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1 Einleitung
1.1 Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronischerhaufende entztndliche
Systemerkrankung, die sich in einer progressivenlerkgerstorung, die das
Synovialgewebe, den Knorpel und den gelenknaherclao betrifft, aul3ert (100). In der
Regel sind mindestens drei Gelenkregionen, vorzeg®vdie Hand-, Fingergrund- und
Fingermittelgelenke befallen. Es kdnnen aber auuntiee Gelenke wie Zehen-, Ful3-,
Ellenbogen-, Schulter-, Knie- und Huftgelenke odegar die Halswirbelsaule betroffen
sein. Typisch ist ein symmetrisches Befallsmust&ie Inflammationsvorgéange
verursachen eine Schwellung und Schmerzhaftiglsih@vitis) der betroffenen Gelenke
und fihren im spateren Stadium zu Gelenkdeformatiomnd Ankylosierung. Im
Langzeitverlauf kommt es neben den durch die Gelestkuktion verursachten
Funktionseinschrankungen, oftmals zu einer Beglshulitis mit kutanem, kardialem,
pulmonalem, renalem und intestinalem Befall (113)s Hauptmanifestationsalter der RA
liegt zwischen 30 und 50 Jahren. Nach ca. 20 Jdifitan die RA zu einer korperlichen
Behinderung und zu einer erhdhten Mortalitatsré&285). Die RA gehort mit einer
Pravalenz von 0,5-1% zu den haufigsten Autoimmuminaiten, wobei Frauen doppelt so
haufig betroffen sind wie Manner (113;128;139;159).

RA ist eine komplexe multifaktorielle Autoimmunkidreit, deren genaue Ursache
unbekannt ist. Verschiedene Gene, deren Proteime entscheidende Rolle bei
immunologischen und inflammatorischen  Prozessen elespi wurden als
Suszeptibilitatsgene fur die RA beschrieben. Bergitden 1970er Jahren wurden HLA
Klasse Il Alloantigene mit der Suszeptibilitat uddm Schweregrad der RA assoziiert
(167). In spateren Studien wurde die HLA-Assoziatiuf solche Allele eingegrenzt, die
das so genannshared epitop, eine bestimmte Aminosauresequenz auf dejdette der
HLA Klasse Il Molekiils enthalten (86;196). Heutenké man eine ganze Reihe an HLA-
DR Allelen, wie DR1 (DRA*0101 und DRB1*0101), DRDRA*0101, DRB1*0401,
DRB1*0404, DRB1*0405 und DRB1*0408) und DR10 (DRA@ und DRB1*1001),
die alle mit einem erhéhten Risiko fur RA in Verthimg gebracht werden (2). Weitere
kirzlich beschriebene Gene, die mit der RA assazierden, sind z.B. PTPN22 (14;213),
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MHC2TA (238), PADI4 (13;235), TRAF1/C5 (136;188), T&T4 (193;213),
OLIG3/TNFAIP3 (187;213;242).

Fur den Ausbruch der RA werden jedoch nicht nuretjsohe Faktoren, die ca. 30-50%
des Risikos an RA zu erkranken ausmachen (153jlesorauch umweltbedingte Faktoren
verantwortlich gemacht. So wurde lange vermutetssdanikrobielle Stimuli (z.B.
Mycobacterium tubercullosis, Escherichia coli, Bust mirabilis und Mycoplasmen) zur
Induktion der RA beitragen kdnnen. Diese Vermutungennten bisher allerdings nicht
verifiziert werden (35). Auch Viren wie das Parvana B19, das Zytomegalievirus, und im
Besonderen das Epstein-Barr-Virus (243) und Reateavf121) werden als Trigger der RA
in Betracht gezogen (142). Die genauen Mechanischech welche virale Infektionen zur
Arthritismanifestation beitragen, sind kaum verd@am Neben den bereits genannten
Umweltfaktoren werden Rauchen (1) und Adiposité@®j2benfalls als Risikofaktoren fur
die RA beschrieben und auch der Einfluss von Stae$slie Pathogenese der RA (siehe
Kapitel 1.3.2) wurde zahlreich dokumentiert (223).

Eine weitere Hypothese zur Initiierung der pathaglpgischen Vorgange bei der RA ist
die Autoimmunhypothese. Es wurden viele mdglichéoAntigene beschrieben, die als
Auslosefaktoren der RA in Frage kommen, darunteniimglobulin G (IgG), citrullinierte
Peptide, Filaggrin, Kollagen Typ Il (Cll) (25). Abedie Mechanismen, die zur
Entwicklung der Autoreaktivitat fihren, sind bisherbekannt. Das am besten untersuchte
Autoantigen bei der RA ist das IgG. Autoantikérperschiedener Subklassen, die gegen
Epitope des Fc-Fragments verschiedener IgG getishtd, werden haufig im Blutserum
von RA-Patienten nachgewiesen. Diese Autoantikvpenden Rheumafaktoren genannt
und dienen als diagnostische Parameter bei RA. Rd@umafaktor ist Bestandteil der
revidierten Klassifikationskriterien désnerican College of Rheumatology fur die RA (5).
Darlber hinaus spielt heute der Nachweis von Anpi&in gegen citrullinierte Antigene in
der Diagnostik fur die Friherkennung der RA einehtige Rolle (79). Autoantikorper
konnen z.T. Jahre vor Beginn der symptomatischeas®lder RA nachgewiesen werden
(190).

Bezlglich der auslésenden Faktoren bei der RA gibgegenwartig keine einheitliche

Theorie. Es ist aber wahrscheinlich, dass die Richlwein multifaktoriell auslfésendes
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Geschehen induziert wird, wobei genetische Fakforddmweltfaktoren und
Autoreaktivitaten eine Rolle spielen (25).

Der symptomatischen Krankheitsphase geht eine Amaphangige asymptomatische
Phase voraus, in der zwar wie bereits erwahnt, autkdrper nachgewiesen werden
kénnen, es aber nicht zum Ausbruch der RA kommag¢Blder Toleranz). Bei der initialen
hochakuten lokalen und systemischen Entzindungsseakdie den Beginn der
symptomatischen Krankheitsphase kennzeichnet, espidas angeborene und adaptive
Immunsystem eine wichtige Rolle. So beobachtet ewa@ Aktivierung von Makrophagen
und Fibroblasten, eine Komplementaktivierung unel Broduktion zahlreicher Zytokine
wie Tumornekrosefaktor (TNF), Interfergn-(INF-y), Interleukin-B (IL-13) und
Interleukin-6 (IL-6). Zusatzlich sind T-Zellen (115B-Zellen (249) und Antigen-
prasentierende Zellen (APC) (115), die miteinandeteragieren, stark in das
Entziindungsgeschehen involviert, und es kommt zilduBg von autoaggressiven
Antikorpern. Im chronischen Prozess der Entziindmind das Synovium in ein gegeniber
dem Knorpel und Knochen aggressiv wachsendes Ge{ffammusgewebe) umgewandelt.
An dieser verstarkten Matrixbildung sind die onstigen (v.a. Fibroblasten) und
eingewanderten Zellen (besonders CD4Helferzellen, B-Zellen, Makrophagen)
gleichermal3en beteiligt (172). Die in den KnorpehduKnochen einwachsende
Deckzellschicht I{ning layer) ist nahezu frei von Lymphozyten und besteht im
Wesentlichen aus Fibroblasten. Die aggressive lomasler aktivierten synovialen
Fibroblasten in den Knorpel wird auf eine gestdBa&lance zwischen Apoptose und
Proliferation zurtckgefuhrt (81;172). Aufgrund ihre Synthese von
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und Kathepsinenréithdie synovialen Fibroblasten
zusammen mit den durch das RANK/RANK-Ligand-Systenaktivierten
knochenabbauenden Osteoklasten zu einer zunehmetetstbrung von Knorpel und
Knochen und somit zur Gelenkdestruktion (173;254).

Wahrend der ausgepragten lokalen Entzindungsreakgielangen grof3e Mengen
immunkompetenter Zellen und proinflammatorischemimmediatoren (z.B. Zytokine) in
die Peripherie. Dadurch wird eine systemische Reaknit der Aktivierung der beiden
antinflammatorischen Achsen, der Hypothalamus-Hiagepn-Nebennieren-Achse (HHN-

Achse) und der Hypothalamus-autonomes Nervensysigme (HANS-Achse), auf die

3
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im Kapitel 1.2 néher eingegangen wird, induzierDQ)L (Abb. 1.1). Auch diese
Veranderungen sind fur die Pathogenese der RA woiReg Bedeutung, da die Effektoren
der endokrinen (u.a. Glucocorticoide) und der nealen Systeme (u.a. Noradrenalin,
Substanz P) Uber systemische Ruckkopplungskreiseirmer Modulation des lokalen
synovialen Entziindungsgeschehens fuhren (224).

Trotz umfangreicher Forschungsarbeit auf diesemiebédi das Wissen uber die Atiologie
und Pathogenese der RA, sicherlich auch aufgrun&amplexitat der Erkrankung, bisher
lickenhaft. Um die Pathophysiologie der RA zu \adren, ist es notwendig alle beteiligten
Systeme (Immunsystem, endokrines System, periphe@szentrales Nervensystem) und
deren Interaktionen zu berlicksichtigen. Viele Wsuehungen, die die Interaktionen
verschiedener Systeme einschliel3en, sind im maokehl Modell nicht realisierbar, da sie
beispielsweise auf molekulare Faktoren, neuroanatdra Pfade und experimentelle
Therapien fokussieren. So wurden Tiermodelle dénrRis entwickelt, die ein exzellentes
Instrument darstellen, um neue Erkenntnisse hitlgibhder Atiologie und Pathogenese
der Arthritis zu gewinnen und neue Therapieansatzéinden bzw. neue Therapien zu
erproben. Auch dieser Arbeit liegen tierexperimiategntersuchungen zugrunde. Das hier

verwendete Tiermodell der CIl induzierten Arthritvrd im Folgenden beschrieben.

1.1.1 Tiermodell der Kollagen Typ Il - induzierten Arthri tis

In der Literatur sind zahlreiche Tiermodelle derthaitis, die Ahnlichkeiten mit der

humanen RA aufweisen, beschrieben (16;104). Dahdrge die Spontanarthritiden in
transgenen Tieren (z.B. das K/BxN Mausmodell (133)1 das TNF transgene
Mausmodell (126;147) und das HLA-B27 transgene dratbdell (240) und die

immunologisch induzierten Arthritiden. Zu letztereéhlen die Streptokokkenzellwand
induzierte Arthritis (44;54), die Adjuvans Arthgti(82;183), die Antigen induzierte
Arthritis (16;28) und die ClIlI induzierte Arthriti29;110;244;252). Die drei am haufigsten
verwendeten Arthritismodelle sind jedoch die Adjus@rthritis (AA) bei Ratten und die

Cll induzierte Arthritis (CIA) bei Ratten und Maus€L04). Das erste Modell der RA, das
beschrieben worden ist, war die AA (183), die kikdserweise durch intradermale

Injektion von komplettem Freund-Adjuvans (CFA) i dchwanzbasis von Lewis Ratten
4
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induziert wird. Nach Immunisierung entwickelt siethnell eine schwere Polyarthritis, die
durch eine starke Inflammation der betroffenen Gede Knochenabbau und periostale
Knochenproliferation gekennzeichnet und T-Zell-aigi§ ist, aber selten langer als einen
Monat andauert (32). Die AA ist eine aggressivenaphasische und selbst-remittierende
Form der Arthritis und hat gegentber der CIA derciNeil, dass die Zeitperiode, in der
die Arthritis moduliert werden kann bzw. in der Bea genommen werden kdnnen,
aulRerst begrenzt ist. Des Weiteren sind bei dead¢h andere Organsysteme wie z.B. der
Gastrointestinaltrakt, der Urogenitaltrankt und didaut betroffen (118) und
Knorpelschaden sind weniger prominent als bei daradler der RA.

Die CIA wurde erstmals 1977 von Trentham beschniebwl ist heute das gebréuchlichste
Tiermodell zur Untersuchung der Pathogenese derd@Aje viele Charakteristika mit der
humanen RA teilt. So ist die CIA ahnlich wie die RArch eine progressive Synovitis mit
Infiltration  inflammatorischer  Zellen, Pannusformoat, Knorpeldegradation,
Knochenerosion, Fibrose bis hin zur Ankylosierungd udurch einen Verlust der
Gelenkfunktion charakterisiert (104;175;263). Wiee qRA ist die CIA primar eine
Autoimmunkrankheit der artikularen Gelenke und Slieszeptibilitat wird mit spezifischen
MHC (Major Histocompatibility Complex) Klasse Il Genen assoziiert (86;264).
Interessanterweise sind weibliche Ratten analog ilemschen suszeptibler als ménnliche
Tiere (104). Das Gegenteil ist bei Mausen der Balldass man davon ausgehen kann, dass
hormonelle Faktoren und Umweltfaktoren (u.a. Streéeshaltenseffekte), wie bei der RA
auch, eine Rolle bei der Pathogenese der CIA sp({&E0;261).

Bei Ratten erfolgt die Induktion der Arthritis dareinmalige intradermale Injektion von
Cll in inkomplettem Freund-Adjuvans (IFA) in dielgeanzwurzel. Bei Mausen hingegen
wird die Arthritis typischerweise durch eine ersteadermale Injektion von CIl in CFA in
die Schwanzwurzel und eine zweite FolgeinjektionZ&Vochen spater von CIl in IFA
induziert. Im Gegensatz zur AA, die nahezu aussBhth durch T-Zellen vermittelt wird,
spielen bei der Pathogenese der CIA autoreaktiveint B-Zellen eine zentrale Rolle
(175). So ruft die Immunisierung mit Cll sowohl eilhumorale als auch eine zellulare
Immunantwort hervor, die gegen den Gelenkknorpekchtet ist, auf dem die Antigene

hauptséachlich lokalisiert sind.



EINLEITUNG

In der Initialphase werden durch Antigen-préasegrtide Zellen (APC) T-Zellen aktiviert,
deren Funktion es ist, B-Zell-Hilfe zu leisten uaddere fir die Gelenkentziindung
wichtige Zellen wie z.B. synoviale Makrophagen #tivaeren (110). Die Bedeutung der
T-Zellen fur die Inflammationsvorgange bei der C48igt sich darin, dass ein T-Zellen-
Transfer in Empfangertieren zwar keine klinischéhéitis jedoch eine Synovitis induziert
(111). Die Hauptaufgabe der B-Zellen besteht in RPi@duktion arthritogener Antikdrper
gegen CIl, die an Knorpel binden und eine Arthritisduzieren (241). Die
Autoantikdrperantwort auf Cll wird dominiert durdgG2a und IgG2b, denen auch die
Komplentaktivierung (besonders Cb5a), die fir dietvitklung der CIA ebenfalls
erforderlich ist, zugeschrieben wird (256). Eine llRoder B-Zellen und des
Komplementsystems in die Induktionsvorgange der KdAnte dadurch bewiesen werden,
dass sowohl B-Zellen-defiziente (236) als auch €fzibnte Mause (256) resistent
gegenuber einer CIA sind. Die Aktivierung der Koermpentkaskade fuhrt zu einer
Zerstorung der Knorpelstrukturen und gleichzeitigy Anlockung weiterer Immunzellen.
Die ersten infiltrierenden Zellen sind neutroph@anulozyten (202), die im weiteren
Verlauf durch Makrophagen und Lymphozyten abgeiisten.

Im weiteren chronischen Verlauf der CIA kommt es Pwoliferation der Synoviozyten
und Fibroblasten und damit zur Ausbildung einesnBagewebes. Aul3erdem werden von
Lymphozyten, Makrophagen und synovialen Fibroblagisinflammatorische Zytokine
(TNF, IL-1B) und proteolytische Enzyme freigesetzt, die zuro@liizierung der CIA
beitragen (88). In der chronischen Phase kommuesrer zunehmenden Zerstérung von
Knorpel und Knochen und somit zur Gelenkdestruktidie Pathogenese der CIA weist
viele Gemeinsamkeiten mit der RA auf. Aus diesenun@rist die CIA ein &ul3erst
geeignetes Tiermodell, um den der RA zugrunde hidge Krankheitsprozess zu
untersuchen. Obwohl urspriinglich bei der Ratte liet@abist das Mausmodell der CIA
heute das gebréauchlichere Modell (29;110). Jedatldér Einsatz von Ratten den Vortell,
dass mehr Gewebe fur die zahlreichen Untersuchungeverfiigung steht.
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1.2 Neuroendokrine Veranderungen bei rheumatoider
Arthritis

Wie in Kapitel 1.1 erwahnt, kommt es im Zuge dekalen Gelenkentzindung bei RA
auch zu systemischen Veranderungen. Durch Zytakikeaktivierte Immunzellen, die in

grof3er Zahl in der Peripherie zirkulieren, werdés lHHN-Achse und die HANS-Achse

aktiviert, deren Effektoren tber Rickkopplungskeezsi einer Modulation des synovialen
Entzindungsgeschehens fuhren (100;224), (Abb. INDrmalerweise versucht das
zentrale Nervensystem (ZNS) eine periphere Entzigdumittels dieser beiden

antiinflammatorischen Achsen zu inhibieren. Bei BIAd diese Achsen jedoch verandert.
Man beobachtet einen Funktionsverlust der HHN-Ac{&21;228) und einen erhdhten
Sympathikotonus (135;185) bei gleichzeitigem Vdrlagmpathischer Nervenfasern im
Synovium (169;257). Das endokrine System und daphmye Nervensystem sind also
direkt in die Pathophysiologie der RA involviert2@. Deshalb werden sowohl die
Grundlagen als auch die der RA zugrunde liegenadémoppgischen Veranderungen dieser
Systeme in den folgenden beiden Kapiteln diskutiert
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Blutbahn

Nervenbahnen
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~ ACTH

|
e Cortisol
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Gewebe
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Abb. 1.1: Entzindungshemmende Regelkreise wahrend einerensigsthen Entziindung. Peripher

freigesetzte Zytokine stimulieren das ZNS (ber Blatzirkulation oder Uber Rezeptoren auf sensiblen
Nervenfasern. Das ZNS reagiert mit der Aktivierwhgy Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
(links) und der neuronalen Hypothalamus-AutomesvBiesystem-Achse (rechts). Durch die

antiinflammatorischen Effektoren beider Systemer{i€ol, Noradrenalin) wird die periphere Entziindung
gehemmt. ACTH, adrenocorticotropes Hormon; CRH tiCotropin-Releasing-Hormon; NA, Noradrenalin;

SP, Substanz P; Z, aktivierte Immunzelle. (modifiziaus (220))

1.2.1 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse unter beaderer
Beriicksichtigung der Nebenniere

Wahrend einer peripheren Immunreaktion wird dem ZRNiSer Immunmediatoren,
aktivierte Immunzellen und afferente sensible Nefasern eine starke
proinflammatorische Situation gemeldet, auf die d&S u.a. mit der Aktivierung der
HHN-Achse reagiert (221) (Abb. 1.1). Welche Effekferiphere Zytokine und

immunkompetente Zellen auf das ZNS haben und wiewi Aktivierung der HHN-Achse
8
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beitragen, wird im Kapitel 1.4 naher erlautert. herste Steuerungszentrum der HHN-
Achse ist der Hypothalamus (Abb. 1.3). Werden @dievpzellularen Neuronen dakicleus
paraventricularis (PVN) des Hypothalamus beispielsweise durch infletorische Stimuli
oder Stressexposion aktiviert, fuhrt das zur Fteisegy von corticotropin-releasing
hormone (CRH), das Uber PVN-Axone zuEminentia mediana und von dort Gber das
hypothalamisch-hypophysare Pfortadersystem in diendhypophyse transportiert wird.
CRH stimuliert sekretorische Zellen der Adenohypmeh zur Produktion des
Adrenocorticotropin (ACTH), das dann in den Bluiklauf freigesetzt wird und die
Nebennierenrinde zur Sekretion von Cortisol (Mehdztw. Corticosteron (Maus/Ratte)
anregt (204;259).

Die Nebenniere besteht aus dem NebennierenmarkullMgdderen chromaffine Zellen
Adrenalin und Noradrenalin produzieren und der Meierenrinde (Cortex), in der
verschiedene Steroidhormone produziert werden. Qahdren Mineralocorticoide in der
aulBerenZona glomerulosa, Glucocorticoide in der mittlererZona fasciculata und
Androgene in der inneren an das Mark angrenzeddeareticularis.

Die nach ACTH-Stimulation von den Zellen defona fasciculata freigesetzten,
zirkulierenden Glucocorticoide beeinflussen die rgrebereitstellung, den Herz- und
Gefal3tonus und inhibieren viele Funktionen sowobk dcingeborenen als auch des
adaptiven Immunsystems, sind also antiinflammatbrisnd immunsuppressiv (92;259).
Die entziindungshemmende Wirkung von Glucocortigoigied u.a. durch eine Hemmung
der Produktion von Zytokinen und anderen Mediatoreme Unterdriickung der
Aktivierung Antigen-spezifischer T-Lymphozyten, einHemmung der Reifung von
Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs), eirguktion der Apoptose u.a. bei T-
Zellen und Makrophagen, eine verminderte Phagoeytesen reduzierten oxidativen
Burst in Phagozyten, eine Hemmung der Lipoxygename Cyclooxygenase 2 vermittelt
(92;174;210). Zusatzlich begunstigen Glucocortieatthe Th2-gewichtete Immunantwort
gegenuber einer Th1-Antwort (92).

Um eine adaquate Stress-Antwort zu erzielen, st kontrollierte Gegenregulation durch
Ruckkopplungsmechanismen auf verschiedenen EbesemlldN-Achse notwendig. So
wirkt ACTH hemmend auf die Sekretion von CRH (kuRRé&ckkopplung) und hemmt

gleichzeitig die eigene Freisetzung (ultrakurze KRoOpplung) (89). Eine weitere

9
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Ruckkopplung erfolgt durch zirkulierende Glucocooide, die die Sekretion
hypothalamischer und adenohypophysarer Hormonetimdgeeinflussen (259). Diese so
genannte lange Ruckkopplung wird durch zwei veestéme Steroid-Rezeptortypen, die
Glucocorticoidrezeptoren (GRs) und die Mineralocortdrezeptoren (MRs) vermittelt
(259), die beide hauptsachlich im Hippocampus wvonken (52). Es konnte gezeigt
werden, dass eine Zerstérung des Hippocampus eu @hohten Glucocorticoidsekretion
und CRH mRNA Expression im PVN fuhrt (107), wahresglbei einer Stimulation des
Hippocampus zu einer verminderten Aktivitdt der HABhse kommt (114). Diese
Regulierung der HHN-Achse erfolgt indirekt Uber ditimulation inhibitorischer
GABAerger Neuronen in defiria terminalis, die zu den parvozellularen Neuronen des
PVN projizieren (106). Eine weitere negative Rugiioings-Regulation der HHN-Achse
durch Glucocorticoide wird Uber GRs, die auch aed@inosekretorischen Zellen im PVN
und auf corticotrophen Zellen der Hypophyse expmnnwerden, vermittelt (49;52;259).
Ferner sind einige andere weniger gut untersucl@gultionsmechanismen der HHN-
Achse in der Literatur beschrieben (106).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass diekbimhiade Interaktion zwischen dem
Immunsystem und der HHN-Achse notwendig ist, umeeimnangemessen hohe
Aktivierung von Immunzellen und eine Uberproduktioon proinflammatorischen
Zytokinen zu verhindern (20).

Wahrend der akuten Krankheitsphase der RA (in destee Wochen) bewirken
proinflammatorische Zytokine wie IL-6 (162), IL-2(), IL-2 (150) und TNF (168) eine
Aktivierung der HHN-Achse, die sich in einer gegteien Freisetzung von ACTH und
daraus resultierend einer Zunahme der Sekretion Gorisol, Dehydroepiandrosteron
(DHEA) und Androstendion aus den Zellen der Nebemmrinde &ufRert (33). In dieser
frihen Phase der RA kann die Nebenniere mit eid&g@aten Hormonantwort reagieren.
Im Verlauf des chronischen Krankheitsprozesses Ri&i kommt es jedoch zu einem
Funktionsverlust der HHN-Achse, der durch eine &wpcite Produktion von ACTH,
Glucocorticoiden und Androgenen in Relation zumzintdungsausmald gekennzeichnet
ist (43;161;221;228). Es konnte gezeigt werdens @&&se kontinuierliche Stimulation der
HHN-Achse mit IL-6 eine abgeschwachte ACTH-Antwartr Folge hat, was auf eine
Resistenz der HHN-Achsen-Aktivitat bei dauerhafiGiiten Zytokin-Spiegeln hindeutet

10
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(95;162). Des Weiteren wurde beschrieben, das®iesier chronischen Aktivierung des
Immunsystems und demzufolge dauerhaft erhdhten kdy®piegeln zu einer
Verminderung der CRH-Synthese und einem Anstieg Alegnin-Vasopressin (AVP)
kommt (97;237). AVP ist auch ein Bestandteil derNHAchse und in der Lage sowohl die
hypophyséare Sekretion von ACTH zu stimulieren alshadie Wirkung von CRH zu
potenzieren (181). Andere, klinische Studien mitHCRwurden durchgefuhrt, um die
Funktion der Hypophyse hinsichtlich der ACTH-Sekrmetbei RA zu lberprifen. Diese
fuhrten aber zu sehr unterschiedlichen Ergebnigsdersicht in: (95)), so dass bisher
nicht sicher geklart werden konnte, ob tatséachdigmifikante Veranderungen hinsichtlich
der Hormonproduktion auf dem Niveau des Hypothakmnod der Hypophyse bei RA
vorliegen und inwieweit diese zum Funktionsverhllest HHN-Achse beitragen (95).

Kein Zweifel besteht jedoch bezuglich der relativersuffizienz der Nebenniere in
Beziehung zur Entzindung bei RA (47;91;122;232;251¢rschiedene unabhangige
Gruppen haben beschrieben, dass es bei RA-Patieatemer zunehmenden Verarmung
adrenaler Androgene wie DHEA, Dehydroepiandrostwutiat (DHEAS) und
Androstendion kommt (46;161;197). Der gemeinsamé&ier der Steroidhormone ist
Cholesterin, das mittels P450scc zu Pregnenolonagiigr durch die @-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase PBHSD) zu Progesteron umgewandelt wird (Abb. 1.2petJeinen
Doppelenzymschritt der P450c17 werden dann Pred¢mezo DHEA und Progesteron zu
Androstendion konvertiert. Die Synthese dieser Agdne findet in den Zellen déona
reticularis der Nebennierenrinde statt. Aus DHEAS werden inr dReripherie
antientziindliche Androgene und Ostrogene aber praentziindliche Hormone produziert
(232).

