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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Stress

Stress spielt in der heutigen Gesellschaft in verschiedensten Lebensbereichen, wie auch
Alters - und Gesellschaftsschichten eine duRerst bedeutsame Rolle. Eine 2009 durchgefihrte
Bevolkerungsbefragung der Techniker Krankenkasse von 1014 Befragten zu ,,AusmaB,
Ursachen und Auswirkungen von Stress in Deutschland ergab, dass acht von zehn
Befragten intermittierend unter Stress leiden. Etwa 30% der Befragten &uRerten, ,,haufig

oder sogar standig unter Druck* zu stehen [31, S. 12].

Eine 2013 erhobene Studie (n=5793) erfasste eine Pridvalenz ,starker Belastung durch
chronischen Stress* von 11% in einer Altersgruppe der 18 bis 64 — Jahrigen [34, S. 750].
Frauen zeigten hierbei mit 13,9% eine signifikant hohere Prévalenz als die mannlichen
Befragten (8,2%). Auch ein niedriger soziotkonomischer Status und insbesondere ein
geringes MaR an sozialer Unterstiitzung flihrten zu einer Uberdurchschnittlich hohen
Stressbelastung [34].

Allerdings stellt Stress fur die Menschen im 21. Jahrhundert nicht nur eine allgegenwartige
Alltagsbelastung dar. Auch in der Pathogenese verschiedenster Erkrankungen spielt der
Einfluss von chronischem Stress eine mittlerweile anerkannte Rolle mit enormer Belastung
fir das Gesundheitssystem. Neben somatischen Krankheitsbildern wie Infektionen [44, 58],
Wundheilungsstorungen [45, 54] sowie kardiovaskuldren Erkrankungen [59, 68] z&hlen

hierzu auch psychische Erkrankungen wie die Depression [48, 87] und Angststérungen [43].

Genauere Untersuchungen, Uber welche Veranderungen der Zusammenhang zwischen
Stress und Krankheiten im Organismus vermittelt wird, sind hinsichtlich der Pravention
sowie der Behandlung verschiedenster Krankheitsbilder von enormer klinischer Relevanz.
Der Einfluss von Stress induziert tiber die Aktivierung eines korpereigenen Stresssystems
Veranderungen unterschiedlichster Organfunktionen. Der nachfolgende Abschnitt soll dem
Leser einen grundlegenden Uberblick tiber die Komponenten dieses Stresssystems und deren

Funktionsweisen verschaffen.

[1]



Einleitung

1.1.1 Die interagierenden Stresssysteme

Das Stresssystem setzt sich aus zwei interagierenden Komponenten zusammen. Einerseits
dem vegetativen Nervensystem, priméar vertreten durch das sympathische Nervensystem,
und andererseits der Hypothalamus — Hypophysen — Nebennierenrinden — Achse
(hypothalamo — pituitary — adrenocortical (HPA) axis). Beide werden durch ubergeordnete
Strukturen des zentralen Nervensystems kontrolliert, entfalten ihre peripheren Wirkungen
allerdings tber unterschiedliche Mechanismen [92]. Das Zusammenspiel der aufgefiihrten
Regulationssysteme dient unter kurzfristiger Stressexposition einer physiologischen, wie
auch emotionalen Anpassung des Organismus.

1.1.2 Das vegetative Nervensystem

Das vegetative Nervensystem besteht aus den drei Bestandteilen sympathisches,
parasympathisches und enterisches Nervensystem, wobei die beiden Bestandteile

Sympathikus und Parasympathikus nahezu alle Organe des Kdrpers innervieren.

Durch ihre meist gegensatzliche Wirkung auf die Organfunktion wurde der Begriff des
»funktionellen Antagonismus“ gepragt. Hierbei liegt dem trophotrop wirksamen
Parasympathikus im Sinne des ,, rest and digest“ - Prinzips eine Regenerationsfunktion zu
Grunde, wahrend der Sympathikus tiber seine ergotrope Funktion eine Leistungssteigerung
im Rahmen der sogenannten ,,fight or flight* - Reaktion vermittelt. Dies unterstreicht die
wichtige Rolle des Sympathikus unter akuter Stressexposition [33].

Die Kontrolle des vegetativen Nervensystems erfolgt Gber ein komplexes Netzwerk aus
zentralen Strukturen, in welchem der Hypothalamus eine bedeutsame Funktion einnimmt
[37].

Wahrend Uber das autonome Nervensystem eine schnelle Anpassung erfolgt, setzt die tber
die HPA — Achse vermittelte, hormonale Stressantwort vergleichsweise langsam ein [50].

1.1.3 Die HPA—Achse

Die HPA — Achse stellt neben dem sympathischen Nervensystem die zweite Komponente
des Stresssystems dar. Uber eine kaskadenartige Verschaltung der zentralen Strukturen
Hypothalamus und Hypophyse wird durch die Hormone corticotropin — releasing hormone
(CRH) und adrenocorticotropic hormone (ACTH) die systemische Freisetzung von
Glukokortikoiden (glucocorticoids; GC) aus der Nebennierenrinde (NNR) stimuliert. Dabei
regulieren GC Uber negative Feedback — Schleifen auf den Ebenen des Hippocampus, des

Hypothalamus und der Hypophyse ihre eigene Freisetzung; ein bedeutsamer Mechanismus,

[2]




Einleitung

welcher den Korper vor uberschielender Aktivitat der HPA — Achse schiitzt. Neben dem
Einfluss von Stress wird die Sekretion von GC unter basalen Bedingungen durch eine
zirkadiane Rhythmik bestimmt. Unter physiologischen Bedingungen erreichen GC ihre

maximale Konzentration im Blut zu Beginn der Wachphase [13, 73].

Lipophile GC bilden gemeinsam mit Mineralokortikoiden und Sexualhormonen die Familie
der Steroidhormone [13], wobei von Menschen vorwiegend Kortisol und von Nagern
uberwiegend Kortikosteron (corticosterone; CORT) als Hauptglukokortikoid synthetisiert
wird [36].

Freigesetzte GC werden im Blut entweder an ein Carrierprotein, das corticosteroid binding
globulin (CBG) oder an Albumin gebunden transportiert, wobei lediglich ungebundene GC
biologisch aktiv sind, was im Blut einem Anteil von etwa 5 % entspricht [61]. Des Weiteren
spielen Enzyme aus der Familie der 11 — hydroxysteroid dehydrogenasen (11 — HSD) eine
wichtige Rolle fir die biologische Verfligbarkeit der GC. Wahrend die 11 — HSD Typ 1
humanes Kortison in die aktive Form Kortisol umwandelt und somit die biologische
Verfligbarkeit von GC steigert, senkt die 11 — HSD Typ 2 die Aktivitat von GC durch
enzymatische Umwandlung von Kortisol zu Kortison. Gleiches Prinzip gilt in Nagetieren,
in welchen CORT die biologisch aktive Form ist, wohingegen 11 — Dehydrokortikosteron
die inaktive Form bildet [19].

Ihre Wirkung vermitteln GC (ber die Bindung an intrazellulare Rezeptoren. Es bestehen
zwei Subtypen, der Mineralokortikoidrezeptor (MR) und der Glukokortikoidrezeptor (GR),
welche hinsichtlich ihrer Gewebeverteilung sowie ihrer Affinitdt zu GC Unterschiede
aufweisen. MR kommen vor allem in mineralokortikoidsensitiven Organen wie der Niere
und dem Pankreas, aber auch im zentralen Nervensystem vor. Sie sind bereits bei niedrigen
GC - Konzentrationen besetzt und vermitteln unter basalen Bedingungen vor allem tiber den
Hippocampus die negative Feedbackschleife der GC. Im Gegensatz dazu vermitteln
ubiquitar exprimierte GR die Wirkungen von hohen endogenen GC - Konzentrationen und
spielen somit beim negativen Feedback — Mechanismus wéhrend des zirkadianen Peaks

sowie unter dem Einfluss von Stress eine bedeutende Rolle [13, 18, 39, 74].

In inaktiver Form sind die Rezeptoren als Multirezeptorkomplex an Hitzeschockproteine
(hsp) wie hsp90 und hsp70, sowie an Immunophiline wie FK51 binding protein (FKBP51)
beziehungsweise FKBP52 gebunden. Die Bindung von Steroidhormonen bewirkt eine
Konformationsédnderung des Rezeptors und ermdglicht die Einwanderung des Liganden —
Rezeptor — Komplexes in den Zellkern. In Form von Homo — oder Heterodimeren erfolgt

die Bindung an spezifische Promotorregionen, den glucocorticoid responsive elements

[3]
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(GREs), wodurch entsprechende Zielgene entweder vermehrt oder vermindert exprimiert
werden. Eine direkte Interaktion mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren ist ebenfalls
mdoglich [61, 93]. Neben der langsam vermittelten, Genom abhangigen Wirkung von GC
werden schnelle, Genom unabhdngige Effekte durch Bindung an membranstandige

G — Protein - gekoppelte Rezeptoren diskutiert [91].

1.2 Akute versus chronische Stressreaktion

Welche spezifische Wirkung von GC vermittelt wird, ist unter anderem abhéngig vom
entsprechenden Zielgewebe. Die (bergeordnete Aufgabe besteht darin, korpereigene
Parameter optimal an sich veréndernde Einfliisse anzupassen und eine bestmdgliche
korperliche Leistungsfahigkeit zu garantieren. Unter dem Einfluss von Stress, laut Hans
Selye die nichtspezifische Antwort des Korpers auf jegliche Anforderung [51, 83], wird
dieser adaptive Prozess auch durch den Begriff ,, allostasis “ beschrieben. Im Gegensatz dazu
bezeichnet ,, allostatic load* die schadigende Belastung des Koérpers durch Stress, welche
bei dauerhaft anhaltender Abweichung der Parameter von ihrem physiologischen
Normalbereich entstehen kann [69]. Welche langfristigen Effekte durch GC vermittelt

werden, hangt somit stark von deren Kinetik ab.

Vor allem in Bezug auf das Immunsystem besteht ein bidirektionaler Effekt in Abhangigkeit

von der Dauer, aber auch der Intensitét des zu Grunde liegenden Stressors.

1.2.1 Einfluss von akutem Stress auf das Immunsystem

Unter dem Einfluss von akutem Stress vermitteln die oben genannten Stresssysteme (iber die

Wirkung von Katecholaminen und GC eine Aktivierung des Immunsystems.

Beispielhaft stellten Dhabhar et al. fest, dass eine kurzfristige, im Zeitraum von etwa zwei
Stunden liegende, physiologische Erhéhung von Noradrenalin (NA) und vor allem von
CORT eine gesteigerte Immunaktivitat bewirkt. Dies zeigte sich in mannlichen Ratten an
einer verstarkten kutanen Hypersensibilisierungsreaktion sowie einer gesteigerten
Einwanderung von Lymphozyten in regionale Lymphknoten nach Antigenexposition tber
die Haut [24].

Nachfolgende Abbildung skizziert immunologische Verénderungen unter akuter
Stressexposition mit besonderem Hinblick auf Leukozyten. Freigesetztes NA fiihrt zu einer

verstérkten Proliferation und Auswanderung von Leukozyten aus dem Knochenmark (KM),

[4]
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der Milz und der Lunge in das Blut —und Lymphsystem. Die zeitlich versetzte Ausschiittung
von GC vermittelt die Umverteilung der Leukozyten in periphere Gewebe, in welchen unter
akuter Stressexposition eine erhdhte Gefahr fur Verletzungen oder Infektionen besteht.
Entscheidend sind dabei die gegensatzlichen Effekte, welche aus der erhohten
Immunaktivierung resultieren. Wéhrend eine verbesserte Abwehrfunktion des Korpers
gegenuiber Verletzungen oder Infektionen, fiir welche unter akuter Stressexposition ein
erhohtes Risiko besteht, als adaptive Schutzfunktion im Sinne des ,,Allostasekonzeptes*
gesehen werden kann, wird gleichzeitig das Risiko fir Entzindungen und

Autoimmunerkrankungen durch eine tberméaiige Immunaktivitat erhoht [22, 23].

Akute Stressexposition

4 v
Initial: NA'I\ AnschlieRend: GC 'I\
v v
Proliferation und Umverteilung und Mobilisation
Auswanderung von Leukozyten von Leukozyten
Re -~ R R 7 MEREN N
4 4
/I \\ ’/ \\\
’ \ 4 \
’ AN / \
/ \
/ \\ // ‘
/ \ 4
1 \ 4
/ \ 4
1 ‘ ’ > Haut
L /7
L > Lunge
> KM > Blut > Gastrointestinaltrakt
> Milz > Lymphe > Urogenitaltrakt
> Lunge > Mukosa
> Lymphknoten
. J
Y
Erhéhte Gefabhr fiir

iiberschiefSende Entziindungen
und Autoimmunerkrankungen

Abbildung 1: Schematische Darstellung immunologischer Veranderungen nach akuter

Stressexposition

Neben einer verbesserten Abwehrfunktion in potenziell gefdhrdeten Organen (griin)
erhdht die gesteigerte immunologische Aktivitidt jedoch auch das Risiko flr
tUberschielRende Entziindungen und Autoimmunerkrankungen (rot).

NA = Noradrenalin, GC = Glukokortikoide, KM = Knochenmark
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1.2.2  Einfluss von chronischem Stress auf das Immunsystem

Im Gegensatz zu einer gesteigerten immunologischen Aktivitat unter akuter Stressexposition
steht der inhibitorische Einfluss auf das Immunsystem, wenn der auslosende Stressor
besonders langanhaltend oder mit hoher Intensitat auf den Korper einwirkt. Chronisch
erhdhte Plasmakonzentrationen sowie pharmakologische Dosen von GC vermitteln ihre

immunsuppressive und antiinflammatorische Wirkung tber verschiedene Mechanismen.

Beispielsweise versteht man unter dem Begriff ,, Transrepression® die Genom - unabhangige
Bindung von monomeren GR an Transkriptionsfaktoren wie dem nuclear factor kappa —
light — chain — enhancer” of activated B — cells (NFkB) oder dem activator protein 1
(AP — 1) [13], woraufhin deren proinflammatorische Aktivitat gehemmt wird. Mittels
direkter genomischer Interaktion mit der Desoxyribonukleinséure (desoxyribonucleinacid;
DNA) wird die Synthese proinflammatorischer Mediatoren wie der Phospholipase A2 oder
der Cyclooxygenase gehemmt [65]. Auch die Zytokinexpression wird beeinflusst. So
verschiebt die Gabe des hochpotenten, synthetischen GC Dexamethason das Muster von
proinflammatorischen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor oo (TNF — o) und Interferon y
(IFN — y) zu Gunsten deren antiinflammatorischer Gegenspieler wie Interleukin 4 (IL — 4),
Interleukin 10 (IL — 10) und Interleukin 13 (IL — 13) [46].

Wéhrend  die  kurzfristige,  physiologische  Erhthung von  CORT  die
Sensibilisierungsreaktion in méannlichen Ratten nach Antigenexposition steigerte, fihrten
eine chronische Verabreichung von CORT (Uber sechs Tage oder eine Hochdosisgabe von
CORT oder Dexamethason zu einer reduzierten Reaktion auf eine kutane Antigenexposition
[24]. Des Weiteren zeigt sich die verminderte Immunfunktion unter dem Einfluss von
chronischem Stress am Beispiel der Haut anhand einer erhohten Inzidenz kutaner
Plattenepithelkarzinome [76] sowie durch eine kompromittierte Wundheilung mit

reduzierter Einwanderung von Immunzellen in eine Wunde [60].

Ahnlich wie im Rahmen von kurzfristig erhéhten GC — Konzentrationen stehen sich auch
unter dem Einfluss langfristig erhohter oder pharmakologischer Konzentrationen von GC
unterschiedliche Effekte gegenuiber. Somit sinkt im Vergleich zur akuten Stressexposition
die Gefahr fur Entziindungszustdnde und Autoimmunprozesse, wéhrend durch die reduzierte

korpereigene Abwehrfunktion das Risiko fur Infektionen oder Neoplasien steigt.

Die fir den Organismus entscheidende Frage lautet, wo sich zwischen diesen beiden

Extremen unter dem Einfluss von chronischem Stress und langfristig verénderten

[6]
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GC - Signalwegen ein Gleichgewicht einstellt und in wie weit dadurch die Entstehung von
Krankheiten begtinstigt wird.

Bei vielen Krankheiten, die in Zusammenhang mit chronischem Stress gebracht werden,
wird eine erhohte Sekretion von GC im Sinne einer chronisch Gberaktiven HPA — Achsen —
Aktivitdt gemessen. Hierzu zahlen beispielsweise Infektionserkrankungen des oberen
Atemwegssystems [38] oder das Erleiden eines akuten Herzinfarktes [62], aber auch

psychiatrische Krankheitsbilder wie die Depression [21, 42].

Im Gegensatz zu dieser lange angenommenen Meinung, chronischer Stress mache Uber eine
Uberaktivitat der HPA — Achse und anhaltende Uberproduktion von GC krank, deklarieren
Raison und Miller eine insgesamt verminderte GC — Signalweiterleitung (GC - Signalling)
als eine mogliche Ursache fir die Pathogenese verschiedener, insbesondere chronisch
entzindlicher Krankheiten unter dem Einfluss von chronischem Stress [75]. Sowohl im
Bereich der GC — Freisetzung, als auch im Bereich der GC — Wirkung finden ihrer Meinung
nach adaptive Veranderungen statt, welche die immunsuppressiven Effekte von anhaltend

hohen beziehungsweise pharmakologischen GC — Dosen beschranken.

1.2.3 Das GC-Signalling

Fur dieses Zusammenspiel zwischen GC — Freisetzung aus der NNR und GC — Wirkung in
verschiedensten Geweben des Korpers definierten Raison und Miller den Begriff
,,GC — Signalling®. Insuffizientes GC — Signalling umfasst dabei jeden Zustand, ,,in which
the signalling capacity of glucocorticoids is inadequate to restrain relevant stress —
responsive systems“ [67, S. 1555]. Zwei Mechanismen oder deren Kombination fiihren
dabei zum Zustand des insuffizienten GC — Signallings. Einerseits eine verminderte
hormonale Bioverfiigbarkeit von Steroiden im Sinne eines ,,Hypocorticismus® oder
andererseits eine reduzierte Sensitivitat von GC — Rezeptoren mit vermindertem Ansprechen

verschiedener Gewebe auf GC [67].

Raisons und Millers Hypothese — Krankheitsentstehung durch reduzierte hormonale
Bioverfligbarkeit von GC unter dem Einfluss von chronischem Stress — wird durch
unterschiedliche Studien gestutzt. Zu Erkrankungen, welche in Zusammenhang mit einem
basalen Hypocorticismus stehen, gehoren beispielsweise die Posttraumatische
Belastungsstorung (PTBS) [102], das chronische Erschopfungssyndrom [20], die
Fibromyalgie [15] sowie Idiopathische Schmerzsyndrome [94]. Im Gegensatz dazu steht bei

der Major Depression eine verminderte Sensitivitdt von GC — Rezeptoren im Fokus der

[7]
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Pathogenese, ein Zustand, der in Zusammenhang mit einer vermehrten EXpression
proinflammatorischer Zytokine steht und durch ein vermindertes negatives Feedback von
GC auf hoherliegende zentrale Regulationsstrukturen zu Stérungen innerhalb der
HPA — Achse flihrt [49, 53, 64, 67].

Eine reduzierte Sensitivitat von Rezeptoren bis hin zur einer Resistenz gegeniber GC liegt
jedoch nicht nur auf Grund der Pathogenese oben genannter Erkrankung im Fokus aktueller
Forschung. Auch in der medikamentdsen Therapie allergischer oder entzindlicher
Erkrankungen mit synthetischen GC wird dieser Mechanismus beobachtet und birgt fur die
betroffenen Patienten grofle Gefahren mit moglicherweise lebensgeféhrlichen Folgen.
Beispielhaft fiir eine allergische Erkrankung ist das Schwere Asthma. Eine gesteigerte
Zytokin — und Chemokinproduktion in Alveolarmakropohagen insbesondere schwer
betroffener Patienten trotz des Einflusses von GC spricht flr eine reduzierte Ansprechrate
auf deren antiinflammatorischen Effekte [11]. Auch in Bezug auf die Chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary disease, COPD) wurde ein reduziertes
Ansprechen auf den inhibitorischen Einfluss von Dexamethason in Alveolarmakrophagen
nachgewiesen [17], ein Zustand, welcher jedoch durch die Gabe von Theophyllin positiv
beeinflusst werden kann [14].

Die aufgefuhrten Krankheiten sowie therapeutischen Probleme verdeutlichen, welche grof3e
Klinische Relevanz hinter dem Begriff der ,,GC — Resistenz* steht. Intensive Forschung ist
notwendig, um ursachliche Mechanismen zu untersuchen, Screeningmethoden flr ein
frihzeitiges Erkennen geféhrdeter Patienten zu etablieren und mdgliche therapeutische

Ansatze zu entwickeln.

Der nachste Abschnitt vermittelt dem Leser einen Uberblick Uber bisherige
tierexperimentelle Erkenntnisse zur Entstehung der GC — Resistenz unter dem Einfluss von
chronischem Stress. Besonderer Fokus soll dabei auf Verdnderungen von Immunzellen der

Milz gelegt werden.
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1.3 GC-Resistenz im Allgemeinen und insbesondere von CSC

Die Ausbildung einer GC — Resistenz wurde tierexperimentell in verschiedensten
Stressmodellen untersucht. Wahrend alle der nachfolgend genannten Stressmodelle einen
adaquaten  Stressor  darstellen, um in  den untersuchten Ma&usen eine
HPA — Achsenaktivierung mit erhdhten Plasma — CORT — Werten zu induzieren, kann die

Entstehung einer GC — Resistenz nicht in jedem Modell beobachtet werden.

