine
Behandlung der M&ause mit Endotoxin-freiem Anti-TNFa-AK, die erwiesenermal3en die
bakterielle Translokation einschrankt, das Potential hatte, den beschriebenen Anstieg
der GC zu vermindern. Ein Problem dabei besteht in der Tatsache, dass bereits
geringe Mengen an LPS eine fast maximale GC-Antwort generieren (29g), Sodass nur
eine komplette Hemmung der bakteriellen Translokation einen GC-Anstieg verhindern
wirde. Da bei den meisten Berichten in der Literatur nur eine Verminderung, nicht
aber eine Verhinderung der Darmbarrierestorung erreicht wird, erscheint die
Durchfiihrbarkeit dieses Nachweises kompliziert.

Als einen Parameter zur genaueren Untersuchung der Permeabilitat der Darmbarriere
wurde die Transsudation von Evans Blue in die Submukosa des terminalen lleums
untersucht.

Bei Evans Blue (T-1824) handelt es sich um einen Azofarbstoff, der unter
fluoreszierendem Licht stark rot leuchtet und somit sehr leicht mikroskopisch und
spektrophotometrisch nachweisbar ist o). Uber viele Jahre wurde Evans Blue zur
Beurteilung der Permeabilitéat von Kapillaren verwendet (zo1), (302), 303). Aber auch far
die Beurteilung der Durchlassigkeit von Makromolekilen vom Darmlumen aus erwies
sich dieser Farbstoff als gut geeignet (zo0), 304). Im Dlnndarm konnte gezeigt werden,
dass die Permeabilitat fur Evans Blue Uber aller Abschnitte homogen verteilt ist und
von energieverbrauchenden Mechanismen unabhangig (zos. Mit einem
Molekulargewicht von 960,83g/mol (304 fallt Evans Blue in die Klasse der

Markomolekile und ist somit ein guter Marker fir den parazellularen Transport im
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Darm (30s), (306). Diese parazellulare Permeabilitat wird besonders durch interzellulare
tight junctions beeinflusst. Bei entzindlichen Darmerkrankungen kann die
parazellulare Permeabilitat bereits beeintrachtigt sein, obwohl sich das Epithel
morphologisch noch intakt darstellt 307). In friheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
nutzen wir den Nachweis von Apoptosen im Darmepithel mittels TUNEL-Assay als
Zeichen einer gestorten Darmbarriere. Um bereits frihere und vor allem funktionelle
Veranderungen des Darmepithels nachzuweisen, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Transsudation von Evans Blue als Nachweis einer beeintrachtigten parazellularen
Permeabilitdt herangezogen.

Dabei zeigte sich, dass eine stressinduzierte Erhéhung der Transsudation gegenuber
ungestressten Tieren durch Sympathikolyse nicht verhindert wird. In vorherigen
Experimenten unserer Arbeitsgruppe wurde die bakterielle Translokation in
Zusammenhang mit dem apoptotischen Verlust intestinaler Epithelzellen nach
Stressexpostion gebracht. Eine Hypothese flir die Ursache dieses stressinduzierten
programmierten Zelltods ist, dass es durch erhthte Katecholamine im Stress zu einer
Vasokonstriktion mit folgender Sauerstoffminderversorgung im Splanchnikusgebiet
kommt. Dass es im Stress zu einer Aktivierung des SNS und Ausschittung von
Katecholaminen kommt, und diese Uber a-AR auf den GefalR3en eine Vasokonstriktion
vermitteln, kann als erwiesen angesehen werden. Ob die dabei erreichten
Katecholaminkonzentrationen ausreichen, eine derart massive
Sauerstoffminderversorgung zu induzieren, dass es zu apoptotischem Zellverlust
kommt, ist nicht nachgewiesen.

Die Erkenntnisse, die wir Uber die vasokonstriktive Wirkung von Katecholaminen
haben, stammen zu gréf3ten Teilen aus der Sepsistherapieforschung. In der Therapie
der Sepsis werden haufig groRe Mengen an NA angewandt, um den Blutdruck
aufrecht zu erhalten (z08), (309), (310)- Anders als zu erwarten ware, ist in der Sepsis, die
oft mit deutlicher Hypotension einhergeht, die Gefahr durch die Gabe von hohen
Dosen NA eine Minderversorgung einzelner Organe (Leber, Niere, Darm) mit der
Folge von Multi-Organ-Versagen zu induzieren relativ gering (s11). Als Ursache dafur
wird ein vermindertes Ansprechen der GefalRe auf Katecholamine aufgrund einer
down-regulation von a-AR vermutet 12. In nicht septischen Patienten tritt diese
down-regulation nicht auf, sodass die Gefahr einer Minderversorgung eindeutig
gegeben ist. Inwiefern akut gestresste Mause eine verdnderte Reaktivitat der Gewebe

auf Katecholamine aufweisen, wurde nicht untersucht. Edgar et al. berichten, dass
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chronisch gestresste Mause sogar eine erhohte Reaktivitat der 3-AR auf Lymphozyten
aufweisen 5. Sollte dies auch bei a-AR auf GefaRen zutreffen, wirde dies die
Wabhrscheinlichkeit, dass die durch Stress erhohten Katecholaminwerte tatséchlich
eine Minderversorgung des Darmes bedingen, deutlich erhéhen. Allerdings ist fraglich,
ob es bereits in der kurzen Phase einer akuten Stressexposition zu Veranderungen
der Rezeptorexpression kommt.