Durch die Verarmung an Androgenen bei RA kommtesmntzindeten Gewebe insgesamt
zu einer Erhéhung der proentzindlichen und Abnakiereantientziindlichen Hormone
(36). TNF scheint bei der inadaguaten Androgengttdn bei RA eine entscheidende
Rolle zu spielen, da es die Enzyme P450scc und @450emmt (112;265) (Abb. 1.2).
AulRerdem wurde gezeigt, dass eine TNF-Neutralisgerzu einem Anstieg der
Androstendion-Spiegel fuhrt (229;230).

11
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ACTH . DHEAS
\ Nebeniere A/
Cholesterin «—— Cholesterin A/
(intramitochondrial) StAR (extramitochondrial) DHEAS
P450scc |— TNF ST DST
v P450c17 17G-Hydroxy- P450c17
Pregnenolon —_— pregnenok)n +> DHEA
3B-HSD 3B-HSDTJI\-": 3B-HSD
v P450c17 P450c17
Progesteron > 17G'HYdrOXY' C. AndrO'
progesteron stendion
lP450c21
11-Deoxy- TNF
cortisol
|P450c11\/
v -
Cortisol
TNF —118-HSD IIlTllB-HSD I<€4+—TNF
Cortison

Abb. 1.2: Der Einfluss von Tumornekrosefaktor (TNF) auf whisdene Enzymschritte der adrenalen
Steroidogenese. ACTH, adrenocorticotropes HormdARS steroidogenic acute regulatory protein; 3B-
HSD, $-Hydroxysteroid-Dehydrogenase;fEHSD | und I, 1B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ | und
Typ |Il; DHEA, Dehydroepiandrosteron; DHEAS, Dehyedpiandrosteronsulfat; DST, DHEA-
Sulfotransferase; ST, DHEA-Sulfatase; P450stde chain cleavage enzyme; P450c17, lad-Hydroxylase
und 17/20-Lyase; P450c21,2Hydroxylase; P450c11, BiHydroxylase. (modifiziert, aus (229))

Neben der absolut erniedrigten adrenalen Androgelytion kann man bei RA auch eine
unverhaltnismafiig niedrige Cortisolproduktion in l&en zum Entzindungsausmal
beobachten (43;47;91;122;228;232;251). Eine Erkigru fir die inadaquate
Cortisolproduktion kénnte auch in diesem Fall danibitorische Einfluss von TNF auf
diverse Enzyme sein (Abb. 1.2). So ist TNF in dagé die Expression deteroidogenic
acute regulatory protein (StAR) und die ACTH-stimulierte Expression der me
P450scc, P450c21 und P450cll zu hemmen (112). beis@produktion findet
hauptséchlich in den Zellen dé&fona fasciculata der Nebennierenrinde statt. Dabei

vermittelt StAR den Transport des Cholesterinsinoeren Mitochondrienmembran und
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P450scc die Konversion von Cholesterin zu PregmenoP450c21 und P450cll
vermitteln die letzten zwei enzymatischen Schrier Cortisolsynthese, namlich die
Umwandlung von 1#&Hydroxy-Progesteron zu 11-Deoxy-Cortisol bzw. Hienversion
von 11-Deoxy-Cortisol zu Cortisol. Der negative fitins von TNF auf die
Cortisolproduktion zeigt sich auch darin, dass dihg--Neutralisierung bei RA-Patienten
zu einem Anstieg der Cortisol-Spiegel und insgesameiner Verbesserung der HHN-
Achse in Relation zur proinflammatorischen Situatiéhrt (229;230).

Des Weiteren gibt es Untersuchungen, die zeigess B#& mit einem verstarkten Abbau
von Cortisol ins inaktive Cortison, der durch di-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ
I (118-HSD II) vermittelt wird (Abb. 1.2), assoziiert jstvas im peripheren Gewebe
ebenfalls zu einer geringeren Konzentration desinlatmmatorischen Cortisol flhrt
(199;258).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Gfundken Funktionsverlust der
HHN-Achse bei RA kaum verstanden sind und es waitgntersuchungen bedarf, um die
Mechanismen, die fur die pathologischen Verandesnrder HHN-Achse verantwortlich

sind, aufzuklaren.

1.2.2 Sympathisches Nervensystem

Das ZNS reagiert auf inflammatorische Stimuli nicl mit der Aktivierung der HHN-
Achse, sondern auch mit der Aktivierung der HANSée (Abb. 1.1), deren Effektoren
(u.a. Noradrenalin, Adrenalin, Adenosin) ebenfal;e bedeutende Rolle bei der
Immunregulation spielen (41;73). Besonderes Augekmnsell in dieser Arbeit auf das
sympathische Nervensystem (SNS) gelegt werden,nédgen dem parasympathischen
Nervensystem (PNS) der zweite Bestandteil des anten Nervensystems ist. SNS und
PNS wirken antagonistisch und innervieren haupt&dch Drisen, Blut- und
Lymphgefal3e, glatte Muskulatur, aber auch andemuktiren wie Knochenmark,
Lymphknoten, Fett und Bindegewebe (178). Das autenblervensystem verfugt sowohl
Uber ein System von Neuronen in Gehirn und Rickekda auch tGber ein solches in der

Peripherie. Das bedeutet, dass zentrale Impuld& dicekt ins Erfolgsorgan gelangen,
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sondern in peripheren Ganglien eine synaptische cbalising erfahren, ehe sie im
Zielorgan wirksam werden.

Die praganglionaren Fasern des Sympathikus entgprindem thorakolumbalen
Ruckenmark, das sie Uber die Vorderwurzeln verfgssen zu den Ganglien ddsuncus
sympathicus (Grenzstrang) zu ziehen, wo ein Teil der pragamglien Fasern auf
postganglionare Neurone umgeschaltet wird. Im Geglenzum Parasympathikus liegen
diese Ganglien organfern. Ein anderer Teil der ffagéeht weiter zu préavertebralen
Ganglien vor der Aorta oder zu Beckenganglien, wannd die Umschaltung auf
postgangliondare Neurone erfolgt. Der Transmitter geiganglionaren Neuronen ist
Acetylcholin  (ACh), wahrend die Ubertragung sympsther Impulse auf das
Erfolgsorgan meistens durch Noradenalin und seltelnech Adrenalin vermittelt wird
(178;247). AuBBerdem besitzt das SNS einen humorAlgeil, zu dem die Zellen des
Nebennierenmarks, die umgebildeten postganglionBremronen entsprechen, gehéren.
Sie produzieren v.a. Adrenalin und seltener Nonaalie, die ins Blut abgegeben werden
und auf den gesamten Koérper wirken (247).

Die praganglionaren Fasern des Parasympathikupramgen dem kranialen und sakralen
Teil des Ruckenmarks und ziehen weiter zu Gangtiesher Nahe der Erfolgsorgane, wo
die Umschaltung auf die postsynaptischen Neuromérige Der Neurotransmitter des
Parasympathikus sowohl an der Umschaltstelle als am Erfolgsorgan ist ACh.

ACh und Noradrenalin bzw. Adrenalin binden nacleitffreisetzung an cholinerge (ACh)
bzw. adrenerge (Noradrenalin, Adrenalin) Rezeptoren der Membran der
nachgeschalteten Effektor- oder Nervenzelle, waslan Zelle molekulare Signalwege
auslost, die Effekte wie z.B. die Kontraktion oR&laxation glatter Muskelzellen oder die
Ausschittung des Sekretproduktes aus Drusenzeller-a@lge haben. Da das SNS die
primaren und sekundaren lymphatischen Organe imererund viele Immunzellen
Adrenozeptoren besitzen, ist das SNS in der Lage ldanunsystem sehr prazise
regulierend zu beeinflussen (70;80).

Die adrenergen Rezeptoren sind G-Protein-gekopp&eptoren, die pharmakologisch in
as- , o- undps-, Bo-, Bs-adrenerge Rezeptoren unterteilt werden (178). dteralin bindet
vorzugsweisear-Adrenozeptoren und in hohen physiologischen Kotradonen auclp-

Adrenozeptoren (Affinitat fir Rezeptarp, etwa 100:1), wahrend Adrenalin praferenziell
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B-Adrenozeptoren aber in hohen physiologischen Koimagonen auclx-Adrenozeptoren
(Affinitat fur Rezeptor > o, etwa 100:1) bindet (99;221). Eine Bindung #n
Adrenozeptoren erhoht intrazellular die cAMP-Splegad eine Bindung anay-
Adrenozeptoren reduziert die intrazellularen cAMBtegel. CcAMP  aktiviert
Proteinkinasen vom Typ A (PKA), die u.a. verschiesleTranskriptionsfaktoren
phosphorylieren und somit die Gentranskription vanB. Zytokinen oder
Matrixmetalloproteinasen beeinflussen (99). Es wuwklfach gezeigt, dass ein durch
Aktivierung des SNS (hohe Noradrenalin- und AdremKlonzentrationen) induzierter
cAMP-Anstieg antiinflammatorische Effekte induzi€t68;221).

Die Ubergeordneten neuronalen Zentren der HANS-Asivsd der Hypothalamus und der
Locus coeruleus (LC), in dem der grofdte Teil der noradrenergen Neen des ZNS
lokalisiert ist (Abb. 1.3). Der LC besteht aus eidsammlung noradrenalin-haltiger
Zellen, die im Hirnstamm links und rechts des 4ntvikels liegen. Das LC-Noradrenalin-
System wird auch als zentrales SNS bezeichnet 48(227). Von hier aus ziehen die
Axone der noradrenergen Neuronen in viele Gehirarem wie z.B. Hypothalamus,
Hippocampus, Amygdala und Cerebellum (Abb. 1.3 BIRH-Neuronen des PVN im
Hypothalamus und die zentralen katecholaminergenrdien des LC-noradrenergen
Systems innervieren und aktivieren sich gegensé¥g). Wie Immunstimuli neuronale
und hormonale Komponenten des ZNS beeinflussen welthe Wechselwirkungen
zwischen einzelnen Effektoren verschiedener Hiadardadurch ausgeldst werden, wird in

Kapitel 1.4 erlautert.
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Abb. 1.3: Querschnitt durch das humane Gehirn (http://wwiflaaj.com/Hirn/w3/schnitt.jpg; modifiziert).

Bei Stress oder wahrend einer peripheren Immunmrakterden das LC-noradrenerge
System und parvozellulare Neuronen des PVN (Hypathas) durch Immunstimuli und
Uber humorale und neuronale Signale unverziglictiviak, was wiederum in einer
Aktivierung der HHN-Achse und der HANS-Achse remutt Die Effektoren des SNS
erreichen Uber postganglionare sympathische Neoramel Uber das adrenomedullare
System alle Orte des peripheren inflammatorischesc@ehens und kénnen so direkt ihre
immunregulatorischen Wirkungen entfalten (41;73)wkirde gezeigt, dass Katecholamine
Uber bestimmte Adrenozeptoren-Subtypen angeboredeetworbene Immunfunktionen
beeinflussen (155). So hemmt Noradrenalin in hdkenzentrationen, das bedeutet tber
B-Adrenozeptoren die Freisetzung von IL-1 (129), @ekretion von TNF durch
Makrophagen (38;103;194), die Sekretion von IL-18rcd Monozyten und DCs
(155;180), die Produktion von IL-2 und INFdurch Thl-Zellen (155), die lytische
Aktivitat von nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen)207) und zytotoxischen T-Zellen (72),
die Phagozytose (268) und die Proliferation von ymphozyten (72). Auf3erdem
vermittelt Noradrenalin Ubg¥-Adrenozeptoren die Migration verschiedener Zebtypvie

NK-Zellen, verschiedener Lymphozyten und Monozyt25;198;227). In geringen
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Konzentrationen, das heil3t UherRezeptoren bewirkt Noradrenalin jedoch eine emdht
TNF-Sekretion durch Makrophagen (212). Durch die&viderungen der regulatorischen
Zytokine wie IL-12 und INF¢ bewirken Katecholamine eine Verschiebung in Riebtu
der humoralen Immunantwort, begtinstigen also ddmiDifferenzierung von Th2-Zellen
(72;78;245). Des Weiteren befinden sich in sympatien Nervenendigungen Vesikel mit
endogenen Opioiden, die in der Lage sind die FRmisg der proinflammatorischen
Substanz P aus sensiblen Nervenfasern zu hemmgy2883.

Wie bisher beschrieben wurde, wirken SteroidhormeigeCortisol und Neurotransmitter
wie Noradrenalin antiinflammatorisch und immunsuggsiv. Wenn beide Stressachsen
gleichzeitig aktiviert werden (und das ist in deregel der Fall), werden die
antiinflammatorischen Effekte sogar verstéarkt (3gmmus der Stressachsen), da Cortisol
und Noradrenalin ihre biologischen Effekte gegeitseierstarken (221;224). So fuhren
die synergistischen Effekte von Cortisol und Noeaddin zu einem Anstieg von
Glucocorticoidrezeptorerfi-Adrenozeptoren, intrazellularem cAMP und Proteanalse A
(65;90;132;176;200). Zudem potenziert Cortisol &mduktion von Noradrenalin und
Adrenalin aus sympathischen Nervenendigungen undNebennierenmark (30;203). So
sind beide Systeme (HHN-Achse und HANS-Achse) notiige um eine periphere
Inflammation bestmdglich zu hemmen.

Im Verlauf des Krankheitsprozesses bei RA kommt jedoch nicht nur zum
Funktionsverlust der HHN-Achse, sondern auch zuaN@erungen des sympathischen
Nervensystems (221). Es kommt zu einem Verlust $eAdrenozeptoren (8) und
gleichzeitig zu einem Anstieg vanAdrenozeptoren auf peripheren Immunzellen von RA-
Patienten (105), was eine proinflammatorische S8dnaerzeugt (224). Zusatzlich
beobachtet man einen erhdhten Tonus des Sympattiikds bei gleichzeitigem Verlust
sympathischer Nervenfasern im entzindeten Synexadge (169;257). Das fuhrt zur
Verstarkung der proinflammatorischen Situation immtzéndeten Gelenk, da die
Innervation mit proinflammatorischen sensiblen Nefasern (Substanz P) normal bis
erhoht ist (169;257). Des Weiteren konnte experiglegezeigt werden, dass eine friihe
periphere Sympathektomie (in der asymptomatischeas® zu einer Verbesserung der
Arthritis fuhrt, wahrend eine spate Sympathektofmeder symptomatischen Phase) eine

Verschlechterung des Arthritis-Schweregrades nach zieht (101). Diese Ergebnisse
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legen nahe, dass das SNS mit seinen Effektoreneinirdtialen Krankheitsphase die
proinflammatorische Situation am Entziindungsort ersttitzt, was u.a. auf die
potenzierende Wirkung der sympathischen Effektaaah die Migration und gerichtete
Chemotaxis von Leukozyten zurlckgefuhrt werden kafi®1l). In der spaten
symptomatischen Krankheitsphase sind jedoch die gle@eannten antiinflammatorischen
Eigenschaften der Effektoren des SNS unerlasstialm,die periphere Inflammation zu
hemmen. Zusammenfassend kann man sagen, dass @leksg@icht der synergistisch
wirkenden entziindungshemmenden Systeme bei RArgestttDie Ursachen hierfur sind

weitestgehend unbekannt.

1.3 Psychosozialer Stress und Arthritis

Wie in Kapitel 1.1 erwahnt, sind verschiedene Rifaktoren in die Pathogenese der RA
involviert. Seit Jahren mehren sich die Befundesdaziale Stressoren durch Aktivierung
der beiden Hauptachsen der Stressbewaltigung (Hehs#, SNS, Abb. 1.1)
Auswirkungen auf das Immunsystem haben und somitAasbruch und Verlauf
verschiedener inflammatorischer Erkrankungen bgteilsein konnen. So wird
psychosozialer Stress heute als mdglicher Bedirgfaktpr fir RA angesehen (222). Um
den Einfluss von psychosozialem Stress auf humaaekKeiten besser zu verstehen, sind
Untersuchungen im Tiermodell notwendig (223). Intdleich zu den zahlreichen Studien,
in denen nicht-soziale Stressoren wie Elektroschodkr Immobilisierungsstress zur
Anwendung kommen, sind in der Literatur nur wenigermodelle des psychosozialen
Stresses beschrieben (217).

Zwei gegensatzliche Stressmodelle si@dowding (31) und soziale Isolation (93).
Wahrend der Stress bei@rowding durch eine hohe Individuendichte, die die Aushiiglu
einer stabilen Rangordnung unmaoglich macht undtandsgen Kampfen fuhrt, ausgelost
wird, besteht der Stress bei sozialer IsolatiorAlleinsein. Ein weiteres etabliertes Modell
fur psychosozialen Stress sind dResident-Intruder-Konfrontationen, in denen ein
Eindringling (ntruder) in das Gehege eines fremden, anséassigesndént) Mannchens
gesetzt wird (218). Diese Situation stellt fir dietnuder eine starke Belastung dar, denn er

wird in fast allen Fallen sofort vom ansassigenaiim unterworfenResident-Intruder-
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Konfrontationen wurden auch in dieser Arbeit duedfkigrt. Welchen Einfluss Stress auf
den Ausbruch und den Verlauf verschiedener Kran&hdnat, hangt sowohl von der Art
und Intensitat des Stresses ab als auch von deardad der Einwirkungszeit des Stresses
in Relation zum Ausbruch der Krankheit (117). Gregénd kann man zwischen
kurzfristigen akuten Stressbelastungen und lanquardden chronisch psychosozialen

Belastungen unterscheiden (99), die im Folgendénitert werden.

1.3.1 Akuter und chronischer Stress

Studien der letzten zwei Jahrzehnte haben geza#gs akuter und chronischer Stress
ausgepragte Veranderungen der angeborenen undvadaphmunantworten induzieren
konnen (127). Stress ist die Aufeinanderfolge voaighissen, die mit einem Stimulus,
dem Stressor, beginnt, der eine Reaktion im Gehuslost, welche unverzlglich zur
Aktivierung der physiologischen Systeme (Stressartywm Koérper fuhrt (63) (Abb. 1.1).
Die Stressantwort resultiert in der Freisetzung Weurotransmittern (Noradrenalin),
Hormonen (Cortisol) und Immunzellen, die dazu drerdie Nachricht des Stresses vom
Gehirn in die Peripherie weiter zu leiten (48). de wichtigsten Mediatoren der
Stressachsen (Noradrenalin und Cortisol) je nachzKntration, die abhéngig ist von der
Dauer und Intensitat der Stressperiode, untersktied Effekte auf das Immunsystem
haben, wird in der Literatur zwischen akutem undonlschem Stress unterschieden
(48;61;225).

Akuter Stress wird als Minorstress (Eustress) netirgger Intensitéat definiert, der nur
Minuten oder wenige Stunden andauert, wahrend ®uber Stress als Majorstress
(Distress) mit groRer Intensitat beschrieben witel, iber mehrere Stunden am Tag fur
Wochen, Monate oder sogar Jahre anhélt (48;22%)eiDiat akuter Stress durch einen
gering erhéhten Tonus der Stressachsen gekennegietes in der Regel zur Aktivierung
der Immunfunktion fuhrt. Dieser immunverstarkendiei kann u.a. darauf zurtickgefuhrt
werden, dass zum einen niedrige Konzentratione@atisol die Sekretion an IL-6 und
TNF stimulieren (12). Zum anderen bindet Noradrenai niedrigen Konzentrationen
bevorzugta-Adrenozeptoren, was zu einer Stimulierung der TMRd Komplement-

Produktion fuihrt (138;224).
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Chronischer Stress hingegen ist durch einen stahbhéen endogenen Tonus der
Stressachsen charakterisiert, was in einer Suppredsr Immunantwort resultiert, die auf
die bekannten immunsuppressiven Eigenschaften vamtisGl und Noradrenalin
zuruckgefuhrt werden kann (siehe Kapitel 1.2). &ssgnt kann man sagen, dass die beiden
wichtigsten Mediatoren der Stressantwort in nieghi¢gonzentrationen, das entspricht der
Situation bei akutem Stress, das Immunsystem a&kéimi und in hohen Konzentrationen,
das entspricht der Situation bei chronischem StreBg®e immunsuppressive Wirkung
entfalten (231).

Auf der Basis dieser unterschiedlichen Stressedfélben Dhabhar und McEwen (1997)
das Konzept der Stressspektrum-Hypothese aufgesieiches besagt, dass bei einem
mittleren Niveau des endogenen Tonus an Stresstoeshadie Aktivierbarkeit des
Immunsystems am stérksten ist. Dagegen bewirkz@inoher oder zu niedriger Tonus an
Stressmediatoren nur eine geringe Aktivierung desidinsystems (62;231). Eine durch
Stress ausgeloste verstarkte Aktiverung des Imnat@s)s erhdht die Resistenz gegentiber
Infektionen (208) und Tumoren (10) und wirkt siabspiv auf die Wundheilung aus (60).
Gleichzeitig werden jedoch  Autoimmunkrankheiten afur die  verstarkte
Immunaktivierung  negativ  beeinflusst  (60;61). Bei hranischem  Stress
(Immunsuppression) hingegen werden Autoimmunkraitédhe unterdriickt (87;145).
Dagegen wird die Suszeptibilitat gegeniber Infeldio (208) und Tumoren (15) erhéht als
auch die Wundheilung negativ beeinflusst (160).

Neben all diesen Befunden muss bertcksichtigt werdass signifikante Unterschiede
zwischen einzelnen Individuen hinsichtlich der Sésgahrnehmung und Verarbeitung
bestehen. So wird durch die Art wie ein Individuaaof Stress reagiert u.a. die Reaktivitat
der HHN-Achse beeinflusst (51).

1.3.2 Stress und rheumatoide Arthritis

Wie bereits erwahnt (1.3), wird psychosozialer &trieeute als mdglicher Risikofaktor fur
RA diskutiert. Ein Zusammenhang zwischen akutent obdeonischem psychischem Stress
und dem Beginn der RA konnte bisher allerdings iiargestellt werden (223). Jedoch

haben Studien an Patienten mit juveniler idiopaties Arthritis (JIA) gezeigt, dass
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stressreiche Lebenssituationen den Ausbruch der h#glnstigen (108). Warum ein
solcher Zusammenhang bei RA-Patienten bisher riafgezeigt werden konnte, kdnnte
damit erklart werden, dass die Immunantwort beggmMenschen intensiver ist als bei
Alteren (225). Beispielsweise induziert Stress joegen nicht aber bei alten Menschen
eine erhdhte Aktivitat der NK-Zellen (177).

Wenn auch Stress nicht als auslésender Faktor Alin&hgewiesen werden konnte, gibt
es zahlreiche Hinweise in der Literatur, dass Mitess zu einer gesteigerten
Krankheitsaktivitat bei RA-Patienten fiihrt (Ubehdidn: (108)). Hingegen wurde der
Einfluss von starkem lang andauerndem sozialens$St@eaf den Verlauf von RA bisher
nicht in groReren Patientengruppen untersuchtass ds keine eindeutigen Beweise gibt,
die eine Verbesserung des Arthritis-Schweregraaedge von Majorstress belegen (48).
Auch im Tiermodell wurde bestétigt, dass akutere&drzu einer verstarkten Arthritis-
Symptomatik fuhrt (195). Bei Wistar Ratten, die &hn Stress ausgesetzt wurden, kam es
zu einem friheren Ausbruch der AA und zu einer @gstten Krankheitsaktivitat (39).
Chronischer Stress fuhrt auch im Tiermodell zu rsuf@edlichen Ergebnissen. So wird in
einer Studie gezeigt, dass lang anhaltender clutoeisStress bei Long-Evans Ratten, der
auf Nahrungsentzug basiert und mit dauernd erhd@taticosteron-Spiegeln einhergeht,
eine Verbesserung der AA herbeifiihrt (206). In edaesn Arbeit wird jedoch beschrieben,
dass chronischer psychosozialer Stress (z.B. dsoziale Isolation ode®ver-Crowding)

zu einer verstarkten Arthritis-Symptomatik fUhrisgesamt berichten die meisten Studien
von einer Verschlechterung der Arthritis-Symptoikatach Stressexposition, was
wahrscheinlich auf die defekten Stressachsen kbrifs zurtickgefuhrt werden kann.

Im Allgemeinen sind gesunde Personen in der Lagh idasen psychischer Belastung
mit einer adaquaten Stressantwort zu reagieren,eweb allerdings bei chronischer
Stressbelastung auch bei diesen Personen zur Ashbwg der Stressantwort in Form
einer inadaquaten ACTH und Cortisolproduktion konfg#5). Bei RA-Patienten sind die
Stressachsen grundlegend verandert (1.2), wasusichn einer inadaquaten Produktion
von ACTH und Cortisol in Relation zum Entztiindungsaal’ und in einer Verschiebung
des sympathischen Einflusses \adrenergen hin za-adrenergen Mechanismen aul3ert.
So konnte gezeigt werden, dass Patienten mit RXengleich zu Kontrollpersonen nach

psychischem Stress keine signifikante ACTH und i€oldntwort aufbauen konnten (55).
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Des Weiteren gibt es erste Studien, die den Zusaramg zwischen akutem Stress und
einer verstarkten proinflammatorischen Situatiom B& belegen (225). Nach akutem
Stress konnten erhéhte IL-6 Spiegel (109), ein ikgstirkulierender CD3Zellen (267)
und erhdhte Serumwerte des loslichen IL-2-Reze{®8%) nachgewiesen werden. Auch
bei RA muss man allerdings bericksichtigen, dasse ebtressexposition in der
asymptomatischen Phase vermutlich andere Auswikkuragif den Krankheitsverlauf hat
als Stress, der in der symptomatischen Phase #eartkung erfahren wird. Denn in der
asymptomatischen Phase ist beispielsweise nurbeigeenzte Anzahl an Zelltypen in das
Krankheitsgeschehen eingeschlossen (225). Tierempetell konnte bereits gezeigt
werden, dass das SNS zu verschiedenen Zeiten wrwarend der Arthritis einen
unterschiedlichen Einfluss auf den Krankheitsvdrlaat. So kommt es bei Abschaltung
des SNS vor der Arthritisinduktion zu einer Abschiwing der Krankheitsaktivitat,
wahrend es bei einer Abschaltung des SNS in dendohen Phase zu einem Anstieg des
Arthritis-Schweregrades kommt (siehe 1.2.2) (101).