Bereits im Jahr 2000 zeigten Sheridan et al. eine erhdhte Mortalitdt in méannlichen
C57BL/6 — Mausen auf die nasale Applikation von A/PR8 Viren nach SRO — Exposition
(Stressmodell ,,social reorganization““; Neuorganisation der sozialen Hierarchie in einer
bestehenden Population aus funf Tieren durch Austausch der jeweils dominanten Maus fiir
insgesamt vier Zyklen tiber einen Zeitraum von acht Nachten) im Vergleich zu RST — Tieren
(Stressmodell ,,restraint stress‘; 16-stiindige Immobilisation wahrend der Wachphase in
vier aufeinanderfolgenden Né&chten). Ursachlich konnten sie eine verminderte in vitro
Sensitivitdt von isolierten, Concanavalin A stimulierten Milzzellen auf CORT nach
SRO - Exposition nachweisen. Die somit gestorte Immunregulation fiihrte zu einer
zellvermittelten Entziindung in den Lungen der betroffenen Tiere und folglich zu einer
erhdhten Mortalitat [35, 84]. Waéhrend RST als rein physischer Stressor keine
GC — Resistenz vermittelt [66, 84], flhren andere Modelle mit zusétzlicher psychosozialer
Stresskomponente zur Entstehung der GC — Resistenz. Neben dem SRO — Paradigma lasst
sich dieser Effekt auch in den Modellen SDR (Stressmodell ,,social disruption *“; 2-stlindiges
Einbringen eines aggressiven Eindringlings in eine bestehende Population aus funf Tieren
in insgesamt 6 Zyklen Gber einen Zeitraum von einer Woche) und PF (Stressmodell ,,paired
fighting “; 30-minutiges Zusammenbringen eines Tieres mit einem Angreifer fir insgesamt

6 Zyklen Uber einen Zeitraum von einer Woche) beobachten [5, 84, 89].

Ein weiteres, klinisch relevantes Tiermodell fiir die ndhere Untersuchung eines veranderten
GC — Signallings stellt das von Reber et al. entwickelte Modell der chronisch subordinierten
Koloniehaltung (chronic subordinate colony housing, CSC) dar [51, 71, 81]. Im Gegensatz
zu den bisher genannten Paradigmen bietet das CSC — Modell jedoch durch seine 19-tagige
Laufzeit die Gelegenheit, Verdnderungen in der GC — Signaltransduktion auch nach

langerfristiger Stressexposition zu betrachten.

Chronisch psychosozialer Stress, welcher auf mannliche C57/BL6 — Mause wahrend ihrer
Exposition im CSC einwirkt, erhdht das Risiko fur diverse affektive wie somatische
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Pathologien in den gestressten Tieren im Vergleich zu einzeln gehaltenen Kontrolltieren
(single housed controls, SHC). Beispielhaft seien ein verstarktes Angstverhalten auf der
elevated plus — maze (EPM) [71, 86] oder in der light — dark box (LDB) [72] sowie die
Entstehung einer Kolitis [71] oder ein erhdhtes Darmkrebsrisiko [63] nach 19 Tagen CSC

genannt.

Erwartungsgemal lassen sich in CSC — Tieren auch Stress induzierte Veranderungen im
Bereich der HPA — Achse nachweisen. Eine Zellhyperplasie vermittelte Zunahme der
absoluten Organgewichte von Hypophyse und Nebennieren (NN) sowie eine erhohte
ACTH — Konzentration im Plasma sprechen fir Veranderungen auf verschiedenen Ebenen
der Stressachse nach CSC - Exposition [28, 30]. Vergleichbare morgendliche
Plasma — CORT - Spiegel zwischen SHC und CSC — Tieren und eine verminderte in vitro
Sensitivitat von NN — Zellen auf ACTH in gestressten Tieren deuten auf moéglicherweise
adaptive Anpassungsvorgdnge zum Schutz vor systemischen Auswirkungen einer
uberschiefenden GC — Aktivitdat hin. Zudem wird in CSC — Tieren eine Stoérung der
zirkadianen GC — Ausschittung mit fehlendem Anstieg der Blutkonzentration von CORT
zu Beginn der Wachphase beobachtet, was fur ein verédndertes GC — Signalling durch basalen
Hypocorticismus nach 19-tégiger CSC — Exposition spricht [71].

Neben einem Hypocorticismus lasst sich in Tieren nach CSC — Exposition zudem eine
verminderte GC — Sensitivitat als zweite Komponente eines gestorten GC — Signallings
nachweisen. So ist der eigentlich inhibitorische Effekt von CORT auf die Zellaktivitat
isolierter Gesamtmilzzellen nach in vitro Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) in
CSC — Tieren im Vergleich zu den Kontrollen abgeschwécht [71]. Zudem zeigten Schmidt
et al. eine reduzierte in vitro GC — Sensitivitét in anti — CD3 stimulierten T — Lymphozyten
nach Isolation aus peripheren Lymphknoten von CSC — Tieren. Die GC — Resistenz
entwickelte sich dabei in Abhangigkeit vom Subtyp der T — Lymphozyten. Wéhrend die
Produktion der Zytokine TNF — a, Interleukin 6 (IL — 6) und IFN y durch die Hinzugabe von
Dexamethason erfolgreich gehemmt wurde, reagierten IL — 4 und IL — 10 produzierende
T — Lymphozyten insensitiv auf die supprimierende Wirkung von Dexamethason, was fr
die Ausbildung einer GC — Resistenz speziell in Th2 — Lymphozyten (T — Helfer —
Lymphozyten Subtyp 2) nach 19-tdgiger CSC Exposition spricht [81].

Durch die Einschrénkung der normalerweise immunmodulierenden Effekte von GC zeigt
sich ein immunologisches Ungleichgewicht zu Gunsten einer vermehrten
Entziundungsaktivitat in CSC — Tieren im Vergleich zu den nicht gestressten Kontrollen [51].

Neben der Entstehung einer spontanen Kolitis sprechen eine vermehrte in vitro
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Zytokinsekretion von mesenterialen Lymphknotenzellen nach anti — CD3 Stimulation [71],
ein Abfall regulatorischer T — Lymphozyten sowie eine gesteigerte Reaktivitdt von
T — Lymphozyten aus peripheren Lymphknoten fiir eine verstiarkte immunologische
Aktivitdt. Diese wird zudem durch eine erhéhte Zellzahl an B — Lymphozyten in
Lymphknoten sowie eine Zunahme von Keimzentren und Sekundarfollikeln in der Milz

unterstrichen [81].

Dabei stellt die chronisch subordinierte Koloniehaltung nicht das einzige Tiermodell dar, in
welchem durch den Einfluss von chronischem Stress eine systemische Entziindungsreaktion
induziert wird. Quan et al. zeigten, dass Tiere auch nach oben erwahnter SDR - Exposition
auf Grund massiver, entziindlich bedingter Schaden in diversen Organen eine erhohte
Mortalitat wahrend eines durch LPS — Gabe induzierten endotoxischen Schocks aufweisen
[66]. Eine reduzierte Translokation des GR — Proteins vom Zellplasma in den Kern nach
Hinzugabe von CORT in isolierten Splenozyten aus SDR — Tieren spricht fur ein gestortes

GC — Signalling als Ursache fir die beobachtete Hyperinflammation [65].

In Bezug auf das SDR — Paradigma wurden bereits einige Erkenntnisse gesammelt, welche
die GC — Resistenz in Milzzellen speziell flr dieses Modell néher charakterisieren. Neben
einem deutlich erhéhten Milzgewicht konnte nach in vitro Stimulation mit LPS eine
verminderte Proliferationshemmung sowie eine gesteigerte IL — 6 Produktion in isolierten
Milzzellen trotz Hinzugabe von CORT nachgewiesen werden. Die reduzierte
CORT - Sensitivitat in den Milzzellen wird dabei nicht durch B — Lymphozyten vermittelt,
sondern allein durch CD11+ Makrophagen (cluster of differentiation, CD) [89]. Die dabei
gesteigerten IL — 6 — Spiegel vermitteln jedoch nicht die Entstehung der GC — Resistenz,
sondern sind lediglich Ausdruck einer erhohten Zellaktivitét [88].

Untersuchungen von Engler et al. sprechen dafir, dass die Entstehung der GC — Resistenz
in stimulierten Milzzellen nach Exposition im SDR durch eine Migrationsbewegung reifer,
GC — insensitiver CD11b+ Zellen vom Knochenmark in die Milz vermittelt wird. Wahrend
die CORT - Sensitivitat in Knochenmarkszellen mit Abnahme reifer CD11b+ Zellen steigt,
sinkt die CORT — Sensitivitat in der Milz wahrend der Stressexposition mit zunehmender
Zahl an einwandernden CD11b+ Zellen [26]. Die vermehrte Einwanderung von Monozyten
und neutrophilen Granulozyten in die Milz sowie in die Blutbahn wird von einer
kompensatorisch gesteigerten Myelopoese dieser Zelllinien im Knochenmark begleitet,

woraus insgesamt eine Verbesserung der schnellen, angeborenen Immunitat resultiert [25].
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Interessanterweise zeigen Untersuchungen, dass die Exposition im SDR — Modell in
gestressten Tieren zwar eine MilzvergroRerung sowie ein vermehrtes Einwandern CD11+
Zellen in die Milz mit gesteigerter Zellaktivitat bewirkt, ohne die Zugabe von LPS allerdings

keine Resistenz gegeniber CORT in Milzzellen gemessen werden kann [3].

Ein wichtiger Einflussfaktor, ob und in welchem Ausmal} eine GC - Resistenz entsteht, ist
das Vorhandensein von Bissverletzungen. Avitsur et al. zeigten, dass Tiere, welche wéhrend
der Stressexposition von anderen Kéfiggenossen im Rahmen von Rangké&mpfen durch
Bisswunden verletzt wurden, eine hohere Resistenz gegeniber CORT in isolierten
Milzzellen aufweisen als unverwundete Tiere [6]. Da in dieser Studie zusatzlich gezeigt
wurde, dass die GC — Resistenz nach SDR — Exposition besonders stark in Tieren mit
submissiven Verhaltensweisen zu beobachten war, wird vermutet, dass ein derartiges
Stresscoping das Risiko fir Bissverletzungen und somit flir die Entstehung der
GC - Resistenz erhoht. Eine direkte Verbindung zwischen Bissverletzungen und den
gezeigten Verhaltensweisen der Tiere wéhrend der Stressexposition wurde jedoch nach
aktuellem Kenntnisstand nicht untersucht. Zudem fehlen Untersuchungen zum individuellen
Zusammenhang zwischen der Menge und der Intensitdt von Bisswunden und dem Ausmal
der entstandenen GC — Resistenz. Gleiche Plasma — CORT — Werte zwischen subordinierten
und nicht subordinierten sowie zwischen verletzten und unverletzten Tieren sprechen gegen

die Ausbildung einer GC — Resistenz in Abhéngigkeit von unterschiedlichen GC — Spiegeln
[6].

Grundlegend fur die Ausbildung der GC — Resistenz scheint, wie eingangs erwahnt, neben
der Art des Stressmodells auch die zeitliche Komponente der Stressexposition zu sein. Damit
sich diese im Rahmen von SDR entwickelt, ist eine Stressexposition Gber mindestens sechs
Zyklen notwendig, wahrend nach ein oder drei Zyklen keine Effekte messbar sind. Sechs
Zyklen sind jedoch ausreichend, um nicht nur unmittelbar nach Beendigung des Modells,
sondern auch noch bis zehn Tage danach eine langfristig anhaltende GC — Resistenz zu
induzieren [4].

Neben der Gesamtanzahl an Zyklen ist zudem die tagliche Dauer der Stressexposition
entscheidend. SDR fir taglich zwei Stunden Uber insgesamt sechs Zyklen induziert eine
Splenomegalie sowie eine GC — Resistenz. Werden die téglichen Zeitintervalle jedoch
sukzessiv auf bis zu 14 Stunden am Tag gesteigert, verschwinden diese Effekte [6].
Insbesondere in Bezug auf das CSC — Modell ist diese Beobachtung von Bedeutung, da
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letztgenanntes Paradigma der zeitlichen Stressexposition im CSC sehr dhnlich ist. Somit
bietet das CSC — Modell im Vergleich zum SDR — Paradigma die Mdglichkeit, die
Entstehung einer GC — Resistenz unter dem Einfluss einer deutlich langeren und dabei

dauerhaft einwirkenden Stressexposition zu untersuchen.

Unterschiedlichste  Faktoren wie individuelle Verhaltensweisen und mogliche
Begleitverletzungen der Tiere wéhrend der Stressexposition, aber auch die Art und die
zeitliche Kinetik des verwendeten Stressmodells spielen eine Schlusselrolle in der
Ausbildung einer GC — Resistenz in LPS stimulierten Milzzellen. Insbesondere in Bezug auf
das CSC - Modell sind zukiinftige Untersuchungen notwendig, um ursdchliche
Mechanismen einer GC — Resistenz und deren mdglicherweise adaptiven Hintergrinde

speziell fur dieses Tiermodell ndher bestimmen zu kénnen.
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1.4 Fragestellung

Reber et al. zeigten, dass eine 19-tagige Exposition im CSC — Modell neben affektiven und
somatischen Stérungen auch ein vermindertes GC — Signalling in den gestressten Tieren
induziert. Neben einem Hypocorticismus weisen die Tiere eine Resistenz gegeniiber GC auf,

welche sich unter anderem in isolierten Milzzellen zeigt [51, 71].

Allerdings fallt die von Reber et al. gemessene GC — Resistenz in Splenozyten von
CSC — Tieren im Vergleich zum Ausmal} der beschriebenen GC — Resistenz in Milzzellen
von Tieren aus anderen Stressmodellen wie dem SDR nahezu verschwindend gering aus
[71, 89]. Dies verwundert, da beides Modelle fir die Induktion von sozialem Stress sind.
Allerdings ist bekannt, dass neben der Qualitét des Stressors auch die zeitliche Kinetik des
verwendeten Stressmodells sowie Verletzungen durch Bisswunden die Ausbildung einer
GC — Resistenz beeinflussen [6, 84].

Im Rahmen dieser Dissertation soll untersucht werden, ob die verhaltnismaRig lange Dauer
des CSC — Modells an sich oder die wahrend der CSC — Exposition bisher nicht erfassten
Bissverletzungen die deutliche Diskrepanz im Ausmal? der induzierten GC — Resistenz im
Vergleich zu anderen Tiermodellen erklaren. In Anlehnung an das SDR — Modell soll fur
die Bestimmung der GC — Resistenz ein Protokoll der AG Engler dienen, welches 2007 auch
von Reber et al. verwendet wurde [26, 71]. Danach werden Milzzellen isoliert, in vitro
mittels Zugabe von LPS stimuliert und deren Zellaktivitat anschlieBend unter dem Einfluss
unterschiedlicher CORT — Konzentrationen gemessen. In dieser Arbeit soll allerdings auf
ein Zellpooling mehrerer Tiere verzichtet werden, um interindividuelle Unterschiede in der
Entstehung der GC — Resistenz zwischen den verschiedenen Versuchstieren erfassen und

mit deren Bisswunden korrelieren zu kénnen.

Wiéhrend in bisherigen Untersuchungen zum SDR — Modell lediglich eine Differenzierung
zwischen verletzten und unverletzten Tieren anhand einer &uRerlichen Fellinspektion
erfolgte [6], soll in dieser Arbeit eine Methode zur detaillierten und individuellen
Quantifizierung von Bissverletzungen entwickelt und etabliert werden. Somit wird es
erstmals ermdglicht, das Ausmal einer GC — Resistenz in Milzzellen und die Intensitat von
Bissverletzungen als Einflussfaktor unter der Fragestellung eines dosisabhéngigen
Zusammenhangs zu betrachten. Mit der Bestimmung des Organgewichts sowie der

Zellzahlen soll die Untersuchung der Milz vervollstandigt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 1: Material fir die Milzzellstimulation
Material Firma Katalog-Nr.
95 % EtOH (Ethanol) Apotheke Uni Ulm
Aqua bidest Apotheke Uni Ulm
TS T 36 Ao QSO CAL— pr
CORT (Kortikosteron) Sigma - Aldrich C2505
(FF%?aI calf serum) Biochrom S0615
?Hiiis’ Balanced Salt Solution) Sigma - Aldrich He648
FKI:ﬁl?r%hydrogencarbonat) Sigma Aldrich #237205
I(_Ifirs)(;pill)(/::allz:charid Escherichia coli 0111:B4) Sigma - Aldrich L4391
E\ll\?;tErli?J-rrnéEthylendiamintetraessigsaure) AppliChem A3553
E\ll\?grl?umhy droxid) VWR International ~ #28244.295
?'Aan‘]ﬁ]'oniumchlori d) Sigma - Aldrich A9493
Penicillin / Streptomycin Invitrogen #15070-063
RPMI 1640 (Zellkulturmedium) Sigma - Aldrich R8758
Trypanblauldsung Sigma - Aldrich T8154
Mikrotiterplatte 48 Wells BD Biosciences #351178
Mikrotiterplatte 96 Wells BD Biosciences #353072
Nalgene™ MF75™ Sterile Filtereinheit 0,2um Thermo Scientific #157-0020
Neubauer Zahlkammer Carl Roth T728.1
Spritze 2 ml Braun #4606027V
Zellfilter 70 pm BD Biosciences #352350
Zellkulturschalen 60 mm Carl Roth PK38.1
Zentrifugenréhrchen 50 ml VWR International #21008-940
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Tabelle 2: Hergestellte Medien flr die Milzzellstimulation

HBSS = Hanks" balanced salt solution, FCS = fetal calf serum,
RPMI = Zellkulturmedium, EDTA = Ethylendiamintetraessigséure,
ACK - Lyse — Puffer = Ammonium — Chlorid — Kalium — Lyse — Puffer,
Na;EDTA = Natrium - Ethylendiamintetraessigsaure, NaOH = Natriumhydroxid,
NH4CIl = Ammoniumchlorid, KHCO; = Kaliumhydrogencarbonat

Losung Bestandteile

HBSS + FCS 500 ml HBSS

50 ml FCS (hitzeinaktiviert)
RPMI+ 1640 500 ml RPMI 1640

0,5M EDTA - L6sung
*pH 8

10x ACK — Lyse — Puffer
*0,2 um steril filtriert

1x ACK — Lyse — Puffer

50 ml FCS (hitzeinaktiviert)
50 pg/ml Streptomycin
50 U/ml Penicillin

93,05 g Na,EDTA in 350 ml Aqua bidest
mittels NaOH pH 8 einstellen
auf 500 ml mit Aqua bidest auffullen

41,45 g NH.CI
59 KHCO;
10 ml 0,5 M EDTA - Lésung

2 ml 10x ACK — Lyse — Puffer
18 ml Aqua bidest

Tabelle 3: Sonstige Geréate und Materialien
Material Firma Modell
Analysenwaage Sartorius AZ214
Inkubator Thermo Scientific BB15
Kamera Sony DSLR-A350

Mikrotiter Plattenleser
Prézisionswaage
Sterilbank

Zellzéhler

Zentrifuge

BMG Labtech

Sartorius

Thermo Scientific

Biorad

Thermo Scientific

FLUOstar OPTIMA
Talent TE601

MSC Advantage
TC20

Megafuge 40R
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2.2 Methoden

2.2.1 Tiere

Als Versuchstiere dienten mannliche C57BL/6 — Mause im Alter von 36-45 Tagen mit
einem Gewicht von 18-22 g von Charles River (Sulzfeld, Deutschland). Vor
Versuchsbeginn wurden die Tiere fur mindestens sieben Tage in Einzelkafigen (16 x 22 x
14 cm) gehalten. Als dominante Residents wurden &ltere, mannliche CD1 — M&use mit einem
Gewicht von 30-35 g von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) verwendet, welche vor
ihrem Einsatz im CSC auf Dominanz und Aggressivitit getestet wurden. Um
schwerwiegende korperliche Verletzungen der Versuchsméuse zu vermeiden, wurden
ubermalig bissige Residents vom Versuch ausgeschlossen. Die dominanten M&use wurden
mehrmals verwendet, wobei die Haltung zwischen den Versuchen in Einzelkéfigen erfolgte.
Die Haltung aller Tiere erfolgte unter Standardbedingungen (Licht — / Dunkelzyklus 12/12
Stunden, Beginn der Lichtphase 6:00 Uhr; Temperatur 20 £2 °C; Luftfeuchtigkeit ca. 40 %),
wobei der Zugang zu Wasser und Futter ad libitum war. Fir die Durchfiihrung der VVersuche
lag gemaR den ublichen Regularien eine Tierversuchsgenehmigung mit dem Aktenzeichen
35/9185.81-3 und der Versuchsnummer 1136 vor.

2.2.2  Modell der chronisch subordinierten Koloniehaltung

Als Stressmodell wurde das im Jahr 2007 von Reber et al. etablierte Modell der 19-tagigen
chronisch subordinierten Koloniehaltung gewahlt, um bei den Versuchstieren chronischen

psychosozialen Stress zu induzieren [71].

Die Einteilung der Tiere in eine Kontrollgruppe (SHC) und eine Stressgruppe (CSC) erfolgte
anhand des Korpergewichts. Dazu wurden alle Tiere nach einer einwdchigen
Eingewohnungsphase an Tag 1 gewogen und in zwei Gruppen mit jeweils gleichem
Gewichtsmittelwert eingeteilt. Wahrend der Versuchsdauer wurden die Kontrolltiere in
Standardeinzelkéfigen gehalten und aufler durch den wdchentlichen Kafigwechsel nicht

gestort.

Zwei Stunden vor Beginn der Stressexposition wurde der Resident in einen
Beobachtungskafig (Plexiglas, 38 x 22 x 35 cm) gesetzt, um ihm einen territorialen Vorteil
zu verschaffen. Durch Hinzusetzen der vier Versuchstiere wurde die Stressgruppe
komplettiert. Das Verhalten der Tiere wurde wahrend der ersten 60 Minuten analysiert, um
sicherzustellen, dass die Versuchstiere dem Resident gegenuber eine unterwirfige Position

einnahmen.
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Abbildung 2: Versuchstiere wahrend der CSC — Exposition

Stehen auf den Hinterbeinen durch zwei Versuchstiere (linker Bildrand) im Rahmen
eines submissiven Copingverhaltens gegentiber dem Resident (unterer Bildrand).