Venkatesh et al. beschreiben, dass ein Abfall des PO, auf Werte unter 30 mmHg im
Darm signifikant mit der Entstehung von Apoptosen assoziert sind (2sz). Somit bliebe
zu testen, wie der Sauerstoffpartialdruck im Darm wéahrend Stress tatsachlich ausfallt,
um die Theorie der Hypoxie-bedingten Darmbarrierestbrung im Stress zu
untermauern.

Desweiteren kann der direkte Beweis, dass die Gabe von Reserpin das
Sauerstoffangebot im Darm verbessert und somit die Hypoxie verhindert, nicht
erbracht werden. Allerdings berichten Kisin und Yuzhakov, dass nach langfristiger
Gabe von Reserpin der Anteil der Darmdurchblutung in Ratten um 17% des
Herzminutenvolumens gesteigert werden kann (113. Duranteau et al. hingegen fanden,
dass in Patienten mit Sepsis besonders die Kombination eines positiv inotropen
Medikamentes (NA) mit einem im Magen-Darm-Trakt wirkenden Vasodilatotor
(Dobutamin) die beste Durchblutung der gastralen Mukosa erzeugte (sog). Allerdings
wurde in dieser Arbeit nicht die Wirkung von Reserpin untersucht.

In den meisten Arbeiten zur Hypoxie-bedingten Apoptoseinduktion wird von einer
Hypotonie-bedingten Hypoxie, vornehmlich bei schwerem Trauma und in der Sepsis,
ausgegangen. Auch die Therapie mit Reserpin fuhrt zu einer deutlichen Hypotonie,
sodass angenommen werden kénnte, dass allein die Gabe von Reserpin zur Induktion
von Apoptosen flihre. Da die ungestressten, Reserpin-behandelten Tiere in der
vorliegenden Arbeit keine vermehrte Transsudation von Evans Blue aufweisen,
scheint dies nicht der Fall zu sein. In diesem Zusammenhang sollte die Wirkung der
Sympathikolyse eher als ein Wiederherstellen ,normaler Katecholaminwerte gesehen
werden, als ein komplettes Ausschalten des Sympathikus. Die Tatsache, dass durch
einmalige Reserpingabe nur eine partielle Sympathikolyse herzustellen ist, scheint
somit in diesem Fall von Vorteil zu sein. Trotzdem muss letztendlich offen bleiben, ob
die Behandlung mit Reserpin tatsachlich die Durchblutung des Magen-Darm-Traktes
verbessert und in der Lage ist, eine vermutete Hypoxie zu vehindern. Da die

vorliegenden Ergebnisse keinen protektiven Effekt der Sympathikolyse auf die
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stressinduzierte Darmbarrierestorung zeigen konnten, erscheint es unwahrscheinlich,
dass die Hypoxie verhindert werden kann.

Eine weitere Ursache fir die fehlende protektive Wirksamkeit der Reserpin-
vermittelten Sympathikolyse auf die Darmbarriere kbnnte weniger in einem
hamodynamischen als vielmehr in einem neuroendokrin-immunologischen
Mechanismus gesehen werden.

Wie bereits vielfach erwahnt, konnte in Experimenten unserer Arbeitsgruppe durch
Behandlung von Mausen mit Anti-TNFa-AK die nach Stressexposition zu
beobachtende bakterielle Dissimination von Bakterien und der apoptotische Verlust
von intestinalen Epithelzellen vermindert werden. Auch andere Autoren zeigen den
Einfluss von TNF auf die Darmbarriere. So kdnnen durch Inkubation mit TNF in vitro
Apoptosen in Darmzellen induziert (243, (244) und der interzellulare Zusammenhalt von
Darmepithelzellen durch tight junctions beeintrachtigt werden (4s5. Die genauen
Quellen von TNFa im Darm sind nicht genau bekannt, aber von Mastzellen weil3 man,
dass ihre Speichergranulae TNFa enthalten. Mastzellen sitzen direkt unterhalb des
Darmepithels und kdénnen nach Stimulation verschiedene Mediatoren wie Histamin,
Tryptase, Prostaglandin-D2 13 und eben auch TNF (247, 248y Sezernieren. Die
Stimulation der Mastzellen ist Uber verschiedene Mechanismen mdglich. Die
klassische Aktivierung im Rahmen der allergischen Sofortreaktion findet Uber
Quervernetzung zellgebundener IgE-AK durch Antigene statt (4. Oft werden
Mastzellen in der Nahe von Nervenendigungen gefunden. Und auch wenn die
genauen Signalwege und Mediatoren noch nicht vollstandig bekannt sind, gilt es als
sicher, dass Mastzellen auch durch Neurotransmitter des Nervensystems aktiviert
werden kdnnen (24g), (249), (250)-

So nimmt die Behandlung mit Reserpin vermutlich Uber zwei verschiede Wege
Einfluss auf Mastzellen. Einerseits ist bekannt, dass [p-AR-Agonisten einen
stabilisierenden Effekt auf Mastzellen haben (9), (@50. Parasympathische
Neurotransmitter hingegen sind in der Lage, eine Mastzelldegranulierung zu
stimulieren (s0). Dies spielt besonders in der Therapie von Asthma eine Rolle. Durch
die Depletion der Katecholamine mittels Reserpin kdnnte somit durch das relative
Uberwiegen des Parasympathikus eine ,Destabilisierung® von Mastzellen induziert
werden, die zu einer Ausschittung von TNF fuhrt und die Integritat der Darmbarriere
stort. Da ungestresste, Reserpin-behandelte Mause aber offensichtlich keine

vermehrte Transsudation von Evans Blue aufweisen, kann dieser Effekt alleine keine
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Zerstorung der Darmbarriere induzieren, aber, wie beschrieben, auch nicht die
stressinduzierte Permeabilitatserhohung verhindern.