Zusammengefasst zeigen die bisherigen Befunde,akager psychosozialer Stress einen
negativen Einfluss auf den Verlauf der Arthritig.nraudem liegt die Vermutung nahe, dass
auch chronischer Stress einen eher krankheitsvieesiden Effekt hat. Weitere Studien am
Menschen und im Tiermodell sind zwingend erfora@érlium den Einfluss von geringen
oder starken, kurzfristigen oder langwierigen Sfpetastungen in unterschiedlichen
Lebensphasen vor und wahrend der symptomatischankKeitsphase herauszuarbeiten
und gegebenenfalls neue Therapieansatze zur Stkésspfung bei RA-Patienten zu

finden.

1.4 Einfluss von Immunstimuli auf ZNS-Zytokine und
monaminerge Neurotransmitter

Bisher wurde ausfuhrlich dargelegt, dass effer&ng@ale des Gehirns zum Immunsystem
durch Gehirn gesteuerte neuroendokrine Mechanismeindurch das SNS den Verlauf
von Krankheiten wie z.B. RA beeinflussen. Aber Hiemmunikation zwischen Gehirn
und Immunsystem erfolgt bidirektional. So basierie dGehirn-Immunsystem-

Kommunikation auf einem Fluss von afferenten Signalom Immunsystem zum Gehirn,
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der u.a. durch Zytokine Ubermittelt wird, die daefierente immunregulatorische und
neuroendokrine Antworten ausldsen (21).

Zurzeit werden verschiedene Madglichkeiten diskttieauf welchem Weg die durch
Zytokine vermittelten afferenten Signale ins Gelgatangen (248). Eine Mdglichkeit wie
Zytokine eine direkte Wirkung auf neuronale Elemneedés Gehirns austiben kénnten, ist
im Bereich einer weniger intensiven Blut-Hirn-Saika zu finden (zirkumventrikulare
Organe einschlie3lich ddEminentia mediana) (163;248). Zytokine kénnen auch Uber
selektive Transportmechanismen die Blut-Hirn-Sckeapassieren und so ins Gehirn
gelangen (11). Ein weiterer Weg ist die durch Zyiekvermittelte Induktion von
Intermediarprodukten (z.B. Prostaglandine durchl)Lan der Blut-Hirn-Schranke, die
dann in der Lage sind die Blut-Hirn-Schranke zuspaen und Effekte am Zielort
hervorzurufen (53). Dariber hinaus wird angenomnaass Zytokine der Peripherie
afferente Signale indirekt Gber neuronale WegeGehirn leiten. Das geschieht tber die
Stimulation sensibler Anteile déservus vagus Uber abdominale Paraganglien oder andere
abdominelle Fasern in Nachbarschaft Zytokin-proelezider Zellen (58). Auch wenn es
Zytokinen kaum maoglich ist aus der Peripherie diiek Gehirn zu gelangen, so kénnen
sie im Gehirn selbst produziert werden und spielelort eine wichtige
immunregulatorische, physiologische und neuromddutche Rolle. Zusammengefasst
gibt es eine bidirektionale Kommunikation zwiscldam Gehirn und dem Immunsystem,
die initial entweder durch Stimuli des Immunsysteater durch Stimuli des Gehirns
(psychologische) induziert werden kann.

An dieser Stelle stellt sich die Frage, welchenflEgs Immunstimuli auf ZNS-Zytokine
und zentrale monaminerge Neurotransmitter haben welthe Rolle Veranderungen
dieser zentralen Molekile fiir eine periphere Endzing spielen. Allerdings gibt es nur
sehr wenige Studien, die zentrale Immunmediatorad dleurotransmitter wéahrend
chronischer Krankheiten untersucht haben. Es korggeeigt werden, dass nach
kurzfristiger peripherer Immunstimulation nicht nwentrale neuronale Strukturen
stimuliert, sondern auch Zytokine in verschiedemtimregionen verstarkt exprimiert,
werden (156). Eine ganze Reihe dieser so genaphtaim-borne* Zytokine, darunter IL-
1B, IL-6, IFN-y und TNF werden in geringen Mengen konstitutiv ileh®n exprimiert und

Nervenzellen exprimieren sowohl unter normalen Bgdngen als auch nach Stimulation
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Rezeptoren oder die mRNA fur viele dieser Zytokif®2). Dabei sind Astrozyten,
Mikrogliazellen und bestimmte Neuronen in der Laty@okine zu produzieren (22). Es
wurde gezeigt, dass eine intraperitoneale (i.geklion von Lipopolysacchariden (LPS) in
geringen Dosen, die die Blut-Hirn-Schranke nichéridonden kénnen, zu einem starken
Anstieg der Expression von ILBLIL-6, IFN-y und TNF im Gehirn (Abb. 1.3) fihrt (186).
Dabei werden IL-§ und IL-6 vornehmlich im Hippocampus und Hypothalsm
exprimiert, wahrend TNF hauptsachlich im Thalamuasl Gtriatum vermehrt exprimiert
wird. Andere Studien beschrieben eine verstarktarl®ge von IL-f, IL-6 und TNF nach
peripherer LPS-Gabe in der Hypophyse (191;248). fiziephere Gabe von ILB1fuhrt
ebenfalls zu einer verstarkten IB-1Synthese im Gehirn, wohingegen peripher
verabreichtes IL-6 zu einem Anstieg der IL-6 Reasptpression im PVN des
Hypothalamus fuhrt (23). Des Weiteren kann die Bktidn von ,brain-borne* Zytokinen
wie IL-1B durch akuten Stress (157) oder bei chronischerm&ch (4) induziert werden.
In einem Modell der Langzeitpotenzierurigng-term potentiation, LTP) konnte gezeigt
werden, dass die Produktion von Zytokinen im Gehimier monaminerger Kontrolle
steht. Die LTP erfolgt durch kurzfristige elektt& Stimulation prasynaptischer
Nervenfasern, die in einer anhaltenden Verstarkdergsynaptischen Ubertragung und der
postsynaptischen neuronalen Aktivitat resultiet)(Zo konnte gezeigt werden, dass die
Induktion von LTP im Hippocampus zu einer verstankGenexpression von sowohl IB-1
(201) als auch IL-6 (9) fuhrt.

Die Effekte von Zytokinen im Gehirn sind sehr veatsy, da sie eine entscheidende Rolle
bei der Integration der peripheren und neurosesdmen Signale spielen (22). Es ist
bekannt, dass Zytokine verschiedene Gehirnfunktiomee die Thermoregulation, die
Nahrungsaufnahme und die Regulation des Schlafeginfhsssen und zur
Gedéachnisbildung beitragen (22;50;266). ZNS-Zytekikonnen die Aktivitat und
Funktion vieler Neuronen im Gehirn beeinflussen.v@omitteln Jrain-borne* Zytokine
sowohl die Freisetzung von CRH aus dem Hypothalgit®248) als auch die Freisetzung
von ACTH aus der Hypophyse (20;248). Aul3erdem wudde Einfluss von IL-f auf
noradrenerge Neuronen nachgewiesen. Demnach rediiziel den Noradrenalin-Gehalt
in den Neuronen, steigert aber den Noradrenalirmbdismus im Hypothalamus,

Hippocampus, Stammhirn und Rickenmark (120). Didividcung katecholaminerger
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Fasern im Rickenmark durch 1I3-im Gehirn zeigt die Ubermittlung zentraler Effekte
dieses Zytokins zum peripheren autonomen NervesisysDes Weiteren kénnen I31
oder IL-6 auch serotoninerge Neuronen stimuliered erh6hen die Freisetzung und die
Metabolisierung von Serotonin im PVN (71;255). Zodevurde gezeigt, dass die
Modulation zentraler Zytokine periphere Immunreakén veradndern kann. Beispielsweise
fuhrt die Induktion von zentralem ILB1zu einer Hemmung der NK-Zellaktivitat in der
Milz und der Mitogen-induzierten Lymphozytenprotdéon und IL-2-Sekretion (234).
Neben der Induktion von ZNS-Zytokinen durch perighémmunstimuli oder akute
Stressexposition werden auch Veranderungen zenthdéirotransmitter beobachtet.
Beispielsweise kommt es nach Stressexposition reer &erminderung des Serotonins im
prafrontalen Cortex und im Hypothalamus, wahrenel dmsatzrate von Serotonin in
diesen Arealen verstarkt ist (182). In einer and&widie konnte gezeigt werden, dass eine
intraperitoneale Injektion von LPS bei Mausen zmeeiAktivierung der dopaminergen,
noradrenergen und serotinergen Systeme in versaieedHirnarealen (Hypothalamus,
prafrontaler Cortex, Hirnstamm, parietaler Cortdéhrt (66). Dieselbe Studie zeigte
aulBerdem eine Aktivierung noradrenerger und sengér Neuronen in den oben
genannten ZNS-Regionen nach Ig-Gabe. Weiterhin wurde beschrieben, dass eine
zentrale Gabe von CRH einen Anstieg von Noradrepalbopamin und 5-
Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA, Hauptmetabolit d&srotonins) im Hypothalamus
hervorruft (211). CRH spielt eine wichtige Rolle i bder Aktivierung zentraler
sympathischer und serotoninerger Systeme, denn BRIH der Lage sowohl delnocus
coeruleus als auch den dorsalen Raphekern (DRbsal raphe nucleus), der Hauptort
serotoninerger Neuronen im Gehirn (Abb. 1.3), ztivaken (85;143). Zwischen den
CRH-Neuronen und dem LC-Noradrenalin-System bestebeiproke Verbindungen in
beide Richtungen, wobei sich CRH und Noradrenadigegseitig stimulieren (246).

Nicht nur die Modulation zentraler Zytokine sondeanch die Modulation zentraler
Neurotransmitter kann die periphere Immunreakti@eitflussen. So hemmt z.B. die
selektive Depletion zentraler noradrenerger Neuratie spezifische Immunantwort in der
Peripherie (45).

Zusammengefasst gibt es eine bidirektionale Komkaiiin zwischen dem Gehirn und

dem Immunsystem. Viele Studien haben gezeigt, elagsperiphere Immunstimulation zu
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Veranderungen zentraler Zytokine und Neurotranemiiihrt und diese Veranderungen
wiederum die periphere Immunreaktion beeinflussedoch wurden in fast allen Studien
akute immunstimulatorische Bedingungen untersuatd, es liegen bisher keine Berichte

vor, die eine Beteiligung des ZNS an den Sollwesekiebungen bei RA beschreiben.

1.5 Fragestellungen
1.5.1 Psychosozialer Stress

Studien der letzten Jahrzehnte haben gezeigt, dasshosozialer Stress das
neuroendokrine System und das Immunsystem beesbflusd demzufolge auch den
Ausbruch und den Verlauf verschiedener inflammatbrer Erkrankungen wie RA
modulieren kann. Aus bisherigen Befunden geht hredass akuter psychosozialer Stress
einen negativen Einfluss auf den Verlauf der Atthirnat. Im Gegensatz dazu gibt es nur
wenige Studien, die den Einfluss von chronischemasem Stress auf den Arthritisverlauf
untersucht haben und zudem fuhrten diese Untersgeimuzu sehr unterschiedlichen
Ergebnissen. Auch konnte ein Zusammenhang zwispbgchosozialem Stress und dem
Beginn der RA bisher nicht hergestellt werden. iesdm ersten Teil der Arbeit wurde
daher die Hypothese gepruft, inwiefern psychoseriabtress Resident-Intruder-
Konfrontationen) wahrend der experimentellen Atibaiuslésung mit Cll bei mannlichen
Wistar Ratten die Suszeptibilitdt und den Krankdwastlauf beeinflusst. Im Besonderen
wurden die stressbedingten endokrinen und immumsibgn Veranderungen und deren
Bedeutung fur den Verlauf der Arthritis untersudbie Ergebnisse sollen demonstrieren,
inwieweit psychosozialer Stress die Aktivitdat deHMNAchse beeinflusst und welche

Veranderungen des Immunsystems damit einhergehen.

1.5.2 Zentrale Zytokine und Monamine

Oben wurde bereits erlautert, wie kurzfristige pleere Entziindungsreaktionen Zytokine
im ZNS induzieren und wie diese Entzindungsmedato’Verdnderungen der

monaminergen Neurotransmittersysteme, der HHN-Achsk des SNS verursachen. Im
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Gegensatz dazu gibt es nur sehr wenige Studien,zdigrale Molekile wahrend
chronischer inflammatorischer Krankheiten untersugiben. Im Verlauf einer Arthritis
beobachtet man einen Funktionsverlust der HHN-Achmk des SNS, der wahrscheinlich
zur Chronifizierung der Arthritis beitragt. Jeddagen bisher keine Berichte vor, die eine
Beteiligung zentraler Zytokine und Monamine an dire$ollwertverschiebungen bei RA
beschreiben. Daher wurde im zweiten Teil diesereArtie Hypothese gepruft, inwieweit
ZNS-Zytokine und monaminerge Neurotransmitter flie uszeptibilitat und den
chronifizierenden Verlauf einer CII induzierten Witis bei weiblichenDark Agouti
Ratten (DA Ratten) relevant und demzufolge pathepggisch wichtig fir die o.g.
Sollwertverschiebungen bei Arthritis sind. Dazu dem die Expression von ZNS-
Zytokinen und die Aktivitat monaminerger Neurond diversen ZNS-Niveaus in der
Induktionsphase und im Verlauf einer Modellartlsritharakterisiert. Des Weiteren wurde
der Verlauf der Arthritis nach gezielter intracen@kentricularer (i.c.v.) Modulation von
monaminergen Neurotransmitter-Systemen charalgerisi Die Ergebnisse sollen
demonstrieren, ob eine veranderte Expression vo8-Ziokinen und —Katecholaminen
im Verlauf der Krankheit mit Veranderungen der HARRse und des SNS assoziiert sind,

und ob diese zentralen Molekule zur Chronifizierdeg Arthritis beitragen.

1.5.3 Nebenniere

Im Verlauf der RA kommt es zum Funktionsverlust d#iN-Achse, der durch eine
inadaquate Produktion von ACTH und Cortisol in Rela zum Schweregrad der
Entziindung charakterisiert ist. Die Grunde fur Niebenniereninsuffizienz bei Arthritis
sind weitestgehend unbekannt. Deshalb war ein wesitéiel dieser Arbeit, Mechanismen,
die fur die adrenale Insuffizienz verantwortlicimai zu charakterisieren. Die Vermutung
war, dass madglicherweise sowohl eine Stdérung deoleSterin-Speicherung in der
Nebenniere als auch eine Stérung der Cholesterfnafume in adrenokortikale Zellen
dafur verantwortlich sind, dass die Nebenniere &e&idaquaten Mengen an Corticosteron
produzieren kann. Cholesterin ist der Vorlaufer &teroidhormone und wird als
Cholesterylester (CE) amigh density lipoprotein (HDL) gebunden. Der Scavenger

Rezeptor vom Typ BI (SR-BI) ist ein Rezeptor fur HRler die zellulare Aufnahme von
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CE in adrenokortikale Zellen vermittelt. Diese &élee CE-Aufnahme ist die Hauptquelle
fur Cholesterin der Steroidogenese in adrenokdeik&ellen (42). Daher wurde die
Hypothese geprift, inwiefern die inadaquate Pradakéon Corticosteron im Verlauf der
Cll induzierten Arthritis sowohl mit Veranderungeler Cholesterin-Speicherung in der
Nebennierenrinde als auch mit Veranderungen derreSgmn des SR-BlI auf

adrenokortikalen Zellen assoziiert ist.
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2 Material

2.1 Materialien
2.1.1 Verbrauchsartikel

Artikel Firma
S Monovette (das Original) Sarstedt (Nlrnbrecht)
Einmal Insulinspritze, 1 ml Becton Dickinson ABasel, Schweiz)
Einmalskalpelle Nr. 20 Feather (Japan)
Einmalspritzen steril, 2/5/10/20 mi Becton Dickam S.A.

(Fraga, Spanien)
Reaktionsgefalle, 1,5 ml Eppendorf AG (Hamburg)
Falconréhrchen 15/50 ml BD Biosciences (Frankhkes, USA)
Fettstift (DakoCytomation Pen) DakoCytomation

(Glostrup, Danemark)
Hamiltonspritze 10 pl, 1 mi Hamilton (Bonaduzh®eiz)
Sterica] Kantlen (0.4x19, 0.6x30, 0.9x40) BD (Heidelberg)
Michelklammern, Nr. BN 507 Aesculap (Tuttlingen)
Ohrmarken und Zange (73855) Hauptner (Solingen)
Omnifix[d Tuberkulinspritzen, 1 ml Braun (Melsungen)
Petrischalen, 60x15 BD Biosciences (Franklikdsa USA)
Pipetten (Glas) 5/10/25/50 mi Corning Incorpadai€orning, USA)
Polystyrenerdhrchen 5 ml (FACS-R6hrchen) Sarstedtr{brecht)
Préaparationsbesteck Aesculap (Tuttlingen)
Sterilfilter, Cell Strainer BD Biosciences (Fkéin Lakes, USA)
SuperFrost Plus Objekttrager Menzelglaser (Bsalweiq)
96-Well-Platten Nunc™ (Danemark)
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2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Losungsmittel

Artikel Firma
5,7-DHT (5,7-Dihydroxytryptamin) Sigma-Aldrich &nheim)
6-OHDA (2,4,5-Trihydroxypenethylamin) Sigma-Aldni¢Steinheim)
AmpliTaqGold PE Applied Biosystems (Langen)
Aqueous Mounting Medium DakoCytomation

(Glostrup, Danemark)
BCIP/NBT Substrat System DakoCytomation

Concanavalin A (Typ IV)
Desipramin

Dnasel

Entellan

EDTA
Erythrozyten-Lysispuffer
Ethanol 96%
FACS-Puffer
FACS-Lysepuffer

Fluorescent Mounting Medium

inkomplettes Freund-Adjuvans
Iso-Ascorbinséure

Kollagen Typ Il
(bovin, 2 mg/ml in 0,5M Essigsaure)

Levamisole

NaCl-Ldsung, steril (0,9%)
oligop(dT) 12-18 Primer
Perchlorsaure

RDO (Dekalzifizier-Losung)

(Glostrup, Danemark)
Sigma-Aldrich (Deisenka)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Epicentre technologies Inc.
(Omaha, NE, USA)

Sigma-Aldrich Corp.
(St. Louis, MO, USA)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Becton Dickinson GmbiHefdelberg)
Merk (Darmstadt)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Becton Dickinson GmbH (Heidetpe

DakoCytomation
(Glostrup, Danemark)

Sigma-Aldrich (Deisefen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Chondrex (Seattle, WA, USA)

DakoCytomation
(Glostrup, Danemark)

Braun (Melsungen)
Amersham Bioscienceilburg)
Merck (Darmstadt)

Medite GmbH (Burgdprf
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MATERIAL

Artikel

Firma

reverse Transkriptase

ROX (Referenzfarbstoff)
TissueTek

Trasylol
TRIzol Reagens

Trypanblau
Uracil-DNA-Glycosylase

wassrige Hamalaun-Ldsung

wassrige Eosin-Ldsung

Xylol
10x Y+/Tango Puffer

2.1.3 Anasthetika

Artikel

Invitrogen Life Technaeg
(Karlsruhe)

TIB MOLBIOL (Berlin)

Sakura Finetek EuropeB.V.
Zoerterwoude (Niederlande)

Bayer Corp. AG (Leverkusen)

Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
New England Biolabs (Fkéurt)

Sigma-Diagnostics
(Baltimore, MD, USA)

Sigma-Aldrich Corp.
(St. Louis, MO, USA)

Merk (Darmstadt)
MBI Fermentas (St. Leon-JRot

Firma

Anexate (Flumazenil)
Antisedan (Atipamezol)
Domitor (Medetomidin)
Dormicum (Midazolam)
Fentanyl (Fentanyl25)
Isofluran

Narcanti (Naloxon)

Inresa Arzneimittel GmiHe{burg)

Orion Pharma (Espoo, FEind)
Orion Pharma (Espoo, Fand)
Ratiopharm GmbH (UIm)
Delta Select (Dreieich)
Baxter (Unterschlei3heim)

Inresa Arzneimittel GmbH €Furg)
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MATERIAL

2.1.4 Antikorper

Antikorper

Firma

Alexa Fluor 546, goat anti-mouse IgG
Alexa Fluor 546, goat anti-rabbit IgG

Alexa Fluor 546, rabbit anti-goat 1gG
AP-konjugierte goat ant-rabbit IgG (D0487)

FITC-konjugierter mouse anti-rat CD4 (OX-38)
FITC-konjugierter mouse anti-rat CD8 (OX-8)
FITC-konjugierter mouse anti-rat CD45RA (OX-33)
FITC-konjugierter mouse anti-rat CD161a (10/78)
FITC-konjugierter mouse anti-rat-CD172a (ED9)
goat anti-Substanz P (sc-9758)

mouse anti-rat-Monozyten/Makrophagen
(MAB 1435)
PE-konjugierter mouse anti-rat CD3 (G4.18)

PE-konjugierter mouse anti-rat CD45 (OX-1)
rabbit anti-SR-BI (NB 400-101)

rabbit anti-Tyrosin Hydroxylase (AB152)

2.1.5 LOsungen, Medien und Puffer

DEPC-Wasser

Moleculashs, Inc.
(Eugene, OR, USA)

MoleculaoPes, Inc.
(Eugene, OR, USA)

MoleculapPes, Inc.
(Eugene, OR, USA)

Dakog@iyhation

(Glostrup, Danemark)
Pharlyen (Hamburg)
Phanlgen (Hamburg)
Mangen (Hamburg)

amhingen (Hamburg)
$ecxdKidlington, England)

Santa Cruz Biotdogy, Inc.
(Santa Cruz, CA, USA)

Chemicoerirdtional, Inc.
(Temecula, CA, USA)

Phaddm (Hamburg)
Pharfyéin (Hamburg)

Novus Biologicalsc.
(Littleton, CO, USA)

Chemidoternational, Inc.
(Temecula, CA, USA)

2 ml DEPC (Diethylpyrocarbonat) Sigma-Aldrich (Demtofen)
21 H,O bidest.
autoklavieren
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MATERIAL

DEPC-PBS

5

PBS-Tabletten
(phosphat buffered saline)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

11

DEPC-Wasser

pH 7,4

3,7% Formaldehyd

100 ml

37% Formaldehyd

Merck (Darmstadt)

ad 1l

DEPC-PBS

20% Saccharose-Losung

59 Saccharose Merck (Darmstadt)

25 ml DEPC-PBS

PBS

5 PBS-Tabletten Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
11 H,O bidest.

PBS und Triton (0,3%)

3 ml Triton X-100 Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

11 PBS

10x BSA

59 bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich (Daisefen)

ad 50 ml PBS und Triton (0,3%)

Blocklosung

1ml Ziegenserum DakoCytomatin GmbH (Hamburg)
1ml fotales Kalberserum (FCS) Sigma-Aldrich (Deisefen)

8 ml 10x BSA

Antikorperpuffer

90% 1x BSA Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

10% Ziegenserum DakoCytomatin GmbH (Hamburg)
RPMI Medium

500 ml RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

50 ml FCS Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

5ml Penicilin/Streptavidin Sigma-Aldrich (Deiseriéo)

2 ml Ciprofloxacin Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
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MATERIAL

Sudan Ill Lésung

0,69 Sudan Il Pulver Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe)
200 ml 70% Alkohol
aufkochen und filtrieren
TBS
100 ml HO bidest.
12,2 g Trishydroxymethylaminomethan Merck (Darmgtad
17,6 g NacCl Merck (Darmstadt)
74 ml 1n HCI Merck (Darmstadt)
ad 2 | HO bidest.
auf pH 7,6 einstellen
Eluent A
LOsung A:
9,799 Dinatriumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt)
ad 1100 ml| HO bidest.
LOsung B
10,59 Zitronensaure Merck (Darmstadt)
ad 1000 ml| HO bidest.
Losung B zu A geben (pH 3,9)
1800 ml Losung AB (pH 3,9)
0,459 Octyl-Sulfat Merck (Darmstadt)
0,075 g EDTA Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
filtrieren
10% Acetonitril Merck (Darmstadt)

10 min entgasen

2x PCR Puffer

100 mM KCI Merck (Darmstadt)

20 mM Tris HCI pH 8,3 Merck (Darmstadt)

0,02 mM EDTA Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
0,1% Gelatine

0,02% Tween 20 Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
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2.1.6 Kits und Assays

Assay

Firma

CellTiter 967 AQueousNON-Radioactive
Cell Proliferation Assay

Corticosterort® RIA Kit
KatCombi'?® RIA Kit

LincoPlex Kit

RNeasy Mini Kit

2.1.7 Gerate

Gerat

Promega (Madison, WEA)
MP Biomedicals (Eschwege)
IBL (Hamburg)

LINCO Research
(St. Charles, MO, USA)

Quiagen GmbH (Hilden)

Firma

Brutschrank (T.10A)
Dekapitationsapparatur

Homogenisator (Bayreuth: Ultra-Turri@)

Heraeus Instruments GmbEn&u)
Werkstatt der Univer&@giensburg
Janke & Kunkel KG (Staufen)

Homogenisator (Regensburg: IKAUItra-Turrax) Medita (Hof)

Fluoreszenzmikroskop (Leitz DMRBE
Kryostat (CM 3050 S)

Luminex 100 IS System

MX 3000P Detektionssystem
Pipetten, 10/100/200/1000 pl
Pipetboy, 30-300 ul (TransferpeiieB)
Plattenlesegerat (ELISReader, Emax)
Haarschneider (Typ 1556)

Stereotaxie-Apparatur
Sterilbank (Lamina Flow Einheit)

Feinwaage (Modell CP64, 1 mg genau)

Leica MicrosysgeeNussloch GmbH
(Nussloch)

Leica Microsystems Nussl@GrhbH
(Nussloch)

Luminex Corp. (Austin, TOGA)
Stratagene (Heide)berg
Eppendorf AG (Harghu
Brand (Wertheim)
Molecular Devices (Ismaning)

Moser Elektrogerate Bmb
(Unterkirnach)

Stoelting (Dublin, Irland)
Heraeus InstrmmseGmbH (Hanau)
Sartorius BGitfngen)
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Gerat Firma

Feinwaage (Analytic AC 210 S) Waegetechnik Durgbe(Kdofering)

Waage (1 g genau) Sartorius AG (G6éttingen)

Wasserbad (JULABO SW-20C) JULABO Labortechnik Ginb
(Sellbach)

Zahnbohrer (Modell 300) Dremel (Konijnenberg, Xit®)

Tiefkiihlzentrifuge (Megafuge 1.0R) Heraeus Instemts GmbH (Hanau)

HPLC-System:

Autosampler (AS-2000A) Merck-Hitachi (Darmstadt)

Fluoreszenz-Detektor (DECADE) Antec Leyden BV
(Zoeterwoude, Niederlande)

Kolbenpumpe (P580) Gynkotek

“reversed-phase” Saule (supelcosil™ LC-18) Supelco (Bellefonte,, RFSA)

2.2 Tiere

Teilexperiment Psychosozialer Stress

Fir diesen ersten Teil der Arbeit wurden mannliddestar Ratten aus der Zucht des
Lehrstuhles Tierphysiologie der Universitat Bayreuverwendet. Die Grundertiere dieser
Zucht wurden 2006 von der Firma Raison sociale:tt@ed’Elevage R.JANIVIER, (Le
Genest St Isle, Frankreich) erworben. Die Wistattddawurden 21 Taget(2 Tage) nach
der Geburt von der Mutter abgesetzt und paarwaisénier Bruder-Schwester Verpaarung
in Standardkafigen (Makrolon Typ IllI) unter Stardlaborbedingungen (Temperatur 22
+ 2 °C; Luftfeuchtigkeit 50-60%; Licht-/Dunkelzyklu2:12 Stunden) gehalten. Sie hatten
Zugang zu Futter und Wassad libitum. Die Versuchstiere wurden zur Eingewdhnung
mindestens 2 Wochen vor Versuchsbeginn in den ¢bssaum gebracht und waren zu
Beginn des Versuches zwischen 129 und 148 Tage alt.