CSC = Chronisch subordinierte Koloniehaltung

Um wahrend der 19-tdgigen Stressexposition Gewohnungseffekte zwischen den
Versuchstieren und dem Resident zu verhindern, wurden die Tiere wie in Abbildung 3
ersichtlich, an den Tagen 8 und 15 jeweils zu einem neuen Resident gesetzt. Das
Korpergewicht wurde am Tag 1 vor Beginn der CSC — Exposition und am Tag 20

unmittelbar vor der Dekapitierung bestimmt. Die Totung der Tiere erfolgte am Tag 20.
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Abbildung 3: Schematischer Ablauf des CSC — Paradigmas
CSC = Chronisch subordinierte Koloniehaltung
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2.2.3 Experimentelles Design

Zielsetzung dieser Arbeit war es, Effekte der 19-tdgigen CSC — Exposition auf die
Sensitivitat von isolierten Milzzellen auf GC zu untersuchen. Des Weiteren sollten
Auswirkungen des CSC — Paradigmas auf den Zusammenhang zwischen individuellen

Bissverletzungen und verschiedenen Parameter der Milz bestimmt werden.

Dazu wurden die Tiere, wie unter 2.2.2 beschrieben, in eine Stress —und eine Kontrollgruppe
eingeteilt. Die Tiere wurden sowohl bei dem durchgefihrten
Etablierungsversuch/Experiment 1, als auch nach der Durchfiihrung des Experiments 2 an
Tag 20 zwischen 08:00 und 10:00 Uhr gewogen und anschlieRend durch Dekapitierung
getotet. Bei allen Tieren wurde die Milz herausprépariert, gewogen und bis zur in vitro
Stimulation in eisgekihlter HBSS aufbewahrt. Zudem wurde bei allen CSC — Tieren das Fell
abprépariert und Fotoaufnahmen angefertigt, welche anschlielend der Auswertung von

Bissverletzungen dienten.
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’ /hofé’e
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- |

19 Tage CSC

Tétung

-
\4

-Bestimmung von Kérper- und Milzgewicht

-Bestimmung der Milzzellzahlen

-Durchfiihrung der in vitro Stimulation isolierter Milzzellen
-Auswertung Bissverletzungen (nur CSC)

Abbildung 4: Ablauf der Datenerhebung nach Beendigung der CSC - Exposition

CSC = Chronisch subordinierte Koloniehaltung

2.2.4 Dekapitierung und Entnahme der Milz

Am Ende des jeweiligen Versuchs wurden die Tiere mit Kohlenstoffdioxid (COz) betaubt
und nach Bestimmung des Korpergewichts dekapitiert. Die Zeit zwischen dem Eingreifen
in den Kafig und der Dekapitierung wurde unter zwei Minuten gehalten, um einen
stressbedingten Hormonanstieg, beispielsweise von CORT oder NA, im Blut zu vermeiden.
Aus diesem Grund erfolgte die Toétung aller vier CSC — Tiere eines Kafigs zeitgleich. Im
Anschluss an die Dekapitierung wurde die Milz durch einen ventralen Bauchschnitt
entnommen und nach Entfernen des umliegenden Fettgewebes gewogen. Die Aufbewahrung

der Milz bis zu der in vitro Stimulation erfolgte in eisgekthlter HBSS.
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2.2.5 Invitro Stimulation der isolierten Milzzellen

Um eine Einzelzellsuspension zu erhalten, wurde die Milz nach ihrer Aufbewahrung in
eisgekiihlter HBSS mit dem Stempel einer Spritze in 5 ml HBSS homogenisiert und die
erhaltene Suspension durch einen 70 pl Cell Strainer in ein Tube tberfiihrt. Nach Hinzugabe
weiterer 25 ml HBSS wurde die Zellsuspension fir 12 min bei 1600 U/min und 4 °C
zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen und die noch im Pellet
enthaltenen Erythrozyten durch Zugabe von 1 ml 1x ACK — Lyse — Puffer fur 2 min bei
Raumtemperatur lysiert. Zum Abstoppen des Lysevorgangs wurden 30 ml HBSS/10% FCS
hinzugegeben und die Zellsuspension fiir 10 min bei 1600 U/min und 4°C zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Uberstandes und Hinzugabe von 5 ml HBSS wurde die Zellsuspension erneut
durch einen 70 ul Cell Strainer in ein weiteres Tube Uberflhrt, wodurch die Zellreste der
lysierten Erythrozyten entfernt wurden. Nachdem die Zellsuspension erneut zentrifugiert
(10 min bei 1600 U/min und 4°C) und der Uberstand verworfen wurde, erfolgte die
Resuspension des Zellpellets in 15 ml Zellkulturmedium (benannt nach Roswell Park
Memorial Institute; RPMI+ 1640).

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte automatisch in einem Zellzéhler mittels
Trypanblau — Assay. Hierzu wurden 10 pl der Zellsuspension im Verhéltnis 1:1 mit

Trypanblau gemischt.

AnschlieBend wurden nach erneuter Zentrifugation (10 min bei 1600 U/min und 4°C) und
dem Verwerfen des Uberstandes die im Pellet enthaltenen Milzzellen jedes Tieres anhand
der gemessenen Zellzahl mit einer entsprechenden Menge RPMI 1640 + auf eine Zelldichte

von 5 x 10° Zellen / ml verdiinnt.

Auf 96er Wellplatten wurden schliellich in Doppelbestimmung pro Tier 24 Wells mit
jeweils 50 pl Zellsuspension ausplattiert, was einer Zellzahl von 25 x 10* Zellen pro Well
entspricht. Wahrend eine Hélfte basal mit 45 pl RPMI+ 1640 Medium behandelt wurde,
wurde die andere Halfte der Wells mit 45 pl LPS — LAsung (gel6st in RPMI+ 1640 Medium,
finale Konzentration im Well 1 pg/ml) versetzt und die enthaltenen Zellen stimuliert. Um
die GC — Sensitivitat der basal oder mittels LPS — stimulierten Zellen zu bestimmen, wurden
beide Ansatze jeweils mit 5 pl einer Verdinnung versetzt, welche CORT in sechs
verschiedenen Konzentrationen enthielt. Das vorher in 95 %igen EtOH geléste CORT wurde
kurz vor der Stimulation mittels RPMI+ 1640 Medium verdlnnt, sodass die finalen
Endkonzentrationen in den Wells 0 uM, 0,005 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 0,5 uM und 5 pM
betrugen. Neben physiologischen wurden die Zellen somit auch mit pharmakologischen

CORT - Konzentrationen behandelt. Anschlielend erfolgte die Inkubation der Zellen fir
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48 h bei 37 °C und 5 % CO.. Nach der Inkubationsphase wurde die cell viability als MaR fur
die Menge sowie die Stoffwechselaktivitat der enthaltenen Zellen mit Hilfe des CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Prolifereation Assays (MTS, Promega, Madison; USA)
gemessen. Fur diese kolorimetrische Bestimmung der cell viability wurden jeweils 20 pl der
MTS — Tetrazolium — Verbindung zu den im Well enthaltenen Zellen gegeben. Die
MTS — Tetrazolium — Verbindung setzt sich aus 3 - (4,5-dimethylthiazol-2-yl) - 5 -
(3-carboxymethoxyphenyl) - 2 - (4sulfophenyl) - 2H - tetrazolium und Inner Salt, sowie
Phenazin Ethosulfat (PES) zusammen. Die anfanglich gelbe Farblésung wird unter
Verbrauch von Nicotinamid — Adenin — Dinukleotid (Phosphat) (NAD(P)H) zu rotbraun
gefarbtem Formazan reduziert, welches im Kulturmedium I6slich ist. Das fir diese Reaktion
notwendige NAD(P)H wird von Dehydrogenasen stoffwechselaktiver Zellen gebildet. Nach
3-stiindiger Inkubation mit MTS bei 37 °C und 5 % CO; erfolgte mittels eines Plattenlesers
die kolorimetrische Absorptionsmessung bei einer Wellenldange von 450 nm. Die dabei
gemessene Absorption ist direkt proportional zur Menge des gebildeten Formazans und
somit indirekt proportional zur cell viability der im Well enthaltenen Zellen. Zusétzlich
wurde fir jede Stimulationsbedingung die Extinktion (Background) gemessen. Diese Wells
enthielten die entsprechenden Losungen und Medien, jedoch keine Zellen, um mogliche
Interferenzen mit dem kolorimetrischen Assay bestimmen und diese bei spateren

Berechnungen bertcksichtigen zu kénnen.

In Anlehnung an andere Studien wurde die unter der Bedingung CORT = 0 uM gemessene
Differenz zwischen der basalen und der LPS stimulierten cell viability zur weiteren
Bestimmung der GC — Resistenz auf den Ausgangswert 100% festgelegt. Die Differenzen
der cell viability unter dem Einfluss der restlichen CORT — Konzentrationen wurden
anschlieBend im prozentualen Verhaltnis zu diesem Ausgangswert berechnet. Somit sollte
eine Ergebnisverzerrung durch grundlegende Baselineunterschiede zwischen den einzelnen

Tieren verhindert werden.
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Abbildung 5: Plattenbelegung mit Milzzellsuspensionen nach Inkubation mit MTS

Im oberen Bereich der Abbildung sichtbar sind die Milzzellsuspensionen von zwei
SHC — Tieren sowie einem CSC — Tier. In Doppelbestimmung wurden die Zellen
basal mit Medium sowie unter stimulierten Bedingungen mit LPS behandelt und
jeweils mit CORT unterschiedlicher Konzentrationen versetzt. In Wells mit hohem
Zell — bzw. Stoffwechselumsatz wird nach MTS — Zugabe mehr Formazan gebildet,
was an der rotbraunen Verfarbung erkennbar ist, wéhrend in Wells mit wenig Zell —
bzw. Stoffwechselumsatz die anfénglich gelbe Farbung erhalten bleibt. Zum
Vergleich sind im unteren Abschnitt Wells gezeigt, die lediglich Medium und MTS
ohne Zellen enthalten und als Background dienen.

CORT = Kaortikosteron, RPMI = Zellkulturmedium, LPS = Lipopolysaccharid,
SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch
subordinierter Koloniehaltung, MTS = Cell Proliferation Assay

2.2.6 Praparation des Fells und Anfertigen der Bildaufnahmen

Bei allen CSC — Tieren wurde zudem auf der dorsalen Kdérperseite das Fell entfernt. Dies
erfolgte mittels stumpfen Abldsens der Subkutis (mit den oberflachlichen Hautschichten
Epidermis und Dermis) von der darunterliegenden Korperfaszie. Wie in Abbildung 6
sichtbar, wurde die abgeloste Hautpartie vom Korper abgeklappt, sodass zum einen die
Unterseite der subkutanen Hautschicht, als auch die Oberseite der dorsalen Kérperfaszie mit
der darunterliegenden Muskulatur nebeneinander liegend sichtbar waren. Fur jedes
CSC — Tier wurde diese Ansicht anschlieBend unter standardisierten Bedingungen

fotografiert und die Aufnahme gespeichert.
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Abbildung 6: Unbearbeitete Aufnahme eines préaparierten Tierkdrpers

2.2.7 Aufbereitung und Auswertung der Fellaufnahmen

Ziel im zweiten Teil der Arbeit war es, die gemessenen Milzparameter in Abhangigkeit von
Bisswunden zu betrachten. Hierflr sollte ein standardisiertes Vorgehen zur objektiven
Quantifizierung von &uflerlichen Verletzungen durch Bisse entwickelt werden. Wie unter
2.2.6 bereits beschrieben, wurde dazu nach entsprechender Préparation eine Fotoaufnahme
jedes CSC — Tieres im RAW — Format angefertigt. Dieses Bild wurde im Anschluss mit
Hilfe von Bildbearbeitungsprogrammen (Grafiksoftware UFRaw (Version 0.18) sowie GNU
Image Manipulation Software (Version GIMP 2.6.12)) fur die spatere Auswertung anhand
eines daflr ausgearbeiteten Scores vorbereitet.

Dazu wurde im Imageprogramm GIMP2 ein beschriftetes Gitternetz erstellt, welches im
Anschluss Uber das importierte Bild gelegt wurde, um sowohl die Fellunterseite, als auch
die Dorsalansicht des Tierkorpers zur einfacheren Auswertung in jeweils 20 gleich grofe
Rechtecke zu unterteilen. Nach Import eines Bildes in das Bildbearbeitungsprogramm wurde
die vorher angefertigte Gitterschablone an die GrolRe des fotografierten Fells angepasst,

ausgeschnitten und das bearbeitete Bild gespeichert (siehe Abbildung (s. Abb.) 7).
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Abbildung 7: Bearbeitete Fellaufnahme mit Gitterschablone

Auf der linken Seite der Abbildung ist die Unterseite der vom Kdorper abgelsten
Subkutis (A — E), auf der rechten Seite die dorsale Korperfaszie mit
darunterliegender Muskulatur (F — K) sichtbar. Das Gitterraster unterteilt beide
Anteile in jeweils 20 gleich grofRe Rechtecke und erleichtert somit die spéatere

Auswertung.

Die ausfuhrlichen Anleitungen zum Erstellen der Vorlage sowie zum Import und zur

Bearbeitung der Bilder sind als Protokolle im Anhang der Arbeit beigeflgt.

Die objektive Auswertung der angefertigten Bildausschnitte hinsichtlich Bissverletzungen
erfolgte im Anschluss mit Hilfe eines hierfur ausgearbeiteten Scores. Die Rechtecke A — E
der Gitterschablone dienten der Beurteilung der Fellunterseite, die Rechtecke F — K der
Beurteilung der dorsalen Rumpfansicht. Jedes Késtchen wurde einzeln fir sich betrachtet
und je nach Verletzungsmuster mit einer bestimmten Anzahl an Punkten bewertet. Dabei

wurde folgendes Scoringsystem etabliert:
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Zur Beurteilung der Verletzungen im Bereich der Fellunterseite wurde jedes Rechteck
A — E anhand der drei Kriterien ,,Ausmall der betroffenen Flache*, ,Intensitat der
Bissverletzung®“ und ,,Ausmal der begleitenden Eiterbildung* mit folgender Punkteskala

bewertet:

Tabelle 4: Punkteverteilung fur Bissverletzungen im Bereich der Fellunterseite

Ausmall der betroffenen Flache

0 Punkte = Keine Bissverletzung
1 Punkt = Einzelner Biss
2 Punkte = Einzelne Bisse oder schlierenartiger Befall
3 Punkte = Flachiger Befall
4 Punkte = Kompletter Befall
Intensitat der Bissverletzung
0 Punkte = Keine Bissverletzung
1 Punkt = Leicht (Rosa Farbung der Verletzung)
2 Punkte = Mittelstark (Rote Farbung der Verletzung)
3 Punkte = Stark (Dunkelrote Farbung der Verletzung)
4 Punkte = Nekrotisch (Schwarze Farbung der Verletzung)
Ausmal der begleitenden Eiterbildung
0 Punkte = Keine Eiterbildung
1 Punkt = Leichte Eiterbildung
2 Punkte = Starke Eiterbildung
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Mittels der Kastchen F — K erfolgte die Begutachtung der Verletzungen im Bereich der
Dorsalen Korperfaszie anhand der zwei Kriterien ,,Ausmaf der betroffenen Flache* und

,Intensitét der Verletzungen mit folgender Punkteskala:

Tabelle 5: Punkteverteilung fur Bissverletzungen im Bereich der Dorsalen Korperfaszie

Ausmalfd der betroffenen Flache

0 Punkte

Flache nicht betroffen

1Punkt = . % der Flache betroffen
2 Punkte = § bis § der Flache betroffen

3 Punkte = § der Flache betroffen

Intensitat der Bissverletzung

0 Punkte = Nicht betroffen

1Punkt = Leicht betroffen

(Hellrote/Rosa Farbung der Verletzung oder wenig Eiter)

2 Punkte = Stark betroffen

(Dunkelrote Farbung der Verletzung oder viel Eiter)

Anschlielend erfolgte fur jedes Tier die Summation aller Punkte, sodass tiber die berechnete
Gesamtpunktzahl ein objektiver Vergleich zwischen den CSC - Tieren hinsichtlich Ausmaf

und Starke der Bissverletzungen moglich war.

Die ausflhrliche Anleitung zur Auswertung der Bissverletzungen mit entsprechenden

Bildbeispielen ist als Protokoll im Anhang der Arbeit beigeflgt.
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2.2.8 Auswertung und Statistik

Die Graphen wurden mittels Sigma Plot (Version 11.0, SPSS Inc., Chicago, IL; USA)
erstellt. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS
(Version 21, SPSS Inc., Chicago, IL; USA).

Alle Datensétze wurden mittels Kolmogorov — Smirnov — Test mit Signifikanzkorrektur
nach Lilliefors auf Normalverteilung getestet. In normalverteilten Datensatzen wurden
Ausreiller mittels Grubb’s — Test ermittelt und von weiteren Analysen ausgeschlossen;
anschlieBend erfolgte die Analyse mittels entsprechender parametrischer Tests. Beim
einfachen Vergleich (ein Faktor, zwei unabhangige Stichproben) wurde der parametrische
T — Test fur unabhangige Stichproben verwendet, bei mehreren Faktoren und unabhéngigen
Gruppen wurden die Daten mittels einer two way analysis of variance (ANOVA) analysiert.
Analog hierzu wurden nicht normalverteilte Datensédtze an Hand von Tests fur nicht
parametrische Daten verglichen. Hierzu standen der Mann — Whitney — U — Test (ein Faktor,
zwei unabhéngige Stichproben), der Wilcoxon — Test (ein Faktor, zwei abhéngige
Stichproben) sowie der Friedman — Test (ein Faktor, mehrere abhdngige Stichproben) zur
Verfugung.

Korrelationen der verschiedenen Milzparameter mit den Bissverletzungen wurden mittels
Spearman — Korrelations — Test nach R&ngen analysiert. Die Ergebnisse der
Milzzellstimulation unter verschiedenen CORT — Konzentrationen wurden als abhangige
Gruppen gesehen. Bei allen Tests, welche bei mehr als zwei Gruppen einen signifikanten
Haupteffekt zeigten, wurden anschlieRende Bonferroni post hoc Tests durchgefihrt. Alle
normalverteilten Datensétze werden als Balkendiagramme (Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM)) gezeigt, alle nicht normalverteilten Datensatze sind als Box Plots
dargestellt (Median, Mittelwert, 25. und 75. Perzentil, bei Datensétzen mit n > 10 zusétzlich

das 10. und 90. Perzentil sowie AusreiRer aul’erhalb dieser Perzentilengrenzen).

Die gewahlten Signifikanzniveaus liegen bei p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***).
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene Milzparameter, unter anderem die
Entstehung einer GC — Resistenz in isolierten Splenozyten, nach chronisch psychosozialer
Stressexposition im CSC — Modell untersucht und zusatzlich der Einfluss von individuellen

Bissverletzungen betrachtet werden.

Um mdogliche Verletzungen durch Bisse hinsichtlich AusmaR und Intensitat erfassen und
vergleichen zu koénnen, musste zunéchst eine standardisierte Methode zur objektiven
Begutachtung von Bisswunden entwickelt werden. Zudem sollte die Bestimmung der
GC — Resistenz in isolierten Milzzellen mittels in vitro Stimulation mit LPS erstmals am

Standort UIm durchgeftihrt werden.

3.1 Vorversuche zur Etablierung eines Bisswundenscores

Zunéchst wurden in Vorversuchen von insgesamt 29 CSC — Tieren Fotoaufnahmen
angefertigt, nachdem, wie im Methodenteil beschrieben, im Bereich des Riickens das Fell
durch stumpfe Praparation von der darunterliegenden Korperfaszie abgeldst worden war.
Da die Fellunterseite bei einigen Tieren natirlich vorkommende, schwarze
Pigmentverfarbungen aufwies und auch die Grundfarbe der Fellunterseite individuelle
Unterschiede zeigte, erwies sich eine digitale Auswertung der Bissmuster durch
automatische Bestimmung der Farbintensitét mittels Software als nicht méglich. Anhand der
Beispielbilder wurden deshalb Parameter erarbeitet, nach welchen eine standardisierte und
manuelle Begutachtung der Verletzungen durch einen Beobachter erfolgen sollte.

Als entscheidende Kriterien zur Einschatzung einer Bisswunde konnten dabei zum einen
durch eigene Beobachtungen und zum anderen durch Literaturrecherche sowohl das
SAusmaR der betroffenen Flache als auch die ,,Schwere der einzelnen Bisse* ermittelt
werden. Zur Beurteilung des Schweregrades wurden im Bereich der Fellunterseite neben der
Farbintensitdt der Bisse auch die teils begleitende Ausbildung von Eiter als
Bewertungskriterium festgelegt. Eingehende eigene Beobachtungen ergaben, dass fur
Verletzungen im Bereich des Korpers der Parameter Eiterbildung vernachlassigt werden
konnte, da sich auf keinem der angefertigten Bilder Eiter im Bereich der dorsalen
Korperfaszie zeigte. Um das Ausmal? der betroffenen Flache besser abschatzten zu kénnen,
wurde eine optische Unterteilung der entsprechenden Bildausschnitte mit Hilfe eines

standardisierten Rasters festgelegt.
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Im Gegensatz zur alleinigen Betrachtung der Fellunterseite stellte sich die
Mitberlcksichtigung der dorsalen Korperfaszie als notwendig heraus, da sich in den
Vorversuchen bei einigen Tieren auch dort Lasionen durch tiefergehende Bissverletzungen

zeigten.

AnschlieRend konnte durch detaillierten Vergleich der erstellten Aufnahmen die im
Methodenteil aufgefuhrte Punkteabstufung fur die einzelnen Kriterien erarbeitet werden.
Mittels Summation der jeweils vergebenen Punkte l&sst sich flr jedes Tier eine
Gesamtpunktzahl ermitteln, welche den individuellen Schweregrad der Bissverletzungen
widerspiegelt.