Andererseits fuhrt die Gabe von Reserpin auch zu einem Ausschitten von Serotonin.
Von Serotonin wiederum ist bekannt, dass es uber die Bindung an 5-HT;a-Rezeptoren
an der Adhasion und Migration von Mastzellen beteiligt ist (s15. Durch die Reserpin-
vermittelte  Serotonindepletion kénnte es somit zu einer verminderten
Mastzellmigration in die Lamina propria des Darmes kommen, sodass die Wirkung der
.Mastzell-Destabilisierung* aufgrund des Katecholaminmangles deutlich
abgeschwacht wirde.

Auch durch Stress kommt es zu einer Degranulation von Mastzellen (316). Als einer der
zentralen Transmitter daftr konnte CRF identifiziert werden (z17), (318 S0 kdnnen bei
Ratten durch kurz- bzw. langfristige, periphere Gabe von CRF die gleichen Effekte in
Bezug auf Muzinproduktion und Darmpermeabilitdt hervorgerufen werden, wie sie
auch im akuten bzw. chronischen Stress zu sehen sind (241), (211). Sind die Tiere
allerdings Mastzell-defizient bzw. bekommen einen Mastzellstabilisator (lodoxamid)
gespritzt, zeigen sich diese Effekte nicht (o7, (319 Durch Gabe eines CRF-
Antagonisten (Antisauvagine) vor CRF-Applikation konnen der vermehrte
transzellulare lonentransport und die erhdhte Permeabilitat fir Makromolekile
vermindert werden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass CRF eine
zentrale Rolle in der Regulation der stressinduzierten Permeabilitdtsstérung spielt.
Inwiefern dies in Zusammenhang mit der HPA-Achse steht, ist nicht abschliel3end
geklart.

Auf den ersten Blick lassen die vorliegenden Ergebnisse vermuten, dass es einen
direkten Zusammenhang zwischen HPA-Achse und der Integritat der Darmbarriere
gibt. So zeigen zuvor transportierte Mause nach akuter Stressexposition nicht den zu
erwartenden Anstieg der GC und in der Folge eine intakte Darmbarriere, gezeigt
durch eine fehlende Transsudation von Evans Blue. Kommt es in diesen Mausen
allerdings nach Reserpingabe zum Anstieg der GC, kann auch wieder eine erhdhte
Permeabilitat fur Evans Blue nachgewiesen werden.

Auch Meddings und Swain postulieren einen direkten Zusammenhang zwischen GC-
Plasmakonzentration und einer Darmbarrierestérung, da eine stressinduzierte
Permeabilitatserhdhung durch Adrenektomie bzw. GC-Rezeptorblockade verhindert
werden konnte und die Gabe von Dexamethason zu einer Erh6hung der Permeabilitat

fihrte (320 Dies wirde bedeuten, dass die HPA-Achse direkt Einfluss auf die
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Darmbarriere hat. Laut der Arbeitsgruppe um Spitz und Yuhan kommt es demnach
durch Dexamethasongabe zu einer vermehrten Adhé&sion von Bakterien an mukosale
Epithelzellen, die mit einer Auflockerung von tight junctions und erhohter Permeabilitat
assoziiert ist (321, (322

Andererseits berichten Santos et al. und Castagliuolo et al. als Erstbeschreiber des
Zusammenhangs von CRF und einer Permeabilitdtsstorung im Darm, dass bei ihren
Untersuchungen GC keinen Einfluss auf die CRF-induzierten Verdnderungen hatten
©41), (67), (323 Und auch in unserer Arbeitsgruppe konnte zuvor die bakterielle
Dissimination durch GC-Rezeptorblockade nicht vermieden werden. Die Blockade von
CRF-Rezeptor 1 und 2 hingegen fuhrte zu einer signifikanten Verminderung der
Transsudation von Evans Blue (unveroffentlichte Daten). Demnach vermuten wir,
dass die CRF-abhangigen Effekte auf die Darmbarriere unabhangig von der HPA-
Achse funktionieren.

In diesem Zusammenhang erscheint es interessant zu erwéhnen, dass Leukozyten
unabhangig von der HPA-Achse in der Lage sind, CRF zu produzieren und tber auto-
und parakrine Sezernierung Einfluss auf die lokale Immunitat z.B. im Darm nehmen
KONNen (242, (324), (325)-

Ob nun letztendlich die fehlende protektive Wirkung der Sympathikolyse auf die
Darmbarriere an einer nicht verhinderten Hypoxie oder der Destabilisierung von
Mastzellen mit folgender TNF-Sekretion liegt oder aber grundsatzlich ein CRF-
abhangiger Mechanismus zugrunde zu legen ist, kann hier nicht abschlieRend geklart
werden. Weitere Experimente zur Aufklarung der genauen Mechanismen in diesem

komplexen Zusammenspiel laufen derzeit in unserer Arbeitsgruppe.