Des Weiteren wurden adulte Long Evans Ratten aus Zileht des Lehrstuhles
Tierphysiologie der Universitat Bayreuth verwend&ie Grundertiere dieser Zucht
wurden 1995 von der Firma Harlan Winkelmann (Borgt2eutschland) erworben. Diese
Long Evans Ratten wurden aufgrund ihrer Aggresiti\gegenuber fremden Artgenossen

als Residents in den Resident-Intruder-Konfrontationen eingesetzt. Sie wurden in
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MATERIAL

Mannchen-Weibchen-Paaren in einem speziell fir #enfrontationsexperimente
konzipierten separaten Versuchsraum mit 05 groRen Bodenboxen gehalten. Alle
sonstigen Haltungsbedingungen entsprachen denengle8tandardhaltung.

Die Tierversuche mit Wistar Ratten und Long Evanattéh wurden in Bayreuth
durchgefuhrt und wurden gemalf der Richtlinien igmekperimentelle Forschung von der

Regierung von Mittelfranken genehmigt.

Teilexperiment Zentrale Zytokine und Monamine

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden weibliche DAtRen im Alter von 8-10 Wochen und
einem Gewicht von 150-200 g von Harlan WinkelmaBar¢hen, Deutschland) bezogen.
Diese Ratten wurden zur Eingewdhnung flr mindesielgoche vor Versuchsbeginn in
Gruppen zu 5 Tieren in Standardkafigen (Makrolonp TW) unter Standard-
Laborbedingungen (Temperatur 22 °C; Luftfeuchtigkeit 50-60%,; Licht-/Dunkelzyklus
12:12 Stunden) gehalten. Sie hatten Zugang zu rFuttd Wasserad libitum. Die
Versuche mit DA Ratten wurden in Regensburg durithge und wurden gemal der

Richtlinien fur tierexperimentelle Forschung vomr Begierung der Oberpfalz genehmigt.
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3 Methoden

Der erste Teil dieser Arbeit (Psychosozialer Syregsrde in enger Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe der Abteilung fur Tierphysiologie Bayreuth (Kerstin Schunke,
Doktorandin und Prof. Dr. rer. nat. Volker Stefapstturchgefuhrt. Die Arbeiten mit
Wistar Ratten (Resident-Intruder-Konfrontationemdudie Bestimmung sowohl des
Differentialblutbildes als auch der Lymphozyten-Bapulationen wurden von Kerstin

Schunke in Bayreuth durchgefihrt.

Der zweite Teil dieser Arbeit (zentrale Zytokine dutMonamine) wurde in enger
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe der Abteiltiimgimmunophysiologie in Marburg

(Dr. rer. nat. Johannes Wildmann, Prof. Dr. philridana del Rey und Prof. Dr. med. Hugo
O. Besedovsky) durchgefihrt. Die Bestimmung zeetrdlytokine und Neurotransmitter
mittels HPLC bzw. RT-PCR erfolgte durch JohanneklWann in Marburg.

3.1 Kollagen Typ Il Arthritis Modell

Teilexperiment Psychosozialer Stress

Um eine experimentelle Arthritis auszulésen, wurdénnlichen Wistar Ratten eine
Suspension aus bovinem CIl und IFA ca. 2 cm untiertlar Schwanzwurzel intradermal
in die Schwanzhaut injiziert. Dazu wurden gleichelimina von CIl und IFA mithilfe
eines Homogenisators unter Kihlung mit Eis emulgieim die Denaturierung des
Kollagens durch Erwarmung zu vermeiden, wurde digpBnsion bis zur Injektion gekuhlt
aufbewahrt. Die Wistar Ratten wurden vor der Imrsigmung nicht narkotisiert, da sie in
speziellen Boxen fixiert werden konnten. Am Tag@de sowohl bei Stresstieren als auch
bei nicht gestressten Kontrolltieren eine Arthritiduziert. Kontrolltieren (Stresstiere und
nicht gestresste Tiere) wurde anstelle der Cll-Bi#spension sterile 0,9%ige NaCl-

L6sung intradermal unterhalb der Schwanzwurzetiiyt.
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Teilexperiment Zentrale Zytokine und Monamine

Die Arthritisauslosung erfolgte bei DA Ratten urel Wistar Ratten auf die gleiche Weise,
mit der Ausnahme, dass die intradermale Immunisgeribei DA Ratten unter
Analgosedierung erfolgte. Vor Injektion der Narkatierfolgte eine Kurzbetdubung mit
Isofluran. AnschlieBend wurden die Ratten unter wésdung einer géngigen
antagonisierbaren Narkose narkotisiert. Der OP-@ackoestehend aus Domitor (0,15
mg/kg), Dormicum (2 mg/kg) und Fentanyl (5 pg/kgurde intramuskular (i.m.) injiziert.
Den narkotisierten Tieren wurden 300 pl der Cll-BAspension ca. 2 cm unterhalb der
Schwanzwurzel intradermal in die Schwanzhaut iefiziTag 0). Danach wurde der
Aufwach-Cocktail bestehend aus Antisedan (0,75 gjg/lAnexate (0,2 mg/kg) und
Narcanti (0,12 mg/kg) subkutan (s.c.) applizierie BAufwachphase der Tiere wurde
Uberwacht. Kontrolltieren wurde entweder eine Sosma aus Cll und NaCl-Lésung
(0,9%) oder IFA und NaCl-Lésung (0,9%) injizierinE dritte Kontrollgruppe erhielt nur
sterile 0,9%ige NaCl-Losung.

3.1.1 Kilinischer Arthritis-Schweregrad

Teilexperiment Psychosozialer Stress

Ab dem Tag 10 nach experimenteller Arthritisaushigsuvurden die Wistar Ratten
bezuglich ihrer Arthritissymptome beurteilt. Die oRfn wurden hinsichtlich einer
Schwellung, Rotung und Beeintrachtigung der Fumiditchtigkeit untersucht. Dabei
wurde jede Pfote separat beurteilt. 2 Punkte wuréiem jede der drei folgenden
entziindeten Regionen vergeben: Finger-Zehen-Relldtelhand-Mittelful3-Region und
Sprunggelenk-Region. Zwei zusatzliche Punkte wurdeargeben, wenn eine
offensichtliche Beeintrachtigung der Funktionsfédeigy (z.B. Hinken, Nachziehen) einer
Extremitat vorlag. So wurde insgesamt ein maximAlhritis Score von 8 Punkten pro

Pfote und 32 Punkten pro Tier vergeben.
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Teilexperiment Zentrale Zytokine und Monamine

Die Beurteilung des Arthritis-Schweregrades bei Rétten erfolgte auf die gleiche Weise
wie bei Wistar Ratten. Jedoch wurden statt zwekFEampro Region 1 Punkt vergeben, so
dass ein maximaler Arthritis Score von 4 Punkten Bfote und 16 Punkten pro Tier

vergeben werden konnte.

3.2 Resident-Intruder-Konfrontation

Vor Versuchsbeginn wurden alle residenten Tiere vjermal fur 10 min mit
unterschiedlichen, fremden Mannchen konfrontieddilrch sollte sichergestellt werden,
dass sie ein zugesetztes Mannchen zuverlassigiatee. Dielntruder-Mannchen wurden
vor Versuchsbeginn in Stresstiere und Kontrolltieiregeteilt. Psychosozialer Stress durch
kontinuierliche Konfrontation wurde ausgel6st, indelie Stresstiere (mannliche Wistar
Ratten =Intruder) fur 7 Tage in die Bodenboxen zu fremden Long Bvdtatten
(Mannchen und ihren WeibcherResidents) gesetzt wurden. Die nicht gestressten
Kontrolltiere verblieben ungestort im Haltungsraimihren Heimkafigen. Wahrend der
Konfrontationszeit wurde der Raum nur zur taglichkontrolle (Futter, Wasser,
Verletzungen) betreten. Um die Unterlegenheit lesuders gegeniiber derResident zu
dokumentieren, wurde das Verhalten der Tiere nigthibn Infrarotkameras (Scan Vision
VS 450 mit 1.4/6 mm Objektiv) aufgezeichnet. Am ®ader Konfrontation wurde sowohl
bei Stresstieren als auch bei nicht gestressterréltiieren eine Arthritis induziert (Tag
0).

3.3 Depletion monaminerger Neuronen im Gehirn

Depletion noradrenerger Neuronen im Gehirn

In diesen Denervierungsexperimenten wurden alleeTieeibliche DA Ratten) am Tag O
mit Cll in IFA immunisiert (3.1). Die Depletion z#raler Katecholamine wurde an drei
verschiedenen Zeitpunkten, 14 Tage vor Arthritiskttbn oder am Tag 18 bzw. 25 nach

Immunisierung mit Cll mittels stereotaktischer ktjen von 100 pg 6-Hydroxydopamin
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(6-OHDA) in 10 ul Iso-Ascorbinsaure-Lésung (2 mg/isb-Ascorbinsaure in steriler
NaCl-Losung (0,9%)) in die lateralen Ventrikel (.9 durchgefuhrt. Dazu wurden die
Ratten nach oben beschriebener Methode narkotigrettauf dem Kopf zwischen den
Ohren rasiert. Auf die Augen wurde als Schutz varsthocknung Bepanthen-Salbe
(Roche, Grenzach-Wyhlen) aufgetragen. Um nicht @tigzlen lagen die Ratten wahrend
des Eingriffes auf einer Warmematte. Der Schadehdekotisierten Versuchstiere wurde
in einem stereotaktischen Apparat fixiert (Abb.)3Hiir die Mikroinjektion in die lateralen
Ventrikel wurden mithilfe eines stereotaktischernaAten (184) die dreidimensionalen
Koordinaten des Zielgebietes bestimmt, die sich einen Referenzpunkt am Schadel
(Bregma) beziehen. Folgende stereotaktische Koateln bezogen auf das Bregma
wurden fur die intrazerebroventrikulare Mikroinjekt bestimmt: rostral-kaudal O mm;
medial-lateral + 1,5 mm nach lateral links und déxentral — 4,0 mm nach ventral. Nun
wurde das Bregma freigelegt und mit einem Zahnlyodirel mm grof3es Loch Uber dem
Zielgebiet in die Schadelkalotte gebohrt. Anschdia® wurde die Kanule der Spritze,
entsprechend den vorher bestimmten Koordinatenziggain das Gehirn abgesenkt.
Nachdem sich die Kanlle am Zielort befand, wurde @tOHDA-L6sung langsam
(innerhalb von 5 min) intrazerebroventrikulér imgic. Nach dem Eingriff wurde die
Wunde mit Metallklammern verschlossen und die Tieueden mit dem Aufwachcocktall
(3.1) aufgeweckt. Kontrolltieren wurden 10 pl Isserbinsdure-L6sung i.c.v. appliziert.

Depletion serotoninerger Neuronen im Gehirn

In diesen Denervierungsexperimenten wurden alleeTieeibliche DA Ratten) am Tag O
mit Cll in IFA immunisiert (3.1). Die Depletion zealer serotoninerger Neuronen wurde
14 Tage vor Arthritisinduktion mittels stereotaktier Injektion von 150 pg 5,7-

Dihydroxytryptamin (5,7-DHT) in 10 pl Iso-Ascorbifigre-Losung (2 mg/ml Iso-

Ascorbinsdure in steriler NaCl-Losung (0,9%)) ine dlateralen Ventrikel (i.c.v.)

durchgefihrt. Um eine katecholaminerge Neurotokizdurch 5,7-DHT zu verhindern,

wurde den Ratten 30 min vor der 5,7-DHT-Injektiort.¢.) Desipramin (25 mg/kg in

steriler 0,95iger NaCl-Lésung) intraperitoneal \meacht. Die Methode der

stereotaktischen Operation (Abb. 3.1) wurde obereitse beschrieben. Kontrolltieren

wurden 10 pl Iso-Ascorbinsdure-Lésung i.c.v. apeliz
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vertikale Justierung —p
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Abb. 3.1: Skizze einer narkotisierten Ratte fixiert in staaktischer Apparatur. (modifiziert, aus (134))

3.4 Blut- und Organentnahmen
3.4.1 Blut

Teilexperiment Psychosozialer Stress

Zu verschiedenen Zeitpunkten (basal vor der Strgssition und an den Tagen 0, 4, 7 und

14 nach Arthritisinduktion) wurde den Wistar Ratt@iut aus der Schwanzvene
entnommen. Die Blutabnahmen wurden alle zur gleichegeszeit zwischen 8 und 10 Uhr

durchgefuhrt. Dabei wurde darauf geachtet, dass Biauer von maximal 3 min nicht

Uberschritten wurde, da sonst die AusschittungStoesshormonen die Werte verfalschen

wirde. Das Blut fur die Bestimmung der Glucocoitieo wurde in EDTA-gefillten
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Probenréhrchen gesammelt, zentrifugiert (10 mi®030/min, 4°C) und anschlieRend bis
zur Bestimmung von Corticosteron bei -80°C geladdit die Bestimmung des Blutbildes
(Differentialblutbild, Lymphozytensubpopulationemyirde das Blut in ein Reaktionsgefald

mit einer 7 pl EDTA-LAsung (50mg/ml) aufgenommen.

Teilexperiment Zentrale Zytokine und Monamine

An verschiedenen Tagen (0, 5, 14, 28, 41 und 55)Yevudie DA Ratten innerhalb eines
Zeitfensters von 3 min (siehe oben) durch Dekapitig getdtet und Rumpfblut

entnommen. Dieses wurde in EDTA-benetzten Probecdn&n, die zur Hemmung der
Enzymaktivitat zusatzlich 10 pl Trasylol enthieltggsammelt. Bis zur Zentrifugation (10
min, 3000 U/min, 4°C) wurde das Blut auf Eis aufbéwt. Nach der Zentrifugation wurde
das Plasma abpipettiert und bis zur Bestimmung X@amenalin, Noradrenalin und

Corticosteron bei -80°C gelagert.

3.4.2 Organe

Teilexperiment Psychosozialer Stress

Vor der Stressexposition und an den Tagen 0, 4d714 nach Arthritisinduktion bzw. am
Tag 4 der symptomatischen Phase wurden sowohlegsgtr als auch nicht gestresste
Wistar Ratten in einer CQOgesattigten Atmosphére getdtet und Nebennieren,
Lymphknoten und Schwanzhaut des ImmunisierungstebigKollagen-Injektions-
Region) entnommen. Die Nebennieren, Lymphknoten died Schwanzhaut wurden 3
Tage in 3,7% Formaldehyd fixiert und anschlieBen®BS gewaschen und tber Nacht in
20% Saccharose-L6sung gegeben. Danach wurden@rga@e in TissueTek eingefroren

und bis zur histologischen Untersuchung bei -8Qifbewahtrt.

Teilexperiment Zentrale Zytokine und Monamine

Am jeweiligen Totungstag (0, 5, 14, 28, 41 oder Bk)rden von jedem Tier Pfoten,
Nebennieren, die drainierenden Lymphknoten und3srn enthommen.

Die Pfoten wurden fur einige Tage in 3,7% Formajdefixiert und anschlieRend in PBS

gewaschen und fur 5 Tage in RDO (Dekalzifizier-Ligugegeben. Anschlie3end wurden
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die Pfoten wiederum in PBS gewaschen und Uber Nacit0% Saccharose-L6sung
gegeben. Formaldehyd- und Saccharose-Losung wanddDEPC-Wasser hergestellt, um
RNAsen zu zerstoren. Dann wurden die Pfoten inuBi$sk eingefroren und bis zur
histologischen Untersuchung bei -80°C aufbewabhrt.

Die Nebennieren und die linken drainierenden Lynmaht&n wurden 3 Tage in 3,7%
Formaldehyd fixiert und anschlielend in PBS gewaschind tber Nacht in 20%
Saccharose-L6sung gegeben. Danach wurden auchQ@iigage in TissueTek eingefroren
und bis zur histologischen Untersuchung bei -8Qifbewahtrt.

Die rechten drainierenden Lymphknoten wurden namhEhtfernung in RPMI Medium
gegeben. Dann wurden die Lymphknoten unter deillsak mechanisch zerkleinert und
durch Sterilfilter in Falconréhrchen gedriickt. Zer &ellsuspension wurden 10 ml RPMI
Medium gegeben und die Zellen resuspendiert. Darurdev die Zellsuspension
zentrifugiert (6 min, 1600 U/min, 4°C), der Ubersiaverworfen und erneut mit 10 ml
RPMI Medium aufgefillt und die Zellen resuspendigmtd anschlieRend gezahlt. Jeweils
100 ul der errechneten Zellsuspension (2°xZ8llen/ml) wurden in 96-Well-Platten
pipettiert. Dazu wurden Uberall 100 pul Medium pijget. Die 96-Well-Platten wurden 48
h im Brutschrank (37°C) inkubiert. Nach zwei Tagemrden die Platten zentrifugiert und
100 pl der Uberstande in neue 96-Well-Platten figrgt die bis zur Zytokinbestimmung
bei -20°C aufbewahrt wurden. In den verbliebenerls\a@er 96-Well-Platten wurde die
Zellproliferation bestimmt.

Nach der Entnahme des Gehirns wurde dieses irdeiiie vorgesehene Gehirnform gelegt
und mit Rasierklingen quer in drei Teile durchtrenBann wurden die folgenden
Gehirnregionen entnommen: Bulbus olfactori, Cellebgl Mesencephalon, Pons, Medulla
oblongata, Hypothalamus, Thalamus, Hippocampusfrgmler Cortex und Lobus
temporalis. Die Gehirnregionen wurden in linke uadhte Halften getrennt, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Zytokin- uMbnaminbestimmung bei -80°C

gelagert.
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3.5 Bestimmung der Zellproliferation

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurden kommeliz erhaltliche kolorimetrische

Zellproliferationsassays verwendet. Bei diesen HrfeAssays wurden die beiden
Reagenzien MTS  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3#Goxymethoxyphenyl)-2-(4-

Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium) und PMS (Phenazin Msthifat) gemischt und die so
entstehende stabile wassrige Losung auf die Zallkglegeben und 4 Stunden inkubiert.
Durch Dehydrogenasen metabolisch aktiver Zellen demr die gelben MTS

Tetrazoliumsalze zu Formazan (blau bis schwarzhziedt. PMS fungierte dabei als
Elektronen-bindendes Reagenz. Mit dem ELIR&der wurde die optische Dichte bei
490 nm bestimmt. Die so gemessene Absorption edfspder Menge des gebildeten
l6slichen Formazanproduktes und ist dadurch digkiportional zur Anzahl lebender
Zellen in der Kultur.

3.6 Corticosteron-, Adrenalin- und Noradrenalin-
Radioimmunoassays

Die im Blutplasma vorhandenen Konzentrationen arrti€steron, Adrenalin und
Noradrenalin wurden anhand von kommerziell ertdiddn Radioimmunoassays (RIA)
bestimmt. Zur Messung der Corticosteron-Konzeraren im Plasma wurde ein RIA mit
einer Detektionsgrenze von 7,7 ng/ml verwendet. ZNacthweis von Adrenalin und
Noradrenalin wurde ein hochsensitiver KatCombi-Ri#t einer Detektionsgrenze von 8

pg/ml fur Adrenalin bzw. 24 pg/ml fir Noradrenaliarwendet.

3.7 Zytokinbestimmung in Lymphknoten-Zell-Uberstanden
In den Zelliberstanden drainierender Lymphknotendew mithilfe des Luminex 100 IS
Systems die Konzentrationen der Zytokine IL-6, [1,-1L.-10, TNF und IFNy bestimmit.

Dafur wurden Multiplex Assay Kits (LincoPlex) vermaet.
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3.8 Neurochemische Analyse der Neurotransmitter und iher
Metaboliten in verschiedenen Hirnarealen

Die Konzentrationen von Noradrenalin, Serotonin,p&uin und ihrer Metaboliten in
verschiedenen Hirnarealen (Pons, Medulla oblondgpothalamus) wurden mittelsigh
Performance Liquid Chromatography (HPLC) bestimmt. Dazu wurden die in flissigem
Stickstoff eingefrorenen Gehirnareale gewogen, 1n#@ Perchlorsaure verdinnt und
zentrifugiert. 20 pl der Uberstande (= 1 mg Probatemial) wurden in das HPLC-System
appliziert. Das HPLC-System bestand aus einer dulelbenpumpe (Modell P580),
einem Autosampler (Modell AS-2000A) und einereversed-phase® Saule (Modell
Supelcosil™ LC-18; Lange und innerer Durchmessérx.8,6 mm; Partikelgrof3e 5 um),
die als stationare Phase diente und durch eineter8an konstant bei 32°C gehalten
wurde. AulRerdem wurde ein hoch sensitiver Fluoresizetektor (Modell DECADE,
Exzitation 270 nm, Emission 310 nm) verwendet. Diebile Phase (Eluent A 2.1.5)
bestand aus 0,1 M MNdPQO, 0,08 mM EDTA; 0,015 mM n-Octyl-Sulfat und 7,5%
Acetonitril und die Fliel3geschwindigkeit betrug 0y8/min. Die folgenden Substanzen
wurden quantifiziert: Noradrenalin (Retentionsz&i©7 min), 3-Methoxy-4-Hydroxy-
Phenyl Ethylene-Glycol (MHPG, Retentionszeit 100@&), Dopamin (Retentionszeit 9,33
min), Serotonin (Retentionszeit 20,77 min) und ZNI(Retentionszeit 41,61 min). Far
die Quantifizierung wurde das Programm Chromelé66.01, Dionex, Sunnyvale, CA,
USA) verwendet.

3.9 Bestimmung der Zytokin mRNA Level in verschiedenen
Hirnarealen

Die RNA-Extraktion, reverse Transkription, RT-PCRdurelative Quantifizierung der
PCR-Produkte wurden in Marburg durchgefihrt. Fie @ewinnung von RNA aus
verschiedenen Hirnregionen wurde unter Verwendueg TRIzol Reagens nach dem
Standardprotokoll von Chomczynski (37) verfahrere RNA wurde mit 2 U DNasel in
10x Y'/Tango Puffer behandelt und anschlieRend unter ¥edwng eines RNeasy Mini

Kits nach dem vom Hersteller beigelegten Protokalfgereinigt und in 30 pul RNase
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freiem Wasser eluiert. Die reverse Transkriptiormdeumit 1 pg RNA unter Verwendung
der 40 U MMLYV reversen Transkriptase und 0,5 mgoigop(dT) 12-18 Primern in
einem Volumen von 20 ul fur 60 min bei 42 °C und 1% min bei 70°C durchgeflnhrt.
Anschliel3end wurde die Real-time PCR in einem Vanmon 25 pl mithilfe des MX
3000P Detektionssystems durchgefiihrt. Der Mastex Mestand aus folgenden
Reagenzien: 12,5 ul 2x PCR Puffer; die Nukleotidd®; dCTP; dGTP (200 uM jedes);
400 uM dUTP; 1,0 pl 25 mM Mggl 0,625 U AmpliTaqGold; 0,25 U Uracil- DNA-
Glycosylase; 200 nM jedes Primers; 100 nM der zdgghn Probe und dem
Referenzfarbstoff Rox in einer Endkonzentration 800 nM. 21 ul des Master Mixes und
4 ul cDNA wurden zu jedem Well der 96-Well-Platiezugeftigt. Alle PCR-Reaktionen
wurden 2-4 Mal unter den folgenden Bedingungen yeéiihrt: beginnend mit 2 min
50°C und 10 min 95°C, gefolgt von 40 Zyklen 15 €C und 1 min 60°C. Der
Mittelwert der PCR-Reaktion war das Messergebnis jéidle Probe. Die Primer und
Fluorochrom-markierten Sonden wurden mit dem PrognaPrimer Express (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) konstruiert odsurden bereits veroffentlicht.
Folgende Primer und Sonden wurden verwendet: fdt ilZugangsnummer E05490):
ACCCAAGCACCTTCTTTTCCTT forward Primer), TGCAGCTGTCTAATGGGA-
ACAT (reverse  Primer) und TCTTTGAAGAAGAGCCCGTCCTCTGTGACT
(fluoreszent-markierte Sonde); fur IL-6 (Zugangsmuen NM_012589): GACAGT-
GCATCATCGCTGTTCATA (forward Primer), AGTCGGAGGCTTARACATA-
TGTTC (reverse Primer) und CAGAATTGCCATTGCACAACTCTTCTCATTT
(fluoreszent-markierte Sonde); fur TNF (Zugangsn@nnx66539): GGTGATCGG-
TCCCAACAAGGA (forward Primer), CACGCTGGCTCAGCCACT Qeverse Primer)
und TGGCCCAGACCCTCACACTCAGATCA (fluoreszent-markieiSonde) und fir das
Referenzgen House Keeping Gen) RPL32 (Zugangsnummer X06483): TGTCCT-
CTAAGAACCGAAAAGCC (forward Primer), CGTTGGGATTGGTGABTCTGA
(reverse Primer) und TCGTAGAAAGAGCAGCACAGCTGGCC udreszent-markierte
Sonde). Die Auswertung erfolgte nach deACr-Methode (148), die dazu dient die
relative Genexpression zu berechnen. Die ZytokirN®dR_evel jeder Probe wurden auf

das Referenzgen RPL32 normalisiert. Die bei Kohiteoen (NaCl-Injektion) erhaltenen
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Werte wurden auf 1.0 gesetzt und Werte der immerriesh Tiere sind als Verhéltnis der

Genexpression in Relation zu den Werten der Kdtig# dargestelit.

