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1. Einleitung und Fragestellung

Wir verbringen ein gutes Drittel unseres Lebens schlafend und jedem ist die
Notwendigkeit zu schlafen unmittelbar bewusst. Die Griinde, weshalb Men-
schen und auch Tiere schlafen, sind bislang nicht endgiiltig geklart.

Welche Funktionen Schlaf im Blick auf das Immunsystem hat und iiber welche
Wege er immunologische Vorginge beeinflusst, wurde u.a. in vielen Studien
an der Universitét zu Liibeck beforscht.

In der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe von Spironolacton der Einfluss der
Hormone Cortisol und Aldosteron auf die nédchtlichen Wanderungsbewegun-

gen von Zellen der spezifischen Immunabwehr untersucht.

1.1 Immunsystem

Um sich vor schiddlichem Eindringen und Ausbreiten von Krankheitserregern
zu schiitzen, besitzt der menschliche Korper ein ausgekliigeltes, fein balancier-
tes Schutzsystem, welches in den meisten Fillen in der Lage ist, diese Erreger
und auch eigene entartete Zellen zu eliminieren. Dieses Immunsystem besteht
aus einer unspezifischen und einer spezifischen Immunabwehr mit jeweils hu-
moralen und zelluldren Komponenten. Dabei machen erst das rdumliche und
zeitliche Zusammentreffen der verschiedenen Zellen, humoralen Faktoren und
Botenstoffe eine schnelle und effektive Immunantwort sowie die Bildung eines

immunologischen Gedichnisses moglich.

111 Von einer Infektion zur Immunantwort

Anhand eines typischen Ablaufs einer akuten Infektion sollen im Folgenden
die fiir die thematische Einordnung der Fragestellung wichtigen Vorgédnge und
Komponenten des Immunsystems beispielhaft dargestellt werden. Abhingig
vom Erregertyp (bakteriell, viral, parasitdr oder mykotisch) und dessen Viru-
lenzfaktoren stehen dabei unterschiedliche Komponenten im Vordergrund (Ja-
neway 2008):

Haben einige Krankheitserreger die Haut- bzw. Schleimhautbarriere iiberwun-
den und sich im Gewebe vermehrt, sprechen wir von einer Infektion. Diese hat
als erstes eine Entziindung zur Folge, die durch die Aktivierung der Makropha-

gen und des Komplementsystems hervorgerufen wird und im betroffenen Ge-
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webe zu Endothelverdnderungen fiihrt. Die Freisetzung von Botenstoffen wie
Tumor Nekrose Faktor o (TNF-a), Interleukin 1 (IL-1) und Interleukin 6 (IL-6)
durch Makrophagen sowie das Erscheinen von Adhésionsmolekiilen auf der
Endotheloberfliache locken weitere Zellen der unspezifischen Immunabwehr
wie neutrophile Granulozyten, natiirliche Killer-Zellen und Monozyten an und
ermoglichen ihren Ubertritt vom Blut in das infizierte Gewebe. Withrend diese
Mechanismen bereits dazu dienen, die Erreger zu eliminieren und ihre Ausbrei-
tung im Gewebe einzuddmmen, kommt es parallel zur Aktivierung der spezifi-
schen Immunabwehr, die jedoch mehrere Tage in Anspruch nimmt. Anti-
genprésentierende Zellen im infizierten Gewebe nehmen Erregerantigene auf
und wandern in die drainierenden Lymphknoten. Dort aktivieren sie iiber das
Antigen in Verbindung mit dem Haupthistokompatibilitdtskomplex (Major
Histocompatibility Complex, MHC) Klasse II antigenspezifische naive T-
Helferzellen (Th-Zellen) mit dem Oberflichenmarker CD4 (CD= Cluster of
differentiation), die iiber die hochendothelialen Venolen (HEV) in den Lymph-
knoten gelangt sind, sich in der Folge teilen und zu Effektorzellen und weiteren
T-Zellsubtypen ausreifen. Diese verlassen zum grof3en Teil den Lymphknoten,
zirkulieren im Blutkreislauf und werden durch die bereits erwidhnten Endothel-
verinderungen am Infektionsort zum Ubertritt in das Gewebe veranlasst. Er-
kennen die Effektorzellen ihr Antigen, setzen sie lokal Zytokine wie TNF-a
frei und locken damit weitere Zellen der unspezifischen und spezifischen Im-
munabwehr an und aktivieren diese. Im Lymphknoten stimulieren einige Th-
Effektorzellen auch B-Lymphozyten, die fiir das gleiche Antigen spezifisch
sind, und ermdglichen damit deren Vermehrung und Differenzierung zu Plas-
mazellen, die dann durch Antikorperproduktion an der Elimination der Erreger
mitwirken. AuBerdem unterstiitzen sie Antigen-spezifische cytotoxische T-
Zellen mit dem Oberflichenmarker CD8. Ist eine Korperzelle beispielsweise
durch ein Virus infiziert und préisentiert Virusantigen iiber MHC 1 auf ihrer
Oberfldache, kann eine cytotoxische T-Zelle, die dieses Antigen erkennt, die
Zelle toten und damit der Ausbreitung des Virus entgegenwirken. Th-Zellen
interagieren iiber ihr CD4 mit MHC II exprimierenden dendritischen Zellen,
Makrophagen und B-Lymphozyten, die als antigenprisentierende Zellen zu-
sammengefasst werden und auch mit anderen T-Lymphozyten. Ein Teil der