Als weiterer Parameter zur Untersuchung der bakteriellen Translokation werden in
dieser Arbeit die Veranderungen des Indolaminstoffwechsels angefihrt.

In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass bakterielle Produkte wie LPS oder CpG-
Motive (213), (214), aber auch proinflammatorische Zytokine wie TNFa und IFNy (s26) zur
Aktivierung eines der geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme des
Tryptophanabbaus, der Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO), fuhren.

Aufgrund der Fahigkeit von Reserpin, Serotonin zu depletieren, liegt die Vermutung
nahe, dass die alleinige Gabe von Reserpin bereits Veranderungen des
Indolaminstoffwechsels induzieren und potentiell stressinduzierte Verdnderungen

beeinflussen kodnnte. Serotonin entsteht Uber einen zweiten, IDO-unabhangigen
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Abbauweg aus Tryptophan (Abb. 2.1), sodass Tryptophan kompensatorisch vermehrt
Uber diesen Abbauweg metabolisiert werden kénnte und dadurch weniger Substrat fur
den Kynurenin-Abbauweg bereitstinde. Da die Konzentration von Kynurenin im
Plasma aber deutlich nach Stressexposition ansteigt, scheint ausreichend Substrat fur
einen Abbau Uber den IDO-abhéngigen Weg vorhanden zu sein. Zusatzlich zeigen
ungestresste, Reserpin-behandelte Mause nur unwesentliche Abweichung in den
Plasmakonzentrationen von Tryptophan und seinen Metaboliten, sodass eine direkte
Wirkung der Reserpinbehandlung auf die Aktivitat von IDO als unwahrscheinlich
angesehen werden kann.

Da die Literatur keinerlei Ergebnisse zum Einfluss des SNS auf die Aktivitat von IDO
bereithalt, ist eine kritische Beurteilung der sympathikolytischen Wirkung von Reserpin
in diesem Zusammenhang schwer.

Nach Stressexposition konnten in vorherigen Arbeiten unserer Gruppe im Plasma von
BALB/c Mausen Veradnderungen in den Konzentrationen von Tryptophan und seinen
Metaboliten gezeigt werden. Damit assoziiert war eine Induktion der IDO-mRNA in
Gehirn, Lunge und Milz. In den hier gezeigten Ergebnissen wird ein stressinduzierter,
transienter Anstieg des Kynurenin im Plasma gezeigt, der durch Reserpingabe nicht
beeinflusst werden kann. Da, wie zuvor beschreiben, die Transsudation von Evans
Blue durch Reserpin ebenfalls nicht verhindert werden konnte und wir davon
ausgehen, dass die zu beobachtenden Verdnderungen im Indolaminstoffwechsel
bakteriell induziert sind, ist dieses Ergebnis gut nachvollziehbar.

Anders als in vorherigen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe stieg die
Konzentration von Kynurenin im Plasma hier bereits direkt nach Stressende an.
Stressinduzierte Apoptosen im Darmepithel konnten zuvor bereits direkt nach
Stressende nachgewiesen werden. Die translozierten Bakterien hingegen sind erst 6
Stunden nach Stressende in Leber und mesenterialen Lymphknoten nachweisbar,
sodass sich die Frage stellt, ob direkt nach Stressende zu beobachtende
Indolaminstoffwechselveranderungen tatsachlich bakteriell induziert sind. Auffallend in
diesem Zusammenhang ist die Korrelation zwischen den im Plasma gemessenen GC-
Konzentrationen und den Verdnderungen der Indolamine. So zeigen zuvor
transportierte Tiere nach Stressexposition keinen Anstieg der GC und gleichzeitig
keinen Kynureninanstieg. Bekommen die Tiere jedoch vor der Stresssitzung Reserpin
gespritzt, sind sowohl GC-Anstieg als auch die gesteigerte IDO-Aktivitat wieder

nachweisbar, sodass die Vermutung nahe liegt, dass die zu beobachtenden
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Veranderungen im Indolaminstoffwechsel rein GC abhéngig seien und nicht durch
translozierende Bakterien induziert.

Dazu ist bekannt, dass GC die IDO-Induktion verstarken kénnen, jedoch nicht in der
Lage sind sie selber auszultsen. Turck et al. beobachteten eine erhdhte IDO-Aktivitat
im Uberstand einer Zellkultur, wenn zuséatzlich zu IFNy auch Dexamethason zugefiihrt
wurde. Dexamethason alleine konnte IDO nicht induzieren (s27). IFNy ist einer der
Hauptinduktoren von IDO (s27) und spielt ebenfalls eine Rolle bei der stressinduzierten
Darmbarriererstérung, indem es die interzelluldaren tight junction Verbindungen
beeintrachtigt 246). Auch Grohmann et al. berichten, dass IFNy notig ist, um Gber einen
reversen Signalweg Uber den Glukokortikoid-induzierten Tumor-Nekrosefaktor-
Rezeptor (GITR) in vitro in dentritischen Zellen die IDO-Expression zu starten (s.g).
Ingesamt mussen neben GC also auch andere Faktoren vorliegen, um eine IDO-
Aktivierung zu induzieren. Von TNF und LPS ist bekannt, dass sie synergistisch auf
die IDO-Induktion wirken (213), (329), (330), (331)- Auch Mastzellen kdnnen, da sie Toll-like-
Rezeptoren in hoher Dichte exprimieren, Giber die Bindung von LPS zur Degranulation
stimuliert werden (z32), (333).