3.10 Bestimmung des Differentialblutbildes und der
Lymphozyten-Subpopulationen

Mittels eines Durchflusszytometers (FACSCalibur) dun fluoreszierender
Antikorpermarkierung wurde aus dem Vollblut jedes erduchstieres ein
Differentialblutbild erstellt. Zur Bestimmung degoRentsatzes an Lymphozyten bzw.
Granulozyten, Monozyten und eosinophilen Granulzytwurde sowohl der PE-
konjugierte monoklonale mouse anti-rat CD45 Antd€gir(OX-1, Lymphozyten) als auch
der FITC-konjugierte monoklonale mouse anti-rat C2d. Antikorper (ED9, myeloide
Zellen = Monozyten, Granulozyten) verwendet. Daauden zu 20 pl Gesamtblut 50 pl
FACS-Puffer, 2 pul OX-1 und 1,5 pl ED9 pipettiert durO min im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde irege@robenrohrchen 0,5 ml frisch
angesetzter FACS-Lysepuffer gegeben und die Prolegtiere 10 min inkubiert. Danach
wurde 1 ml FACS-Puffer hinzugefigt und die Zellesfost am Durchflusszytometer
gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mégtdés Programms Cell Quest (V.1.2,
Becton Dickinson Immunocytometry Systems, USA). Oiehl der Monozyten und
Granulozyten wurde anhand der Grof3e bzw. Grandfdogstimmt.

Auch die Lymphozyten-Subpopulationen wurden mittelsr Durchflusszytometrie
bestimmt. Dafir wurden der monoklonale PE-konjugienouse anti-rat CD3 Antikdrper
(G4.18, T-Zellen) und folgende monoklonale FITC-kmmerte Antikbrper verwendet:
mouse anti-rat CD4 Antikorper (OX-38, CDZ-Zellen), mouse anti-rat CD8 Antikorper
(OX-8, CD8 T-Zellen), mouse anti-rat CD161a Antikorper (1Q/R&-Zellen) und mouse
anti-rat CD45RA Antikorper (= B220, OX-33, B-ZellenZu jeweils 20 pul Gesamtblut
wurden entweder 2ul G4.18 und 2,5 pl OX-38 (zurZBflen-Bestimmung) oder 2pl
G4.18 und 1,5 pl OX-8 (zur Bestimmung zytotoxischezellen) oder 2ul G4.18 und 2,5
pl 10/78 (zur NK-Zell-Bestimmung) oder 2 ul OX-3B-Zellen) pipettiert. Dann wurden
die Proben in jeweils 50 pl FACS-Puffer 15 min inuriBeln inkubiert. Anschlie3end

wurde zur Lyse der Erythrozyten 1 ml Lyse-Pufferzuigegeben und die Proben erneut 10
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min bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubierte DRroben wurden zentrifugiert,
gewaschen und erneut zentrifugiert. Dann wurdenZdieen mit 250 pl Fixativ (500 ml
PBS, 5 g Paraformaldehyd) fixiert. Zur Identifiziag der Lymphozyten-Subpopulationen
wurde ebenfalls das Programm Cell Quest genutzf. ddese Weise konnten folgende
Subpopulationen identifiziert werden: Th-Zellen (&RCD4"), zytotoxische T-Zellen
(CD3'/CDS8"), NK-Zellen (CD3/CD1614d) und B-Zellen (CD45RA).

3.11 Histochemische Verfahren
3.11.1 Histologischer Arthritis-Schweregrad

Zur histologischen Beurteilung des Arthritis-Schegnades wurden Hamalaun-Eosin-
Farbungen (HE-Farbungen) der in TissueTek eingefiem Pfoten der an den Tagen 0, 5,
14, 28, 41 und 55 getoteten DA Ratten angefeilgzu wurden 10 pm dicke Schnitte der
Praparate auf Objekttrager gebracht und eine hatbede an der Luft getrocknet. Dann
wurden die Gefrierschnitte 3 min in Hamalaun inlewbiund anschlieend 3 min unter
flieRendem Leitungswasser geblaut. Der Farbstofh&laun farbt die Zellkerne intensiv
blau. Danach wurden die Schnitte 30 sek in wasdfgsin-L6ésung getaucht, die das
Zytoplasma rot gegenfarbt, und anschlie3end wuddeRraparate durch eine aufsteigende
Alkoholreihe entwassert. Zum Entfernen des Alkohwilsden die Schnitte nun fur 3 min
in Xylol gegeben und anschliel3end mit Entellan edegkelt.

Um den histologischen Arthritis-Schweregrad dertétfazu bestimmen, wurden pro Tier
2-4 Gelenke hinsichtlich der Immunzell-Infiltratiom das Gelenk, der Immunzell-
Infiltration in das umgebende Gewebe, der Knorpsien und der Knochenerosion
beurteilt. Die Immunzell-Infiltration des Gelenkiesw. des umgebenden Gewebes wurden
auf einer Punkteskala von 0-4 bewertet, wobei @i&eénfiltration und 4 eine maximale
Infiltration bedeutet. Auch fur die Knorpel- und #&ehenerosion wurden jeweils 0-4
Punkte vergeben, wobei 0 keine Erosion und 4 digimele Zerstérung des Knorpels
bzw. des Knochens bedeutete. Insgesamt wurde eximaler, histologischer Arthritis

Score von 16 Punkten pro Gelenk vergeben.
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3.11.2 Fluoreszenzfarbung und Quantifizierung von Nervenfaern

Tyrosinhydroxylase-Fluoreszenzfarbung

Zur Quantifizierung sympathischer Nervenfasern ien dGelenkregionen wurden
Tyrosinhydroxylase-Farbungen der Pfoten der an Tagen O, 5, 14, 28, 41 und 55
getoteten DA Ratten durchgefuhrt. Die Tyrosinhygtage (TH) Kkatalysiert die
Umwandlung der Aminosaure L-Tyrosin in die Aminos&ill-Dopa, aus der in weiteren
enzymatischen Schritten die Katecholamine hervagelDieser erste TH-vermittelte
Schritt ist der geschwindigkeitsbestimmende Reak8ohritt der Bisynthese der
Katecholamine.

Fur die TH-Farbung wurden die Pfoten-Praparateadedten Tagen 0, 5, 14, 28, 41 und 55
getoteten Tiere 12 um dick geschnitten, auf Ohjégér gebracht und eine halbe Stunde
an der Luft getrocknet. Um spater das Verlaufen defgetragenen Ldsungen zu
vermeiden, wurden die Schnitte mit einem Fettsiifikreist und anschlieRend 10 min in
PBS gewaschen. Daraufhin wurde auf jeden Schnitt Aosattigung unspezifischer
Bindungen eine Blocklésung aus BSA, FCS und Ziegems aufgetragen und 45 min
inkubiert. Nach dem Abschitteln der Blocklésung derr die Schnitte 10 min in PBS
gewaschen, bevor auf jeden Schnitt 150 pl der Pamé&orper-Losung (rabbit anti-
Tyrosine Hydroxylase, polyklonal, Verdinnung 1:1Qfipettiert wurde. Die Schnitte
wurden mit dem Primarantikérper Uber Nacht inkubiBei der Negativkontrolle wurde
anstelle der Primarantikorper-Losung nur der Amfiledpuffer verwendet. Am nachsten
Tag wurden die Schnitte 10 min in PBS und Tritoj8%) und 5 min in PBS gewaschen
(Negativkontrollen getrennt von den restlichen Sitén), bevor auf jeden Schnitt 150 pl
Sekundarantikdrper-Losung (goat anti-rabbit IgG@n@ml, Verdinnung 1:500) pipettiert
wurde. Die Schnitte mit dem Sekundarantikoérper wartei Dunkelheit 90 min inkubiert.
Abschlie3end wurden die Schnitte erneut 10 minB$ Rind Triton (0,3%) und 5 min in
PBS gewaschen und nfiuorescent Mounting Medium eingedeckt. Bis zur Auswertung
innerhalb der darauf folgenden Woche wurden die ekbgger dunkel und im
Kihlschrank bei 4°C gelagert.

Am Fluoreszenzmikroskop wurden bei 400-facher MiBgrung die TH-positiven

Nervenfasern mit einer L&nge von mindestens 50umpdlge Dabei wurden 12
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Gesichtfelder pro Gelenkregion ausgezahlt und pfotePdie folgenden Regionen
bertcksichtigt: Finger-Zehen-Region, Mittelhandelitu3-Region und Sprunggelenk-
Region. Auf diese Weise wurden die Nervenfasern mamdestens 4 Ratten je Zeitpunkt

erfasst. Die Ergebnisse sind in Nervenfasern j& amgegeben.

Substanz P- Fluoreszenzfarbung

Zur Quantifizierung sensibler Nervenfasern in dexle@kregionen der Pfoten der an den
Tagen 0, 5, 14, 28, 41 und 55 getdteten DA Rattem@n Substanz P (SP)-Farbungen der
Pfoten durchgefiuihrt. Die Féarbung erfolgte nach ddoen Protokoll wie die TH-
Immunhistochemie. Jedoch anstelle des TH-Antik@&peurde der goat anti-Substanz P-
Primarantikorper (polyklonal, Verdinnung 1:50) wartstelle des o0.g. Sekundarantikorpers
wurde der rabbit anti-goat-Sekundarantikorper (Merding 1:500) verwendet. Auch die
Auszahlung SP-positiver Nervenfasern erfolgte aatelbe Weise wie die Auszéhlung

TH-positiver Nervenfasern. Die Ergebnisse sind @niénfasern je mfrangegeben.

3.11.3 Sudan lll Farbung der Nebennieren

Zur Farbung des Cholesterins in der Nebennierearimdrden Sudan 1l Farbungen der
Nebennieren durchgefuhrt. Dazu wurden die in Tisslieeingefrorenen Nebennieren 5
pm dick geschnitten und die Schnitte auf Objek#régebracht und eine halbe Stunde an
der Luft getrocknet. AnschlieRend wurden die S¢bnlif0 min in TBS rehydriert, kurz
abgeklopft und 20 min in der Sudan Il Losung inieub Die Schnitte wurden in Wasser
gespult und mifgueous Mounting Medium eingedeckt.

Bei 200-facher VergroRerung wurden am Mikroskop pfeer 5 Bilder der
Nebennierenrinde aufgenommen und mittels der SoétwdetaView (Version 5.0rl,
Universal Imaging Corp., Downingtown, PA, USA) damzentuale Anteil der positiv
gefarbten Flache an der gesamten Nebennierenriddbef also ein relativer Flachenanteil
hinsichtlich des Cholesterins, ermittelt.
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3.11.4 SR-BI Immunhistochemie

Zur Farbung der SR-BI positiven Zellen in der Neberenrinde wurden AP-Farbungen
der Nebennieren durchgefuhrt (AP = Alkalische Phasgse). Dazu wurden die in
TissueTek eingefrorenen Nebennieren 5 um dick geétteh und die Schnitte auf
Objekttrager gebracht und eine halbe Stunde ahufegetrocknet. Anschliel3end wurden
die Schnitte mit einem Fettstift umkreist, 10 mmRABS rehydriert, kurz abgeklopft und
mit der Blocklésung 45 min inkubiert. Nach dem Aigiteln der Blockldsung wurden die
Schnitte 10 min in PBS gewaschen, bevor auf jeddmi8 50 pl der Primarantikorper-
Lésung (rabbit anti-SR-BI, polyklonal, Verdiinnung.@00) pipettiert wurde. Die Schnitte
wurden mit dem Primarantikérper 1 h inkubiert. Bler Negativkontrolle wurde anstelle
der Primarantikdrper-Losung nur der Antikorperpuffeerwendet. Dann wurden die
Schnitte 3 Mal 5 min in PBS gewaschen, bevor auflefje Schnitt 50 pl
Sekundarantikérper-Losung (Alkalische Phosphatasgdkierte goat anti-rabbit 1gG,
Verdinnung 1:100) pipettiert wurde. Die Schnittersan mit dem Sekundarantikorper
wiederum 1 h inkubiert und anschlieBend 3 Mal 5 miPBS gewaschen. Danach wurde
ein Substrat System bestehend aus 4-Brom-4-Chlod@xylphosphat (BCIP) und
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) mit einem Tropfe Levamisol, welches die
gewebseigenen alkalischen Phosphatasen inhibmrtisght und je 50 pl des Substrates
auf die Schnitte gegeben. Die an den Sekundarapgkogekoppelte alkalische
Phosphathase spaltet Phosphatverbindungen diebstrées ab und die so freigesetzten
Verbindungen reagieren dann zu einem violett-blaliedprodukt. Die Farbentwicklung
wurde unter dem Mikroskop beobachtet und nach 8 gastoppt. Dazu wurden die
Schnitte abgeklopft und 5 min in PBS gewaschenansthlieRend migueous Mounting
Medium eingedeckt. Die Auswertung der Farbung am Mikrpskdolgte auf die gleiche

Weise wie fur die Sudan 11l Farbung.

3.11.5 Immunzell-Farbung in Schwanzhaut und Lymphknoten

Die Makrophagen-Fluoreszenzfarbung erfolgte in déymphknoten und im

Immunisierungsgebiet der Schwanzhaut. Diese ImmliRheoreszenzfarbungen wurden
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nach demselben Protokoll wie die Farbung von Ndagsin durchgefuhrt. Jedoch wurden
die Lymphknoten 5 pm dick und die Schwanzhaut 8 ditk geschnitten. Als
Primarantikorper gegen Makrophagen wurde der manserat Monozyten/Makrophagen
Antikérper (monoklonal, Verdiinnung 1:500) verwendedihrend als Sekundarantikdrper
der goat anti-mouse 1gG (Verdinnung 1:500) verwendede.

Bei 400-facher Vergrof3erung wurden am Fluoreszekroskop 17 Gesichtsfelder pro
Tier und Gewebe nach positiv-gefarbten Zellen azéigie Die Ergebnisse sind in positive

Zellen je mni angegeben.

3.12 Statistik

Fur die statistische Analyse wurden die Program@83(V.12.0.1, SPSS Inc., Chicago,
USA) und SigmaStat (V.3.5, Systat Software, Ineckr&h, Deutschland) verwendet. Fur
die Erstellung der Graphiken wurde SigmaPlot (M011Systat Software, Inc., Erkrath,
Deutschland) und zur Nachbearbeitung der Graphikemrde CorelDRAW X3

(V.13.0.0.576, Corel Corp., Unterschlei3heim, Dehignd) verwendet. Zum Vergleich
von je zwei Gruppen (Gruppen Medianwerte) wurde dmhtparametrische Mann-
Whitney-U-Test (MWU-Test) verwendet. Um den ArtlsiSchweregrad zwischen
verschiedenen Gruppen wéhrend der Beobachtungdpeda vergleichen, wurde die
statistische Methode des general linear model aegdet (GLM). Korrelationen wurden
nach der Spearman Rangkorrelations-Analyse berechne Die

Erkrankungswahrscheinlichkeit der Wistar Ratten deurin % angegeben und
Unterschiede zwischen Kontroll- und Stresstiereziigkch der Pravalenz wurden mittels
Chi-Quadrat-Test auf Signifikanz getestet. Die Dasind entweder als Mittelwerte

Standardfehler (SEM) oder als Box-Plots mit 10.,, ZB. (Medianwert), 75. und 90.

Perzentil dargestellt. Unterschiede ab p<0.05 wuale signifikant erachtet.
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4 Ergebnisse
4.1 Psychosozialer Stress

Dieser Teil der Arbeit wurde in enger Zusammenarimeit der Arbeitsgruppe der
Abteilung fur Tierphysiologie in Bayreuth (KerstBchunke, Doktorandin und Prof. Dr.

rer. nat. Volker Stefanski) durchgefuhrt.

4.1.1 Klinischer Arthritis-Schweregrad und Pravalenz

Bei Kontrolltieren und Stresstieren, die 7 TageeeiResident-Intruder-Konfrontation
ausgesetzt waren, wurde am vierten Tag der Stregsidon eine CllI-Arthritis induziert.
Beide Gruppen wurden hinsichtlich des Arthritis-Behegrades und der Pravalenz
vergleichend untersucht. Bezlglich der Erkrankuragsgcheinlichkeit ergab sich ein
signifikanter Unterschied zwischen nicht gestresgtentrolltieren und gestressten Tieren,
wobei Kontrolltiere (65,6%) haufiger erkrankten Slsesstiere (35,2%) (Abb. 4.1).

100 ~

80 | p=0.014
60

40 -

arthritische Tiere in %

20

n=21/32 n=12/34

kein Stress Stress

Abb. 4.1: Arthritis-Prévalenz gestresster und nicht gesteesg/istar Ratten. Kontrolltiere entwickelten
haufiger eine CIA als gestresste Tiere. (Chi-Quiadiest)
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Des Weiteren entwickelten Kontrolltiere eine Artisri mit starkerer Auspragung als
Stresstiere. Im Arthritisverlauf ergaben sich digante Unterschiede zwischen den
Gruppen (Abb. 4.2). Hinsichtlich des Zeitpunktes, @em die Symptome erstmalig
auftraten, konnten keine signifikanten Unterschies@schen den Gruppen festgestellt

werden.

18

—O— kein Stress
p<0.001 —@— Stress

16

klinischer Arthritis-Schweregrad

0 I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

Zeit (Tage nach Auftreten der Symptome)

Abb. 4.2: Klinischer Arthritis-Schweregrad der Kontroll- bzvStresstiere. Im Arthritisverlauf hatten
Kontrolltiere (n = 22) einen signifikant hdheren tintis-Score als Stresstiere (n = 17). Werte sind
Mittelwerte+ SEM, (GLM).

4.1.2 Plasma-Corticosteron

Zu verschiedenen Zeitpunkten (basal vor der Strgssition und an den Tagen 0, 4, 7 und
14 nach Arthritisinduktion) wurde den Wistar Ratt@iut aus der Schwanzvene
entnommen und Corticosteron im Plasma bestimmte Alierfir untersuchten Tiere
wurden mit Cll in IFA immunisiert. Einige der Tieentwickelten im weiteren Verlauf
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eine Arthritis, andere Tiere erkrankten nicht. tegsanterweise ergaben sich weder im
Vergleich der nicht gestressten und gestresstere Tiech im Vergleich der im spateren
Verlauf (ab Tag 14 erste Symptome) arthritisch wadskn und nicht arthritisch werdenden
Tiere signifikante Unterschiede. Lediglich am Tagn@ch Arthritisinduktion konnte

signifikant weniger Plasma-Corticosteron bei destigssten Tieren im Vergleich zu den

nicht gestressten Kontrolltieren nachgewiesen we(déb. 4.3).

Il Kkein Stress
[ Stress
¢ Arthritis
300 - e keine Arthritis
® [ )
L 4

— 250 -
= p < 0.001
.y
(@] e *
o ° ® % °
£ 200 - .
c -
9 . o * . . *
]
Q 150 - 3
.0
8 o
© 100 - :
e
8 1 H
D_ *

0|, H

3 * i »
0 ' i
BW 0 4 7 14

Zeit (Tage nach Arthritisinduktion)

Abb. 4.3: Plasma-Corticosteron-Konzentrationen gestresster34) und nicht gestresster Wistar Ratten (n =
32). Am Tag 7 war die Plasma-Corticosteron-Konzsitn bei Stresstieren signifikant geringer als bei
Kontrolltieren.BW = Basalwert, Box-Plots mit 10., 25., 50. (Mediemt), 75. und 90. Perzentil, (MWU-
Test).

4.1.3 Immunzellen in der Zirkulation

Die Ergebnisse der Untersuchungen verschiedenewmzallpopulationen im Blut sind
Bestandteil der Doktorarbeit von Kerstin Schunkay(iuth) und werden hier deshalb nur

kurz in Textform beschrieben. Zu verschiedenen pieikten (basal vor der
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Stressexposition und an den Tagen 0, 4, 7 und th Aathritisinduktion) wurden bei
gestressten und nicht gestressten Wistar Rattenlindiieunzellen in der Zirkulation
bestimmt. Alle hierfur untersuchten Tiere wurdert @il in IFA immunisiert. Bezuglich
der Granulozyten und Monozyten ergaben sich skganitie Unterschiede (p < 0.001)
zwischen gestressten (n = 34) und nicht gestreSsezan (n = 32). Die Zahl sowohl der
Granulozyten als auch der Monozyten war bei Sterest an den Tagen 0, 4 und 7 nach
Arthritisinduktion signifikant hoher als bei Kontltieren. Im Gegensatz dazu waren
hinsichtlich der B-Zell-Subpopulation keine Untdriede zwischen den Gruppen
nachweisbar. Jedoch ergaben sich bezlglich der IIfSdbpopulationen wiederum
signifikante Unterschiede (p < 0.05) zwischen deappen. Dabei hatten Stresstiere an
den Tagen 0, 4 und 14 nach Arthritisinduktion eisignifikant geringere Anzahl
zytotoxischer T-Zellen im Blut als nicht gestresKtmntrolltiere. Zudem war die Zahl der
Th-Zellen bei Stresstieren an den Tagen 0, 7 undsigjifikant niedriger als bei

Kontrolltieren.

4.1.4 Immunzellen im Injektionsgebiet der Schwanzhaut

Vor der Stressexposition und an den Tagen 4 unahdch Arthritisinduktion wurden
sowohl gestresste als auch nicht gestresste WRs#en getdtet und Schwanzhaut des
Immunisierungsgebietes entnommen. Die Schwanzhautlavim Kollagen-Injektions-
Gebiet hinsichtlich eingewanderter Makrophagen nsoight. Dabei ergaben sich
signifikante Unterschiede zwischen den nicht imreignten Tieren (Basalwerte), den
Stresstieren und den nicht gestressten KontrahigiAbb. 4.4). Im Vergleich zu den
Basalwerten nicht immunisierter Tiere war die Maitragenzahl im Immunisierungsgebiet
gestresster und nicht gestresster Tiere zu alletpufkkten (Tag 4 und 14) signifikant
hoher (Abb. 4.4). AuRBerdem bestanden hinsichtlieih dahl positiv gefarbter Zellen
signifikante Unterschiede zwischen den nicht gestem Kontrolltieren und den
Stresstieren, wobei bei Kontrolltieren am Tag 1dnsikant mehr Makrophagen im
Injektionsgebiet der Schwanzhaut nachweisbar walebei Stresstieren am Tag 4 und 14
(Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Makrophagen im Kollagen-Injektionsgebiet der Schateut. Bei Kontrolltieren war die Zahl der
Makrophagen am Tag 14 signifikant héher als beesStieren am Tag 4 und 14. basal = nicht immunésier
Tiere (n = 4), Kontrolltiere (Tag 4: n = 10, Tag = 7), Stresstiere (Tag 4: n = 7, Tag 14: n,-B®)x-Plots
mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. PeritefMWU-Test).

4.1.5 Immunzellen in den Lymphknoten

Vor der Stressexposition und an den Tagen 4 unahdch Arthritisinduktion wurden
sowohl gestresste als auch nicht gestresste Whsten getttet und die Lymphknoten
entnommen. Die Lymphknoten wurden hinsichtlich takrophagen untersucht. Dabei
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede Zwescden nicht immunisierten Tieren
(Basalwerte), den Stresstieren und den nicht gesténe Kontrolltieren (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Makrophagen in den Lymphknoten gestresster uriat giestresster Wistar Ratten. Es waren keine
Unterschiede zwischen den Kontroll- und Stresstier@chweisbar. basal = nicht immunisierte Tiere @),
Kontrolltiere (Tag 4: n = 10, Tag 14: n = 4), SgesStresstiere (Tag 4: n = 7, Tag 14: n = 5), Bbots mit
10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Perze(M\WU-Test).

4.1.6 Quintessenz

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass psychosozitlessSdurch Dauerkonfrontation bei
mannlichen Wistar Ratten die Suszeptibilitat fimeeiCIA reduzierte und auf3erdem zu
einer verminderten Arthritisauspragung fiihrte. Stweckelten Kontrolltiere haufiger eine
Arthritis als Stresstiere und erkrankte Stresstibegten einen geringeren Arthritis-
Schweregrad als erkrankte Kontrolltiere. Des Weitevurde gezeigt, dass psychosozialer
Stress bei immunisierten Wistar Ratten zu eineblgdn Zahl zirkulierender Granulozyten
und Monozyten fihrte, wohingegen die Level zytadoker T-Zellen und Th-Zellen bei
gestressten Tieren signifikant geringer waren ad$ micht gestressten Tieren. Im

Gegensatz zu den erhbhten Monozyten-Spiegeln imt Bluar die Zahl der
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Gewebsmakrophagen im Kollagen-Injektionsgebiet 8ehwanzhaut bei Stresstieren
deutlich geringer als bei Kontrolltieren. Interagsaweise unterschieden sich die Plasma-
Corticosteron-Konzentrationen der Stresstiere niontdenen der Kontrolltiere.

4.2 Zentrale Zytokine und Monamine

Dieser Teil der Arbeit wurde in enger Zusammenarimit der Arbeitsgruppe der
Abteilung fur Immunophysiologie in Marburg (Dr. rerat. Johannes Wildmann, Prof. Dr.
phil. Adriana del Rey und Prof. Dr. med. Hugo Os8&ovsky) durchgefiihrt. Die diesem
Teil zugrunde liegende Publikation befindet sichAnmhang.