naiven Lymphozyten differenziert sich zu Gedéchtniszellen, die im Falle einer
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spiteren erneuten Exposition mit demselben Antigen rasch zu Effektorzellen
werden konnen und damit eine schnelle und gezielte Immunantwort ermogli-
chen.

Die Reifung der Lymphozyten zu funktionsfihigen naiven T- und B-Zellen
erfolgt in den priméren lymphatischen Organen Thymus (T-Zellen) und Kno-
chenmark (B-Zellen). Als sekundire lymphatische Gewebe werden die
Lymphknoten, Milz und die schleimhaut-assoziierten lymphatischen Gewebe

bezeichnet (Janeway 2008, Liillmann-Rauch 2003).

1.1.2 Subtypen der T-Lymphozyten

Th-Zellen und cytotoxische T-Zellen stellen heterogene Gruppen dar, die sich
in Funktion, Wanderungsverhalten sowie im Teilungs- und Differenzierungs-
vermogen unterscheiden. Dies ldsst sich an der Zytokinfreisetzung und Expri-
mierung von verschiedenen CD-Markern zeigen, die u.a. Adhdsionsmolekiile
oder Zytokinrezeptoren darstellen. Das Auswandern aus dem Blut in die unter-
schiedlichen Korpergewebe wird dabei durch die Interaktion von Adhésions-
molekiilen der T-Zellen mit denen der Endothelzellen ermoglicht (Sackstein
2005). Eine bereits verwendete Einteilung mithilfe der Oberflichenmarker

CD62L und CD45RA

5 - ist in Tabelle 1 darge-
Oberflichen CD45RA * e st abelle 1 darge
marker

| stellt (Hamann et al

+ . zentrale
CD62L Naive T-Zellen Gedichtniszellen 1997, Sallusto et al

- Effektor-T- Effektor-
Sl LZIE Zellen Gedéchtniszellen 2004, Campbell et al
Tabelle 1 Subtypenunterscheidung von Th-Zellen und 2009, Dimitrov et al

cytotoxischenT-Zellen mithilfe von Unterscheidungsgruppen (CD). 2009)