Es existiert jedoch noch ein zweites Enzym, das ebenfalls am
Tryptophanmetabolismus Uber den Kynureninstoffwechselweg beteiligt ist. Die
Tryptophan 2,3-Dioxygenase (TDO) ist hauptsachlich fir die Kontrolle des basalen
Tryptophanlevel im Plasma zustandig (sss), (335. Sie wird konstitutiv in der Leber
exprimiert, kann aber nicht Gber LPS oder Zytokine induziert werden (sse), (337), (330)-
Allerdings kdnnen chronisch erhéhte GC die TDO-Aktivitdt und somit den hepatischen
Tryptophanmetabolismus erh6hen (sss), (339). Da die in dieser Arbeit beobachteten
Veranderungen im Tryptophanmetabolismus am Ende der Stressexposition akut
eintreten, erscheint eine Beteiligung der TDO an diesen Effekten eher
unwahrscheinlich. Um die Effekte von IDO und TDO genau voneinander differenzieren
zu kénnen, musste eine spezifische Hemmung der IDO mittels 1-Methyltryptophan
durchgeftihrt werden.

Abschliel3end vermuten wir, dass es in einer frihen Phase der Darmbarrierestérung
zum Ubertritt von LPS kommt, welches zur Ausschittung von TNF aus Mastzellen
fuhrt und zusammen mit GC und IFNy eine Induktion von IDO bedingt. Die genauen
Kausalitatsketten in diesem komplexen Zusammenspiel sind noch nicht abschlieRend

aufgeklart und Objekt intensiver Forschung.
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Wie bereits mehrfach erwahnt, reagierten gekaufte, transportierte Mause in unserem
Stressmodel anders als selbstgezichtete Tiere.

Seit langem ist bekannt, dass bereits grundlegende Prozeduren wie Blutabnahmen,
oro-gastrale Schliindelung, aber auch nicht invasive Routine-Tatigkeiten wie das
Wiegen von Tieren, Kafig reinigen und Transport eine messbare Stressantwort in
Labortieren generieren (es), (266), (271), (272), (340)- IN unseren Experimenten zeigte sich,
dass der 18-stiindige Transport zu unserem Labor bei gekauften M&usen eine
langanhaltende Aktivierung der HPA-Achse ausloste, die sich in erhdohten GC-
Basalwerten zeigte, und einen Abfall der Anzahl der Leuko- und Lymphozyten
hervorrief. Bereits Tiere aus eigener Zucht, die nur den Raum wechselten, zeigten
einen Anstieg der GC-Konzentration im Plasma. Demnach kann auch der Transport
von Tieren als Stressor angesehen werden, der zu einer signifikanten und
langanhaltenden Aktivierung der HPA-Achse fiihrt.

Um vermeintlich einheitliche Voraussetzungen flir Stressexperimente zu schaffen,
werden Labortiere idealerweise Uber mehrere Wochen unter gleichbleibenden
Bedingungen gehalten und regelmafiig von hdochstens 2 Personen betreut, um sie an
die Umgebung des Labors zu gewdhnen. Am Ende einer 3-wdchigen
Adaptationsphase hatten sich in unseren Experimenten in beiden Gruppen (Transport
und Eigene Zucht) die GC-Konzentrationen im Plasma und die Leuko- und
Lymphozytenzahlen im Blut auf Level ungestresster Tiere normalisiert, sodass von
vergleichbaren Ausgangsbedingungen hinsichtlich der HPA-Achse auszugehen ist.
Trotzdem zeigten zuvor transportierte Tiere nach akuter Stressexposition nicht den
erwarteten Anstieg der GC als Zeichen der HPA-Achsenaktivierung, keine
Transsudation von Evans Blue und keine Veranderungen des Indolaminstoffwechsels.
Somit hat der Stress, den die Tiere in ihrer juvenilen Phase erlebt haben, noch
Wochen spéter, trotz augenscheinlich gleicher Stressbasalparameter, Auswirkungen

auf die akute Stressantwort in adulten Tieren.

Als eine Ursache fir diese Dysregulation der stressinduzierten GC-Antwort nach
Transport kdnnte eine abgeschwéachte Nebennierenantwort vermutet werden. Frihere
Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigten allerdings, dass im Vergleich zu
selbstgeziichteten Mausen zuvor transportierte Tiere nach Durchfiihrung eines ACTH-
Testes eine verstarkte Nebennierenantwort generierten, die sich in erhéhten Plasma-

GC-Werten darstellte. Diese Daten deuten darauf hin, dass die fehlende
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stressinduzierte GC-Antwort in transportierten Tieren nicht auf einer Unfahigkeit der
Nebenniere, GC auszuschitten bzw. zu produzieren, beruht. Eher sind als alternative
Ursachen eine zentrale Herunterregulation der HPA-Achse oder eine Steigerung der
peripheren ACTH-Sensitivitat in Erwadgung zu ziehen, deren genaue Mechanismen
allerdings bis dato unbekannt sind.