4.2.1 Klinischer und histologischer Arthritis-Schweregrad

Die nachsten Abbildungen zeigen den klinischen (AbB) und histologischen (Abb. 4.7)
Arthritis-Schweregrad weiblicher DA Ratten, die n@tl in IFA immunisiert wurden.
Erste klinische und histologische Symptome entwiekesich zwischen dem Tag 14 und
20 nach Arthritisinduktion. Starkste Symptome wasemvohl im klinischen als auch im
histologischen Score zwischen dem Tag 25 und 5benbachten. Kontrolltiere, die nur
Cll, IFA oder NaCl injiziert bekamen, zeigten kailee klinische bzw. histologische
Arthritis-Symptome (Daten nicht gezeigt). Beispiéle histologische Veranderungen im
Verlauf der Arthritis sind in der Abb. 4.8 dargditeDiese HE-Farbungen zeigen sowohl
die Immunzell-Infiltrationen in den Gelenkspalt unddas umgebende Gewebe am Tag 28
als auch die fortgeschrittene Knorpel- und Knoclestktion am Tag 55 nach Induktion
der Arthritis.
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Abb. 4.6: Klinische Beurteilung des Arthritis-Schweregrathes immunisierten DA Ratten. Erste Symptome
zeigten sich zwischen dem Tag 14 und 20 und eihevese Arthritis-Symptomatik konnte ab Tag 21
beobachtet werden. Werte sind Mittelwette&SEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt bei einem Maxinsalere
von 16 Punkten je Tier.
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Abb. 4.7: Histologische Beurteilung des Arthritis-Schweretgs bei immunisierten DA Ratten. Erste
Symptome zeigten sich zwischen dem Tag 14 und dCime schwere Arthritis-Symptomatik konnte ab Tag
21 beobachtet werden. Werte sind Mittelwert8EM von 5-6 Tieren je Zeitpunkt bei einem Maxinsalere
von 16 Punkten je Tier.
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Abb. 4.8: Reprasentative HE-Farbungen der Gelenkregioneruimsierter DA RatterA, B: Am Tag 0 f)
und Tag 5 B) sind keine histologischen Arthritis-Symptome emidear. Die Gelenke sind intakt und weisen
keine Immunzell-Infiltration oder Knochen-KnorpekBtruktion auf.C: Am Tag 28 ist die Immunzell-
Infiltration deutlich sichtbar (Pfeile)D: Am Tag 55 ist die Zellinfiltration und Ausbildundes Pannus-
Gewebes (schwarze Pfeile) aber auch die Knoched- Kimorpel-Destruktion (blauer Pfeil) deutlich
erkennbar, (200-fache Vergréf3erung).

4.2.2 Zytokine in der Peripherie

Zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 0, 5, 14, 2858) wurden die DA Ratten getétet. In
den Uberstanden der Zellen drainierender Lymphknaoteirden die Konzentrationen
verschiedener Zytokine bestimmt. Bei Ratten der €lIFA Gruppe nahm diex vivo
Produktion von TNF (Abb. 4.9) und IFN{Abb. 4.10) im Verlauf der CIA progressiv zu,
wahrend die Produktion von ILB1(Abb. 4.11) nur in der asymptomatischen Phase
maximal erhdht war. Die Produktion von IL-i®vitro war sowohl am Tag 5 als auch an
den Tagen 41 und 55 signifikant erhdht (Abb. 4.1@)den Kontrollgruppen (ClII, IFA,
NaCl) waren keine Veranderungen @ewrivo Produktion aller Zytokine nachweisbar.
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Abb. 4.9: TNF-Konzentration in den Uberstanden drainierendanphknotenzellen. Verglichen mit der
Kontrollgruppe war die ex vivo Produktion von TNEIlCIA-Ratten zu allen Zeitpunkten signifikant eniho
Werte sind Mittelwertee SEM von 7-9 Tiere je Zeitpunkt und Gruppe, (MWUst)e
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Abb. 4.10: IFN-y Konzentration in den Uberstanden drainierender pilyknotenzellen. Verglichen mit der
Kontrollgruppe war die ex vivo Produktion von IRNbei CIA-Ratten vom Tag 28-55 signifikant erhdht.
Werte sind Mittelwertee SEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MW#EsT).
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Abb. 4.11: IL-1B Konzentration in den Uberstanden drainierender pilyknotenzellen. Verglichen mit der
Kontrollgruppe war die ex vivo Produktion von I3-bei CIA-Ratten nur an den Tagen 5-14 signifikant
erhoht. Werte sind Mittelwerte SEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MW#¥sT).
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Abb. 4.12: IL-10 Konzentration in den Uberstanden drainiesgnidymphknotenzellen. Verglichen mit der
Kontrollgruppe war die ex vivo Produktion von IL-1@i CIA-Ratten am Tag 5 und an den Tagen 41-55
signifikant erhdht. Werte sind MittelwerteSEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MWEsT).
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4.2.3 Plasma-Corticosteron

Von den an den Tagen O, 5, 14, 28, 41 und 55 detdtRatten wurden die Plasma-
Corticosteron-Konzentrationen bestimmt. Ein sidraifiter Unterschied des Plasma-
Corticosterons wurde am Tag 5 nach Arthritisindukti beobachtet, wobei die
Corticosteron-Konzentration bei den CIlA-Ratten delt hoher war als bei den
Kontrolltieren (Abb. 4.13). Im weiteren Arthritissauf sanken die Corticosteron-Spiegel
der CIA-Ratten unter die Ausgangswerte (inadaq8ateetion).
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Abb. 4.13: Plasma-Corticosteron-Konzentrationen bei immurtisie Ratten und Kontrollen. Bei
immunisierten Tieren war die Corticosteron-Konzatiom lediglich am Tag 5 signifikant hoher als bei
Kontrolltieren. 6 Tiere je Gruppe und Zeitpunkt, x@Blots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90.
Perzentil, (MWU-Test).
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4.2.4 Plasma-Adrenalin und -Noradrenalin

Des Weiteren wurden die Plasma-Katecholamin-Komagohen bestimmt. Wéahrend die
Plasma-Adrenalin-Spiegel immunisierter Ratten an d@agen 14-28 signifikant hoher
waren als die der Kontrolltiere (Abb. 4.14), konmie ein kleiner Anstieg der Plasma-
Noradrenalin-Spiegel bei arthritischen Ratten bebtst werden (Abb. 4.15).

97 p =0.041 ] Kontrolle
p=0.004 M Arthritis

8 .

Plasma-Adrenalin in ng/ml

O T T T T T T T T T
5 5 14 14 28 28 41 41 55 55

Zeit (Tage nach Arthritisinduktion)

Abb. 4.14: Plasma-Adrenalin-Konzentrationen bei immunisiefRaiten und Kontrollen. Bei immunisierten
Tieren war die Adrenalin-Konzentration an den Tafjé28 signifikant héher als bei KontrolltierenT&re
je Gruppe und Zeitpunkt, Box-Plots mit 10., 25., B@edianwert), 75. und 90. Perzentil, (MWU-Test).
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Abb. 4.15: Plasma-Noradrenalin-Konzentrationen bei immunisier Ratten und Kontrollen. Bei
immunisierten Tieren war ein geringer Anstieg deoradirenalin-Konzentration bis zum Tag 28 zu
beobachten. 6 Tiere je Gruppe und Zeitpunkt, Batshhit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90.zZ@atil,
(MWU-Test).

4.2.5 Sympathische und sensible Nervenfasern im Synoviagebe

Die Pfoten von DA-Ratten, die an den Tagen 14, £8,oder 55 nach Injektion von

physiologischer Kochsalzlésung bzw. CII in IFA dgetdwurden, wurden entnommen und
sowohl sympathische Nervenfasern mittels eineskéintiers gegen Tyrosin Hydroxylase,
dem Schlisselenzym der Katecholamin-Produktionaath sensible Nervenfasern mittels
eines Antikdrpers gegen Substanz P, dem Neurotittesnsensibler Nervenfasern,
quantitativ bestimmt (Abb. 4.16). Ein Rickgang Ba&rhte sympathischer Nervenfasern in
der Gelenkregion war bei immunisierten DA Rattenrehe am Tag 14 nach

Arthritisinduktion sichtbar, wenn auch das Sigrafizniveau noch nicht erreicht wurde.
Jedoch vom Tag 28 bis zum Ende des Versuches (Bbagwhbrde eine signifikant

niedrigere Dichte sympathischer Nervenfasern benumisierten Tieren beobachtet (Abb.
4.16). Bezuglich der Dichte sensibler Nervenfasarder Gelenkregion ergaben sich im

Gegensatz dazu keine Unterschiede im Zeitverlawd mwischen immunisierten und
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Kontrolltieren (Abb. 4.16). Die Abb. 4.17 zeigt répentative Mikrophotographien

Fluoreszenz-gefarbter sympathischer Nervenfasemsarthritischen Gelenkes und eines

normalen Gelenkes bei einer 400-fachen Vergrol3erung
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Abb. 4.16: Quantifizierung der Dichte sympathischer (linkggsensibler (rechts) Nervenfasern. Im Verlauf
der Arthritis kommt es zu einem signifikanten Riakg sympathischer Nervenfasern in der Gelenkregion
(links), wohingegen die Dichte sensibler Nervenfasen Krankheitsverlauf unverandert bleibt (rechs$
wurden 18-23 Gelenkregionen von mindestens 4 &stihien Ratten je Zeitpunkt untersucht und 46
Gelenkregionen wurden bei 10 Kontrolltieren untehguBox-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), THd

90. Perzentil, (MWU-Test).
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20 pm 20 pm

Abb. 4.17: Reprasentative Mikrophotographien Fluoreszentspgga sympathischer Nervenfasern
arthritsicherC,D und gesundeA, B GelenkregionenA, B: Die Pfeile weisen auf die sympathischen
Nervenfasern in der Gelenkregion einer gesundeteRabbeiA eine Region ohne GefalRe uBdeine
Region mit GefalRen zeigE, D: Bei der arthritischen Ratte waren weder in dere@glegion ohne GefalRe
noch in der gefaRRreichen Region sympathische N&sem nachweisbar (400-fache Vergrolierung).

4.2.6 Neurotransmitter und ihre Metaboliten im ZNS

Im Hypothalamus der an den Tagen 0, 5, 14, 28 &ngdebdteten DA Ratten wurden die
Konzentrationen monaminerger Neurotransmitter umdriMetaboliten bestimmt. Dabeli
ergaben sich signifikante Unterschiede (p< 0.05)en hypothalamischen Noradrenalin-
Konzentration zwischen der Kontrollgruppe und demunisierten Tieren, wobei bei den
immunisierten Tieren in der symptomatischen Phase Atthritis (Tag 28-55) eine

signifikant héhere hypothalamische Noradrenalin-kKamtration nachweisbar war als bei
den Kontrollen (Abb. 4.18). Die Abb. 4.19 zeigt,sdaauch die hypothalamischen

Serotonin-Spiegel bei immunisierten Tieren am Tagignifikant hoher waren als bei den
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Kontrolltieren. Bezuglich der Konzentrationen vorodamin, MHPG und 5-HIAA im

Hypothalamus ergaben sich keine signifikanten Wetgede zwischen den immunisierten
Tieren und den Kontrolltieren. Auch konnten keiner&hderungen in der Konzentration
der Neurotransmitter und ihrer Metaboliten in demdexen untersuchten Hirnarealen

nachgewiesen werden (Pons und Medulla oblongata).
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Abb. 4.18: Noradrenalin-Konzentration im Hypothalamus bei inmisierten Ratten und Kontrollen. Bei
immunisierten Tieren zeigte sich in der symptonecaié Phase ein signifikanter Anstieg der Noradienal

Konzentration. Insgesamt 6 Tiere je Gruppe undpieitt, Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), @hd
90. Perzentil, (MWU-Test).
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Abb. 4.19: Serotonin-Konzentration im Hypothalamus bei imnsierten Ratten und Kontrollen. Bei
immunisierten Tieren zeigte sich am Tag 55 ein ifilgmter Anstieg der Serotonin-Konzentration.
Insgesamt 6 Tiere je Gruppe und Zeitpunkt, Box<Ptoit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Petite
(MWU-Test).

4.2.7 Zytokine im ZNS

Neben den Neurotransmitter-Konzentrationen, dier@aohten Teil des Hypothalamus
bestimmt wurden, wurde in der linken Hélfte des éitjyalamus der an den Tagen 0, 5, 14,
28 und 55 getdteten DA Ratten die relative Genesgioa verschiedener Zytokine
bestimmt. Dabei waren zu keiner Zeit signifikanteer&hderungen in der TNF
Genexpression nachweisbar (Abb. 4.20). Aber bedcfiigtier IL-13 Genexpression im
Hypothalamus ergaben sich signifikante Unterschiedisschen der Kontrollgruppe und
den immunisierten Tieren, wobei die IB-IGenexpression nur bei den immunisierten
Tieren an den Tagen 5 und 14 nach Arthritisinduk8gnifikant erhoht war (Abb. 4.21).
Zudem wurde bei immunisierten Tieren ein signifilenAnstieg der hypothalamischen
IL-6 Genexpression am Tag 28 beobachtet (Abb. 4.8 Werte sind dargestellt als

relative Veranderung der Genexpression im Verh&ltnom Grundniveau (Kontrollen).
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Abb. 4.20: Relative TNF Genexpression im linken Hypothalamisi arthritischen Tieren und

Kontrolltieren. Es waren keine signifikanten Veranthgen nachweisbar. Werte sind MittelwettSEM
von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MWU-Test).
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Abb. 4.21: Relative IL-B Genexpression im linken Hypothalamus bei artifiteh Tieren und
Kontrolltieren. An den Tagen 5 und 14 war die Ik-Genexpression bei immunisierten Tieren signifikant
erhéht. Werte sind Mittelwerte SEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MWsT).
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Abb. 4.22: Relative IL-6 Genexpression im linken Hypothalarbesarthritischen Tieren und Kontrolltieren.
Am Tag 28 war die IL-6 Genexpression bei immuntsierTieren signifikant erhéht. Werte sind Mittelweer
+ SEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MWsT).

4.2.8 Korrelation von IL-1 g und Noradrenalin im Hypothalamus

Interessanterweise ergaben sich signifikante Katicelen zwischen der ILBL
Genexpression und der Noradrenalin-Konzentration Hiypothalamus bei den drei
Kontrollgruppen (NaCl, ClIlI, IFA) (Abb. 4.23 - AbK.25), wahrend bei den arthritischen
Tieren (CII + IFA) keine solche Korrelation beobtethwerden konnte (Abb. 4.26). Fir die
Berechnung der Korrelation wurden zum einen die t&/eder Noradrenalin-
Konzentrationen und zum anderen die Umkehrfunktienkleinsten Anzahl der Zyklen,
die nétig sind, um die Expression des Genes nackizew (nach Normalisierung auf das
Referenzgen, hohere Werte zeigen eine héhere Expnean) verwendet. Dargestellt sind
die Noradrenalin-Konzentrationen im rechten Hyplathmus und IL-B Genexpression im
linken Hypothalamus bei individuellen Ratten deerviGruppen (NacCl, Cll, IFA, CIl +
IFA) (Abb. 4.23 - Abb. 4.26).
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Abb. 4.23: Noradrenalin-Konzentrationen und II3-Genexpression im Hypothalamus bei Ratten der NaCl-
Kontrollgruppe (n = 43). Die lineare Regressionslinnd der zugehérige Spearman Korrelationskoefiizi
sind dargestellt.
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Abb. 4.24: Noradrenalin-Konzentrationen und 113-IGenexpression im Hypothalamus bei Ratten der ClI-

Kontrollgruppe (n = 34). Die lineare Regressiorislinnd der zugehdrige Spearman Korrelationskoefiizi
sind dargestellt.
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Abb. 4.25: Noradrenalin-Konzentrationen und 113-I5enexpression im Hypothalamus bei Ratten der IFA-
Kontrollgruppe (n = 40). Die lineare Regressionslinnd der zugehérige Spearman Korrelationskoefiizi

sind dargestellt.
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Abb. 4.26: Noradrenalin-Konzentrationen und II3-Genexpression im Hypothalamus bei Ratten der CII +

IFA immunisierten Tieren (n = 41). Die lineare Resgpionslinie und der zugehdrige Spearman
Korrelationskoeffizient sind dargestellt.
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4.2.9 Zentrale Ausschaltung von Noradrenalin

Aufgrund des beobachteten Anstieges der hypothatdran Noradrenalin-Konzentration
wahrend der symptomatischen Phase der ArthritidaruExperimente durchgefihrt, bei
denen die noradrenergen Neuronen zu verschiedegitanAvahrend der Arthritis (Tag 18
bzw. Tag 25 nach Induktion der Arthritis) und 14g&avor der Arthritisinduktion zentral
mittels Injektion von 6-OHDA (i.c.v.) ausgeschalteurden. Diese Experimente sollten
zeigen, ob die Depletion zentraler noradrenergendien einen Effekt auf den Arthritis-
Verlauf hat. Bezlglich des Arthritis-Schweregradgaren jedoch im Vergleich zur
Kontrolle keine Unterschiede zwischen den Gruppeshweisbar, bei denen an den Tagen
18 (Daten nicht gezeigt) bzw. 25 (Abb. 4.27) noemérge Neuronen ausgeschaltet
wurden. Die Gruppe aber, bei der die NoradrenakpiBtion 14 Tage vor
Arthritisauslésung durchgefihrt wurde, hatte imtvailauf einen signifikant geringeren
Arthritis-Score als die NaCl-Kontrollgruppe (Abh28).
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Abb. 4.27: Eine zentrale Noradrenalin-Depletion (6-OHDA i.c.wn = 10) am Tag 25 ergab keine
Veranderung des Arthritis-Schweregrades im Verglaa Kontrolltieren (NaCl i.c.v., n = 9). Werte din
Mittelwerte+ SEM.
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Abb. 4.28: Eine zentrale Noradrenalin-Depletion (6-OHDA i.cwv = 10) am Tag 14 vor Arthritisinduktion
ergab einen signifikant geringeren Arthritis-ScomneVergleich zu Kontrolltieren (NaCl i.c.v., n = LOWVerte
sind Mittelwertet SEM, (GLM).

4.2.10 Zentrale Ausschaltung von Serotonin

Da ebenfalls ein Anstieg der hypothalamischen $amtKonzentration in der spaten
symptomatischen Phase der Arthritis beobachtet evurdl ein Effekt (wenn auch nur in
einem kleinen Zeitfenster von 2 Tagen) der zenmr&leradrenalin-Ausschaltung 14 Tage
vor Arthritisinduktion nachweisbar war, wurde awgh Experiment durchgefiihrt, in dem
die serotoninergen Neuronen 14 Tage vor der Aimduktion zentral mittels Injektion
von 5,7-DHT (i.c.v.) ausgeschaltet wurden. Intesassrweise ergaben sich hierbei
deutliche Unterschiede beziglich des Arthritis-Setegrades zwischen den Gruppen,
(Abb. 4.29).
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Abb. 4.29: Eine zentrale Serotonin-Depletion (5,7-DHT i.crvs 3) am Tag 14 vor Arthritisinduktion ergab
einen signifikant geringeren Arthritis-Score im Ylich zu Kontrolltieren (NaCl i.c.v., n = 5). Wersind
Mittelwerte+ SEM, (GLM).

4.2.11 Quintessenz

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass bei immunisid#® Ratten ab dem Tag 21 nach
Arthritisinduktion bis zum Versuchsende am Tag S@rkste Arthritis-Symptome
auftreten. Ein weiteres Zeichen fur das Vorhandenssner robusten peripheren
Inflammation bei immunisierten Tieren war die swrlperiphere Produktion der
proinfammatorischen Zytokine TNF und IFN-in Lymphknotenzellen zu allen
untersuchten Zeitpunkten wahrend des Krankheitsufas. Aber in Relation zum
Schweregrad der Inflammation waren die Corticoste3piegel in der symptomatischen
Phase der Arthritis inadaquat niedrig, was den Raskerlust der HHN-Achse anzeigt.
AulRerdem wurde im Verlauf der CIA, ahnlich wie ierdchronischen Phase bei RA
Patienten, eine Hyperaktivitatt des SNS (hohe Admei&piegel) bei gleichzeitigem
Verlust sympathischer Nervenfasern im Synovialgewstgestellt. Des Weiteren haben
die Ergebnisse gezeigt, dass die Neurotransmitmaddenalin und Serotonin in der

symptomatischen Krankheitsphase im Hypothalamusféignt erhoht waren. Jedoch hat
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eine zentrale Ausschaltung noradrenerger Neuronetier symptomatischen Phase der
CIA keine Auswirkungen auf den Arthritisverlauf @égt. Dagegen fuhrte eine zentrale
Sympathektomie 14 Tage vor der Arthritisinduktian ener Verbesserung der Arthritis
innerhalb des Beobachtungszeitraumes, was auf eiegativen Einfluss des zentralen
Noradrenalins in der frihen Phase der CIA schlid@sst. Die Depletion serotoninerger
Neuronen 14 Tage vor der Arthritisinduktion fuhmenfalls zu einem niedrigeren
Arthritis-Score, was auf einen negativen Einflugs zentralem Serotonin auf die CIA
hinweist. Im Gegensatz zu den erhdhten Neurotratesri{onzentrationen im
Hypothalamus in der symptomatischen Krankheitspesm®n die proinflammatorischen
Zytokine IL-18 und IL-6 nur in der asymptomatischen Phase bzw. Tag 28 im
Hypothalamus verstarkt exprimiert, was jedoch nmiteiner HHN-Achsen-Aktivierung
an den Tagen 14 und 28 fuhrte. Schliel3lich wurdeeigé dass bei den Kontrollgruppen
eine Korrelation zwischen der hypothalamischen f(L-Genexpression und der
hypothalamischen Noradrenalin-Konzentration bestekéressanterweise war eine solche
Korrelation bei immunisierten DA Ratten nicht nachisbar.

4.3 Nebenniere
4.3.1 Cholesterin in der Nebennierenrinde

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass &erlauf der CIA zu einer inadaquaten
Sekretion von Corticosteron in Relation zum Schyexé der Inflammation kommt. Um
zu prufen, ob eine mangelhafte Cholesterin-Speisigein die Nebenniere zur Insuffizienz
der Nebenniere wahrend der CIA beitragt, wurde @eolesteringehalt der Nebennieren
der an den Tagen 0, 5, 14, 28, 41 und 55 getotetamunisierten Ratten und der NaCl-
Kontrollgruppe untersucht. Dabei stellte sich heralass bei arthritischen Ratten am Tag
28 signifikant mehr Cholesterin in der Nebennierete nachweisbar war als bei
Kontrolltieren (Abb. 4.30). An den anderen Tagergaben sich hinsichtlich des
Cholesteringehaltes in der Nebennierenrinde keinendchiede zwischen immunisierten

und Kontrolltieren.
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Abb. 4.30: Cholesterin in der Nebennierenrinde. Am Tag 28 beirimmunisierten DA Ratten signifikant
mehr Cholesterin in der Nebennierenrinde nachweialsabei Kontrolltieren. Dargestellt ist die Prozahl
positiver Pixel in Relation zur Gesamtzahl der Pikessgeamt 6 Tiere je Gruppe und Zeitpunkt, Tag4,
Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. urid Berzentil, (MWU-Test).

4.3.2 SR-Blin der Nebennierenrinde

Des Weiteren sollte geprift werden, ob ein Probilerder Cholesterylester-Aufnahme in
adrenokortikale Zellen zur Nebenniereninsuffizievéhrend der CIA beitragt. Da der SR-
Bl die zellulare Aufnahme von Cholesterylester idremokortikale Zellen vermittelt,
wurde die SR-BI Expression in der Nebennierenrivoie Nebennieren der an den Tagen
0, 5, 14, 28, 41 und 55 getdteten immunisierten Kiowltrolltiere untersucht. Dabei zeigte
sich, dass die SR-BI Expression in der Nebennigréarimmunisierter DA Ratten im
Vergleich zu Kontrolltieren nur am Tag 5 erhoht wgkbb. 4.31). Signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen konnten jedockeimem Zeitpunkt nachgewiesen

werden.
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Abb. 4.31: SR-BI Expression in der Nebennierenrinde. Am Tagv&r die SR-BI Expression in der
Nebennierenrinde immunisierter DA Ratten im Verghezu Kontrolltieren erhoht. Signifikante Untersaite
zwischen den Gruppekonnten jedoch zu keinem Zeitpunkt nachgewiesendaer Dargestellt ist die
Prozentzahl positiver Pixel in Relation zur Gesahkzler Pixel. Insgesamt 6 Tiere je Gruppe undpZieikt,
Tag 0: n=4, Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianyerb. und 90. Perzentil, (MWU-Test).