CD62L, auch L-

Selectin genannt, dient neben dem CC-Chemokin-Rezeptor 7 (CCR7) dem
Homing in die Lymphknoten und ist daher auf naiven T-Zellen und zentralen
Gedichtniszellen vorhanden, die bis zum Erkennen ihres Antigens zwischen
Blut und sekunddrem lymphatischen Gewebe zirkulieren (von Andrian und
Mempel 2003, Pulendran und Ahmed 2006). Effektorzellen haben kein L-
Selectin und entfalten ihre Wirkung vorwiegend am Infektionsort, wohin sie
z.B. durch CD44-vermitteltes Homing gelangen (Romdan et al 2002, von
Andrian und Mempel 2003). CD45RA, eine Isoform des CD45, wird von nai-
9



ven und Effektor T-Zellen exprimiert und moduliert die Signalweitergabe des
T-Zell-Rezeptors (Sallusto et al 2004, Janeway 2008). Fiir die Interaktion mit
B-Lymphozyten und anderen antigenprésentierenden Zellen sind auch die auf
naiven T-Zellen und einigen Gedichtniszellen exprimierten Rezeptoren CD27
bzw. CD28 von groBer Bedeutung. Auch diese Unterscheidungsgruppen wur-
den bereits zur Einteilung von T-Zellsubtypen verwendet (Sallusto et al 2004,
Campbell et al 2009). Effektor-Gedichtniszellen weisen weder CD45RA noch
CD62L auf und zirkulieren in Blut und Gewebe bis sie bei spezifischem Anti-
genkontakt rasche Effektorfunktionen ausfiihren konnen. Sie stellen also eine
schnelle und spezifische Abwehr dar, die jedoch bei anhaltender Antigenbelas-
tung schnell erschopflich ist, wihrend zentrale Gedichtniszellen ein groBeres
Teilungspotential aufweisen und zu Effektorzellen differenzieren konnen (Sal-
lusto et al 2004, Pulendran und Ahmed 2006). SALLUSTO et al (2004) zeigen in
ithrem Modell, dass die Differenzierung von naiven T-Zellen in die verschiede-
nen Subtypen beim Menschen abhingig ist von der Stirke und Dauer der Sti-
mulation durch Zytokine und den T-Zell-Rezeptor beim ersten Antigenkontakt,
wobei diese Stimulation im sekundédren lymphatischen Gewebe erfolgt. Dies
verdeutlicht, dass das Ausmal des rdumlichen und zeitlichen Aufeinandertref-
fens von naiven T-Zellen und antigenprisentierenden Zellen Einfluss auf die
Immunantwort und das immunologische Gedéachtnis hat (Sallusto et al 2004,

Pulendran und Ahmed 2006, Dimitrov et al 2009).
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1.2 Schlaf und circadiane Rhythmik

Schlaf ist ein Ruhezustand, der zur Veridnderung der Bewusstseinslage und
vieler messbarer Vitalparameter fiihrt. So sinken die Korpertemperatur und der
Energieverbrauch bei vermehrtem Zellwachstum wéhrend des Schlafes (Os-
wald 1976, Berger und Phillips 1995). Dass Schlaf ein sehr differenzierter
Vorgang mit verschiedenen Phasen ist, ldsst sich durch polysomnographische

Aufzeichnungen veranschaulichen (siehe Abbildung 1).

i 1l | |1l "
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[ T T T T 1
20.00 200 eco 8.00 10.00 1200 Uhr

Abbildung 1 Schlafstadien eines gesunden Probanden.

W = wach, REM = Rapid Eye Movement, S1-4 = Schlafstadien 1-4, M = Movement,
(aus Marshall und Born 2002).

Dabei lassen sich fiinf Schlafstadien abgrenzen, mit den Stadien 1 bis 4 (zu-
nehmende Schlaftiefe) und dem Rapid Eye Movement (REM)-Schlaf. In der
ersten Nachthilfte tritt vermehrt Tiefschlaf, auch Slow Wave Sleep (SWS)
genannt, auf, der die Schlafstadien 3 und 4 umfasst, wihrend in der zweiten
Nachthilfte der Anteil des REM-Schlafes zunimmt und nur noch wenig Tief-
schlaf zu verzeichnen ist. Die Schlafstadien werden dabei im Verlauf einer
Nacht in 4-5 Zyklen durchlaufen.