Um das erarbeitete Protokoll auf seine Funktionsweise zu prifen und das beschriebene
Vorgehen zu etablieren, sollten die Bisswunden der Tiere aus den Vorversuchen mittels
Score beurteilt und das Ergebnis anschlieend mit der Einschdtzung zweier unabhéngiger
Beobachter verglichen werden. Dazu wurden die aufgenommenen Beispielbilder anhand des
erarbeiteten Punktescores ausgewertet und anhand der ermittelten Gesamtpunktzahl eine
Platzierungsreihenfolge erstellt. Das Tier mit der hochsten Gesamtpunktzahl und somit den
schwerwiegendsten Bissverletzungen erhielt die hochste Platzierung. Tiere gleicher
Punktzahl belegten denselben Platz, Tiere ohne sichtbare Bissverletzungen gemeinsam den
Platz null. Zudem wurden alle Beispielbilder jeweils zwei unabhangigen, gegeniiber den von
mir ermittelten Scoreergebnissen unwissenden Beobachtern vorgelegt. Beide erstellten
anhand ihrer subjektiven Einschatzung der Bissverletzungen ebenfalls eine

Platzierungsreihenfolge.
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Die von mir anhand des Scores ermittelte Platzierung wurde anschliel3end fiir jedes Tier mit
der durch den Beobachter festgelegten Platzierung korreliert (s. Abb. 8). Die statistische
Auswertung mittels Spearman — Korrelationstest nach Rangen ergab in beiden Fallen einen

signifikanten Zusammenhang (jeweils P<0,001).
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Abbildung 8: Etablierung des Bisswundenscores mittels Korrelationsanalyse
Beispielbilder von 29 CSC — Tieren wurden mittels Bisswundenscore sowie der
Einschétzung zweier Beobachter bezuglich des Ausmafes von Bisswunden beurteilt
und jeweils eine Platzierungsreihenfolge ermittelt. Die Daten sind dargestellt als
XY — Koordinaten der Platzierungen mit entsprechender Regressionslinie. Einzelne
Punkte in der Abbildung kommen (bereinanderliegend zur Darstellung (Statistik:
Spearman — Korrelationstest nach Rangen).

CSC = Stresstiere nach chronisch subordinierter Koloniehaltung
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Die in Abbildung 9 dargestellten Aufnahmen von zwei CSC — Tieren sollen zudem
beispielhaft den unterschiedlichen, fur jedes Tier individuellen Schweregrad an
Bissverletzungen verdeutlichen. Das obere Bild dient als Beispiel fiir CSC — Tiere mit einem
optisch geringen Schweregrad an Bissverletzungen, was sich nach standardisierter
Begutachtung mittels Score in niedrigen Punktzahlen widerspiegelt. Im Gegensatz dazu
weist das CSC — Tier in der unteren Aufnahme deutlich mehr Verletzungen auf und steht
somit mit hoheren Punktzahlen beispielhaft flir CSC — Tiere mit schwerwiegenderen

Bissverletzungen.

Etablierung Tier 13
| Punktzahlen:
_ Fellunterseite 17
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Abbildung 9: Optische Darstellung von Bissverletzungen unterschiedlicher Intensitat

Nach Dekapitierung beider CSC — Tiere wurden Aufnahmen der Fellunterseite und
der dorsalen Korperfaszie angefertigt und anschlieBend hinsichtlich des
Schweregrads der Bissverletzungen mit Hilfe des Scores ausgewertet. Das obere
Bild zeigt die Aufnahme von Tier 13, das untere Bild die Aufnahme von Tier 9 des
Etablierungsversuches. Die im Score ermittelten Punktwerte sind jeweils neben den
Bildern dargestellt.

CSC = Stresstiere nach chronisch subordinierter Koloniehaltung

Wahrend der durchgefuhrten Vorversuche konnte gezeigt werden, dass bei keinem der
ebenfalls untersuchten SHC — Tiere Verletzungen im Bereich des Fells, der Subkutis oder
der Korperfaszie mit darunterliegender Muskulatur festgestellt werden konnten. Aus diesem
Grund wurden bei den nachfolgenden Versuchen lediglich CSC — Tiere bezlglich

Bissverletzungen untersucht und ausgewertet.
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3.2 Etablierung der Milzzellstimulation am Standort Ulm

In einem ersten Etablierungsversuch/Experiment 1 wurde sichergestellt, dass die zuvor in
Regensburg durchgefiihrte in vitro Stimulation von isolierten Milzzellen mit LPS unter dem
Einfluss verschiedener CORT — Konzentrationen am Standort Ulm reproduziert werden

konnte. Die erhobenen Ergebnisse finden sich in den nachfolgenden Abschnitten.

3.2.1 Absolutes Milzgewicht und Anzahl isolierter Milzzellen

Nach Dekapitierung am Morgen von Tag 20 nach Beginn der CSC — Exposition wurde bei
20 SHC und 16 CSC — Tieren die Milz entnommen und das Organgewicht bestimmt (s. Abb.
10 A)). Die statistische Analyse mittels Mann — Whitney — U — Test zeigte ein signifikant
erhéhtes Milzgewicht der CSC — Tiere im Vergleich zu den SHC — Tieren (P<0,001). Im
Anschluss erfolgte die Isolation der Milzzellen. In der Gesamtzellzahl pro Milz (s. Abb.
10 B)) sowie der Anzahl lebender Zellen pro Milz (s. Abb. 10 C)) zeigten sich keine
Unterschiede zwischen den SHC und den CSC — Tieren.
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Abbildung 10: Etablierung/Experiment 1: A) Absolutes Milzgewicht, B) Gesamtzellzahl und
C) Anzahl lebender Zellen pro Milz
Nach Dekapitierung der Tiere wurden die Milzen entnommen, von Fett befreit und
gewogen. Die Milzzellen wurden isoliert und mit Hilfe eines Zellz&hlers gezahlt. Die
Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Tiere an. A) Die Daten sind als Mediane
mit 10, 25, 75. und 90. Perzentil sowie als Ausreiler auBerhalb dieser
Perzentilengrenzen, angegeben die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. B)
und C) Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. *** P<0,001 vs.
entsprechende SHC — Gruppe (Statistik: Mann — Whitney — U — Test in A), T — Test
in B) und C)).
SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch

subordinierter Koloniehaltung, SEM = Standardfehler des Mittelwertes

3.2.2 Cell viability isolierter Milzzellen

AnschlieRend erfolgte die Stimulation der isolierten Zellen. Die statistische Auswertung der
cell viability ohne exogen zugefligtes CORT mittels Wilcoxon — Test zeigte sowohl fir die
SHC — Tiere (P<0,001) als auch fir die CSC — Tiere (P<0,001) einen signifikanten Anstieg
zwischen basaler und LPS stimulierter Bedingung (s. Abb. 11 A)). Zudem ergab die Analyse
mittels Mann —Whitney — U — Test eine signifikant erhohte cell viability in den CSC — Tieren
im Vergleich zu den SHCs unter basalen (P=0,002), wie auch unter LPS stimulierten
(P=0,002) Bedingungen. Kein Unterschied zwischen SHC und CSC — Tieren zeigte sich in
der Differenz zwischen basaler und LPS vermittelter cell viability (s. Abb. 11 B)).
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Etablierung/Experiment 1: Basale und LPS stimulierte cell viability ohne
exogenen Einfluss von CORT

Nach Dekapitierung der Tiere wurden die isolierten Milzzellen unter basalen und
LPS stimulierten Bedingungen (1pg/ml) ohne Zufuhr von exogenem CORT
kultiviert und nach 48-stiindiger Inkubation die cell viability mit Hilfe eines
kolorimetrischen Assays bestimmt. Dargestellt ist die A) cell viability unter basalen
sowie LPS stimulierten Bedingungen sowie die B) Differenz der cell viability
zwischen LPS stimulierter und basaler Bedingung jeweils bei einer CORT
Konzentration von 0 uM. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Tiere an.
Die Daten sind als Mediane mit 10, 25, 75. und 90. Perzentil sowie als AusreilRer
auflerhalb dieser Perzentilengrenzen angegeben, die gestrichelte Linie stellt den
Mittelwert dar. “P<0,01 vs. entsprechende SHC — Gruppe, ** P<0,001 vs.
entsprechende basale Bedingung (Statistik: Wilcoxon — Test im Vergleich zwischen
basal und LPS, Mann — Whitney — U — Test im Vergleich zwischen SHC und
CSC — Gruppe).

SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch

subordinierter Koloniehaltung, CORT = Kortikosteron, LPS = Lipopolysaccharid
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3.2.3 GC-Resistenz isolierter Milzzellen

Die statistische Auswertung mittels Friedmann — Test zeigte sowohl fiir die SHC (X2(5) =
83,457; P<0,001), als auch fiir die CSC - Tiere (X?(5) = 46,536; P<0,001) eine signifikante
Anderung der Delta cell viability in Abhéngigkeit der zugesetzten CORT — Konzentration.
Die durchgefuhrte post hoc Analyse erbrachte fur die SHC — Tiere eine signifikante
Verringerung der Delta cell viability ab einer CORT — Konzentration von 0,05 uM (P=0,026)
im Vergleich zur Delta cell viability bei 0 uM. Die Delta cell viability der drei hdchsten
CORT - Konzentrationen waren im Vergleich zum Ausgangswert (0 uM CORT) ebenfalls
signifikant vermindert (jeweils P<0,001). Bei den CSC — Tieren ergab die post hoc Analyse
eine signifikante Verminderung der Delta cell viability fir die CORT - Konzentrationen
0,5 uM (P<0,001) und 5 uM (P=0,002) im Vergleich zur Delta cell viability bei 0 uM CORT.
Direkte Vergleiche der Delta cell viability zwischen SHC und CSC — Tieren innerhalb einer
CORT - Konzentration mittels Mann — Whitney — U — Tests zeigten signifikant erhohte
Werte der CSC — Tiere bei jeder getesteten CORT — Konzentration (0,005 uM P=0,023;
CORT > 0,05 uM P<0,001) (s. Abb. 12).
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Abbildung 12: Etablierung/Experiment 1: Delta cell viability unter dem Einfluss verschiedener
CORT - Konzentrationen
Nach Dekapitierung der Tiere wurden die isolierten Milzzellen unter basalen und
LPS stimulierten (1pg/ml) Bedingungen in Anwesenheit von verschiedenen
Konzentrationen an CORT kultiviert und nach 48-stindiger Inkubation die cell
viability mit Hilfe eines kolorimetrischen Assays bestimmt. Dargestellt ist die
prozentuale cell viability unter den verschiedenen CORT — Konzentrationen in
Bezug zur cell viability unter der Bedingung CORT =0 uM (Ausgangswert = 100%).
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Tiere an. Die Daten sind als Mediane
mit 10, 25, 75. und 90. Perzentil sowie als AusreiRer auflerhalb dieser
Perzentilengrenzen angegeben, die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar.
“P<0,05, ""P<0,001 vs. entsprechende SHC - Gruppe, *P<0,05, #P<0,01,
### P<0,001 vs. cell viability unter 0 uM CORT (Statistik: Friedmann — Test im
Vergleich zwischen 0 uM CORT und den weiteren CORT — Konzentrationen, Mann
— Whitney — U — Test im Vergleich zwischen SHC und CSC — Gruppe).
SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch

subordinierter Koloniehaltung, CORT = Kortikosteron, LPS = Lipopolysaccharid
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3.3 Analyse von Bissverletzungen nach 19 Tagen CSC

Nach Beendigung der 19-tdgigen CSC — Exposition wurde bei allen Stresstieren des
Etablierungsversuchs/Experiments 1 (n=16) und des Experiments 2 (n=12) mit Hilfe des
ausgearbeiteten und etablierten Scores der individuelle Schweregrad der Bissverletzungen

bestimmt.

Tabelle 6: Etablierung/Experiment 1: Analyse von Bissverletzungen mittels Bissscore
Nach Dekapitierung der 16 CSC — Tiere wurden Aufnahmen der Fellunterseite und
der dorsalen Korperfaszie angefertigt und anschlieBend hinsichtlich des
Schweregrads der Bissverletzungen mit Hilfe des Bissscores ausgewertet.
Dargestellt sind die individuell ermittelten Punktzahlen der beiden Bereiche
,Fellunterseite” und ,,Dorsale Korperfaszie“ sowie die Gesamtpunktzahl mit den
jeweils berechneten Medianen und Mittelwerten.

CSC = Stresstiere nach chronisch subordinierter Koloniehaltung
Kéfig Tiernummer | Fellunterseite | Dorsale Korperfaszie | Gesamt

Tier 1-1 0 0 0
Kifig 1 T!er 1-2 2 2 4
Tier 1-3 4 2 6
Tier 1-4 0 0 0
Tier 1-5 6 2 8
Kafig 2 T!er 1-6 3 5 8
Tier 1-7 37 9 46
Tier 1-8 30 8 38
Tier 1-9 37 10 47
Kafig 3 Tier 1-10 55 12 67
Tier 1-11 40 12 52
Kafig 4 Tier 1-12 37 12 49
Tier 1-13 17 2 19

Kafig 5 T!er 1-14 80 26 106
Tier 1-15 77 13 90
Tier 1-16 19 0 19

Median 24,50 6,50 28,50

Mittelwert 27,75 7,19 34,94
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Tabelle 7: Experiment 2: Analyse von Bissverletzungen mittels Bissscore

Nach Dekapitierung der 12 CSC — Tiere wurden Aufnahmen der Fellunterseite und
der dorsalen Korperfaszie angefertigt und anschlieBend hinsichtlich des
Schweregrads der Bissverletzungen mit Hilfe des Bissscores ausgewertet.
Dargestellt sind die individuell ermittelten Punktzahlen der beiden Bereiche
»Fellunterseite” und ,,Dorsale Korperfaszie® sowie die Gesamtpunktzahl mit den
jeweils berechneten Medianen und Mittelwerten.

CSC = Stresstiere nach chronisch subordinierter Koloniehaltung

Kéfig Tiernummer | Fellunterseite | Dorsale Korperfaszie | Gesamt

Tier 2-1 0 0 0
Kafig 1 T!er 2-2 5 2 7
Tier 2-3 10 3 13
Tier 2-4 12 0 12
Tier 2-5 9 4 13
Kafig 2 T!er 2-6 14 4 18
Tier 2-7 0 0 0
Tier 2-8 2 4 6
Tier 2-9 14 0 14
g Tier 2-10 11 2 13
Kag3 I er 21 16 4 20
Tier 2-12 37 5 42

Median 10,50 2,50 13,00

Mittelwert 10,83 2,33 13,16
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3.4 Effekte nach 19 Tagen CSC

Nach Durchfuhrung des Etablierungsversuchs wurde ein 19-tdgiger CSC — Versuch mit
T6étung am Morgen von Tag 20 durchgefiihrt. Die Resultate bezliglich der ausgewerteten
Bissverletzungen wurden bereits gemeinsam mit denen des Etablierungsversuches unter 3.3
gezeigt, die Untersuchung des Korpergewichts sowie der verschiedenen Milzparameter folgt

nun.

3.4.1 Korpergewichtsentwicklung

Die Bestimmung des Koérpergewichts erfolgte an Tag 1 vor Beginn der CSC — Exposition
sowie an Tag 20 unmittelbar vor der Dekapitierung. Die statistische Analyse der
Kdrpergewichtsentwicklung (Differenz Gewicht an Tag 20 — Gewicht an Tag 1) mittels
T — Test zeigte keine Unterschiede zwischen den SHC und den CSC — Tieren (s. Abb. 13).
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Abbildung 13: Experiment 2: Entwicklung des Kdérpergewichts
Die Tiere wurden vor Beginn des CSC — Paradigmas an Tag 1 sowie unmittelbar vor
der Dekapitierung an Tag 20 gewogen. Dargestellt ist die Differenz zwischen den
Korpergewichten von Tag 20 und Tag 1. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl
der Tiere an. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt (Statistik: T — Test).
SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch

subordinierter Koloniehaltung, SEM = Standardfehler des Mittelwertes
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3.4.2 Milzzellparameter

3.4.2.1 Absolutes und relatives Milzgewicht

Nach der Dekapitierung wurden die Milzen der 8 SHC und 12 CSC — Tiere entnommen und
gewogen. Die statistischen Analysen mittels T — Test zeigten weder beim absoluten (s. Abb.
14 A)), noch beim relativen (s. Abb. 14 B)) Milzgewicht Unterschiede zwischen den SHC
und den CSC — Tieren.
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Abbildung 14: Experiment 2: A) Absolutes und B) relatives Milzgewicht
Unmittelbar nach der Dekapitierung an Tag 20 wurden die Milzen der SHC und
CSC — Tiere entnommen, von Fett befreit und gewogen. Dargestellt sind A) das
absolute Milzgewicht sowie B) das relative Milzgewicht bezogen auf das
Korpergewicht an Tag 20. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Tiere an.
Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt (Statistik: T - Test).
SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch

subordinierter Koloniehaltung, SEM = Standardfehler des Mittelwertes

[40]



Ergebnisse

3.4.2.2 Anzahl isolierter Milzzellen

AnschlieBend erfolgte die Isolation der Milzzellen. Weder bei der Gesamtzellzahl pro Milz
mittels T — Test (s. Abb. 15 A)), noch bei der Anzahl lebender Zellen pro Milz mittels
Mann — Whitney — U — Test (s. Abb. 15 B)) zeigten sich Unterschieden zwischen den SHC
und den CSC — Tieren.
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Abbildung 15: Experiment 2: A) Gesamtzellzahl und B) Anzahl lebender Zellen pro Milz

Nach Dekapitierung der Tiere wurden die Milzzellen isoliert und mit Hilfe eines
Zellzdhlers gezahlt. Dargestellt sind A) die Gesamtzellzahl sowie B) die Anzahl
lebender Zellen pro Milz. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Tiere an.
Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (A)) bzw. als Mediane mit 10, 25, 75. und 90.
Perzentil sowie als AusreiRer aulerhalb dieser Perzentilengrenzen angegeben, die
gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar (B)) (Statistik: T — Test in A),
Mann — Whitney — U — Test in B)).

SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch

subordinierter Koloniehaltung, SEM = Standardfehler des Mittelwertes
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3.4.2.3 Cell viability isolierter Milzzellen

Nach ihrer Isolation wurden die Zellen mit LPS stimuliert. Die statistische Auswertung
mittels Wilcoxon — Test ergab sowohl fir die SHC — Tiere (P=0,021), als auch fir die

CSC — Tiere (P=0,002) einen signifikanten Anstieg der cell viability zwischen basaler und
LPS stimulierter Bedingung (s. Abb. 16 A)). Unterschiede zwischen SHC und CSC — Tieren
innerhalb einer Bedingung sowie in der Differenz zwischen basaler und LPS vermittelter
cell viability (s. Abb. 16 B)) zeigten sich nicht.
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Abbildung 16: Experiment 2: Basale und LPS stimulierte cell viability ohne exogenen Einfluss

von CORT

Nach Dekapitierung der Tiere wurden die isolierten Milzzellen unter basalen und
LPS stimulierten Bedingungen (1pg/ml) ohne Zufuhr von exogenem CORT
kultiviert und nach 48-stiindiger Inkubation die cell viability mit Hilfe eines
kolorimetrischen Assays bestimmt. Dargestellt ist die A) cell viability unter basalen
sowie LPS stimulierten Bedingungen sowie die B) Differenz der cell viability
zwischen LPS stimulierter und basaler Bedingung jeweils bei einer CORT
Konzentration von 0 uM. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Tiere an.
Die Daten sind als Mediane mit 10, 25, 75. und 90. Perzentil sowie als Ausreil3er
aullerhalb dieser Perzentilengrenzen angegeben, die gestrichelte Linie stellt den
Mittelwert dar. *P<0,05, #P<0,01 vs. entsprechende basale Bedingung (Statistik:
Wilcoxon — Test bei Vergleich basal und LPS, Mann — Whitney — U — Test bei
Vergleich SHC und CSC — Gruppe).

SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch

subordinierter Koloniehaltung, CORT = Kortikosteron, LPS = Lipopolysaccharid
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3.4.2.4 GC-—Resistenz isolierter Milzzellen

Sowohl fiir die SHC (X2(5) = 33,429; P<0,001), als auch fiir die CSC — Tiere (X2(5) =
55,095; P<0,001) ergab die statistische Analyse mittels Friedmann — Test eine signifikante
Anderung der Delta cell viability in Abhéngigkeit von der hinzugegebenen
CORT — Konzentration. Die durchgefihrte post hoc Analyse zeigte sowohl fir die SHC als
auch fir die CSC — Tiere eine signifikante Verringerung der Delta cell viability ab einer
CORT - Konzentration von 0,1 uM (SHC P=0,020, CSC P=0,001) im Vergleich zur Delta
cell viability unter 0 uM CORT. Gleiches zeigte sich fur die Delta cell viability bei den zwei
hdchsten CORT — Konzentrationen (SHC 0,5 uM P<0,001 und 5 uM P=0,002; CSC 0,5 uM
und 5 pM P<0,001). Die Vergleiche der Delta cell viability zwischen den SHC und den
CSC — Tieren innerhalb einer CORT — Konzentration mittels Mann — Whitney — U — Tests
zeigten signifikant erhohte Werte der CSC - Tiere bei einer CORT — Konzentration von
5 uM (P=0,039) (s. Abb. 17).
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Abbildung 17: Experiment 2: Delta cell viability unter dem Einfluss verschiedener

CORT - Konzentrationen

Nach Dekapitierung der Tiere wurden die isolierten Milzzellen unter basalen und
LPS stimulierten (1pg/ml) Bedingungen in Anwesenheit von verschiedenen
Konzentrationen an CORT kultiviert und nach 48-stindiger Inkubation die cell
viability mit Hilfe eines kolorimetrischen Assays bestimmt. Dargestellt ist die
prozentuale cell viability unter den verschiedenen CORT — Konzentrationen in
Bezug zur cell viability unter der Bedingung CORT = 0 pM (Ausgangswert = 100%).
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Tiere an. Die Daten sind als Mediane
mit 10, 25, 75. und 90. Perzentil sowie als Ausreiller auflerhalb dieser
Perzentilengrenzen angegeben, die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar.
“P<0,05 vs. entsprechende SHC - Gruppe, *P<0,05, #P<0,01, #*P<0,001 vs. cell
viability unter 0 uM CORT (Statistik: Friedmann — Test im Vergleich zwischen
0 uM CORT und den weiteren CORT — Konzentrationen, Mann — Whitney — U —
Test im Vergleich zwischen SHC und CSC — Gruppe).

SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch

subordinierter Koloniehaltung, CORT = Kortikosteron, LPS = Lipopolysaccharid
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3.5 Bissverletzungen und Milzparameter nach 19 Tagen CSC

Im Anschluss wurde fiir alle CSC — Tiere der Einfluss von individuellen Bisswunden auf die
Parameter absolutes Milzgewicht, basale cell viability und GC — Resistenz in isolierten
Milzzellen betrachtet. Dazu wurden die CSC — Tiere des Etablierungsversuchs/Experiment
1 mit denen aus Experiment 2 gepoolt, da alle Tiere unter gleichen Bedingungen gehalten

und fur die Bestimmung der einzelnen Parameter dieselben Methoden angewandt wurden.
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3.5.1 Bissverletzungen und absolutes Milzgewicht

Die statistische Analyse mittels Spearman — Korrelations — Test nach Réngen zeigte fur die
CSC - Gruppe einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Ausmal} an

Bissverletzungen und dem absoluten Milzgewicht (P=0,044; s. Abb. 18).
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Abbildung 18: Zusammenhang zwischen Bissverletzungen und dem absoluten Milzgewicht
Nach Dekapitierung erfolgte bei allen Tieren die Bestimmung des absoluten
Milzgewichts und bei allen CSC — Tieren die Bestimmung des Schweregrads der
Bissverletzungen. Dargestellt ist A) fur alle CSC — Tiere der Zusammenhang
zwischen dem absoluten Milzgewicht und dem Ausmal an Bissverletzungen sowie
B) fir alle SHC — Tiere das absolute Milzgewicht. Die Zahlen in Klammern geben
die Anzahl der Tiere an. Die Daten sind dargestellt als A) XY — Koordinaten mit
entsprechender Regressionslinie und als B) Mediane mit 10, 25, 75. und 90. Perzentil
sowie als Ausreil3er aul3erhalb dieser Perzentilengrenzen, die gestrichelte Linie stellt
den Mittelwert dar (Statistik: Spearman — Korrelations — Test nach Rangen).

SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch

subordinierter Koloniehaltung
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3.5.2 Bissverletzungen und basale cell viability isolierter Milzzellen

Die statistische Analyse mittels Spearman — Korrelations — Test nach Rangen ergab fur die

CSC - Gruppe einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Ausmal} an

Bissverletzungen und der basalen cell viability isolierter Milzzellen ohne den Einfluss von
exogenem CORT (P=0,010; s. Abb. 19).
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Abbildung 19: Zusammenhang zwischen Bissverletzungen und basaler cell viability ohne

exogenen Einfluss von CORT

Nach Dekapitierung erfolgte bei allen Tieren die Messung der basalen cell viability
von isolierten Milzzellen und bei allen CSC — Tieren die Bestimmung des
Schweregrads der Bissverletzungen. Dargestellt ist A) fur alle CSC — Tiere der
Zusammenhang zwischen basaler cell viability unter 0 uM CORT und dem Ausmal
an Bissverletzungen sowie B) fir alle SHC — Tiere die basale cell viability unter
0 uM CORT. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Tiere an. Die Daten
sind dargestellt als A) XY — Koordinaten mit entsprechender Regressionslinie und
als B) Mediane mit 10, 25, 75. und 90. Perzentil sowie als Ausreiler aul3erhalb dieser
Perzentilengrenzen, die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar (Statistik:
Spearman — Korrelations — Test nach Réngen).

SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch

subordinierter Koloniehaltung, CORT = Kortikosteron
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3.5.3 Bissverletzungen und GC - Resistenz isolierter Milzzellen

Die statistische Analyse mittels Spearman — Korrelations — Test nach Rangen ergab fir die
CSC - Gruppe einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Ausmal} an
Bissverletzungen und dem Ausmal} der GC — Resistenz in den isolierten Milzzellen
(P<0,001, s. Abb. 20).
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Abbildung 20: Zusammenhang zwischen Bissverletzungen und GC — Resistenz

Nach Dekapitierung erfolgte bei allen Tieren die Messung der GC — Resistenz in den
isolierten Milzzellen und bei allen CSC — Tieren die Bestimmung des Schweregrads
der Bissverletzungen. Dargestellt ist A) fur alle CSC — Tiere der Zusammenhang
zwischen dem AusmaR der GC — Resistenz als Delta cell viability unter 5 uM CORT
und dem Ausmall an Bissverletzungen sowie B) fir alle SHC — Tiere die
GC — Resistenz als Delta cell viability unter 5 uM CORT. Die Zahlen in Klammern
geben die Anzahl der Tiere an. Die Daten sind dargestellt als A) XY — Koordinaten
mit entsprechender Regressionslinie und als B) Mediane mit 10, 25, 75. und 90.
Perzentil sowie als AusreilRer aullerhalb dieser Perzentilengrenzen, die gestrichelte
Linie stellt den Mittelwert dar (Statistik: Spearman — Korrelations — Test nach
Réngen).

SHC = Einzeln gehaltene Kontrolltiere, CSC = Stresstiere nach chronisch
subordinierter Koloniehaltung, CORT = Kaortikosteron, GC - Resistenz =
Glukokortikoid — Resistenz
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3.6 Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse

Nachfolgende Schemazeichnung stellt zusammenfassend die in dieser Arbeit im
CSC — Modell neu gewonnenen Erkenntnisse den bisher bekannten Mechanismen zur
Ausbildung einer GC — Resistenz aus dem SDR — Modell gegeniiber. Eine detaillierte

Beschreibung erfolgt im Diskussionsteil (s. Seite 66, 67).

Ausgangssituation

- ~~

("~ Stress/CSC T,

S~___invivo __-7 /B’_ let R
PP | ¢ Bissverletzungen ‘...,
= first signal ‘: A in vivo g T
= second signal
7777777777777777 \ A v
Splenomegalie 3 Splenomegalie | ...
1 Milz cell viability | M Milz cell viability
sy ¢ LPS S,
_in vitro : S~o__invitro __-*
= second signal { = third signal
GC - Resistenz i GC - Resistenz e eneereresnnsinnnnnnnnnent

Abbildung 21: Erganzung von bisher bekannten Mechanismen zur Ausbildung einer GC —

Resistenz durch neue Erkenntnisse

In griner Farbe wird das bisherige Konzept aus dem SDR — Modell um die neuen
Erkenntnisse aus dieser Arbeit in Bezug auf das CSC — Modell erweitert. Hierbei
kommt vor allem dem direkt proportionalen Einfluss von Bissverletzungen auf das
Ausmal der Splenomegalie, der Milz cell viability und der GC — Resistenz eine
entscheidende Rolle zu.

------------ > bisherige Erkenntnisse aus dem SDR

_— neue Erkenntnisse anhand der Arbeit aus dem CSC

----------------- > direkt proportionaler Zusammenhang

SDR = social disruption, CSC = chronisch subordinierte Koloniehaltung,
GC - Resistenz = Glukokortikoid— Resistenz, LPS = Lipopolysaccharid,
1 = Anstieg
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, nach 19-tagiger CSC — Exposition ausgewahlte Milzparameter zu
bestimmen und die Fragestellung zu beantworten, auf welche Weise diese durch das

Auftreten von Bissverletzungen beeinflusst werden.

Hierfur konnte ein Protokoll erarbeitet und etabliert werden, welches durch die Verwendung
bestimmter Kriterien - betroffene Flache, Farbintensitdit sowie begleitende
Entzindungsreaktion - eine detaillierte Beurteilung von Bisswunden im Bereich der

Subkutis sowie der darunterliegenden Kdorperfaszie mittels Bissscore ermdglicht.

Die genaue Untersuchung der Milz mit Bestimmung des Milzgewichts, der Zellzahlen, der
basalen und LPS induzierten Zellaktivitat sowie des Ausmales der GC - Resistenz ergab
starke Unterschiede innerhalb der Gruppe der Versuchstiere, wobei bei einigen keine oder
lediglich minimale Veranderungen im Vergleich zu den einzeln gehaltenen Kontrollen
festgestellt werden konnten. Im Gegensatz dazu wurden bei anderen Stresstieren nach
19 Tagen CSC - Exposition eine Splenomegalie, eine erhdhte basale und LPS induzierte
Zellaktivitat sowie eine ausgepragte GC — Resistenz in den isolierten Gesamtmilzzellen
nachgewiesen. Zusammenfassende Korrelationen zwischen den Ergebnissen des erhobenen
Bissscores und dem Milzgewicht, der basalen Zellaktivitdt sowie dem Ausmal der
GC — Resistenz lieRen auf einen direkten Einfluss von Bissverletzungen auf die genannten
Milzparameter schlieRen. Trotz erhéhtem Milzgewicht war jedoch die Anzahl der isolierten

Splenozyten unabhéngig vom Vorhandensein von Bissverletzungen konstant.

4.1 Standardisierte Quantifizierung von Bisswunden mittels Score

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine standardisierte und reproduzierbare Methode zur
unkomplizierten und objektiven Quantifizierung von Bissverletzungen einzelner Tiere
entwickelt werden, welche wéhrend der CSC — Exposition durch hierarchische Kadmpfe unter
den Kafiggenossen und dem Resident entstehen. Neben der Auswahl geeigneter Kriterien
zur Wundbeurteilung musste zunéchst ein moglichst einfaches und effizientes VVorgehen zur

Fellpraparation und Dokumentation erarbeitet werden.

Die einzeln gehaltenen Kontrolltiere konnten dabei vernachléssigt werden, da bei ihnen in

den Vorversuchen erwartungsgemal keinerlei Verletzungen nachweisbar waren.
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4.1.1 Erarbeitung eines Protokolls zur Erfassung von Bisswunden

Im Gegensatz zu anderen Tierstudien, in welchen zur optischen Begutachtung von
Verletzungen eine Entfernung der Fellhaare durch Epilation [52] oder lediglich eine
oberflachliche Beurteilung ohne Entfernung des Fells erfolgt [40], wurde in dieser Arbeit
das stumpfe Abldsen des Fells gemeinsam mit der Subkutis von der darunterliegenden
Korperfaszie bevorzugt. Dieses Vorgehen bietet den Vorteil, dass eine zusatzliche
Betrachtung der Korperfaszie ermdglicht wird und somit die Tiefe der erlittenen
Bissverletzungen weitaus besser beurteilt werden kann. Auf Grund einiger Vorteile im
Vergleich zur unmittelbaren Beurteilung der Bisswunden direkt nach der Tétung der Tiere
habe ich mich zudem fir das Fotografieren der Tierkorper unter standardisierten
Bedingungen mit anschlieBendem Archivieren der einzelnen Aufhahmen entschieden. Somit
kdnnen die archivierten Bilder auch zu einem spéteren Zeitpunkt eingesehen und in Ruhe
ausgewertet werden. AulRerdem ermdglicht dieses VVorgehen einen optischen Vergleich der

Bissverletzungen von Tieren zeitlich getrennter Versuche.

Nach Festlegung der Methode zur Fellpraparation musste ein standardisiertes Protokoll zur
Erfassung der Bissverletzungen erarbeitet werden. In Anbetracht verschiedener Studien
sollten hierfur sowohl quantitative als auch qualitative Aspekte zur Wundbeurteilung
einbezogen werden. In der Erfassung von Hautwunden bei Patienten durch verschiedene
Punktesysteme wie dem Bates — Jensen Wound Assessment Tool (BWAT) spielt die Grolze
des betroffenen Hautareals eine wichtige Rolle. In Scores wie dem Pressure Ulcer Scale for
Healing (PUSH) wird die GroRe des betroffenen Hautareals im Vergleich zu anderen
Parametern sogar mehrfach gewichtet [55]. Somit sollte auch im Bissscore dieser Arbeit die
Grole der Bissverletzung als Beurteilungskriterium herangezogen werden. Um dabei die
GroRe einer Bisswunde moglichst genau und realistisch bemessen und diese in Relation zur
individuellen KorpergroRe des Tieres setzen zu konnen, wird zur Auswertung die
Fellunterseite und die dorsale Korperfaszie optisch durch ein digitales Raster untergliedert.
Fur jedes einzelne dieser kleinen Gitterfelder wird dann durch den Begutachter der Anteil
der betroffenen Flache beurteilt und als Punktwert zwischen null und maximal vier
angegeben.

Des Weiteren stellt die VVerletzungstiefe ein wichtiges Merkmal einer Wunde dar und deutet
auf deren Schweregrad hin. Wundeinteilungen an menschlicher Haut reichen hierbei von
oberflachlichen Rétungen bis hin zu tiefreichenden Schaden in das subkutane Gewebe, die
Muskulatur oder die Knochen [55]. Bei Katzen und Hunden beispielsweise dient neben der

Menge an thorakalen Verletzungen deren Penetrationstiefe als Mal3stab fiir die Auswahl
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einer geeigneten Therapieoption [12]. Im Gegensatz zur haufig praktizierten Epilation der
Fellhaare ermdglicht das in dieser Arbeit angewandte Abziehen des Fells die Mitbeurteilung
der darunterliegenden Korperfaszie, wodurch die Tiefe einer Bissverletzung als Kriterium
besser erfasst werden kann. Zudem wird die Schwere der Bissverletzung durch die
unterschiedlich starke Farbintensitat der L&sionen in steigenden Punktwerten von null bis

maximal vier erfasst.

In einem tail — biting score fir Schweine wird des Weiteren die Entstehung einer
Entzundungsreaktion mit moglicher Keimbesiedelung an der Bissstelle als Hinweis fur die
Schwere einer Verletzung erfasst [100]. Diese Beobachtung wird auch im hier erarbeiteten
Score als weiteres Kriterium bedacht und die Ausbildung von Eiter als Anzeichen einer
Inflammation bzw. begleitenden Infektion mit Punktewerten zwischen null und zwei
beurteilt.

Insgesamt wurden somit neben der GroRe der Verletzung auch die Tiefe, die Intensitat sowie
eine potenziell begleitende Entzlindungsreaktion als Kriterien fur die Beurteilung von

Bisswunden erarbeitet und im Bissscore berlicksichtigt.

Durch das beschriebene VVorgehen werden allerdings lediglich Bissverletzungen im Bereich
des Ruckens erfasst, wahrend die ventrale Bauchseite sowie die Extremitaten
unberucksichtigt bleiben. Diese Fokussierung wurde aber bewusst gewahlt, da Litvin et al.
zeigten, dass bei Mausen speziesspezifisch zwar Attacken auf alle oben genannten
Korperteile beobachtet werden, tatsachliche Wundverletzungen jedoch nur am Ricken der
Tiere auftreten. Potenziell lebensbedrohliche Verletzungen durch Bisse insbesondere am
vulnerablen Bauch der Tiere in direkter Nahe zu den inneren Organen wurden nicht
gefunden [52].

Anhang dieser Kenntnisse wurde das beschriebene Protokoll erarbeitet und in Vorversuchen
bei insgesamt 29 CSC — Tiere angewendet.

4.1.2 Erfolgreiche Etablierung des Bisswundenscores

Um die Validitat des erarbeiteten Bissscores zu Uberprifen, wurden die angefertigten
Fotoaufnahmen der 29 CSC — Tiere sowohl mittels Score ausgewertet, als auch unabhangig
davon zwei Beobachtern vorgelegt. Anhand der erhobenen Gesamtpunktzahl im Score sowie
durch die subjektive Einschdtzung der Beobachter wurden Rangfolgen zum Schweregrad
der Verletzungen festgelegt und diese miteinander korreliert. Zwischen den Einschatzungen
beider Beobachter und den anhand des Bissscores erhobenen Resultaten konnte jeweils ein

signifikanter Zusammenhang gezeigt werden.
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Das in dieser Dissertation erarbeitete Protokoll zur objektiven und standardisierten
Auswertung von Bisswunden mittels Bissscore stellt somit eine einfach reproduzierbare und
effektive Methode dar, um individuelle Bissverletzungen einzelner Tiere erfassen und

quantifizieren zu kdnnen.

Die in Abbildung 9 gezeigten Beispielaufnahmen verdeutlichen optisch das variable
Ausmall an Bissverletzungen innerhalb der verschiedenen CSC — Tiere. Die ebenfalls
dargestellten Punktzahlen zeigen, dass mit Hilfe des etablierten Bissscores unterschiedlich
stark ausgepragte Verletzungen durch dementsprechend abgestufte Punktzahlen erfasst

werden.

AbschlieRend wurde als Teil dieser Arbeit das beschriebene Vorgehen in Anleitungen
festgehalten, um die standardisierte Auswertung von Bissverletzungen auch in
nachfolgenden Versuchen zu garantieren. Die angefertigten Protokolle finden sich am Ende
der Arbeit im Anhang. Zusatzlich wurden sie der Arbeitsgruppe auch in digitaler Form

Uberlassen.

4.2 Erfolgreiche Etablierung der Milzzellstimulation

Neben der Erarbeitung des Bissscores sollte die Isolation und Stimulation von Milzzellen
am Standort Ulm etabliert werden. Grundlage hierflir war ein Protokoll der Arbeitsgruppe
Engler [26]. Da die Durchfiihrung bereits wahrend des ersten Etablierungsversuches gut
gelang, wurden die erhobenen Ergebnisse als Etablierung/Experiment 1 gesammelt und
werden gemeinsam mit den entsprechenden Resultaten des Experiments 2 in den
nachfolgenden  Abschnitten diskutiert. Zur Vereinfachung wird der Versuch

Etablierung/Experiment 1 im nachfolgenden Teil der Arbeit als Experiment 1 bezeichnet.
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4.3 Veranderungen nach 19 Tagen CSC

4.3.1 Ausmald und Verteilung von Bissverletzungen

Bei allen CSC — Tieren der Experimente 1 (n=16) und 2 (n=12) wurden individuelle
Bissverletzungen durch den zuvor etablierten Bissscore erfasst. Die detaillierte Darstellung
der Punkteverteilung (siehe Tabellen 6 und 7) zeigt, dass die durchschnittliche Punktzahl fiir
den Bereich der Fellunterseite in beiden Experimenten etwa 80% der erhobenen
Gesamtpunktzahl entspricht, wahrend die erhobene Punktzahl im Bereich der dorsalen
Korperfaszie lediglich zu einem geringen Anteil zur Gesamtpunktzahl beitragt. Dies lasst
darauf schlieBen, dass der (berwiegende Teil der beobachteten Bissverletzungen
oberflachlich lokalisiert ist und nur wenige Wunden das subkutane Gewebe durchdringen.
Untersuchungen zum resident — intruder — Modell ergaben, dass Bisswunden am Riicken
der Tiere auftraten, wéhrend der besonders vulnerable ventrale Bauchbereich unversehrt
blieb [52]. Neben dieser topographischen Verteilung sprechen auch die hier flr das
CSC - Paradigma erhobenen Resultate bezlglich der Verletzungstiefe dafiir, dass
gegenseitige Attacken wéhrend hierarchischer Rangkampfe zwar zu Bisswunden flhren,
diese jedoch selten tiefgehende Verletzungen und somit lebensbedrohliche Folgen nach sich

ziehen.

Des Weiteren weisen die erhobenen Daten deutliche Schwankungen auf. Vier der insgesamt
28 erfassten CSC — Tiere weisen keinerlei Bissverletzungen auf, wéhrend andere sehr hohe
Gesamtpunktzahlen erreichen. Auf Grund von erkennbaren Differenzen zwischen den
einzelnen Kafigen scheint diese Beobachtung zum einen auf einem unterschiedlich stark
ausgepragten Aggressionsverhalten der eingesetzten Residents zu beruhen. Dies
unterstreicht, wie entscheidend die Auswahl geeigneter Residents ist, um auch zwischen den
verschiedenen Kaé&figen vergleichbare Versuchsbedingungen zu garantieren. Die
Beobachtungen zu Beginn der Versuche sowie die Videoaufnahmen stellen hierfiir wichtige
Hilfsmittel dar.

Zum anderen bestehen jedoch auch innerhalb eines Ké&figs erkennbare interindividuelle
Schwankungen, welche auf ein unterschiedliches Copingverhalten der einzelnen Tiere
wéhrend der Stressexposition zurlickgefiihrt werden kénnen. In Bezug auf das SDR — Modell
wird angenommen, dass vor allem Tiere mit einem submissiven Copingstil, wie dem
unterwirfigen Stehen auf den Hinterbeinen, und mit reduziertem sozialen
Interaktionsverhalten ein erhdhtes Risiko fir Bissverletzungen aufweisen [6].

Kaliste — Korhonen et al. differenzierten fir NIH/S — Mause noch weiter, dass vor allem die
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aggressiv. — subordinierten Tieren durch ihr k&mpferisches Verhalten vermehrt in
Auseinandersetzungen verwickelt sind und dabei in ihrer unterlegenen Rolle mehr
Bissverletzungen erleiden als ihre nicht aggressiv — subordinierten Kéafiggenossen [40]. Mit
Hilfe des in dieser Arbeit etablierten Bissscores steht nun eine Methode zur Verfligung, um
Bisswunden in weitaus detaillierterer Weise als bisher zu erfassen und Zusammenhéange mit
individuellen Verhaltensweisen noch eingehender zu betrachten. In den neuesten
Untersuchungen zum CSC — Modell wurde nachgewiesen, dass im Gegensatz zu einer
proaktiven Verhaltensstrategie (eigenes Attackieren, Besteigen, Verfolgen) ein reaktives
Coping (subordiniert: Fliehen, Vermeiden und submissiv: Spahen, Unterwerfen) das Risiko
fir Attacken durch den Resident erhoht. Mit Hilfe detaillierter Verhaltensanalysen und
genauer Quantifizierung von Bisswunden mittels des hier erarbeiteten Scores konnte zudem
gezeigt werden, dass trotz vergleichbarer Anzahl an erlittenen Attacken lediglich die
subordinierten CSC — Tiere ein erhéhtes Mal} an Bissverletzungen aufweisen [27]. Bisherige
Annahmen, Bissverletzungen fanden sich vor allem bei Tieren mit submissivem
Copingverhalten [6] konnten somit widerlegt werden.

Die hoheren Scorepunktzahlen des Experiments 1 zeigen zudem, dass diese Tiere im
Vergleich zu denen aus Experiment 2 in deutlich starkerem Ausmal gebissen wurden. Auf
Grundlage dieser beiden Experimente bietet sich damit die Mdglichkeit, nicht nur den
Einfluss von Bissverletzungen auf die verschiedenen Milzparameter wie die GC — Resistenz
nach CSC — Exposition zu untersuchen, sondern auch den Einfluss unterschiedlich stark
ausgepragter Bisswunden vergleichend zu betrachten.