4.3.3 Quintessenz

Die Abb. 4.32 stellt die Ergebnisse des letzterleBadieser Arbeit zusammenfassend dar.
In der Immunisierungsphase (Tag 5) konnte die Neiee@ mit einer adaquaten
Corticosteron-Produktion reagieren. Jedoch, wahdardchronischen Phase der Arthritis
waren die Corticosteron-Level in Relation zur rdbasperipheren Inflammation, die sich
u.a. in der starken Arthritis-Symptomatik zeigtadé@quat niedrig. Zu keinem Zeitpunkt
wahrend der CIA konnten allerdings inadaquat ngalCholesterin-Konzentrationen oder
aber eine inadaquat niedrige Expression des SR-Bé&r Nebennierenrinde nachgewiesen
werden, so dass kein Defekt in der Cholesterin¢ygeung bzw. der Cholesterin-

Aufnahme fiir die Nebenniereninsuffizienz veranthcitzu sein scheint.
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Abb. 4.32: Zusammenfassend dargestellt sind der klinischaritig-Schweregrad (Werte multipliziert mit
3), die Plasma-Corticosteron-Konzentration (Werteiltipliziert mit 3), der Cholesterin-Gehalt der
Nebennierenrinde und die SR-BI Expression in debdweierenrinde. Erklarung im Text. Werte sind
Mittelwerte+ SEM.
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5 Diskussion
5.1 Psychosozialer Stress

Es wurde vielfach gezeigt, dass psychosozialer sStrdurch Beeinflussung des
neuroendokrinen Systems und des Immunsystems desbrdeh und Verlauf
verschiedener inflammatorischer Erkrankungen wie rRddulieren kann. Allerdings gibt
es nur wenige Studien, die den Einfluss von chobr@sh psychosozialem Stress auf den
Arthritisverlauf untersucht haben. Deshalb wurdalieser Arbeit die Hypothese geprift,
inwiefern psychosozialer Stress wahrend der exparieilen Arthritisauslosung die
Suszeptibilitdt und den Krankheitsverlauf beeirdtus

Bezlglich des Zeitpunktes des Krankheitsausbruckesnten keine Unterschiede
zwischen gestressten und Kontrolltieren festgestedtden. Auch beim Menschen konnte
bisher kein Zusammenhang zwischen Stress (akut @ddenisch) und dem Beginn der
Arthritis hergestellt werden (223). Dagegen wurae BExperimenten am Tiermodell
gezeigt, dass Wistar Ratten nach Stressexpostiitrerf eine Arthritis entwickelten (39).
Allerdings waren die Ratten in diesen Experimeraieuten Stressbedingungen ausgesetzt,
die zudem zu einer gesteigerten Krankheitsaktidithtten. Das Gegenteil war in dieser
Arbeit der Fall. Die Ergebnisse haben gezeigt, dpsgchosozialer Stress durch
Dauerkonfrontation bei mannlichen Wistar RattenSliszeptibilitat fur eine CIA reduziert
und auf3erdem zu einer verminderten Arthritisausprgdgihrt, was die 0.g. Hypothese
bestatigt. Zu einem ahnlichen Ergebnis kam auch $tadie an Long-Evans Ratten, in der
lang anhaltender chronischer Stress, der allerdangs Nahrungsentzug basierte, den
Arthritis-Schweregrad verminderte (119). Andere &mwmente kamen jedoch zu
gegenteiligen Ergebnissen und haben gezeigt, éassischer psychosozialer Stress durch
Over-Crowding zu einer verstarkten Arthritis-Sympttik flihrte (206).

Fur die Diskrepanzen der Ergebnisse in der Literadie Ergebnisse der vorliegenden
Studie eingeschlossen, sind verschiedene Erklarunvgestellbar. Zum einen wurden
jeweils andere Tierstdimme, unterschiedliche Stredsite und auch verschiedene
Tiermodelle der Arthritis (AA, CIA) verwendet, diendglicherweise nicht direkt
miteinander vergleichbar sind. Zum anderen untésgeim sich die Dauer und vermutlich
auch die Intensitat des Stresses in den genanntehes voneinander, auch wenn alle

untersuchten Stress-Bedingungen dem chronischessStuzuordnen sind. So begann die
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Stressexposition durch Nahrungsentzug und Over-@Grayv 14 Tage vor der
Arthritisinduktion und dauerte 14 weitere Tage anll9206), wahrend der
Konfrontationsstress in dieser Arbeit 7 Tage im Immmsierungszeitraum stattfand und
aufgrund der starken Intensitat auch nicht langectdftihrbar war.

Insgesamt wurde durch die vorliegenden Ergebnigs&tlessspektrum-Hypothese (1.3.1)
(62), die besagt, dass bei chronischem und schwedarss Autoimmunkrankheiten
unterdriickt werden, bestétigt. Diese Hypotheseebagilerdings darauf, dass chronischer
Stress in einem stark erhdhten endogenen TonuStoessachsen resultiert, der u.a. durch
hohe Konzentrationen an Cortisol bzw. Corticostamd Noradrenalin gekennzeichnet ist,
deren immunsuppressive Eigenschaften zur Unterdngkvon Autoimmunkrankheiten
wie RA filhren. Die peripheren Katecholamine wurdendieser Studie jedoch nicht
untersucht, so dass die Frage, ob und in welchermatgmKatecholamine bei der hier
beobachteten Stress-induzierten Verminderung dethrils-Schweregrades und der
geringeren Suszeptibilitat fir die CIA eine Roll@eden, an dieser Stelle nicht geklart
werden kann.

Als Parameter der HHN-Achse wurde in dieser Arbéi¢ Plasma-Corticosteron-
Konzentration bestimmt. Jedoch waren bei gestnessiéeren keine erhdhten
Corticosteron-Spiegel nachweisbar. Selbst am Tagndeunisierung (Tag 0) also am 4.
Tag der Stressexposition konnten keine erhohtertid®steron-Level bei gestressten
Tieren festgestellt werden. In der Literatur gibtdiesbeziiglich kontroverse Ergebnisse.
Einerseits wurde ein Anstieg des Plasma-Corticegeronach 10-tdgigem
Konfrontationsstress beschrieben (189). Anderexsaitrde, wie in dieser Arbeit, gezeigt,
dass psychosozial gestresste Tiere beziglich desc@terons keine Unterschiede zu
Kontrolltieren aufwiesen (7;214;215) oder aber sagadrigere Corticosteron-Spiegel als
nicht gestresste Tiere hatten (192), so wie e®invdrliegenden Studie am Tag 7 der Fall
war. Wieder eine andere Untersuchung ergab, das€alticosteron-Konzentrationen bei
Stresstieren lediglich am ersten Tag der Stressgxmo signifikant erhoht waren und die
Werte im weiteren Stressverlauf wieder auf die Besde zurlckgingen (83). Es waére
also durchaus denkbar, dass die Corticosteron-Kdrag®nen auch bei den hier
untersuchten Stresstieren zu Beginn des Stressasgan, die Werte jedoch am 4. Tag der

Stressexposition bereits wieder auf die Basalwadstgefallen waren.
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Insgesamt ist die Corticosteron-Antwort bei derdi@ser Arbeit untersuchten gestressten
Ratten in Relation zur Intensitat des StressordrigeEine Erklarung dafir konnte sein,
dass bei lang anhaltender Stressdauer eine Adaptatifolgt, um den Korper vor
chronisch erhéhten Corticosteron-Konzentrationend ursomit einer dauerhaft
immunsuppressiven Situation zu schitzen (62;63)aindrmoglichen, dass auch bei neu
auftretenden Stimuli noch eine Reaktion ausgel@stlan kann. Allerdings wurde gezeigt,
dass adrenokortikale Zellen nach langerer Stressgign auch nicht in der Lage waren,
auf neue Stimuli mit einer adaquaten Corticostdroduktion zu reagieren (192), was
wiederum durch eine Stress-induzierte Insuffizidez Nebenniere erklart werden koénnte.
Die vergleichbaren Corticosteron-KonzentrationenSisess- und Kontrolltieren legen die
Vermutung nahe, dass andere Faktoren als Cortronstbei der Stress-induzierten
Verminderung des Arthritis-Schweregrades und deingeren Suszeptibilitat eine Rolle
spielen. So unterstitzen diese Daten die HypotiieseChover-Gonzales et al., dass die
Schwere der Inflammation nicht nur eine Konsequeez Corticosteron-Aktivierung ist
(39).

Interessanterweise waren keine Veranderungen detic@sieron-Konzentrationen im
Zeitverlauf bei Kontrolltieren nachweisbar. Im ztesi Teil dieser Arbeit wurde hingegen
beobachtet, dass die Immunisierung mit Cll und &\ DA Ratten am Tag 5 in einer
signifikant erhohten Produktion von Corticosteroesultierte. Ein Grund fur diese
Diskrepanzen kdnnte sein, dass hier ein andereée&amm untersucht wurde. Am Tag 7
waren bei den nicht gestressten Ratten allerdingsifikant hohere Corticosteron-
Konzentrationen nachweisbar als bei den Stresstidd&enn man nur diesen einen Tag
betrachtet und den Vergleich mit den Ausgangsweaigider Acht lie3e, kdnnten diese
hoheren Corticosteron-Konzentrationen bei Konie#n als Antwort auf die
Immunisierung gedeutet werden, wahrend Stresshietd in der Lage waren auf diesen
neuen Stimulus mit einer Corticosteron-Antwort zueagieren (Adaptation,
Nebenniereninsuffizienz).

Neben dem Arthritis-Schweregrad und der Corticostéfonzentration wurden in dieser
Arbeit auch die Immunzell-Populationen bestimmt.v&s die Zahl der Granulozyten und
Monozyten bei Stresstieren signifikant hoher alsKamntrolltieren, wahrend gleichzeitig

die Zahl der zytotoxischen T-Zellen und Th-Zellesi Btresstieren signifikant niedriger
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war als bei Kontrollen. Diese Daten bestatigenkigebnisse friherer Studien, die gezeigt
haben, dass chronischer Stress zu einer Hemmung sgezifischen Abwehr
(Lymphozyten) und zu einer Aktivierung unspezifisctmmunfunktionen (Granulozyten,
Phagozytose) flhrte (75;214-217). Die Reduktion deirkulierenden T-Zell-
Subpopulationen wird in der Literatur oftmals aué dVirkung der Glucocorticoide
zuruckgefuhrt, die sowohl die Migration der T-Zellbeeinflussen als auch die Apoptose
von Thymozyten induzieren kénnen (76). In diesebehr konnten jedoch keine erhdhten
Corticosteron-Spiegel bei Stresstieren nachgewiesenden. Andererseits wird die
Apoptose der Thymozyten auf erhdhte Konzentratioaanfreiem Corticosteron, der
aktiven Form dieses Glucocorticoids, zurlckgefifhé6). Da in der vorliegenden Studie
nur die Konzentration des gesamten Corticosteroamegsen wurde, koénnte der
beobachtete Effekt auf unterschiedliche Konzemn&ih des freien Corticosterons
zurtckgefuhrt werden. Tatsachlich wurde von Stdfaesal. gezeigt, dass bei gestressten
Tieren der Gesamt-Corticosteron-Gehalt unverandet, jedoch dieCorticosterone
binding globulin-Bindungskapazitat sank, was bedeutet, dass melesfCorticosteron zur
Verfigung stand (214;215). Diese Hypothese gilllEsdings zu bestéatigen. Des Weiteren
wurde gezeigt, dass eine Adrenalektomie die Sirekszierte Suppression der T-
Lymphozyten verhinderte (75). Jedoch wurde beiE®&fernung der Nebennieren nicht
nur die Quelle fr Corticosteron, sondern auch@ielle fur Adrenalin entfernt, so dass
prinzipiell beide Hormone fir die Erniedrigung deid.ymphozyten verantwortlich sein
konnten.

Fur die erhohten Granulozyten- und Monozyten-Spiegdeineno- und pB-adrenerge
Mechanismen verantwortlich zu sein. So wurde dresStinduzierte Granulozytose durch
Applikation von a-adrenergen Antagonisten hdchst effektiv verhind@g). Zusatzlich
verhinderte die Behandlung nfitadrenergen Antagonisten den Stress-induziertetieégns
der Monozyten und Granulozyten (75). Zusammengenamstheint die Mobilisierung
der Zellen der angeborenen Immun-Antwort durch &ladéamine reguliert zu werden,
wobei die genauen Mechanismen der adrenergen Lgtgie®obilisierung allerdings
noch unklar sind. Da die Katecholamine in diesdveitraber nicht untersucht wurden, ist

es ein weiteres Ziel, auch diese Hypothese zu tigesta
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Betrachtet man die Veranderungen der Zellen desuimsystems nach Stressexposition im
Zusammenhang mit den Veranderungen hinsichtlich B8eiszeptibilitat und des
Krankheitsverlaufes, kommt man zu dem Schluss, di@sStress-induzierte Hemmung der
spezifischen Immunabwehr und die Aktivierung degeborenen Immunfunktion einen
protektiven Einfluss auf die Entwicklung einer Cihat. Dies konnte darauf zurtickgefuhrt
werden, dass T-Zellen eine bedeutende Rolle innderunisierungsphase der CIA spielen.
Th-Zellen sind die prinzipiellen Regulatoren demommantwort, da sie fur die Aktivierung
der Effektorzellen (zytotoxische T-Zellen und Ariiker-produzierende B-Zellen)
essentiell sind und zudem stark am Entzindungsghsohbei der CIA beteiligt sind.
Ohne die Subpopulationen der T-Lymphozyten sindTiége geschitzt oder entwickeln
eine mildere Form der CIA. Obwohl die B-Zell-Pogidaen sich bei gestressten Tieren
nicht von denen der Kontrolltiere unterschiedent, € wahrscheinlich, dass die
Suppression der T-Zellen bei Stresstieren zu ememinderten Antikérper-Produktion
durch B-Zellen fuhrt, was die Tiere wiederum vorr delA schitzt oder zu einer
verminderten Arthritis-Auspragung fuhrt.

In der Literatur wurde gezeigt, dass die Verandgean der Immunzellen nach
Stressexposition nicht auf das Blut beschrankt ,sswhdern auch die lymphatischen
Organe wie Milz und Lymphknoten betreffen (189).dém koénnte es auch zu einem
veranderten Migrationsmuster der Immunzellen ans Bait in die lymphatischen Organe
oder peripheren Gewebe und zuriick ins Blut komr2éb)( Aus diesem Grund wurden in
der vorliegenden Arbeit Makrophagen in den Lymphknaund im Immunisierungsgebiet
der Schwanzhaut untersucht. Diese ersten Dateanbadterdings lediglich einen Ausblick
auf weitere Untersuchungen, da ein gro3erer Zusarmamg erst hergestellt werden kann,
wenn weitere Immunzellen in diesen Organen untétsuad verglichen worden sind.
Bisher konnte gezeigt werden, dass bei nicht gestrr Kontrolltieren am Tag 4 und 14
signifikant mehr Makrophagen im Injektionsgebiet &&hwanzhaut nachweisbar waren
als bei gestressten Tieren.

Diese Befunde sind mdoglicherweise auf Stress-irattezi Effekte der Katecholamine
zurtckzufihren. So wurde gezeigt, dass Adrenalime eiVerschiebung der
Granulozytenzahl vom marginalen Speicher in dig@ation verursacht (6) und, dass eine

adrenerge Stimulation zu einer verminderten Adharelon Granulozyten an die
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GefaRwande fuahrt (27). Auch andere Studien bedwmdmie dass Katecholamine die
Zelladhasion von Immunzellen an die GefaRwand medkr kbnnen (17;18). So sind die
erhohte Monozytenzahl im Blut und die vermindertakkbphagenzahl im Injektionsgebiet
der Schwanzhaut vermutlich mit einer durch Kateahmhe verursachten, verminderten
Adhasionsfahigkeit der Immunzellen an die GefaRwand erklaren. Die Folge ist eine
verminderte Migration ins periphere Gewebe undveimehrter Ubertritt vom marginalen
Speicher in die Zirkulation.

Des Weiteren konnten keine Unterschiede der Malagehzahl in den Lymphknoten
gestresster und nicht gestresster immunisierter midat immunisierter Tiere festgestellt
werden. Diese Ergebnisse konnten so interpretienden, dass die Makrophagen der
Schwanzhaut nicht in die Lymphknoten einwandern sowhit moglicherweise nur lokal
eine Rolle fur die Entzindung spielen. Méglicheseemigrieren die Makrophagen aber
auch zu anderen Zeitpunkten als am Tag 4 oder Xh rdmmunisierung in die
Lymphknoten. Eine andere Erklarung konnte seins di#es Makrophagen zu DCs werden
und als solche auch nach der Immunisierung in grmghknoten migrieren. So ist es ein
weiteres Ziel die DCs in den Lymphknoten und dehv&nzhaut vergleichend zu
untersuchen. Auch sollen weitere Immunzellen wiar@lozyten, B-Zellen und T-Zellen
in die Untersuchungen eingeschlossen werden.

Diese Daten haben eindrucksvoll gezeigt, dass psypdmler Stress gravierende
Auswirkungen auf das Immunsystem hat und so zuneinverminderten Arthritis-
Schweregrad und ferner zu einer geringeren Suségti fir die CIA fuhrte, was bisher

noch in keiner Studie gezeigt wurde.

5.2 Zentrale Zytokine und Monamine

Aus der Literatur ist bekannt, dass kurzfristigegdeere Entziindungsreaktionen Zytokine
im ZNS induzieren, die wiederum Veranderungen zéetrNeurotransmitter, der HHN-
Achse und des SNS verursachen. Wenig ist jedoclarimekiber die Veranderungen
zentraler Molekule wahrend chronisch inflammatdrescKrankheiten wie RA. Bei der RA
kommt es zu einem Funktionsverlust der beidenrdr@gmmatorischen Achsen, der HHN-

Achse und des SNS. Inwieweit zentrale Zytokine unthonaminerge
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Neurotransmittersysteme an dieser pathophysiolbgisSituation beteiligt sind, ist nicht
bekannt. Daher war es das Ziel dieser Arbeit herdilen, ob es im Verlauf einer
experimentellen Arthritis zu Veranderungen diesentmlen Molekile kommt und ob
diese Verdanderungen maoglicherweise mit den o.gw8dleranderungen assoziiert sind
und somit zur Chronifizierung der CIA beitragen.

Wie aus dem Klinischen und histologischen Arthh&8ore hervorgeht, zeigten die Ratten
ab dem Tag 14 nach Arthritisinduktion erste Symmoder CIA. Ab dem Tag 21
entwickelten sich starkste Symptome, die bis zundeEder Studie am Tag 55 zu
beobachten waren.

Da die T-Zell-Aktivitdt in den drainierenden Lympidten wichtige Hinweise Uber das
Ausmalf} und den Charakter der Immunantwort liefearden als Mal3 fur die Starke der
peripheren Inflammation verschiedene Zytokine in diberstanden dieser Lymphknoten
bestimmt. Dabei zeigte sich im Verlauf der CIA eppr@gressive Zunahme der ex vivo
Produktion von TNF und IFN-bei immunisierten Tieren, wobei die Produktion VidwF
ab dem Tag 5 und die Produktion von IffNeb dem Tag 28 nach Arthritisinduktion
signifikant héher waren als bei Kontrolltieren. Hégen war die Produktion von I3 hur

in der asymptomatischen Phase maximal erhoht. Esligemein bekannt, dass die
Zytokine IFN«, IL-18 und TNF eine proinflammatorische Rolle bei dermBgéenese der
Arthritis spielen. Dies wurde sowohl in verschiedeMiermodellen der Arthritis als auch
beim Menschen oftmals gezeigt (69;101;104;152;ZR),2S0 verschlimmerte sich die
Arthritis, wenn IFNy, IL-1p oder TNF peripher oder intraartikular appliziertirden,
wéahrend nach der Gabe von Antikérpern gegen diggekibe eine Verbesserung des
Arthritis-Schweregrades beobachtet wurde (Ubersicht(175)). Ferner fihrten die
Erkenntnisse Uber die pathogenetische Rolle von TAF Entwicklung TNF-
neutralisierender Therapien, die malRgeblich zub¥sserung des Arthritis-Schweregrades
bei Patienten mit RA beitrugen (74). So kann diarksterh6hte Produktion dieser
proinflammatorischen Zytokine als Marker fir eirbduste periphere Inflammation, wie
sie auch bei der menschlichen RA auftritt, gedentztien.

Neben dem Anstieg in der Produktion der proinflararischen Zytokine TNF und IFN-
wurde auch eine erhdéhte Produktion von IL-10 in gjgiten symptomatischen Phase der
CIA (Tag 41 und 55) beobachtet. Zur gleichen Zeir wie Produktion von IL{1, dem
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Zytokin mit der gré3ten Fahigkeit die HHN-Achsestimulieren, jedoch nicht erhdht. Da
aber gezeigt werden konnte, dass fLifh entziindeten Gelenken durch IL-10 inhibiert
wird, ist es vorstellbar, dass die geringe Produkitvon IL-1B in der symptomatischen
Phase auf die inhibitorischen Eigenschaften voaQLzurtickzufihren ist (151).

Die o0.g. inflammatorischen Prozesse der experinieinduzierten Arthritis wurden von
neuroendokrinen Verdnderungen, wie sie auch bei Ri&rbeobachtet werden (24),
begleitet. So wurde ein signifikanter Anstieg déssma-Corticosterons am Tag 5 nach der
Arthritisinduktion beobachtet, was als endokrin@R®n infolge einer Immunantwort auf
Kollagen gedeutet wird, da solche endokrinen Ves@mugen auch nach Immunisierungen
mit anderen Antigenen auftreten (21;248). Nach etreAnstieg am Tag 5 sanken die
Corticosteron-Level im weiteren Arthritisverlautdgch unter die Ausgangswerte, obwohl
zu dieser Zeit hohe Konzentrationen an TNF und Ji-Nie bekanntlich in der Lage sind
die HHN-Achse zu stimulieren, nachweisbar warenesbi Ergebnisse legen die
Vermutung nahe, dass die Kommunikation zwischen ¢temunsystem und der HHN-
Achse gestort war. Zu gegensatzlichen Ergebnisaerek andere Studien, die eine starke
Aktivierung der HHN-Achse im Verlauf der AA beobaeten (94;98;206). Eine Erklarung
fur die Diskrepanzen kdnnte sein, dass sowohl anRattenstdmme als auch ein anderes
Modell der Arthritis (AA) verwendet wurden. So werdlie AA mit CFA induziert,
wéahrend die CIA mit ClI in IFA induziert wurde, ured wurde bereits gezeigt, dass diese
Adjuvanzien unterschiedliche Corticosteron-Antworgislosen (56). Insgesamt haben die
vorliegenden Ergebnisse gezeigt, dass die CordomstProduktion in Relation zur
robusten peripheren Inflammation (Arthritis-Schvwggesl, periphere proinflammatorische
Zytokine) wahrend der chronischen Phase der ClAldgaat niedrig war. Auch bei
Patienten mit RA wurde eine verminderte HHN-Ach#dativitat festgestellt (123;228).
Aufgrund dieser Gemeinsamkeiten mit der menschtidRAd, scheint die CIA ein aul3erst
geeignetes Arthritis-Modell zu sein, um die Meclsamen zu untersuchen, die zum
Funktionsverlust der HHN-Achse bei Arthritis begesm. Ein solcher Defekt wurde bei
anderen experimentell induzierten inflammatorisckeankheiten wie beispielsweise der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis niblebbachtet (56;146;154). Die
genauen Grunde fur den Funktionsverlust der HHNs&ckonnten bisher nicht geklart

werden. Verantwortliche Mechanismen koénnten sowahdf zentralem Niveau
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(Hypothalamus/Hypophyse) als auch auf dem NiveauNsdbenniere zu finden sein. So
wurde gezeigt, dass eine kontinuierliche Stimukatder HHN-Achse mit IL-6 eine
abgeschwachte ACTH-Antwort zur Folge hat, was ané &esistenz der HHN-Achsen-
Aktivitat bei dauerhaft erhohten Zytokin-Spiegelmdeutet (Adaptation) (95;162). Eine
weitere Erklarung fur die inadaquate Corticosterodpktion kénnte der inhibitorische
Einfluss von TNF auf diverse Enzyme der adrenokal¢in Corticosteronsynthese sein
(1.2.1) (112).

Da die Produktion von IL{}, dem Zytokin mit der besten Fahigkeit die HHN-Aelau
stimulieren, in der chronischen Phase der CIA nmthitdht war, wohingegen IL-10 in
dieser Phase vermehrt produziert wurde, liegt ceemitung nahe, dass der Verlust der
HHN-Achsen-Aktivitat zumindest teilweise auf die higkeit von IL-10, IL-B zu
inhibieren (151), zuriickzufuhren sein kdnnte.

Neben den Veranderungen des Plasma-Corticosteromslewbei der CIA eine
Hyperaktivitat des SNS, wie sie auch bei der RAbaebtet wird (24), festgestellt. So
waren die Plasma-Adrenalin-Spiegel bei immunisrerieeren deutlich hoher als bei
Kontrolltieren. Demzufolge waren also die HHN-Achs®l das SNS zumindest zu Beginn
parallel aktiviert, die Konzentrationen von Corsteron und Adrenalin waren ,normal®
erhoht. Allerdings waren die Plasma-Adrenalin-Seidg Verlauf der CIA weit langer
erhoht als die HHN-Achse aktiviert war. Diese Emgsebe zeigen, dass die Stressachsen
wahrend der CIA entkoppelt sind. Eine solche Englkapg findet man auch bei Patienten
mit RA (102). Normalerweise sind die beiden StreBsan jedoch aneinander gekoppelt,
d.h. parallel aktiviert, was zu einer Verstarkunger d antiinflammatorischen
immunsuppressiven Effekte fuhrt, da die Effektobeider Stressachsen ihre biologischen
Effekte gegenseitig verstarken (221;224). In mehreBtudien wurde die Kooperation
beider Systeme auf molekularer Ebene beschrieb®®qd32;176;200). So fuhrten die
synergistischen Effekte zu einem Anstieg von Gloctocoidrezeptoren, -
Adrenozeptoren, intrazellularem cAMP und Proteiakm A. Zudem potenzierte Cortisol
die Produktion von Noradrenalin und Adrenalin agrsgathischen Nervenendigungen und
dem Nebennierenmark (30;203). Die Kopplung beideste&ne ware also notwendig, um

die periphere Inflammation bestméglich zu hemmaw@l bei der CIA als auch bei der
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RA kommt es jedoch zu einer Entkopplung beider sSaehsen, die demnach zu einer
verstarkten proinflammatorischen Situation beitragt

Hinzu kommt, dass die Dichte noradrenerger Nensaifa in entziindeten Gelenken
sowohl bei Patienten mit RA (219) als auch bei M#éusit CIA (101) reduziert ist. Dieser
Befund konnte in der vorliegenden Arbeit auch intt&anodell der CIA bestétigt werden.
So war ein Riuckgang der Dichte sympathischer Néagenn in der Gelenkregion bei
immunisierten Ratten bereits am Tag 14 nach Ardimduktion sichtbar und eine
signifikant niedrigere Dichte sympathischer Nerameirn war ab dem Tag 28 bis zum
Versuchsende zu beobachten. Der Rlckzug sympaghiddbrvenfasern begann also
bereits in der asymptomatischen Phase der Arthrilieser Verlust sympathischer
Nervenfasern fuhrt zusatzlich zu einer Verstarkdagproinflammatorischen Situation im
entziindeten Gelenk, da die Innervation mit promfiaatorischen sensiblen Nervenfasern
(Substanz P) im Verlauf der CIA bei DA Ratten normar.