Auch wenn viele Funktionen des Schlafes noch unbekannt sind, konnte bei-
spielsweise die Bedeutung von Schlaf bei der Gedéchtnisbildung vielfach auf-
gezeigt werden. So unterstiitzen sowohl der SWS als auch REM-Schlaf ent-
scheidend die Gedichtnisbildung (Diekelmann und Born 2010). Schlaf dient
auBerdem der Forderung der Immunabwehr (Bryant et al 2004, Lange et al
2010, Besedovsky et al 2011) und umgekehrt fiihrt eine Aktivierung des Im-
munsystems zu vermehrtem Schlafbediirfnis und zu Verdnderungen in der

Schlafarchitektur (Imeri und Opp 2009).
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Circadiane Rhythmen helfen unserem Korper, sich auf tiglich wiederkehrende
Phinomene einzustellen. Es treten beispielsweise Verdnderungen der korperli-
chen Aktivitit und damit des Energiebedarfs, aber auch eine schwankende Ex-
position gegeniiber Krankheitserregern auf. Schlaf und das circadiane System
beeinflussen sich dabei gegenseitig. Schlaf ist ein Zeitgeber fiir die ,,master
clock® im Nucleus suprachiasmaticus des Hypothalamus, die wiederum iiber
verschiedene Effektormechanismen die Korperzellen und ihre Funktionen syn-
chronisiert (Dijk und von Schantz 2005, Schmidt und Lang 2007, Hastings et al
2008, Trepel 2008).

Viele Blutparameter weisen circadiane Tag-Nacht-Rhythmen auf, die auch bei
kurzfristigem Schlafentzug bestehen bleiben. Dies trifft auch fiir die im Rah-
men dieser Arbeit gemessenen Cortisol- und Lymphozytenkonzentrationen im
Blut zu, wobei meist eine leichte Abschwéchung der Amplituden oder zeitliche
Verschiebungen der Rhythmen bei Schlafentzug zu beobachten sind (Born et al
1997b, Charloux et al 2001). Wie in Abbildung 2 dargestellt, sind Aldosteron-
konzentrationen im Blut hingegen stirker schlafabhingig als circadian reguliert

(Charloux et al 1999, 2001).

Aldosteron im Plasma (ng/dl)
30 - Schiaf Schiafentzug

{30

1 22 2 6 10 14 1818 22 2 6 10 14 18
Uhrzeit

Abbildung 2 Effekt von Schlafentzug auf die 24-Stunden-Profile von Aldosteron und Cortisol im
Plasma in 8 Probanden (modifiziert aus: Charloux et al 2001).

Wihrend Aldosteron und die meisten T-Zell-Subtypen ein nidchtliches Maxi-

mum aufweisen, zeigen das adrenocorticotrope Hormon (ACTH), Cortisol, die
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Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin sowie cytotoxische Effektor-T-
Zellen ein ndchliches Minimum mit einem Anstieg im Blut gegen Morgen
(Charloux et al 2001, Marshall und Born 2002, Hurwitz et al 2004, Dimitrov et
al 2009).