4.3.2 Korpergewichtsentwicklung

Das in dieser Arbeit verwendete Modell der chronisch subordinierten Koloniehaltung stellt
ein praklinisch gut etabliertes Tiermodell dar, um den Einfluss von chronischem
psychosozialen Stress zu untersuchen [71, 85, 95]. Die Ausbildung einer sozialen Hierarchie
innerhalb den Versuchstieren eines Kafigs und dem Resident bildet die natirliche Grundlage
fur dieses Stressmodell. Dabei stellt sich fiir die Versuchstiere die Herausforderung, sich an
viele neue Bedingungen anzupassen. Zum einen wird den subordinierten CSC — Tieren durch
den dominanten Resident haufig der Zugang zu Futter und Wasser verwehrt, zum anderen
werden sie zusatzlich physisch durch eine gesteigerte korperliche Aktivitat wahrend der
Rangkampfe sowie psychisch durch die permanent drohende Gefahr potenzieller Attacken

belastet. Diese Kombination aus dauerhaftem psychosozialen Druck, vermehrter Bewegung
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und verminderter Nahrungsaufnahme flhrt dazu, dass in vielen Versuchsméusen im
Vergleich zu den Kontrolltieren eine geringere Zunahme des Korpergewichts nach
19-tagiger CSC — Exposition beobachtet wird [63, 71, 82]. Auch in anderen Tiermodellen
dient eine reduzierte Korpergewichtsentwicklung als physiologischer Indikator fir eine

wiederholte beziehungsweise chronische Stressbelastung [41, 78, 90, 103].

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse anderer Studien, welche nach Stressexposition
keine Unterschiede in der Korpergewichtsentwicklung zwischen gestressten Tieren und
Kontrollen feststellen konnten [10, 70, 77]. Selbst fiir das CSC — Modell I&sst sich die oben
beschriebene reduzierte Kdérpergewichtszunahme in den gestressten Tieren nicht in jedem
Fall reproduzieren [29, 95]. Slattery et al. zeigten, dass ein signifikant niedrigeres
Korpergewicht in den CSC — Tieren im Vergleich zu den SHC — Tieren lediglich in der
Anfangsphase am dritten und am zehnten Versuchstag gemessen werden konnte, wéhrend
die Tiere in den Folgetagen vermehrt an Gewicht zunahmen und bis zum Ende des
Versuches an Tag 19 den anfanglichen Gewichtsunterschied im Vergleich zu den
Kontrolltieren ausgeglichen hatten [86]. Es wird vermutet, dass mit zunehmender
Versuchsdauer eine gewisse Anpassung an den einwirkenden Stressor die Kinetik im
Korpergewicht der gestressten Tiere erklart.

Auch in dieser Arbeit wurde das Korpergewicht der Versuchstiere aus Experiment 2 vor
Beginn des Stressmodells sowie direkt nach Beendigung an Tag 20 gemessen. Bei
vergleichbaren Gewichten zu Beginn des Versuchs konnte nach 19-tagiger
CSC - Exposition kein Unterschied in der Korpergewichtsentwicklung zwischen SHC und
CSC - Tieren gemessen werden. Es liel3 sich sogar eine leichte Tendenz zu einer vermehrten
Gewichtszunahme in den gestressten Tieren feststellen. Dieses Ergebnis unterstreicht erneut
die schwankenden Resultate bezlglich des Korpergewichts nach CSC - Exposition und
zeigt, dass die Bestimmung der Korpergewichtsentwicklung als Stressparameter kein

verlasslicher Indikator ist.

4.3.3 Absolutes und relatives Milzgewicht

Zusétzlich zum Einfluss von chronischem psychosozialen Stress auf das Korpergewicht der
Versuchstiere wurden in dieser Arbeit Veranderungen im Bereich der Milz untersucht.
Neben der Entfernung alter Erythrozyten und Thrombozyten im Bereich der roten Pulpa
erfallt das Milzgewebe der weiRen Pulpa als sekundar lymphatisches Organ eine wichtige

Funktion im Immunsystem. Als immunologische Filterstation ist die Milz in die
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Blutzirkulation eingeschalten und dient als Ort fiur die Présentation potentiell schadlicher
Antigene sowie der daraus resultierenden Aktivierung von Immunzellen. Daher eignet sich
die Milz als lymphatisches Organ gut, um immunologische Veranderungen unter dem

Einfluss von Stress zu untersuchen.

Zur Bestimmung des Organgewichts wurden die Milzen der Tiere enthnommen und gewogen,
sowie in Experiment 2 zudem als relatives Milzgewicht in Bezug zum Korpergewicht
berechnet. In Einklang zu Ergebnissen anderer Stressmodelle wie dem SDR — Paradigma
oder dem PF — Modell [5, 89], konnte auch in dieser Arbeit bei den CSC — Tieren aus
Experiment 1 ein signifikant erhdhtes Milzgewicht im Vergleich zu den SHC — Tieren
festgestellt werden. Allerdings liegt das Milzgewicht der SDR — Tiere mit circa 150 mg im
direkten Vergleich deutlich Uber den durchschnittlich 100 mg der CSC — Tiere aus
Experiment 1 [89]. Neben der zum SDR vergleichbar geringer ausgepragten Splenomegalie
in Experiment 1 waren zudem in den CSC — Tieren aus Experiment 2 keine Unterschiede
sowohl im absoluten wie auch im relativen Milzgewicht im Vergleich zu den entsprechenden
SHC — Tieren messbar. Mdgliche Schwankungen in den Milzgewichten der Kontrolltiere
zwischen den Experimenten erkldren diesen Effekt nicht, da die absoluten Organgewichte
innerhalb der verschiedenen Kontrollgruppen sowohl in dieser Arbeit als auch in der
SDR - Studie vergleichbare Werte zeigen [89].

Auch innerhalb des SDR — Modells zeigten sich bereits Unterschiede im Ausmald der
entstandenen Splenomegalie. Wahrend nach sechs Zyklen SDR — Exposition uber taglich
zwei Stunden eine signifikante Zunahme im Milzgewicht beobachtet wurde, war dieser
Effekt trotz gleichbleibender Anzahl an Zyklen nicht mehr nachweisbar, wenn die Dauer der
taglichen Stressexposition auf insgesamt 14 Stunden SDR pro Tag gesteigert wurde. Hierfur
wurde angenommen, dass auf Grund der langeren Expositionsdauer adaptive Mechanismen

der Entstehung einer Splenomegalie entgegen wirken [6].

Die hier fiir das CSC — Modell erhobenen Daten widerlegen diese bisherige Annahme. Zum
einen zeigen die erhdhten Milzgewicht der Tiere aus Experiment 1, dass trotz 19-tagiger
ununterbrochener Stressexposition im CSC — Modell mégliche adaptive Veranderungen in
den Tieren die Ausbildung einer Splenomegalie nicht verhindern. Zum anderen
verdeutlichen die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen den Experimenten 1 und 2, dass
selbst unter gleichen standardisierten Versuchsbedingungen mit identischer zeitlicher
Stresskinetik der Parameter Milzgewicht durch einen bisher nicht bertcksichtigten Faktor

beeinflusst wird.
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Weitere Untersuchungen zum SDR — Modell zeigten, dass das Milzgewicht lediglich in den
Tieren erhoht war, welche dem direkten physischen Kontakt des aggressiven Eindringlings
ausgesetzt waren (SDR physical contact). Trotz gleichermalien erhohter CORT — Werte
resultierte der allein sensorische Kontakt in Tieren, welche durch ein Gitter (iber visuelle,
olfaktorische und akustische Reize Zeugen des SDR — Paradigmas wurden (SDR sensory
contact), sogar in verminderten Milzgewichten [7]. Diese Beobachtung fuhrte zur These, die
Entstehung einer Splenomegalie bendtige den Einfluss physischen Kontakts. Da jedoch in
Experiment 2 dieser Arbeit alle Tiere in physischem Kontakt zu ihrem Resident standen und
trotzdem keine Zunahme im Milzgewicht beobachtet wurde, scheint ein im Rahmen des
physischen Kontakts auftretender und bisher nicht erfasster Einflussfaktor diesen

Zusammenhang zu vermitteln.

Wir vermuten, dass der bisher fir das Milzgewicht nicht betrachtete Einfluss von
Bissverletzungen hierfiir entscheidend ist. Um diese Vermutung zu bestétigen, wurde fur
jedes CSC — Tier der Experimente 1 und 2 das Milzgewicht mit dem individuell bestimmten
Schweregrad der Bissverletzungen korreliert. Wahrend ein Zusammenhang vor allem bei
niedrigen Bissscorewerten wie aus Experiment 2 fraglich ist, spricht eine signifikant positive
Korrelation zwischen beiden Parametern fir die Annahme unserer Vermutung, dass
Bissverletzungen — insbesondere ab einem gewissen Schweregrad — einen direkten Einfluss

auf das Milzgewicht austiben.

4.3.4 Anzahl isolierter Milzzellen

Nachdem in verschiedenen Modellen eine Zunahme des Milzgewichts unter dem Einfluss
von Stress gezeigt wurde, stellt sich die Frage, durch welche Mechanismen diese
Gewichtsveranderungen vermittelt werden. Engler et al. stellten fest, dass es wahrend SDR
zu einer Einwanderung von CD11b* Zellen, Monozyten und Neutrophilen, aus dem
Knochenmark in die Milz kommt, wéhrend im Knochen kompensatorisch die Myelopoese
dieser Zellreihen aktiviert wird [26]. Insgesamt steigt die absolute Anzahl von Monozyten
in der Milz nach sechs Zyklen SDR um den Faktor 7,5 an [4]. In Einklang dazu zeigt sich in
den Milzen von PF - Tieren eine reduzierte Anzahl an Lymphozyten, vor allem vermittelt
durch geringere Zahlen an CD4" T — Zellen, bei einem gleichzeitigen Anstieg von
Monozyten und Neutrophilen [5]. Nach Stressexposition durch SDR oder PF scheint sich

somit in der Milz das Gleichgewicht zwischen Zellen des angeboren und des adaptiven
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Immunsystems zu Gunsten der unspezifischeren, dafir aber schneller verfugbaren

angeborenen Immunitat zu verschieben.

Wahrend nach 19-tagiger CSC — Exposition in peripheren Lymphknoten eine gesteigerte
Zytokinproduktion durch T — Lymphozyten im Sinne einer vermehrten immunologischen
Aktivitat des adaptiven Immunsystems gemessen wird [82], beobachteten Schmidt et al. in
der Milz eine Abnahme im prozentualen Anteil von B —und T — Zellen. Gleichzeitig zeigte
sich auch hier analog zu den Resultaten aus anderen Stressmodellen ein Anstieg an CD11b*

Zellen sowie eine Zunahme regulatorischer T — Zellen (Tregs) [79].

In dieser Arbeit ergab die Bestimmung der Milzzellzahlen keine Unterschiede zwischen den
SHC und den CSC — Tieren sowohl fir Gesamtzahl an Zellen, als auch fur die Anzahl
lebender Splenozyten. Erwartungsgemal zeigten die SHC — Tiere beider Experimente
vergleichbare Milzzellzahlen. Im Gegensatz dazu scheint es zundchst verwunderlich, dass
trotz hoherer Milzgewichte der Stresstiere aus Experiment 1 auch in den CSC — Gruppen

beider Experimente ahnliche Zellzahlen gemessen wurden.

Unter dem Einfluss von chronischem Stress, beispielweise durch RST, zeigte sich in
sekundar lymphatischen Organen wie der Milz eine gesteigerte erythropoetische Aktivitat
verbunden mit einem Anstieg heranreifender Erythrozyten [97]. Gleichzeitig konnten eine
Zunahme der roten Pulpa sowie ein Anstieg des Milzgewichts beobachtet werden [96].
Madglicherweise vermittelt auch nach 19-tdgiger CSC — Exposition eine gesteigerte
extramedullare Blutbildung die gemessene Splenomegalie. Die in dieser Arbeit konstante
Zellzahl lieRe sich dadurch erkléren, dass durch Zugabe des ACK — Lyse — Puffers vor
Bestimmung der Zellzahl eine moglicherweise erhohte Anzahl an Erythrozyten in der
anschlieBenden Zellzahlung nicht erfasst werden kann. Allerdings spricht die fehlende
Zunahme des Milzgewichts in den CSC — Tieren aus Experiment 2 gegen die Annahme

dieser Hypothese.

Zum anderen sprechen die konstanten Gesamtzellzahlen aus dieser Arbeit sowie die von
Schmidt et al. gezeigten Verénderungen der Zellpopulationen in der Milz fir eine
Gleichgewichtsverschiebung der Milzzellpopulationen von Zellen des adaptiven
Immunsystems zu Gunsten von Zellen des angeborenen Immunsystems bei insgesamt
konstant gehaltener Gesamtzellzahl nach 19-tégiger CSC — Exposition [79]. Wéhrend die
auswandernden Lymphozyten eine Groélle von etwa 7-18 um besitzen, sind die
einwandernden Monozyten mit etwa 12-20 um deutlich gréRer und tragen somit auch bei
gleichbleibender Zellzahl zu einer Volumen — und Gewichtszunahme der Milz bei [101].

Aktuelle Ergebnisse zum CSC — Modell ergaben bezlglich der Zusammensetzung der
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Milzzellpopulation eine Reduktion von B — Zellen (CD19%) und T — Helferzellen (CD3*/4*)
bei gleichzeitiger Zunahme von CD11b* Zellen und stiitzen somit die oben genannte
Hypothese [27].
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4.3.5 Cell viability isolierter Milzzellen

Nach Bestimmung der Zellzahlen wurden die isolierten Splenozyten gemal dem Protokoll
der Arbeitsgruppe Engler fur 48 Stunden in vitro mit dem Bakterienantigen LPS stimuliert
[26]. Anschlielend wurde nach 3-stundiger Inkubation mit MTS die Absorption im
Uberstand der Zellsuspension bestimmt. Die bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessene
optische Dichte spiegelt als cell viability die Anzahl sowie die Stoffwechselaktivitat der im

Well enthaltenen Zellen wieder.

Die in den Abbildungen 11 und 16 dargestellten Resultate zeigen die basale und LPS
induzierte cell viability unter 0 uM CORT und entsprechen somit der Zellaktivitat ohne
jeglichen Einfluss von exogen zugefuhrten GC. Fir beide Experimente 1 und 2 konnte
gezeigt werden, dass sowohl in den SHC wie auch in den CSC — Tieren die Zugabe von LPS
zu einem signifikanten Anstieg der cell viability fihrt. Dies bestétigt, dass in allen Gruppen
unabhéngig von der Stressexposition die Stimulation mit LPS eine hohere Zellzahl,

hauptsachlich vermittelt durch eine geringere Apoptoserate, bewirkt.

Genauere Vergleiche zwischen den Ergebnissen beider Experimente zeigen allerdings auch
Unterschiede auf. In Experiment 2 lassen sich sowohl fur die basale, wie auch die unter LPS
Stimulation gemessene cell viability keine Unterschiede zwischen den SHC und den
CSC — Tieren feststellen.

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse aus Experiment 1. Hier weisen die isolierten
Splenozyten der CSC — Tiere unter dem Einfluss von LPS eine signifikant héhere
Zellaktivitat als die der Kontrolltiere auf. Zudem zeigen die erhobenen Daten, dass selbst
ohne exogene Stimulation mittels LPS unter basalen Bedingungen eine gesteigerte
Stoffwechselaktivitat besteht. In weitere Untersuchungen zum CSC — Modell konnten diese
Resultate bereits reproduziert werden, wobei hierbei in vergleichbarer Intensitat wie in
Experiment 1 Bissverletzungen bei den CSC — Tiere erfasst wurden [27].

Im Gegensatz dazu weisen die Tiere aus Experiment 2 weitaus weniger Bissverletzungen

auf, was vermutlich die fehlende Aktivitatssteigerung der isolierten Zellen erklért.

Der in dieser Arbeit in Abbildung 19 gezeigte direkt proportionale Zusammenhang zwischen
dem Ausmal an Bissverletzungen und der basalen cell viability stiitzt diese Annahme und
lasst zusammenfassend auf folgende Behauptungen schlieBen: Zunéchst scheint die alleinige
Exposition gegenlber psychosozialem Stress im CSC — Modell ohne den zu Grunde
liegenden Einfluss von schwerwiegenderen Bissverletzungen zu keiner vermehrten
immunologischen Aktivitat in Milzzellen zu fiihren. Des Weiteren scheint ein geringes
Ausmal’ an Bisswunden — wie in Experiment 2 beobachtet — die cell viability der isolierten
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Milzzellen nicht signifikant zu verandern. Vielmehr sprechen insbesondere die gemeinsam
dargestellten Daten aus beiden Experimenten dafiir, dass erst nach Uberschreiten eines
gewissen Schwellenmalies an Bisswunden ein signifikanter Zusammenhang besteht und
Bisswunden im Sinne einer dosisabhangigen Beziehung die immunologische Aktivitét in

Splenozyten stimulieren.

Insgesamt deuten die fiir beide Stressmodelle CSC und SDR in den grundsétzlichen Effekten
Ubereinstimmenden Ergebnisse beziiglich Parametern wie dem Milzgewicht oder der
Zellaktivitat auf generelle, paradigmenunabhédngige Effekte nach chronisch psychosozialer
Stressexposition hin.

Wiéhrend im CSC - Modell ein signifikant erhohter Anstieg im Delta der Zellaktivitat
(LPS — basal bei 0 uM CORT) in dieser Arbeit lediglich als minimaler und in den noch zu
veroffentlichenden Daten als starker Trend beobachtet wurde [27], ist dies fur das
SDR — Modell allgemein beschrieben und zeigt sich beispielsweise in einem gesteigerten
Deltaanstieg der cell viability sowie der IL — 6 Sekretion nach LPS Stimulation [3, 4, 6, 89].
Ahnlich wie auch schon beim Milzgewicht scheint sich auch hier im CSC zwar ein
tendenziell gleichgerichteter, im Vergleich zum SDR in der Intensitit jedoch geringerer
Effekt zu zeigen. Die fur das CSC aufgefuhrte Korrelation zwischen Milzzellaktivitat und
Bissverletzungen lasst somit auf Grund der paradigmenunabhédngigen Effekte den
Riickschluss zu, dass die deutlich starker ausgepragten Ergebnisse im SDR vermutlich auf
ein hoheres Ausmal? an Bissverletzungen zurlickzufiihren sind. Auch wenn nach SDR eine
erhdhte basale Zellaktivitat in vitro ohne exogenen Einfluss von CORT nach aktuellem
Kenntnisstand bisher in der Literatur nicht beschrieben ist, lasst sich dies nun anhand der
Erkenntnisse aus dem CSC — Modell auch auf das SDR — Modell Ubertragen. Eine
gesteigerte antimikrobielle Aktivitdt von monozytdren Milzzellen gegeniiber E. coli
Bakterien nach SDR — Exposition starkt diese Annahme [2, 8].
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4.3.6 GC-Resistenz isolierter Milzzellen

4.3.6.1 Eigene Ergebnisse im Kontext bisheriger Erkenntnisse

Neben der Bestimmung der cell viability unter basalen wie auch unter LPS stimulierten
Bedingungen ohne Zugabe von exogenen GC wurde diese auch unter dem Einfluss
unterschiedlicher CORT — Konzentrationen bestimmt. Zur besseren Vergleichbarkeit und in
Anlehnung an vorausgegangene Untersuchungen zur GC — Resistenz wurden in dieser
Arbeit finf verschiedene Dosierungen von 0,005 puM bis 5 pM sowie zur besseren
Vergleichbarkeit als Ausgangswert 0 puM CORT gewdhlt. Hiermit sind sowohl
physiologisch basale (0,005 uM, 0,05 uM und 0,1 uM) und Stress aquivalente (0,5 uM) wie
auch pharmakologische (5 uM) Konzentrationen vertreten. Zur Bestimmung der
GC — Resistenz wurde fiir alle CORT — Konzentrationen das Delta der cell viability zwischen
basaler und LPS stimulierter Bedingung berechnet. Um mogliche Baselineunterschiede der
verschiedenen Tiere auszugleichen, wurden die berechneten Differenzen in das prozentuale
Verhaltnis zum Delta der cell viability unter CORT = 0 uM gesetzt, welche somit fir jedes

Tier den Ausgangswert 100% ergibt.

Zur Bestimmung der GC — Resistenz finden sich in der Literatur unterschiedliche Malistébe
hinsichtlich einer moglichen Dateninterpretation. Beispielsweise orientierten sich Avitsur
und Stark daran, ab welcher CORT — Konzentration ein signifikanter Abfall im Delta der
cell viability im Vergleich zum Ausgangswert festzustellen ist, was bei den GC resistenten
Stresstieren — wenn berhaupt — erst bei hohen CORT — Konzentrationen der Fall ist [6, 89].
Im Gegensatz dazu werden in anderen Arbeiten die Werte der Stresstiere innerhalb einer
CORT - Konzentration direkt mit denen der Kontrolltiere verglichen, wobei diese im Falle
einer entstandenen GC — Resistenz deutlich hoher liegen [5].

Ahnlich wie bei den bereits diskutierten Milzparametern lieRen sich in dieser Arbeit auch
fur die GC — Resistenz grundlegende Unterschiede zwischen den beiden Experimenten
feststellen. In beiden Versuchen wiesen die Kontrolltiere ein Ansprechen auf den
inhibitorischen CORT — Einfluss ab Konzentrationen von 0,05 uM und 0,1 uM auf. Ahnlich
sensitiv reagierten auch die isolierten Splenozyten der CSC — Tiere aus Experiment 2,
welche gleich wie die entsprechende Kontrollgruppe ab der dritthchsten
CORT - Konzentration (0,1 puM) ein signifikant erniedrigtes Delta der cell viability im
Vergleich zum Ausgangswert zeigten. Lediglich innerhalb der hdchsten CORT — Dosis war

die Sensitivitat der CSC — Tiere im direkten Vergleich zu den SHC — Tiere etwas vermindert,
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was insgesamt flr eine lediglich minimal eingeschrankte GC — Sensitivitat in diesen Tieren
trotz Exposition im CSC — Modell spricht.

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse aus Experiment 1: Ein signifikantes Ansprechen
auf die zugefiigten GC im Vergleich zum Ausgangswert war bei diesen CSC — Tieren erst
unter dem Einfluss der beiden htchsten CORT — Konzentrationen (0,5 uM und 5 pM)
festzustellen. Gleichzeitig war im direkten Vergleich zwischen der Stress — und der
Kontrollgruppe die Delta cell viability in den Milzzellen der CSC — Tiere bei jeder getesteten
CORT - Dosis signifikant erhoht.