Auch dieser Befund bestatigt die Ergebnisse frih8tadien, die gezeigt haben, dass die
Dichte sensibler Nervenfasern bei Patienten mit R#&mal oder sogar erhéht war
(64;169;257). Aufgrund des Rickzugs sympathischervéhfasern aus den entziindeten
Gelenkregionen ist die lokale Konzentration symizatier Neurotransmitter niedrig,
wohingegen die Konzentration von Substanz P verisaitaRig hoch ist. In einer solchen
Situation wird der proinflammatorische Prozess HdurBubstanz P und vian-
Adrenozeptoren unterstitzt (223). Denn zum einend wdurch die Bindung anu-
Adrenozeptoren u.a. die Sekretion von TNF durch fdplkagen induziert (212) und zum
anderen stimuliert Substanz P die Sekretion vezsemer Zytokine (TNF, IL{1, IL-6,
IFN-y) und die Chemotaxis verschiedener Zelltypen (314%253;260). Warum es bei
RA und CIA zu einem derartigen Nervenfaserriickzamit, konnte bisher nicht geklart
werden. Es ist aber denkbar, dass der Verlust symsgher Nervenfasern mit der
Aktivierung von Immunzellen in Zusammenhang stehé@mnte, da eine &hnliche
Reduktion in der Dichte noradrenerger Nervenfasernymphatischen Organen von
Mausen, die spontan eine autoimmune lymphoprotiferaErkrankung entwickeln,
beobachet wurde (57). Des Weiteren konnte der Méagerriickzug eine Konsequenz der
erhohten lokalen Produktion des Nervenrepulsiotsfak Semaphorin 3C sein, der im

synovialen Gewebe von Patienten mit RA verstargtiexiert wird (170).
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Insgesamt kommt es im Verlauf der CIA zu einer Bpflung des Immunsystems und den
beiden Stressachsen, die sich in einer inadagedtigen Corticosteron-Produktion und
einer Hyperaktivitat des SNS bei gleichzeitigem \Weafaserverlust im Synovialgewebe
auliert.

Um herauszufinden, ob diese Entkopplung mit diversentralen Molekilen assoziiert
werden kann, wurden in dieser Arbeit verschiedestdrale Zytokine und monaminerge
Neurotransmitter untersucht. Die Ergebnisse haleerigt, dass die proinflammatorischen
Zytokine IL-18 und IL-6 in der Induktionsphase der CIA im Hypd#maus verstarkt
exprimiert waren. Eine verstarkte Expression diedgokine in der spateren Phase der
Arthritis konnte jedoch nicht nachgewiesen werd@annoch sind diese Daten der erste
Beweis daflr, dass infolge einer peripheren Immomgation proinflammatorische
Zytokine im Gehirn nicht nur wahrend der Aktivieguder angeborenen Immunantwort
sondern auch einige Tage nach Applikation des A&nsg also wahrend der adaptiven
spezifischen Immunantwort, induziert wurden. So deurbisher zwar gezeigt, dass
proinflammatorische Zytokine wie ILBl IL-6, TNF oder IFNy nach peripherer
Applikation von LPS in verschiedenen HirnarealerB(zim Hypothalamus) induziert
wurden (1.4) (140;186), aber die Expression diedgokine wurde lediglich einige
Stunden nach LPS-Gabe untersucht. Auch wurde gezisigs Zytokine wie IL{1 durch
akuten Stress (157) oder bei chronischem Schmeéran(4erschiedenen Hirnarealen
exprimiert wurden. Jedoch wurde in der vorliegenAdmeit zum ersten Mal gezeigt, dass
proinflammatorische Zytokine im Verlauf einer pdrgpen chronischen Erkrankung im
Gehirn induziert wurden.

Allerdings stellt sich an dieser Stelle die Fragarum die erhohten ILft und IL-6-
Spiegel im Hypothalamus nicht zur Aktivierung ddidM-Achse in der asymptomatischen
Phase der CIA fuhrten. Denn bekanntermal3en istPdogluktion dieser Zytokine im
Hypothalamus relevant fur die Stimulation der HHNR&e (68;171). Aul’erdem ist es
verwunderlich, dass die Expression von R.und IL-6 im Hypothalamus nur auf die friihe
Phase der CIA bis zum Tag 28 beschrankt war. Denm ginen wurde gezeigt, dass die
Produktion von Zytokinen im Gehirn unter monamimgrgontrolle steht (9;59;201) und
in dieser Arbeit wurde beobachtet, dass die NoredireSpiegel im Hypothalamus in der

symptomatischen Phase der CIA erhoht waren. Zumerandwar die Produktion
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proinflammatorischer Zytokine aus drainierenden pimoten in der spaten Phase der
CIA, als auch starkste Arthritis-Symptome nachwaiskvaren, deutlich erhdéht und
normalerweise sollte eine maximale Produktion diésenunprodukte in der Peripherie
die Expression von proinflammatorischen Zytokinem Gehirn induzieren (84). Diese
Resultate legen die Vermutung nahe, dass die Esipreder Zytokine im Gehirn und die
Produktion der Zytokine in der Peripherie wahrendr cexperimentellen Arthritis
entkoppelt sind.

Auch die Verdanderungen monaminerger Neurotransmitte Gehirn wahrend der CIA
wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht. Dadygab sich ein Anstieg der Serotonin-
Spiegel in der spaten symptomatischen Phase (Tagdé&b experimentellen Arthritis.
Zuséatzlich wurde ein anhaltender Anstieg der Naadlin-Konzentration in der
symptomatischen Phase der CIA vom Tag 28 bis zugrbbabeobachtet.

Bisher war es vollig unbekannt, welchen Einfluse diusbildung einer chronischen
Arthritis auf die zentralen monaminergen Neuronat Aber in den letzten Jahren konnte
bereits gezeigt werden, dass eine intraperitoneg&tion von LPS bei Mausen zu einer
Aktivierung der dopaminergen, noradrenergen undotsemergen Neuronen in
verschiedenen Hirnarealen (u.a. im Hypothalamus Himhstamm) fuhrte (66). Des
Weiteren wurde gezeigt, dass es auch nach StressBap zu einer verstarkten
Umsatzrate von Serotonin im prafrontalen Cortex umdHypothalamus kam (182).
Allerdings wurden auch die Veranderungen monamarefdeurotransmitter nur einige
Stunden nach der Immunstimulation bzw. der Strggs®ion beobachtet, so dass diese
Arbeit die erste ist, die einen Anstieg monaminergéeurotransmitter in der
symptomatischen Phase der CIA zeigt. Verwunderisthedoch, dass der Anstieg von
Noradrenalin und Serotonin im Hypothalamus nicheimer Stimulation der HHN-Achse
in der chronischen Phase der CIA resultierte. Desminvurde gezeigt, dass erhdhte Level
dieser hypothalmischen Neurotransmitter zur Aktivig der HHN-Achse fihren
(67;171). Aber die Plasma-Corticosteron-Spiegelewazu der Zeit, als ein Anstieg der
Noradrenalin-Konzentration im Hypothalamus nachiais war, inadaquat niedrig.
Deshalb besteht Grund zu der Annahme, dass audhtdraktion zwischen den zentralen
noradrenergen Neuronen und der HHN-Achse gesttiriDiss Weiteren stellt sich die

Frage, warum die Noradrenalin- und Serotonin-Lenedler friihen Phase der CIA nicht
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erhoht waren. So ist doch bekannt, dass fiLuhd IL-6 in der Lage sind, sowohl
noradrenerge als auch serotoninerge Neuronen mulgren (21;71;120;255) und diese
Zytokine waren in dieser frihen Phase der CIA inpéthialamus verstarkt exprimiert.
Insgesamt wird aus diesen Ergebnissen ersichtliabs es im Verlauf der CIA auch im
Gehirn zu einer Entkopplung kommt, nédmlich zu eiBetkopplung zwischen der Zytokin-
Genexpression und der Neurotransmitter-AktivitdesDwird noch deutlicher, wenn man
die folgenden Ergebnisse betrachtet. Diese habeeigie dass bei gesunden Ratten eine
positive Korrelation zwischen der ILB1 Genexpression und der Noradrenalin-
Konzentration im Hypothalamus existiert. Interessemeise war eine solche Korrelation
bei arthritischen Ratten nicht nachweisbar. Diesgtive Korrelation bei gesunden Tieren
zeigt, dass IL-f und Noradrenalin normalerweise in gleichem Maldzert werden,
wahrend das bei kranken Tieren nicht mehr der iBallSo liegt der Schluss nahe, dass
Interaktionen auf zentralem Niveau, namentlich divischen neuroendokrinen
Mechanismen und Zytokinen, wahrend einer Arthatiskoppelt sind.

Aufgrund des beobachteten Anstieges des hypothsdtdwem Noradrenalins in der
symptomatischen Phase der Arthritis, wurden aucpeBmente durchgefuhrt, in denen
noradrenerge Neuronen zentral ausgeschaltet wuRlese Versuche sollten zeigen, ob
eine zentrale Noradrenalin-Depletion VeranderunigerArthritisverlauf nach sich zieht,
was, wenn dem so wére, bedeuten wiirde, dass dNeseotransmitter in der Pathogenese
der CIA eine Rolle spielt. Bei einer zentralen @#oin noradrenerger Neuronen am Tag
18 oder 25, also zu Beginn der symptomatischen ePlsv. als die CIA bereits
manifestiert war, zeigten sich keine VeranderurnigeArthritis-Schweregrad im Vergleich
zu Kontrolltieren. Wurde Noradrenalin jedoch 14 @&agpr der Induktion der Arthritis
ausgeschaltet war die Arthritisauspragung sigmifik&ermindert. Zu einem anderen
Ergebnis kam eine Studie, die den Einfluss einerrabti@nalin-Depletion im
Hypothalamus auf den Verlauf einer AA bei PVG Rattetersucht hat. In dieser Studie
wurde gezeigt, dass die zentrale Applikation vda@HBPA 2 Tage bevor die AA induziert
wurde, zu einer verschlimmerten AA flihrte (94). Bietoren schlossen daraus, dass die
erhdhten Noradrenalin-Spiegel im Hypothalamus imlatg der AA eine protektive Rolle
spielen. Eine Erklarung fur diese Diskrepanzen kéngeein, dass zum einen die

Arthritisinduktion unterschiedlich war (siehe obeohd zum anderen PVG Ratten
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verwendet wurden. Diese Ratten sind resistent ddggn verschiedenen
Autoimmunkrankheiten u.a. auch CIA, da die HHN-Azhgerandert ist (262). Im
Tiermodell der Experimentellen autoimmunen Enzephgklitis fuhrte die zentrale
Depletion von Noradrenalin zu einer vermindertehvi&re der Erkrankung (144).
Schlief3lich konnte gezeigt werden, dass eine pergbepletion noradrenerger Neuronen
7 Tage vor Induktion der CIA bei Mausen zu einerrbésserung des Arthritis-
Schweregrades fihrte, wahrend eine spate perifBamgpathektomie am Tag 56 nach
Arthritisinduktion zu einer Verschlechterung deshitis-Schweregrades fiihrte (101). Die
Autoren kamen zu dem Schluss, dass das periphege d#NInflammation wéahrend der
asymptomatischen Phase unterstitzt, wahrend es Irdlammation wahrend der
chronischen Phase der CIA unterdrickt. Wie die Emgse der vorliegenden Arbeit
gezeigt haben, scheint das zentrale SNS in dendutten Phase der CIA keinen Einfluss
auf die periphere Entziindung zu nehmen, da naclschatien zentraler noradrenerger
Neuronen keine Veranderungen des Arthritis-Scoeehweisbar waren. Das ist insofern
verwunderlich, als dass gezeigt wurde, dass digraen Depletion monaminerger
Neuronen u.a. zu einer Erniedrigung der Lymphozyteliferation und der zirkulierenden
CD8'-Zellen und dariiber hinaus zu einer reduziertene@amession des splenischen IL-2
und IFN«y fihrte (179), was bedeuten wirde, dass dem zentré&dNS eine
immunverstarkende Rolle zukame.

Die Beobachtung, dass eine zentrale noradrenergdetian keinen Einfluss auf die
periphere Entzindung hatte, kénnte zum einen daeniiart werden, dass die
sympathische Innervation in den Gelenkregionen ienlauf der CIA verloren gegangen
ist. Denn kirzlich wurde demonstriert, dass diefétnting des peripheren Nervensystems
den inhibitorischen Effekt, den die zentrale Ddpletnoradrenerger Neuronen auf das
Immunsystem hat, aufhebt (179). Zum anderen kondienErgebnisse damit erklart
werden, dass es im Verlauf der CIA zu einer gestdiGehirn-Immunsystem-Gelenk-
Kommunikation kommt. Die Verminderung des ArthA8shweregrades, die beobachtet
wurde, wenn die zentrale noradrenerge Depletion der Arthritisinduktion erfolgte,
entspricht der Beobachtung, die bei peripherer Syhgktomie gemacht wurde (101). Zu
dieser Zeit waren Gehirn und Peripherie noch nécttkoppelt und auch das zentrale SNS

scheint eine immunverstarkende Rolle zu haben. Z&it ist wenig dariber bekannt,
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welchen Einfluss zentrale Katecholamine auf pergh&ankheitsprozesse haben, so dass
weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet erfoakesind, um die Mechanismen, die der
Kommunikation zwischen Gehirn und Peripherie urggdn, vollends zu verstehen.

Da ebenfalls ein Anstieg der hypothalamischen $amtKonzentration in der spaten
Phase der CIA beobachtet wurde, wurde ein Versuglchdefuhrt, in dem die
serotoninergen Neuronen 14 Tage vor Arthritisinduktausgeschaltet wurden. Die
Depletion serotoninerger Neuronen fuhrte dabei mereVerminderung des Arthritis-
Schweregrades. Diese Daten bestatigen die Ergebmisger anderen Studie, in der
ebenfalls eine Verminderung des Arthritis-Schwesidgs nach zentraler Serotonin-
Depletion festgestellt werden konnte (96). DiesegebBnisse sprechen fir eine
proinflammatorische Rolle des zentralen Serotoninsder Pathogenese der CIA.
Allerdings sind die Mechanismen, wie Serotonin guoinflammatorischen Situation
beitragt, bisher nicht verstanden. Zudem ist bekatess Serotonin die Freisetzung von
CRH aus dem Hypothalamus stimuliert (116), was tnftih eine proinflammatorische
Rolle von Serotonin spricht.

Zusammengenommen haben die Ergebnisse dieser Agdwsigt, dass es im Verlauf der
CIA zu einer Entkopplung zwischen dem Immunsystelem Gehirn und den beiden

efferenten neuroendokrinen Achsen kommt.

5.3 Nebenniere

Sowohl im Verlauf der CIA als auch im Verlauf deA R228) kommt es zu einer inadaquat
niedrigen Produktion von Corticosteron bzw. CottisoRelation zum Schweregrad der
Inflammation. Die Griinde fur die Nebenniereninsiéfinz bei Arthritis sind allerdings
unbekannt. In der Literatur gibt es einige Hinweishe auf ACTH-unabhéngige
Mechanismen der Glucocorticoid-Regulation hindeutédo wurde gezeigt, dass
hypophysektomierte Ratten (165) oder CRhbckout Mause (209) dennoch in der Lage
waren, Corticosteron zu produzieren. Zudem wureéeralbbuste Corticosteron-Antwort bei
CRH-Knockout Mausen mit erhdhten IL-6 Spiegeln assoziiert, sssddie Autoren
annahmen, dass IL-6 einen direkten stimulatorisdhi@fiuss auf adrenokortikale Zellen

haben konnte (209). Des Weiteren wurde gezeigs @&H die Glucocorticoid-Sekretion
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aus bovinen adrenokortikalen Zellen stimulierte) (8dd auch Katecholamine, die von
adrenomedullaren Zellen produziert wurden, diedidegenese in adrenokortikalen Zellen
stimulierten (26). Diese Studien legen nahe, dass akernative Wege fur die
Glucocorticoid-Regulation geben muss.

So war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, Mechameis, die fir die adrenale Insuffizienz
verantwortlich sind, zu charakterisieren. Dazu wurder Cholesteringehalt in der
Nebennierenrinde untersucht, da die Vermutung gass madglicherweise ein Problem der
Cholesterin-Speicherung in der Nebenniere zur Nabkeeninsuffizienz beitragen kdnnte
und Cholesterin bekanntlich der Vorlaufer der adlem Steroidhormone ist. Lediglich am
Tag 28 nach Arthritisinduktion war bei immunisiert€ieren signifikant mehr Cholesterin
in der Nebennierenrinde nachweisbar. Das konntaudlaurickzufiihren sein, dass vorher
zumindest am Tag 5 mehr Cholesterin zu Corticostetongesetzt wurde und
dementsprechend auch mehr Cholesterin in die Nédrengeliefert wurde, was bis zum
Tag 28 anhielt. Ansonsten bestanden zu keinem wditp Unterschiede zwischen
Kontrollen und arthritischen Tieren hinsichtlichsd€holesteringehaltes. Da am Tag 5
genug Cholesterin vorhanden war, um eine adaquatetic@steron-Antwort zu
ermoglichen und dieser Cholesteringehalt an keiaggeren Tag im Verlauf der CIA
unterschritten wurde, liegt die Vermutung nahesdaghrend der CIA kein Problem in der
Lieferung von Cholesterin in die Nebennieren bdst®b das bei der RA auch so ist, gilt
es zu bestatigen.

Um zu prifen, ob die niedrigen Corticosteron-Spieget Verdnderungen in der
Expression des SR-BI assoziiert waren, wurde aefdedie Expression des SR-BI in der
Nebennierenrinde untersucht. Der SR-BI vermitte# zellulare Aufnahme von CE in
adrenokortikale Zellen und diese selektive CE-Abfna ist die Hauptroute der
Cholesterinaufnahme in adrenokortikale Zellen beigéin (42). Das Homolog beim
Menschen ist CTL-1. In dieser Arbeit sollte gepriferden, ob ein Problem in der
Cholesterin-Aufnahme in adrenokortikale Zellen déebenniere besteht und dieses
Problem mdglicherweise zur Nebenniereninsuffizibazder CIA beitragt. Dabei ergaben
sich am Tag 5 Unterschiede in der Expression de8ISRobei bei arthritischen Tieren
eine etwas starkere SR-Bl Expression nachweisbar alga bei Kontrolltieren. Diese

Ergebnisse zeigen, dass der SR-BlI an dem Tag stasg@imiert war, an dem eine
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adaquate Corticosteron-Produktion vorhanden war.aber zu keiner Zeit signifikante
Unterschiede sowohl zwischen arthritischen und Kaditieren als auch im Arthritisverlauf
nachweisbar waren, liegt auch hier die Vermutungenalass kein Defekt in der CE-
Aufnahme in adrenokortikale Zellen wéhrend der Cékistiert. Das Problem der
Nebenniereninsuffizienz scheint innerhalb der aokertikalen Steroidogenese selbst zu
liegen.

So kénnte ein Grund fur die inadequate Corticostétmduktion wahrend der chronischen
Phase der CIA der hemmende Einfluss von TNF aufStieeoidogenese sein. Denn TNF
ist in der Lage, eine ganze Reihe der Enzyme zunf@mdie unerlasslich fur die Synthese
des Corticosterons sind (1.2.1) (112;164). AulRerdeande gezeigt, dass eine TNF-
Neutralisierung zu einer Verbesserung der HHN-Aok&ktivitat in Relation zur
proinflammatrischen Situation bei RA flhrte (226).

In einer weiteren Studie wurde der Effekt von IL-40f die Steroidogenese untersucht
(130). Interessanterweise hatten IL-10-Knockout #&usowohl unter basalen
Bedingungen als auch nach Immunstimulation erh&lagicosteron-Level im Vergleich
zu Wildtyp-Mausen. Aul3erdem war IL-10 in der Lageige fur die Steroidogenese
bedeutende Enzyme zu inhibieren, so dass auch Izdi(Nebenniereninsuffizienz bei
Arthritis beitragen konnte.

Zusammengenommen scheint es, dass hauptsachliabkigt die verantwortlichen
Faktoren fur die Nebenniereninsuffizienz sind. Abach die Immunzellinfiltration in die
Nebenniere kdnnte ein wichtiger zusatzlicher ptammatorischer Stimulus sein, da
gezeigt wurde, dass es nach einer Immunstimulationstarken Veranderungen der
Immunzellen in der Nebenniere hinsichtlich ihrerrgtwologie, Haufigkeit und Verteilung
kommt (77).
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6 Zusammenfassung

Studien der letzten Jahrzehnte haben gezeigt,pdgstosozialer Stress den Ausbruch und
Verlauf verschiedener inflammatorischer Erkrankungée RA modulieren kann. Es gibt
aber nur sehr wenige Studien, die den Einfluss aloonischem sozialem Stress auf den
Arthritisverlauf untersucht haben. Im ersten Ta#sér Arbeit wurde daher untersucht,
welchen Einfluss chronischer psychosozialer Stnedwend der Arthritisauslosung auf die
Suszeptibilitdt und den Arthritisverlauf hat, unélehe endokrinen und immunologischen
Veranderungen damit einhergehen. Es wurde gez#dgls psychosozialer Stress durch
Dauerkonfrontation bei Wistar Ratten die Suszelatibi fir eine CIA reduzierte und
aulBerdem zu einer verminderten Arthritisauspragdigte. Da die Corticosteron-
Konzentrationen im Verlauf der CIA nicht verandesiren, kann man davon ausgehen,
dass andere Faktoren als Corticosteron bei derssSinmduzierten Verminderung des
Arthritis-Schweregrades eine Rolle gespielt halleas Weiteren wurde gezeigt, dass
chronischer psychosozialer Stress bei immunisiefleren zu einer erhoéhten Zahl
zirkulierender Granulozyten und Monozyten fuhrt®@himgegen die Spiegel zytotoxischer
T-Zellen und Th-Zellen bei gestressten Tieren gminwaren als bei nicht gestressten
Tieren. So scheint es, dass die Stress-induzieterkling der spezifischen Immunabwehr
und Aktivierung der angeborenen Immunfunktion ein@otektiven Einfluss auf die
Entwicklung der CIA hat. Um die genauen Mechanism@nAuswirkungen von Stress auf
die Arthritis besser zu verstehen, sind weitereenichungen, die andere endokrine
Parameter (SNS) oder auch das Verhalten mit eiaberj notwendig.

Im zweiten Teil dieser Arbeit war es das Ziel hemidinden, ob es im Verlauf einer
experimentellen Arthritis zu Verdnderungen zentralgtokine und Monamine kommt,
und ob diese Verdnderungen zur Chronifizierung Al¢hritis beitragen. Denn aus der
Literatur ist zwar bekannt, dass kurzfristige pleefe Entzindungsreaktionen Zytokine
und Neurotransmitter im ZNS induzieren, jedoch wgenist bekannt Uber die
Veranderungen zentraler Molektile wahrend chronisttammatorischer Krankheiten. Bei
der RA kommt es zu Funktionseinschrdnkungen der HdNse und des SNS, aber
inwieweit zentrale Zytokine und monaminerge Newoesmittersysteme an dieser
pathologischen Situation beteiligt sind, ist nibekannt und sollte daher in dieser Arbeit

untersucht werden.
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So wurde gezeigt, dass die Corticosteron-ProduktiorVerlauf der CIA trotz erhéhter
Konzentrationen der Zytokine TNF und IFNi der Peripherie inadaquat niedrig war.
Zudem war eine Hyperaktivitat des SNS, bei gleigigeam Nervenfaserverlust im
Synovialgewebe zu beobachten. Diese Ergebnisseuwttinthen, dass es ahnlich wie in der
chronischen Phase der Arthritis bei RA Patienteohaun Verlauf der CIA zu einer
Entkopplung des Immunsystems und der beiden Stlessa kommt. Des Weiteren wurde
in dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass die Zytekib-13 und IL-6 im Verlauf einer
peripheren chronischen Erkrankung im Gehirn indtizigurden. So wurde in der
asymptomatischen Phase der CIA eine verstarkte eSgmn von IL-§ und IL-6 im
Hypothalamus festgestellt, was jedoch nicht in reltidN-Achsen-Aktivierung resultierte.
AuBBerdem war in der symptomatischen Phase der @& erhdhte Produktion von
Noradrenalin und Serotonin im Hypothalamus nachbegis Jedoch hat eine zentrale
Ausschaltung noradrenerger Neuronen in der symptsoh@n Phase der CIA keine
Auswirkungen auf den Arthritisverlauf gezeigt. Ale@ne zentrale Sympatektomie 14 Tage
vor der Arthritisinduktion fuhrte zu einer Verbessgg der Arthritis innerhalb eines
kleinen Zeitfensters, was auf einen proinflammatdren Einfluss des zentralen
Noradrenalins in der frihen Phase der CIA schlid@sst. Die Depletion serotoninerger
Neuronen 14 Tage vor Arthritisinduktion fuhrte efadis zu einem niedrigeren Arthritis-
Score, was auf einen negativen Einfluss von zemtraberotonin auf die CIA hinweist.
Schlief3lich konnte in dieser Arbeit gezeigt werddgss die positive Korrelation zwischen
IL-1B und Noradrenalin im Hypothalamus, die bei gesunfieren beobachtet wurde, im
Verlauf der CIA verloren ging.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es im Verlauf derz@lAiner Entkopplung zwischen dem

Immunsystem, dem Gehirn und den beiden efferergaroendokrinen Achsen kommt.

Im dritten und letzten Teil dieser Arbeit war essd&iel, Mechanismen der
Nebenniereninsuffizienz zu charakterisieren. DierMgung war, dass moglicherweise
eine Storung der Cholesterin-Speicherung in die eNelere oder eine Stdrung der
Cholesterinaufnahme in adrenokortikale Zellen zwebé&hniereninsuffizienz beitragen
konnte. Allerdings konnten zu keinem Zeitpunkt veiitr der CIA inadaquat niedrige

Cholesterin-Mengen oder eine inadaquat niedrige ré&Sgoon des SR-Bl in der
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Nebennierenrinde nachgewiesen werden, so dass Reiekt in der Cholesterin-
Speicherung bzw. der Cholesterin-Aufnahme vorzelegcheint. Das Problem der
Nebenniereninsuffizienz bei RA bzw. CIA scheintlmehr innerhalb der adrenokortikalen

Steroidogenese selbst zu liegen.
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