1.3 Aldosteron und das neuroendokrine System

In der Nebennierenrinde werden u.a. das Mineralokortikoid Aldosteron und das
Glukokortikoid Cortisol gebildet. Die Cortisolfreisetzung erfolgt pulsatil durch
die Wirkung von ACTH aus der Hypophyse, welches wiederum nach Abgabe
von Corticotropin freisetzendem Hormon (CRH) aus dem Hypothalamus aus-
geschiittet wird. Diese Konstellation wird als Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse (HHN-Achse) bezeichnet, wobei eine negative
Riickkopplung mit Inhibition der jeweils iibergeordneten Steuerungshormone
besteht (Gwinup 1967). Cortisol entfaltet tiber Aktivierung des cytosolischen
Glucocorticoid-Rezeptor (GR) seine Wirkungen auf zahlreiche Stoffwechsel-
vorginge, den Kreislauf und das Immunsystem. Letzteres beinhaltet insbeson-
dere eine Hemmung der Lymphozytenbildung und der Ausschiittung von Ent-
ziindungsmediatoren. Zur Aldosteronfreisetzung kommt es nach Aktivierung
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), bei erhohter Kaliumkon-
zentration im Blut sowie durch Wirkung von ACTH (Bataillard et al 1992,
Charloux et al 2001). Aldosteron spielt eine Schliisselrolle bei der Regulation
von Blutvolumen und Elektrolythaushalt, indem es iiber den cytosolischen Mi-
neralokortikoid-Rezeptor (MR) auf die distalen Nephrone in der Niere wirkt.
AuBerdem stimuliert Aldosteron iiber Aktivierung von T-Lymphozyten und
Forderung der Zytokinproduktion das Immunsystem (Weber 2003, Brown
2008, Herrada et al 2010).

Neben der HHN-Achse stellt auch das vegetative Nervensystem mit sympathi-
schen und parasympathischen Anteilen ein wichtiges vom Hypothalamus integ-
riertes System dar, das iiber Innervation fast aller Koérperorgane und Katechol-
aminfreisetzung aus dem Nebennierenmark ein Tréager vielféltiger Funktionen

ist (Schmidt und Lang 2007).
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1.4 Stand der Forschung

Das Immunsytem reagiert im tageszeitlichen Verlauf unterschiedlich auf duf3e-
re Einfliisse. So konnte HALBERG zeigen, dass Méuse wihrend ihrer Ruheperi-
ode am Tage mit einer hoheren Letalititsrate auf eine Endotoxininjektion
reagierten als in ihrer nédchtlichen Aktivititsperiode (Halberg et al 1960). Bei
Ratten fiihrte die Gabe des T-Zell-stimulierenden Concavalin A wihrend der
Ruheperiode zu einer stiarkeren Zellproliferation in den Lymphknoten als in der
aktiven Phase (Bonacho et al 2001). Ob nach Antigenexposition geschlafen
wird oder nicht, hat beim Menschen Einfluss auf die immunologische Reaktion
nach einer Hepatitis-A Impfung. Nach Schlafentzug lielen sich nur halb so
hohe Antikorpertiter und halb so viele antigenspezifische Th-Zellen im Blut
messen (Lange et al 2003, 2011). Als messbare Korrelate des Einflusses von
Tageszeit und Schlaf auf das Immunsystem konnten Rhythmen von Immun-
zellzahlen, Hormon- und Zytokinkonzentrationen im peripheren Blut identifi-
ziert werden (Born et al 1997b, Haus und Smolensky 1999, Marshall und Born
2002, Dimitrov et al 2004, 2007, 2009). Die circadian schwankenden Lympho-
zytenzellzahlen im Blut sind Ausdruck von Wanderungsbewegungen zwischen
Knochenmark, Blut und dem sekundéren lymphatischen Gewebe (Fauci 1975,
Ottaway und Husband 1992, von Andrian und Mempel 2003, Dimitrov et al
2009). Beim Menschen weisen T-Lymphozyten dabei ein frithes nichtliches
Maximum ihrer Zahl im Blut mit einem Abfall um anndhernd 40% bis zum
Minimum um die Mittagszeit auf (Born et al 1997, Haus und Smolensky 1999,
Dimitrov et al 2009). DIMITROV et al (2009) konnten in ihrer Humanstudie zei-
gen, dass der beobachtete Abfall der T-Zellzahlen bei den naiven Subtypen am
ausgepréagtesten ist. Cortisol induziert vermutlich iiber den GR ein Homing von
T-Zellen in das Knochenmark und fiihrt damit zum Absinken der Zellzahlen im
Blut (Ottaway und Husband 1992, Janeway 2008, Dimitrov et al 2009). In
letztgenannter Studie ergab sich jedoch auf naiven T-Zellen eine im Vergleich
zu anderen Subtypen geringere Expression des GR, obwohl sie durch Cortisol
besonders stark erniedrigt wurden, was die Frage nach weiteren Steuerungsme-
chanismen aufwirft. Im Rahmen des starken morgentlichen Cortisolanstiegs
kann von einer Abwanderung der T-Lymphozyten in das Knochenmark ausge-
gangen werden, wobei durch den erhohten Cortisolspiegel gleichzeitig ein