Auch andere Autoren beschreiben das Phanomen, dass durch eine einmalige
Stressexposition die Aktivitat der HPA-Achse langanhaltend modifiziert wird.
Einmaliger Immobilisationsstress oder Exposition gegeniber elektrischen
Stromsto3en wahrend des Fressens fiihrte in Ratten noch 2 Wochen spater zu einem
signifikant hoheren Anstieg der ACTH-Antwort, wenn die Tiere einer unbekannten
Umgebung ausgesetzt wurden, als in nicht exponierten Kontrolltieren (), (z41). Eine
solche Sensibilisierung der HPA-Achse konnte ebenfalls durch die einmalige Gabe
von IL-1B induziert werden (as1), (3a2). Sowohl die Elektroschock-induzierte als auch die
IL-1B8 vermittelte, verstarkte HPA-Achsenaktivitat wurde durch die Ausschittung des
Neuropeptids Arginin-Vasopressin (AVP) aus der auf3eren Schicht der medianen
Eminenz hervorgerufen, welches zu einer CRF-induzierten Ausschittung von ACTH
fihrte (131, 341)- Jansen und Mitarbeiter konnten zeigen, dass noch 3 Wochen nach
einer einmaligen Gabe von IL-1B oder Amphetamin in Ratten die Dichte von Dopamin-
B-Hydroxylase positiven Neuronen, als Zeichen der adrenergen Innervation,
besonders in CRF-Neuronen vermindert war z43). Zusatzlich beobachteten Schmidt et
al. in Ratten nach Gabe von IL-1B einen Anstieg von CRF und der CRF mRNA-
Expression im paraventrikularen Nucleus (PVN). Diese Veranderungen traten erst
eine Woche nach Administration von IL-1B auf und flUhrten zu einer verstarkten
Ausschittung von ACTH und einer langanhaltenden Sensibilisierung der HPA-Achse
@ap). In eine ahnliche Richtung weisen Ergebnisse von Johnson et al., die zeigen, dass
eine einmalige Elektroschockexposition nicht nur die HPA-Antwort auf eine neue
Umgebung, sondern auch auf einen immunologischen Stressor, in diesem Fall
Endotoxin (10ng/g Korpergewicht), verstarkt o). Diese Sensibilisierung trat allerdings
bereits am ersten Tag nach Elektroschock auf, verschwand aber erst 21 Tage nach
Exposition. Interessanterweise entsprechen diese 21 Tage dem gleichen Zeitraum,
den wir fur die Normalisierung der GC-Werte nach Transportstress beobachteten.
Jedoch erklaren all diese Ergebnisse nicht, warum transportierte Mause nicht mit
einem GC-Anstieg auf einen erneuten akuten Stressor reagieren, obwohl ihre

Sensitivitat gegenuber ACTH erhéht ist.
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Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass eine einzelne Stressexposition in der Lage
war, die GC-Werte im Plasma fiir 2-3 Tage zu erhéhen. Danach folgte eine 4-wdchige
Phase mit signifikant verminderter HPA-Achsensensibilitat (), (149). Diese Ergebnisse
weisen Ahnlichkeiten mit unseren auf, dahingehend, dass auch wir nach
Transportstress eine Phase erhohter GC-Werte beobachten, die sich Uber die Zeit
normalisieren und anschlieend eine reduzierte HPA-Achsenantwort nach akutem
Stress zu beobachten ist. In den oben erwéhnten Experimenten von Belda et al. wird
die verminderte HPA-Achsenreaktivitat einer reduzierten CRF-mRNA Expression
zugeschrieben. Diese Verminderung der CRF-mRNA Expression trat jedoch nur auf,
wenn die Ratten 4 Wochen nach der ersten Stressexposition reexponiert wurden;
nicht aber bei friheren Reexpositionszeitpunkten ().

In Anlehnung an diese Ergebnisse kann die Hypothese aufgestellt werden, dass der
Transport von Tieren ebenfalls zu einer erhohten Aktivitat der HPA-Achse fur etwa 3
Wochen aufgrund einer zentralen Sensibilisierung von CRF-Neuronen im PVN fuhrt,
gefolgt von einer Phase reduzierter CRF-Ausschittung 4 Wochen nach

Transportstress, wahrend ein akut stress-induzierter Anstieg der GC verhindert wird.

Auch von monoaminergen Signalwegen ist bekannt, dass sie in der Lage sind, die
Aktivitat der HPA-Achse besonders im Gehirn zu modifizieren. So sind z.B.
Katecholamine in der Lage, die HPA-Achse durch vermehrte Ausschittung von CRF
und ACTH zu aktivieren (aa), 34s), (346), (347)-

In unseren Experimenten zeigte sich, wie oben beschrieben, dass eine Reserpin-
induzierte Depletion von Katecholaminen bei Mausen aus der eigenen Zucht keinen
Einfluss auf den akut stressinduzierten GC-Anstieg hatte. Transportierte Mause
hingegen, die nicht in der Lage waren, eine adaquate GC-Antwort auf akuten Stress
zu generieren, zeigten nach Gabe von Reserpin die erwartete Aktivierung der HPA-
Achse mit Anstieg der GC im Plasma. Dies scheint darauf hinzudeuten, dass 4
Wochen nach Transportstress Monoamine die Aktivitdt der HPA-Achse inhibieren und
somit an ihrer zentralen Desensibilisierung beteiligt sind.