Die in Experiment 1 erhobenen Daten belegen somit, dass auch nach 19-tagiger
Stressexposition im CSC — Modell die Ausbildung einer GC — Resistenz in vergleichbarem
Ausmal’ wie nach Exposition in anderen Stressmodellen wie dem SDR oder dem PF mdoglich
ist [5, 89] und die Entstehung einer GC — Resistenz somit als paradigmentbergreifender
Effekt gesehen werden kann.

AuRerdem kann nun die eingangs gestellte Frage beleuchtet werden, weshalb in der von
Reber et al. verdffentlichten Publikation die GC — Resistenz in den isolierten Milzzellen der
CSC — Tiere im Vergleich zu den bisherigen Ergebnissen aus dem SDR nahezu
verschwindend gering ausgefallen ist [71]. Die zunéchst angenommene Vermutung, die
verhaltnismaRig lange Expositionsdauer des CSC — Paradigmas fiihre méglicherweise ber
adaptive Vorgange zu milder ausgeprégten Effekten kann anhand der Ergebnisse aus
Experiment 1 verworfen werden. Vielmehr widerlegen die hier gezeigten Daten, dass die
ausbleibende Entstehung einer GC — Resistenz nach SDR Uber bis zu 14 Stunden pro Tag

allein durch die bisher angenommene veranderte zeitliche Kinetik zu erkléren ist [6].

Des Weiteren stiitzen die erhobenen Daten bisherige Erkenntnisse aus den SDR oder
RST — Modellen. Hierflr wurde bereits gezeigt, dass trotz &hnlicher Stressintensitat,
gemessen an vergleichbaren CORT — Spiegeln im Plasma, der rein psychosoziale
Stresseinfluss wahrend SDR ohne direkten, anhaltenden physischen Kontakt der
Versuchstiere zum dominanten Artgenossen sowie alleiniger Immobilisationsstress keine
GC —Resistenz in Milzzellen induzierten [7, 57, 84]. Die Ergebnisse aus Experiment 2 lassen
diese bisherige Theorie noch um zwei weitere Annahmen erweitern: Zum einen scheint auch
eine zeitliche Intensivierung des psychosozialen Stresseinflusses wie im CSC — Modell nicht
ausreichend zu sein, um die Entstehung einer GC — Resistenz zu vermitteln. Zum anderen
kann der direkte physische Kontakt wéhrend der Stressexposition als alleiniger
modulierender Einflussfaktor zur Ausbildung einer GC — Resistenz nach psychosozialem
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Stress verworfen werden, da alle Tiere aus Experiment 2 zwar tber 19 Tage einem direkten
physischen Einfluss gegenuiber dem Resident und ihren Ké&figgenossen ausgesetzt waren,
eine GC — Resistenz in diesen Tieren jedoch trotzdem nicht in entscheidendem Ausmaf

festgestellt wurde.

In Einklang zu den bisherigen Ergebnissen aus dem SDR — Konzept sprechen nun auch die
hier gezeigten Daten und die deutlichen Unterschiede zwischen den Experimenten dafr,
dass der Einfluss von Verletzungen durch Bisswunden auch beim CSC — Modell der

entscheidende Faktor fur die Entstehung einer GC — Resistenz ist [6].

Zudem erweitern die vorliegenden Ergebnisse die aktuellen Erkenntnisse zum Einfluss von
Bissverletzungen auf die GC — Resistenz, da durch die Etablierung des bereits vorgestellten
Bissscores erstmalig eine detaillierte Quantifizierung von individuellen Bisswunden
einzelner Tiere und deren Vergleich ermdglicht wird. Die im SDR bisher verwendete
Einteilung der Stressstiere in ,,verwundet (tiefergehende Lésionen im Bereich des Fells, des
Schwanzes oder des Genitalbereiches) oder ,,unverwundet® (leichte oberfldchliche Kratzer
oder keine sichtbaren Verletzungen) anhand bloRer Inspektion der Felloberseite barg stets
die Gefahr, mogliche Verletzungen zu Ubersehen [6]. Gleichzeitig lasst diese grobe
Einteilung keinen Ruckschluss zu, ob es sich beim Einfluss von Bissverletzungen auf die
GC - Resistenz um ein On — Off — Phanomen handelt oder mdglicherweise ein

dosisabh&ngiger Zusammenhang besteht.

Die signifikante Korrelation zwischen dem Schweregrad an Bissverletzungen und der Delta
cell viability unter 5 uM CORT beider Experimente (s. Abb. 20) spricht — in &hnlicher Weise
wie bereits fur die basale cell viability gezeigt — fiir einen direkt proportionalen Einfluss von
Bissverletzungen auf das Ausmal} der GC — Resistenz. Gleichzeitig deutet die ausgepragte
Streuung im linken Bereich des Graphen darauf hin, dass dieser Zusammenhang besonders
ab einem bestimmten SchwellenmaR an Bissverletzungen, etwa ab einem Scorewert von 20
Punkten, bedeutsam wird. Diese Erkenntnisse lassen den Ruckschluss zu, dass die bisher
von Reber et al. fur das CSC gezeigte, sehr gering ausgepragte GC — Resistenz vermutlich
auf ein sehr mildes Ausmal? an Bissverletzungen in den untersuchten Tieren zurtickzufiihren
ist und legen nahe, dass alle nach CSC beschriebenen affektiven und somatischen
Pathologien vornehmlich der psychosozialen Belastung und nicht den erlittenen
Verletzungen geschuldet sind. Mdglicherweise spielt jedoch auch eine unterschiedliche
Sensitivitat der Milzzellen gegeniiber GC im Rahmen der zundchst in vitro noch erhaltenen
zirkadianen Rhythmik eine Rolle, da die Tétung der von Reber et al. untersuchten Tiere am

Abend erfolgte und somit die Stimulation der isolierten Zellen zu einem anderen Zeitpunkt
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als in dieser Arbeit stattfand [71]. Zukinftig sind hier noch weitere Untersuchungen

notwendig.

4.3.6.2 Der Weg zur GC - Resistenz

Allerdings stellt sich im weiteren Verlauf die Frage, ob Bissverletzungen fir sich genommen
oder das damit verbundene Eindringen von Bakterien die zu beobachtenden Verénderungen
in den Milzzellparameter hervorrufen. Zumindest fur Veranderungen des Milzgewichts
sowie die Einwanderung von CD11b* Zellen in die Milz scheinen Bakterien keine
entscheidende Rolle zu spielen, da beide Parameter auch in sterilen Mauspopulationen die
beschriebenen Verdnderungen nach SDR — Exposition zeigten [1]. Zudem wurde
festgestellt, dass Tiere nach SDR zwar eine Splenomegalie, eine vermehrte Mobilisation von
CD11b* Zellen in die Milz sowie eine gesteigerte cell viability in Splenozyten aufwiesen,
ohne die Zugabe von LPS in vitro die Sensitivitét fir GC jedoch unverandert erhalten blieb.
Erst nach Zugabe von LPS konnte die Entstehung einer GC — Resistenz in vitro
nachgewiesen werden, wobei hierfir die Bindung von LPS an den toll — like — receptor
(TLR) — 4 erfolgen muss [3].

Die Zusammenschau dieser Beobachtungen fuhrte schlieBlich zu der Entwicklung des
nachfolgenden Konzeptes, welches die aufeinanderfolgenden Veranderungen der
verschiedenen Milzparameter auf dem Weg zum Vollbild einer
GC — Resistenz aufzeigen soll [3, 65] (s. Abb. 21, graue Schriftfarbe): Die Exposition
gegenuber chronischem psychosozialen Stress als sogenanntes ,, first signal ““ bewirke eine
Immunaktivierung im Sinne eines ,,Primings®, welche sich in der Einwanderung und einer
gesteigerten Aktivitat von CD11b* Zellen in der Milz wiederspiegeln soll (s. Abb. 21, 1 Milz
cell viability). Zur Ausbildung einer GC — Resistenz werde jedoch zwingenderweise die
Stimulation mit LPS als ,,second signal* ben6tigt, welche in vitro eine Infektion mit

gramnegativen Bakterien simuliert [3].

Diese Veranderungen lassen sich auch auf molekularer Ebene nachvollziehen, wobei sich
die Uber den GR vermittelte, immuninhibitorische Wirkung von GC und die
proinflammatorische Wirkung von NF«B als Antagonisten gegeniberstehen und ohne
jeglichen Einfluss von Stress oder LPS in einem ausgeglichenen Verhaltnis
zueinanderstehen. Unter dem Einfluss von Stress als ,,first signal“ kommt es jedoch zu
ersten Verdnderungen am GR, welche sich in einer verminderten zytoplasmatischen

GR — Proteinexpression sowie in einer eingeschréankten nukledren Rezeptortranslokation
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zeigen. Diese reduzierte Rezeptorfunktion bei gleichzeitig unveranderter Wirkungsweise
von NFkB vermittelt eine Steigerung der immunologischen Zellaktivitat, ohne dass bereits
der Zustand einer GC — Resistenz erreicht wére. Im Gegensatz dazu bewirkt die Stimulation
mit LPS als ,,second singal“ eine vermehrte Proteinexpression von NFxB, welcher bei
eingeschrankter GR — Funktion nicht mehr ausreichend entgegengewirkt werden kann,
woraus schlieBlich eine Gleichgewichtsverschiebung zu Gunsten der proinflammatorischen

Wirkung von NfkB mit Entwicklung einer GC — Resistenz resultiert [65].

In Einklang dazu stehen die aktuellsten Ergebnisse aus dem CSC — Paradigma, da auch fur
dieses Modell eine reduzierte basale (ohne Zugabe von LPS) GR — Proteinexpression nach
Stressexposition nachgewiesen werden konnte. Zudem zeigte sich die Ausbildung einer

GC — Resistenz erst nach zusatzlicher in vitro Stimulation mit LPS [27].

Allerdings ermdglichen die Ergebnisse zum CSC aus der vorliegenden Arbeit auch eine
Erweiterung des bisher angenommenen Konzeptes. Die gezeigten Korrelationen
unterstreichen den enormen Einfluss von Bissverletzungen auf die verschiedenen
Milzparameter — ein Zusammenhang, welcher im bisherigen Konzept aus Ergebnissen des
SDR — Modells keine Beachtung findet (s. Abb. 21, graue Schriftfarbe). Zudem erlauben die
in Experiment 2 erhobenen Resultate den Rickschluss, dass die alleinige Exposition
gegenlber psychosozialem Stress ohne, beziehungsweise mit lediglich minimal
ausgeprégten Bissverletzungen, als ,, first signal “ keine Splenomegalie oder gesteigerte Milz
cell viability vermittelt. Vielmehr ist die Stressexposition im Sinne des ,,first signals* als
zwingende Voraussetzung hierfur zu verstehen [84], wahrend ein ausreichendes Mal} an
Bissverletzungen als eigentlicher Einflussfaktor in direkt proportionaler Weise die
Entstehung einer Splenomegalie und einer erhohten Milz cell viability beeinflusst. Diese
Erkenntnisse sollten zukinftig im vorgestellten Konzept als weiteres ,, signal “ bedacht und
Bissverletzungen deshalb als ,, second signal “ berlcksichtigt werden. Somit bewirkt die in
vitro Stimulation mit LPS erst an dritter Stelle als ,,third signal* die Ausbildung einer
GC — Resistenz (s. Abb. 21, griine Schriftfarbe).
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Des Weiteren ist aus den Ergebnissen dieser Arbeit ersichtlich, dass die erhobenen Daten
innerhalb der Gruppe der Stresstiere, insbesondere in Experiment 1, erheblichen
interindividuellen Schwankungen unterliegen, was — wie bereits erdrtert — unterschiedlich
stark ausgepréagten Bissverletzungen zuzuschreiben ist. Fir das CSC — Modell konnte
kirzlich gezeigt werden, dass das individuelle Copingverhalten der einzelnen Tiere in
direkter Weise das Ausmal’ an Bisswunden bedingt und somit indirekt die beschriebenen
Veranderungen der Milzparameter im Grad ihrer Intensitat beeinflusst. Ein subordinierter
Copingstil im Sinne von Flucht — oder Vermeidungsverhalten gegeniiber dem Resident birgt
demnach die groRte Gefahr fir Verletzungen durch Bisswunden und daraus folgender
Immunaktivierung und GC — Resistenz. Im Gegensatz zu diesen eher passiv — reagierenden
Verhaltensweisen scheint hingegen ein pro — aktives Verhalten, beispielsweise eigenes

Attackieren, einen gewissen ,,Schutz gegeniiber diesen Stressfolgen zu vermitteln [27].

4.3.6.3 GC-—Resistenz: Fluch oder Segen?

Nachdem nun die verschiedenen Einflussfaktoren sowie der Weg bis hin zu der Entwicklung
einer GC — Resistenz in groben Zligen beleuchtet wurden, stellt sich abschlielRend die Frage:
,,Ist die Entstehung einer GC — Resistenz als adaptiv oder eher im Sinne eines maladaptiven
Prozesses zu verstehen?*

Grundlegend kann gesagt werden, dass das oben beschriebene Verhalten eines
subordinierten und somit passiveren Copings, welches Uber Bissverletzungen zu einer
GC — Resistenz fuhrt, als eher maladaptiv gewertet werden kann. Ein primér aktives
Stressmanagement konnte in verschiedenen Tierstudien mit geringer ausgepragten
physiologischen Stressfolgen sowie einer schnelleren Erholung von diesen in Verbindung
gebracht werden [47, 56, 99].

Wahrend somit das der GC — Resistenz zu Grunde liegende Verhalten unter dem Einfluss
von Stress nicht als optimal gewertet werden kann, sprechen einige Erkenntnisse dafur, dass
auch die entstandene GC — Resistenz fur sich betrachtet negative Folgen fur den Organismus
bringt. Nach Exposition im SRO — Modell wiesen die Tiere nach nasaler Virusapplikation
eine deutlich erhohte Mortalitdt im Vergleich zu den Stresstieren nach RST auf. Der
erhohten Sterblichkeitsrate lag eine Uberschiellende Entziindungsreaktion im Bereich der
Lunge zu Grunde, welche auf die Entstehung einer GC — Resistenz nach SRO zuriickgefiihrt
wurde und die nach RST — Exposition nicht festzustellen war [84]. Auch fur das
SDR — Modell konnte gezeigt werden, dass nach intraperitonealer VVerabreichung von LPS

die betroffenen Tiere vermehrt an einem endotoxischen Schock mit unkontrollierbarer,
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systemischer Entziindungsreaktion und resultierenden Multiorganschaden, beispielsweise in
der Lunge, dem Gehirn und der Milz starben. Dies war aller Wahrscheinlichkeit nach auf
ein reduziertes Ansprechen auf immunmodulatorischen Einfluss von GC zuriickzufuhren
[66]. Des Weiteren muss bedacht werden, dass eine erhéhte immunologische Aktivitat vor
allem in monozytaren Zellen zwar die angeborene Immunitat starkt, ein gleichzeitig
hemmender Einfluss auf Zellpopulationen des adaptiven Immunsystems, beispielsweise den
T — Zellen, jedoch das Wachstum von Tumoren wie dem Fibrosarkom begtinstigt [80].

Insgesamt scheint somit die Ausbildung einer GC — Resistenz die Gefahr flr schwer
kontrollierbare, teilweise systemische Entziindungsreaktionen sowie die Entstehung von

Tumoren zu erhdhen.

Im Gegensatz dazu sind jedoch auch Argumente zu nennen, welche die Vorteile einer
entstandenen GC — Resistenz in gebissenen Tieren unterstreichen. Die Ergebnisse aus dieser
Arbeit konnten eindriicklich belegen, dass die GC — Resistenz keinen bloflen ,,Nebenbefund*
nach chronisch psychosozialer Stressexposition darstellt, sondern sich lediglich dann
ausbildet, wenn Bissverletzungen ab einem bestimmten Schweregrad vorhanden sind.
Berlcksichtigt man dabei, dass diese Bissverletzungen potenziell das Risiko einer Infektion
mit verschiedenen Bakterien bergen und zudem unter Stressexposition haufiger eine
Keimtranslokation und - besiedelung stattfindet [9], erscheint eine gesteigerte
immunologische Aktivitdt, welche nicht unmittelbar durch stressbedingt hohe
GC — Konzentrationen gehemmt wird, als durchaus angebracht. Die nach SDR aus der Milz
isolierten Makrophagen erwiesen sich dabei in ihrer antibakteriellen Aktivitat gegen Keime
des E. coli — Stammes als deutlich effektiver, als die der Kontrolltiere [8]. Da durch
Bissverletzungen wahrend oben genannter Stressparadigmen die Tiere somit in erster Linie
durch akute Infektionen geféhrdet sind, erscheint die relativ selektive Ausbildung der
GC — Resistenz in der myeloiden Zellpopulation mit Starkung der schnellen, angeborenen
Immunantwort sinnvoll. Insbesondere der Gruppe der myeloid derived suppressor cells
(MDSCs) wird eine spezielle Rolle im Sinne einer ersten Abwehrbarriere gegentber

eindringenden Keimen wéhrend verschiedener Entziindungszustande zugesprochen [16].

Neben einem adaquaten, immunologischen Schutz gegeniiber systemischen Infektionen ist
eine effiziente Immunaktivierung auch lokal im Bereich von Bissverletzungen von enormer
Relevanz, um wéhrend der sogenannten Entziindungsphase den entscheidenden Antrieb fur
eine erfolgreiche und schnelle Wundheilung zu geben. Sowohl im Tiermodell, als auch in

Humanstudien zeigte sich unter dem Einfluss von chronischem, insbesondere negativ
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behafteten Stress eine kompromittierte Wundheilungsfahigkeit [45, 54, 60, 98]. Es wird
vermutet, dass unter Stressexposition die anhaltende Aktivierung der HPA — Achse und die
vermehrte Produktion und Freisetzung von GC eine Immunsuppression mit Hemmung der
initialen  Entzlindungsphase bewirken, wodurch die nachfolgenden Schritte der
Wundheilung nicht ausreichend stimuliert werden [13, 32]. Die Entstehung -einer
GC - Resistenz dient somit mdglicherweise der Aufrechterhaltung einer adaquaten
Entzindungsaktivitdt im Bereich von Bissverletzungen, um trotz stressbedingt hoher
GC — Spiegel eine suffizient funktionierende Wundheilung zu gewéhrleisten. Diese stellt fir
die Tiere wahrend der Stressexposition und unter dem Einfluss von Bissverletzungen eine

lebensnotwendige VVoraussetzung dar.

Zudem kann betont werden, dass die Ausbildung der GC — Resistenz in sehr differenzierter
Weise auftritt und in ihrem Ausmal einer fein abgestimmten Dosierung unterliegt. Zum
einen lieR sich die GC — Resistenz nicht in allen Immunzellen, sondern lediglich selektiv in
ausgewahlten Zellpopulationen, beispielsweise in isolierten Milzzellen nachweisen,
wahrend gleichzeitig die Sensitivitat auf GC in mononukledren Peritonealzellen vollstandig
erhalten blieb. Zum anderen unterliegt die GC — Resistenz auch einer zeitlichen Regulierung
und war 30 Tage nach Beendigung der Exposition im SDR nicht mehr nachweisbar [4]. Dies
spricht dafur, dass die GC — Resistenz lediglich in engem, zeitlichen Zusammenhang zu
einer potenziellen Gefahrdung durch Infektionen oder Wundheilungsstérungen auftritt. Die
anschlieBende Riickkehr zu einer basalen immunologischen Aktivitdt und zu einem
physiologischen Ansprechen auf GC reduziert das Risiko fiir anhaltend (berschiel3ende

Immunreaktionen wieder auf ein normales Ausgangsniveau.

Des Weiteren ist sowohl im SDR, wie auch im CSC — Modell die GC — Resistenz in vitro
nur in gebissenen Tieren und unter zusatzlicher Stimulation mit LPS nachweisbar, wahrend
ohne dessen Zugabe lediglich eine gesteigerte immunologische Aktivitat mit weiterhin
erhaltenem Ansprechen auf GC besteht [3, 27]. Da LPS ein Oberfldchenantigen auf
gramnegativen Bakterien ist, kann davon ausgegangen werden, dass auch in vivo erst eine
Infektion mit Keimen aus dem gramnegativen Spektrum die Ausbildung einer
GC - Resistenz triggert und diese somit nur in diesen Féllen auftritt, in denen eine
tatsachliche Gefahr, beispielweise durch bakterielle Translokation nach Bissverletzungen
flir den Organismus besteht.

Als abschlielendes Argument fur die adaptive Funktion der GC — Resistenz kénnen die
dargestellten Korrelationen der vorliegenden Arbeit genannt werden. Diese zeigen

eindeutig, dass die untersuchten Milzparameter einschlieRlich der GC — Resistenz in einer
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direkten, dosisabhangigen Weise mit dem Ausmal} der Bissverletzungen zusammenhangen.
Die entstandene GC — Resistenz steht somit in ihrer Intensitdt in einem malvollen und
bedarfsgerechten Verhaltnis zu den erlittenen Bisswunden und den damit verbundenen

Risiken fir Wundheilungsstérungen oder systemische Infektionen.

Somit vertrete ich zusammenfassend die Ansicht, dass die selektive und differenzierte
Ausbildung einer GC — Resistenz, welche in unmittelbarem Zusammenhang mit dem
Einfluss von Bissverletzungen auftritt, die gestressten Tiere vor der akuten,
lebensbedrohlichen Gefahr durch Infektionen und Wundheilungsstérungen schitzt und das
gleichzeitig erhohte Risiko fur eine unkontrollierbare Inflammation oder fiir die Entstehung

von Tumoren in dieser Situation von untergeordneter Bedeutung ist.
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5  Zusammenfassung

Der Einfluss von chronischem psychosozialen Stress gilt als anerkannter Risikofaktor fur
die Entstehung von verschiedensten Krankheiten, wobei in der Pathogenese eine reduzierte
Glukokortikoid (GC) - Signaltransduktion, beispielsweise durch eine verminderte
Hormonfreisetzung oder durch eine periphere Resistenz gegeniiber GC, an Bedeutung
gewinnt. Um die Mechanismen eines verminderten GC — Signallings unter dem Einfluss von
psychosozialem Stress naher zu untersuchen, eignen sich entsprechende Tiermodelle wie
das von Reber und Mitarbeitern etablierte Modell der chronischen subordinierten
Koloniehaltung (CSC). Die 19-tagige Stressexposition induziert in den Versuchstieren

neben einem Hypocorticismus auch eine periphere GC — Resistenz in isolierten Splenozyten.