Andere Autoren berichten hingegen von einer Stresssensibilisierung nach vermehrter
Noradrenalinausschuttung (ss2). So kann als gesichert gelten, dass Katecholamine aus
dem Nucleus tractus solitarius-PVN-Signalweg die Expression von CRF mRNA
befordern, CRF ausschittende Neurone aktivieren und somit zu einer verstarkten

Ausschittung von CRF in das hypophysare, portalvendse System fuhren zag. Schmidt

-80 -



Diskussion

et al. wiederum beobachteten die bereits zuvor erwahnte morphologische Plastizitat
der noradrenergen Innervation des pPVN wahrend der Sensibilisierung der HPA-
Achse durch Stress oder IL-1 342). Dabei kam es zu einer herabgesetzten Dichte von
DBH-positiven Neuronen, assoziiert mit einer verstarkten elektrisch-evozierten
Ausschuittung von NA aus dem PVN.

Letztlich gibt es auch Daten, die einen inhibitorischen Effekt von Katecholaminen auf
die Aktivitat der HPA-Achse herausstellen. Verschiedene Autoren zeigen, dass es zu
einer verminderten HPA-Achsenantwort kommt, wenn der noradrenerge Einfluss des
Nucleus interstitialis (sog. ,Bett-Kern®) der Stria terminalis (BNST) erhoht ist bzw.
andersherum eine verstarkte HPA-Achsenaktivitat bei verminderter noradrenerger
Aktivitat des BNST (as6), (349). Dies zeigt, dass Katecholamine die stressinduzierte
Aktivitat der HPA-Achse auch hemmen konnen. Diese Hypothese wird weiter
untermauert durch Ergebnisse von Radley et al., die zeigen konnten, dass durch die
Lasion von noradrenergen Projektionen vom Nucleus coeruleus zum medialen
préafrontalen Kortex in Ratten eine durch emotionalen Stress hervorgerufene ACTH-
Ausschittung  verstarkt  wird, die dann eine  GC-Ausschittung nach
Immobilisationsstress stimuliert zsp). In diesem Fall vermuten die Autoren, dass
Noradrenalin nicht zu einer Aktivierung der HPA-Achse fiihrt, sondern vielmehr eine
Adaptation der Stressantwort bedingt, indem es die HPA-Achse herunter reguliert.
Zusatzlich konnte noch gezeigt werden, dass Noradrenalin in héheren Dosen im
Gehirn, dosisabhéngig in der Lage ist die CRF-Ausschittung zu hemmen (za7).

Trotz alledem sind weitere Studien nétig, um die genauen Effekte von Monoaminen
auf den PVN und andere Kerne im Gehirn zu analysieren, um die Interaktion des SNS
und der HPA-Achse im Stress besser zu verstehen.

Bei den hier gezeigten Ergebnissen vermuten wir, dass nach Transportstress
inhibitorische  noradrenerge  Signalwege die akute stressinduzierte HPA-
Achsenantwort beeinflussen, und dass die Depletion von Monoaminen durch Reserpin
diese Blockade durchbricht und wieder eine ,normale” stressinduzierte GC-
Ausschuittung erlaubt.

Abschlieend konnen wir nicht vollstandig abschatzen, in welchem Ausmaf die
genetischen Variationen und das Aufwachsen in zwei vollig verschiedenen
Umgebungen in den ersten 6 Lebenswochen die beobachteten Unterschiede
zwischen den Tieren aus eigener Zucht und gekauften Tieren beeinflusst. Crabbe et

al. beschrieben 1999, dass es keinen Unterschied macht, ob Mause verschiedener
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Stdmme selbst gezichtet oder gekauft wirden. Stattdessen zeigten sie, dass
laborspezifische  Unterschiede und Abweichungen in den verschiedenen
Experimentalprotokollen Daten beeinflussen, genetische Unterschiede hingegen
keinen signifikanten Einfluss auf den Phanotyp hétten (ss1). Da unsere Experimente im
selben Labor unter exakt gleichen Bedingungen stattfanden, nehmen wir an, dass
eher der Transport als genetische oder laborspezifische Bedingungen ursachlich fir

die beobachteten Unterschiede in den zwei Gruppen ist.

Nach der kritischen Bewertung der prasentierten Ergebnisse wird deutlich, dass durch
die Blockade des sympathischen Nervensystems mittels Reserpin kaum Einfluss auf
akute Stresseffekte zu nehmen ist. Weder die bekannte Leuko- und Lymphozytopenie
noch die erhdhte Darmpermeabilitéat sind verhinderbar. Infolgedessen bleiben auch
der vermutlich durch translozierende Bakterien hervorgerufenen Anstieg der GC 6
Stunden nach Stressende und der Anstieg des Kynurenin als Zeichen einer erhéhten
IDO-Aktivitat unbeeinflusst.

Desweiteren zeigen kommerziell erworbene, transportierte Mause keinen GC-Anstieg
wahrend akutem Stress als Zeichen einer veranderten zentralen HPA-Achsen-
Sensibilitat, da die Nebenniere in der Lage ist, auf exogen zugefiihrtes ACTH zu
reagieren. Dieser verminderte GC-Anstieg ist mit einer erhéhten monoaminergen
Aktivitat vermutlich Uber inhibitorische, zentrale noradrenerge Signalwege assoziiert,
da bei fehlender Sympathikusaktivierung die HPA-Achsenaktivierung zu beobachten
ist.

Als Ursache fir den Zusammenhang zwischen HPA-Achsenaktivierung und der
frihen Zerstérung der Darmbarriere scheint, nach neueren Ergebnissen unserer
Arbeitsgruppe, ein CRF- und Mastzell-vermittelter Mechanismus verantwortlich zu
sein.

Bereits Routinetatigkeiten wie der Transport von Mausen haben also trotz
Adaptionsphase langfristig Einfluss auf Stressparameter.

Deshalb sollten Experimente mit Labortieren ausfihrlich geplant werden, um
eventuelle Effekte einer verdnderten HPA-Achsenaktivitat zu vermeiden, die im

schlimmsten Fall zu nicht vergleichbaren Ergebnissen fuhren.
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1.

6)

7. Zusammenfassung

Akuter kombinierter akustischer und Immobilisationsstress fuhrt im Mausmodell zu
einer HPA-Achsenaktivierung mit Anstieg von Corticosteron im Plasma und
transienter Leuko- und Lymphozytopenie, zur Aktivierung des sympathischen
Nervensystems und zu Apoptosen des Epithels im terminalen Abschnitt des
lleums, mit vermutlich konsekutiver, bakterieller Translokation in die Blutbahn, die
zu Veranderungen im Tryptophanmetabolismus, im Sinne einer Aktivierung der
Indolamin-2,3-Dioxygenase fuhrt.

Der Sympathikus interagiert bei der Reaktion des Organismus auf Stress eng mit
der HPA-Achse und dem Magen-Darm-Trakt. Die HPA-Achse wiederum hat Gber
CRF Einfluss auf die Integritat der Darmbarriere. Zuséatzlich reguliert der
Sympathikus direkt die Durchblutung und den Tonus des Darmes und hat Einfluss
auf die lokale Immunitat des Darmes.

Mit Hilfe des Ergotaminderivates Reserpin, das 24 Stunden nach subkutaner
Applikation zu einem signifikanten und langanhaltenden Abfall des
Noradrenalinspiegels im Plasma von sowohl gestressten als auch ungestressten
BALB/c Mausen fluhrte, wurde der Einfluss des Sympathikus auf die
stressinduzierten Veranderungen der HPA-Achse und Darmbarriere bewertet.

Ein Einfluss der Sympathikolyse auf die HPA-Achse konnte hierbei nicht gezeigt
werden, da weder der stressinduzierte Anstieg des Corticosterons noch die
Leuko- und Lymphozytopenie durch Reserpin verhindert werden konnten.

Einen weiteren, so vorher nicht bekannten, Corticosteron-Anstieg 8 Stunden nach
Stressbeginn deuteten wir als durch bakterielle Translokation hervorgerufen. Da
sich dieser Peak durch Reserpinbehandlung nicht aufheben liel3, scheint die
stressinduzierte bakterielle Translokation durch Sympathikolyse nicht verhinderbar
zu sein.

Bei genauerer Untersuchung der stressinduzierten Darmbarrierestérung anhand
der fluoreszenzmikroskopischen Darstellung der Transsudation von Evans Blue in
die Submukosa des lleums und der durch mikrobielle Produkte hervorgerufenen
systemischen Aktivierung der Indolamin-2,3-Dioxygenase, zeigte sich ebenfalls
kein protektiver Effekt der Sympathikolyse.

Durch einen Zufallsbefund zeigte sich, dass weibliche BALB/c Mé&use, die 4

Wochen zuvor Transportstress ausgesetzt wurden, auf die akute Stresssitzung mit
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einer verminderten HPA-Achsenantwort und damit assoziierten fehlenden
Darmbarrierestérung reagierten, obwohl sie am Ende der Adaptationsphase nur
unwesentliche Unterschiede in den untersuchten Stressparametern Gewicht,
Plasmacorticosteronkonzentration und Leuko- und Lymophozytenzahl aufwiesen.
Diese langanhaltende, zentrale Abschwéachung der HPA-Achsensensibilitat wird
vermutlich Uber adaptive, inhibitorische monoaminerge Signalwege reguliert, da
bei fehlender Sympathikusaktivierung eine HPA-Achsenantwort zu beobachten ist.
Zusatzlich lassen die Ergebnisse einen Zusammenhang zwischen HPA-
Achsenaktivierung und Darmbarrierestorung vermuten. Als Ursache hierfur
erscheint ein CRF- und Mastzell-vermittleter Mechanismus wahrscheinlich.

Bereits Routinetatigkeiten wie der Transport von Labortieren beeinflussen basale
Stressparameter langfristig und konnen dadurch die Vergleichbarkeit von
Experimentalergebnissen kommerziell erworbener und selbst geziichteter Mause

stark einschranken.
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