Ziel dieser Arbeit war es zu klaren, weshalb nach CSC — Exposition die GC — Resistenz in
isolierten Milzzellen bisher in nicht annahernd vergleichbarer Intensitét wie nach Exposition
in anderen Tiermodellen nachgewiesen werden konnte. Da noch nicht berlcksichtigte
Bisswunden als moglicher Einflussfaktor vermutet wurden, sollte zudem ein einfaches und
reproduzierbares Vorgehen zur standardisierten Quantifizierung von Bissverletzungen
erarbeitet und etabliert werden. Durch die Bestimmung des Organgewichts, der Zellzahlen
sowie der basalen und der mittels Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten immunologischen

Aktivitét der isolierten Zellen wurde die Untersuchung der Milz komplettiert.

Hierfar wurden die Milzen nach beendeter Stressexposition entnommen und gewogen sowie
die Splenozyten isoliert und gezéhlt. AnschlieBend erfolgte in vitro die Zellkultivierung
unter basalen und LPS Bedingungen sowie die Messung der Zellaktivitat unter dem Einfluss
verschiedener Kortikosteron (CORT) — Konzentrationen.

Die dabei erhobenen Ergebnisse imponierten zundchst durch eine grof3e interindividuelle
Streuung. Wéhrend in einem Teil der gestressten Tiere keine Veranderungen in den
untersuchten Parametern nachgewiesen werden konnten, zeigten andere Tieren eine
signifikante Zunahme im Milzgewicht, eine erhdhte Immunaktivitat in den isolierten
Splenozyten sowie eine GC — Resistenz, welche sich in ihrer Intensitat vergleichbar mit der
aus anderen Stressmodellen zeigte. Es kann somit von paradigmenunabhdngigen

Veranderungen nach chronischer psychosozialer Stressexposition ausgegangen werden.

Zudem wurde ein Protokoll erarbeitet, wodurch die Intensitat der Bissverletzungen einzelner

Tiere individuell erfasst wurde. Somit war es erstmals mdglich, einen direkten,
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dosisabh&ngigen Zusammenhang zwischen dem Ausmal} an Bissverletzungen und den
gemessenen Milzparametern aufzuzeigen und bisherige Erkenntnisse um folgendes

Gesamtfazit zu ergénzen:

Da die alleinige Exposition im Stressmodell ohne den Einfluss von schwerwiegenderen
Bissverletzungen zu keinen Verénderungen im Milzgewicht, der basalen und der LPS
stimulierten Zellaktivitat sowie der Sensitivitat gegentber GC fihrte, induzieren nicht die
psychosoziale Stresskomponente des verwendeten Tiermodells an sich, sondern die mit
Rangkampfen einhergehenden Bisswunden die beobachteten Verénderungen in den
verschiedenen Milzparametern. Des Weiteren verandert ein lediglich geringes Ausmal} an
Bisswunden die untersuchten Parameter nicht. Vielmehr sprechen insbesondere die
gesammelt betrachteten Daten aus beiden Experimenten dafiir, dass erst nach Uberschreiten
eines gewissen Schwellenmales an Bisswunden ein signifikanter Zusammenhang besteht
und Bisswunden im Sinne einer dosisabhéngigen Beziehung das AusmaR der entstandenen

Splenomegalie, der Milzzellaktivitat und der GC — Resistenz beeinflussen.

Zudem kann angenommen werden, dass es sich bei der Entstehung der GC — Resistenz um
einen adaptiven VVorgang handelt, da hierdurch die Tiere — aller Wahrscheinlichkeit nach —
von verbesserten Wundheilungschancen und einer erhohten Widerstandsfahigkeit
gegenuiber systemischen Infektionen profitieren. Zur tatséachlichen Verifizierung dieser

Vermutung sind in diesem Bereich noch weitere Untersuchungen notwendig.

AbschlieBend unterstreichen die erhobenen Ergebnisse, dass flr zukunftige Tierstudien,
insbesondere bezuglich immunologischer Fragestellungen nach psychosozialem Stress, ein
besonderes Augenmerk auf potenzielle Verletzungen durch Bisswunden und deren jeweils
unterschiedlich ausgepragter Schweregrad gelegt werden sollte, da diese Faktoren einen
bedeutsamen und vor allem individuell unterschiedlichen Einfluss auf die untersuchten

Parameter ausiben.

AuBerdem implizieren die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse, dass selbst unter
maximal standardisierten Bedingungen eine breite Streuung von Ergebnissen innerhalb einer
scheinbar homogenen Gruppe an Stresstieren nicht fur eine mangelnde Qualitat der
Versuchsdurchfiihrung spricht, sondern lediglich die interindividuell stark unterschiedlichen

Adaptationsweisen der einzelnen Tiere widerspiegelt.
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Anhang

Anleitung 1: Gittervorlage in GIMP2 erstellen

Anhand der Anleitung 1 wird im Bildbearbeitungsprogramm GIMP2 eine Datei mit einer

Gittervorlage als Rohmuster erstellt. Diese Datei wird gespeichert und dient flr die spatere
Auswertung der Fellaufnahmen als Hilfsmittel, um das AusmaR der durch Bisswunden

betroffenen Flache einfacher abschéatzen zu kdnnen.

1 Programm GIMP?2 installieren und 6ffnen

2 Beispielbild importieren

e Strg+O driicken
e Beispielbild wéhlen (z.B. Bild 10-204)
e Rechts unten ,,OK* klicken

Es erscheint folgendes Layout:

T1'*10-204 ARW-1.0 (RGB, 1 Ebend) |
Datei Bearbeiten Auswahl Ansicht Bild Ebene Farben Werkzeuge Filter Fenster Hiffe -
® — 2 3 = Ebenen, Kanale, Pfade, Rickgangiq - .. [
r— ] T R S TR . T - S B3]
i ' [
7] e i W
H® e L % 4 i i & -
1 o : ! =
] > 4 ) | L | &
1 A 26 : bt i 0 a0 ¢
= 5 spere: [0
8 3
&1 - Hintergrund
]
8
] & 3 5§ 4 @
1 O[u[y i
¢ P ®
8 Girde 2 13x 13
1 s J 7/
. i w .
, [s]e e e
& o S
O G v B S s s T bl sl Absand: —{} 00
1 a a8 L s @ ]

3 Neue Ebene erstellen

e Umschalt+Strg+N driicken
¢ Folgende Einstellungen tibernehmen und ,,OK* klicken:

4l Meue Ebene Ig
= - Eine neue Ebene erstellen il
10-204 ARW-1 b}

Ebenenname: | Gitter

Ereite: 720
Hahe: 2400|

Ebenenfallart

AT [ATF

=

=
—

_) Vordergrundfarbe

_) Hintergrundfarbe
) WeiB

@ Transparenz

we [ o ]| Abb,ﬁwl
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4 Gittervorlage einfligen

e Im rechten Fenster Ebene ,,Gitter” auswihlen

A Ebenen, Kanile, Pfade, Rickgéngig - ... @ :Il

@ 10-204 ARW-1 |Z|

|
BT
Ebenen =
Modus:  Marmal lz‘
Deckkraft - [ 100 §
qoeee UL o - - o
: @ l Gitter
- ——
@

Datei Bearbeiten Auswahl Ansicht Bild Ebene Farben werkzeugel Filter | Eenster Hilfe

e , Render* auswdhlen

e , Muster“ auswahlen

e  Gittere auswahlen

e Folgende Einstellungen Gibernehmen und ,,OK* klicken:

< [ =3
[¥] Yorschau
Horizontal  Vertikal Schnittpunkte
Breite: El : 3 : 1] t px Izl
Abstand: | 240 = [180 = [o e [
I
Versatz: |0 f 1] = |6 : px IZI

===

. !

[ OK ] ’ Abbrechen

—— = =

5 Gitterebene verschieben

e <m> driicken
e Im linken Fenster ,,Aktive Ebene verschieben* anklicken
e Gitter kann nun mit Maus verschoben werden
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6 Zahlenreihe importieren

e Strg+Alt+O driicken

o Bilddokument ,,Zahlenreihe‘ auswéhlen
(wurde als Bilddatei mit dem Protokoll gespeichert)

e Im rechten Fenster Ebene ,,Zahlenreihe* auswihlen

Modus: Normal E]
Deckkraft [I 1000 3
Sperre D H
T T
I @ l Zahlenreihe.JPG |
| 1
o]
S l:.lk!‘ Gitter
.Bn!.\
U 2 g} Hintergrund

e Umschalt+T driicken
e Folgende Einstellungen Gibernehmen und ,,Skalieren klicken:

-
@ Skalieren ‘

Skalieren
Zahlenreihe JPG-8 (10-204 ARW)

Breite: | 720 : e
Hohe: 91 19 | pixel B

720 x S1 Pixel
72 PPI

Schloss verbinden!!!

[ Hilfe ] [Zurﬁcksetzen] [ Skalieren J

7 Ebene Zahlenreihe verschieben

e <m> dricken

e Buchstabenreihe nun im Hauptbild passend zum Gitter
verschieben

Zahlenreihe sollte folgendermalien angeordnet werden
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8 Buchstabenreihe importieren

e Strg+Alt+O driicken

e Bilddokument ,,Buchstabenreihe* auswihlen
(wurde als Bilddatei mit dem Protokoll gespeichert)

e Im rechten Fenster Ebene ,,Buchstabenreihe* auswiahlen
(wie vorher bei Zahlenreihe)

e Umschalt+T drucken
e Folgende Einstellungen tGbernehmen und ,,Skalieren‘ klicken:

F Skalieren
Fh Skalieren

Buchstabenreihe JPG-13 (10-204 ARW)

-—-- inden!!!
Breite: 1 5  Eey o oem----- Schloss verbinden

Hohe: 2400 “‘ I el :

145 x 2400 Plxel
72 PPI

[ Hilfe ] [Zurﬁcksetzen] [ Skalieren ]

——

9 Ebene Buchstabenreihe verschieben

e <m> driicken

e Buchstabenreihe nun im Hauptbild passend zum Gitter
verschieben

Gesamtbild sollte folgendermafsen aussehen
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10 Ebenen ,,Gitter*, “Zahlenreihe* und ,,Buchstabenreihe* verbinden

¢ Im rechten Fenster Rechtsklick auf Ebene ,,Buchstabenreihe
e _ Ebene nach unten vereinen anklicken

e Im rechten Fenster Rechtsklick auf Ebene ,,Zahlenreihe*

e _ Ebene nach unten vereinen‘ anklicken

Im rechten Fenster sind nun nur noch die Ebenen mit den
Titeln ,, Gitter “ und ,, Hintergrund * zu sehen

11 Ebene ,,Gitter“ umbenennen

e Im rechten Fenster Doppelklick auf Ebene ,,Gitter*
e Umbenennen in ,,Auswertrahmen*

12 Ebene Hintergrund I6schen

e Im rechten Fenster Rechtsklick auf Ebene ,,Hintergrund*
e _ Ebene l6schen anklicken

13 Format speichern

e In oberen Leiste ,,Datei* anklicken
o aktuelles Format als ,,Vorlage.xcf* speichern
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Anleitung 2: Fellbilder in GIMP2 importieren und zuschneiden

Anhand der Anleitung 2 werden die auszuwertenden Fellbilder in GIMP2 an die vorher
angefertigte Gittervorlage angepasst, zugeschnitten und fir die spatere Auswertung

gespeichert.

1 Programm UFraw installieren

2 Zu importierende Bilder vorbereiten

¢ Neuen Ordner ,,Auswertbilder ExpXY* erstellen

e Aus den erstellten Bildern (RAW-Format) fir jedes Tier das Bild mit der
besten Qualitat auswahlen und in den Ordner ,,Auswertbilder ExpXY*
einflgen

e Im Ordner die ausgewéhlten Bilder nach dem Experiment und den
Tiernummern umbenennen

16-327 16-328
Dateiname gemal’ Experiment und Tiernummer, z.B.: 16-328

3 Ordner fur bearbeiteten Bilder vorbereiten

e Neuen Ordner ,,Auswertbilder ExpXY zugeschnitten* erstellen

Am besten erstellt man diesen zundchst auf dem eigenen PC und speichert
erst am Ende den fertigen Ordner auf dem NAS, da sonst die Bilder einzeln
hochgeladen werden, was langer dauert.
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4  GIMP —Vorlage 6ffnen

e Angefertigte Datei ,,Vorlage.xcf* 6ffnen (siehe Anleitung 1)
e Folgendes Layout erscheint:

Angicht Bild Ebene Farben Werkzeuge Filte Fenster Hilfe
PR - T T = U IS ST IS TP S . . PP SR - TR S . i
= = : = = Ebenen, Kansle, Pfade, Riickgangig - . 5] [
Werkzeugkast
erkzeugkasten [ EI
mee MY &l = BlElo |
+ p B Ebenen =
A % . L) Modus  Nemal =]
QIA@//D/;{ Deckiastt: {J 1000 4
N N e L8
-C;‘.; @ “AUMM]P\MM\
.J_I
VergroBerung
[7] Fenstergroge automatisch anpasser
Werkzsugmodus [Strg)
©) Vergratem
() Verdeinern
0D+ 3 § ¢ 8
Pinsel =
Gircle @2) 32 % 23)
4 rd ~
i - e e H
. E e 00
. - - -
| Abstand: —{_} 20 Sl
m
j = E ] a |f z 0 w8 @|F
*l J

e Falls rechtes Ebenenfenster nicht automatisch gedffnet wird, dann:
- Strg+L drlicken, oder
- In oberen Leiste ,,Fenster* anklicken
=>_ Andockbare Dialoge* => ,,Ebenen‘ wihlen

5 Bilder in GIMP - Vorlage importieren

e Strg+Alt+O driicken

e Ordner ,,Auswertbilder ExpXY* 6ffnen

o Alle Bilder markieren (Strg+A)

e Unten ,,06ffnen® wihlen

e Jedes Bild im UFraw-Programm unten rechts mit <OK> bestétigten

Alle Bilder erscheinen nun als eigene Ebenen im rechten Fenster

e Ebene ,, Auswertrahmen® anklicken (steht ganz unten)
e Umschalt + griner Pfeil (nach oben) driicken

¢ 10-196.ARW =
o
SC “ Auswertrahmen —

Dfe] ¢+ 8 v 8

[ ~ |

Ebene ,, Auswertrahmen * steht anschlieend ganz oben
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6 Jetziges Layout zwischenspeichern!!!

e Umschalt+Strg+S

Folgendes Layout erscheint:

| Bild speichern

Name:
n Qrdner speichern:

= Ordner-Browser

ExpXY_Auswertbilder Bisse_Vorlage_ohne Zuschnittjxcf

Orte
@ Zuletzt verwendet
7 Sandra
Desktop
& Lokaler Datentrager (..

Pictures

[ 4][52ndra)[ Desktop |[Tutorial Vorlage,

L 1Y U LY S D I e

Auswertfile Bisseadsx
Bisse Auswertscore.docx

BuchstabenreiheJPG

Exp10_Bilder Felle_Vorlage_Auswertung_chne Zuschnitt....

N
@ Anleitung Vorlage in GIMP far Bilderauswertung erstelle....
a

— Dacuments © gimp-2.6.12-i686-setup.exe

Pictures © ufraw-0.18-setup.exe
Vorlagexcf

ZahlenreiheJPG

Hinzufigen| | Entfernen

=) Dateityp: GIMP-XCF-Bild

Dateityp

MNach Endung
GIMP-XCF-Bild
Alias-Pix-Bild
AutoDesk-FLIC-Animation
bzip-Archiv

C-Quelltext
C-Quelitext-Header

| G108y
732,2KB
36,9 KB
11MB
96 KB
404,5 MB
20,0 MB
21MB
3181 KB
82Ke

Letzte Anderung

Gestern um 18:57
10:58

Gestern um 15:21
Montag

Gestern um 09:10
Freitag

Freitag

Gestern um 09:43
Montag

Ordner anlegen

Endungen

xef
pix,matte,mask,alpha,als
fliflc

xef bz2, bz xcfbz2

[4

h

L =

e Name: ,ExpXY Auswertbilder Vorlage ohne Zuschnitt*
e Zielordner: Ordner ,,Auswertbilder ExpXY_zugeschnitten*

auswahlen

e Dateityp: ,,GIMP-XCF-Bild*“ auswahlen
e Unten rechts ,,Speichern* auswéhlen

Auf die nun gespeicherte Datei kann auch im spateren Verlauf immer

wieder zuruckgegriffen werden.

=

7

Gitter fur einzelnes Fellbild anpassen: Verschieben

e Im rechten Fenster Ebene ,,Auswertrahmen anklicken

e <m> driicken

e Gitter im Hauptbild durch verschieben an das jeweilige Fellbild

anpassen

Gitter so verschieben, dass die Linie zwischen den Buchstaben , E “
und ,,F* am Ubergang zwischen Fell und Kérper liegt.

Es muss im linken Fenster der Punkt bei ,, Aktive Ebenen verschieben

stehen, sonst verschiebt sich das Hintergrundbild.

Ebene verschieben ist auch tiber das Pfeilsymbol

im linken Fenster moglich.

2
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8  Gitter fur einzelnes Fellbild anpassen: Grof3e verandern

e Im rechten Fenster Ebene ,,Auswertrahmen‘ anklicken

e Im linken Fenster GroRensymbol anklicken E

¢ Im neu gedffnete Fenster mit den Skalierungen das
Schlisselsymbol schliel3en, damit das Seitenverhaltnis beim
Andern der GroRe erhalten bleibt

o GittergroRRe an Tierkdrper anpassen

GittergroRe so verandern, dass moglichst viel Fell abgedeckt wird. Der
Kdrper ist automatisch immer etwas kleiner als der Fellbereich.

9 Einzelnes Fellbild mit Gitter zuschneiden

e Umschalt+C driicken
e Mit Maus entsprechenden Bildteil zuschneiden

DNl ST . TR - - - e e e mm e mmmm ==

2=,
WA B C D E F G H J K

% . .

Ausschnitt sollte etwa so aussehen

e Mit Entertaste bestatigen

10 Zugeschnittenes Fellbild mit Gitter speichern

e Oben in Meniileiste ,,Datei* anklicken

e Kopie speichern® auswihlen

e Name: Experimentnummer-Tiernummer.jpg (z.B. 16-328.jpQg)

e Ordner: Ordner ,,Auswertbilder ExpXY zugeschnitten* auswéhlen

e, Speichern®* wihlen

e  Exportieren wéhlen

e Qualitat auf 100% setzten

e Beim ersten Bild ,,Standardwerte speichern* anklicken, dann
werden die Einstellungen fur die weiteren Bilder tbernommen

e, Speichern* wihlen

Das bearbeitete Bild ist jetzt mit Gitternetz im vorher angelegten
Ordner als JPEG-Datei gespeichert und kann jederzeit zur Beurteilung
mittels Score genutzt werden.
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11 Nachstes Fellbild auswahlen

Wieder im GIMP-Programm:
e Einmal (!) Strg+Z driicken
Ausschneiden des letzten Bildes wird riickgangig gemacht.

e Ebene des gerade gespeicherten Bildes unsichtbar machen

Auswertrahren
Unsichtbar @ ﬁ i

10-204.ARW

m

t-..J.'

i

Nun erscheint das nachste Fellbild mit dem Gitter im Hauptfenster

12 Weiteres Bild bearbeiten

e Schritte 7 — 11 fur alle Bilder wiederholen
e Nach dem letzten gespeicherten Bild GIMP2 schliel3en

e Ordner ,,Auswertbilder ExpXY zugeschnitten“ auf NAS speichern
(Dieser enthalt alle zugeschnittenen Fellbilder mit Gitter sowie die
zwischengespeicherte GIMP — Datei von Schritt 6)
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Anhang

Anleitung 3: Fellbilder mittels Bissscore auswerten

Alle CSC - Tiere werden bei der Tétung nach dem stumpfen Ablésen des Fells von der
Korperfaszie unter standardisierten Bedingungen fotografiert. Diese Aufnahmen werden
anschlieBend im Bildbearbeitungsprogramm GIMP2 vorbereitet (Anleitung 2), sodass fir
jedes Tier ein dem nachfolgenden Beispiel &hnliches Bild zur Beurteilung der

Bissverletzungen mittels Bissscore vorliegt.
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Die Felder A — E dienen der Fellauswertung, die Felder F — K der Auswertung der dorsalen

Korperfaszie. Somit ergeben sich pro Tier insgesamt 80 Felder. Die minimale Punktzahl
betragt null, die maximale Punktzahl ist 300.

Die Kriterien zur Vergabe der Punkte finden sich in nachfolgendem Schema, wobei jedes
Kaéstchen flr sich genommen betrachtet wird. Die vergebenen Punkte werden direkt im
vorbereiteten Excel — Auswertfile eingetragen und zusammengerechnet (wurde als Datei mit

dem Protokoll gespeichert).
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Anhang

Betroffene Flache

Intensitat

Eiterbildung

Auswertung Fellunterseite

Beispiel Punktzahl Beschreibung

0 Keine Bissverletzung
i | 1 Einzelner Biss

2 Einzelne Bisse oder schlierenartiger Befall
3 Flachiger Befall
4 Kompletter Befall
0 Keine Bissverletzung
1 Leicht (Rosa)
2 Mittelstark (Rot)
3 Stark (Dunkelrot)
4 Nekrotisch (Schwarz)
0 Keine Eiterbildung
1 Leichte Eiterbildung
2 Starke Eiterbildung
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Anhang

Betroffene Flache

Intensitat

Auswertung Dorsale Kdérperfaszie

Beispiel Punktzahl Beschreibung
0 Flache nicht betroffen
1 < § der Flache betroffen
Bisher kein
reprasentatives Bild 2 % bis % der Flache betroffen
vorhanden
Bisher kein
reprasentatives Bild 3 > g der Flache betroffen
vorhanden
0 Nicht betroffen
~al 1 Leicht betroffen (Hellrot/Rosa, wenig Eiter)
a 2 Stark betroffen (Dunkelrot, viel Eiter)
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Lebenslauf

Lebenslauf aus Griinden des Datenschutzes entfernt.
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