Homing in das sekundére lymphatische Gewebe verhindert wird (Ottaway und
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Husband 1992, 1994, Sackstein und Borenstein 1995, Lange et al 2010). Trotz
niedrigerem Cortisolspiegel bei normalem Nachtschlaf vs. Schlafentzug kam es
jedoch bei BORN et al zu einem vermehrten nichtlichen Absinken der Th-
Zellzahlen im Blut in der Schlafbedingung (Born et al 1997b). Das frithe nicht-
liche Absinken der naiven T-Zellen konnte zugunsten des sekundéren lympha-
tischen Gewebes geschehen. So kommt es bei Schafen wihrend des Schlafes
zu einer Verminderung der Flussrate und der Lymphozytenzahlen in efferenten
Lymphgefalen, was zu einer néachtlichen Akkumulation von Lymphozyten in
den Lymphknoten fithren kénnte (Dickstein et al 2000).

Es gibt also Hinweise, dass ein schlafabhingiger Mechanismus die néchtliche
Umverteilung von Lymphozyten beeinflusst. Aldosteron- bzw. MR-abhingige
Wirkungen konnten hierbei eine Rolle spielen (McEwen et al 1997). Bei Ratten
fiihrte die 7-tdgige Gabe von Aldosteron zu einem Abfall der Lymphozyten-
zahlen, insbesondere der Th-Zellen im Blut, wobei sowohl der MR als auch der
GR auf den Leukozyten exprimiert wird (Miller et al 1994). Auf menschlichen
Lymphozyten sind ebenfalls beide Rezeptortypen vorhanden (Armanini et al
1988). Durch MR-Blockade konnten starke Verdnderungen in der Zytokinpro-
duktion von T-Zellen beobachtet werden (Dimitrov et al 2004). Ebenfalls beim
Menschen konnte gezeigt werden, dass akuter Schlafentzug erstens zu einem
deutlich verminderten néchtlichen Aldosteronanstieg und zweitens zu einem
spateren Abfall der T-Zellzahlen im Blut fiihrt (Born et al 1997b, Charloux et
al 2001). Da Cortisol bzw. Corticosteron eine deutlich hohere Affinitit zum
MR als zum GR aufweist, wire eine physiologische nichtliche Aktivierung des
MR auch durch geringe Cortisolkonzentrationen im Blut moglich, was das
Verhiltnis der MR/GR-Aktivierung zugunsten des MR verschieben wiirde
(Spencer et al 1993, Funder 1997, McEwen et al 1997, Schmidt und Lang
2007). Akute Effekte einer MR-Blockade auf den Verlauf der Lymphozyten-
zahlen im Blut waren bislang nicht Gegenstand der Forschung. Ob und wie
eine Blockade des MR beim Menschen die nichtliche Migration von T-Zellen

beeinflusst, soll durch die vorliegende Studie untersucht werden.
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1.5 Fragestellung

Die ausgeprigte circardiane Rhythmik der T-Zellzahlen im Blut ist, wie bereits
erldutert, am ehesten Ausdruck von Wanderungsbewegungen zwischen Blut,
Knochenmark und sekunddrem lymphatischen Gewebe. Hierbei ist Cortisol
besonders fiir die naiven T-Zellen von zentraler Bedeutung. Welche Rolle Al-
dosteron- bzw. MR-abhédngige Mechanismen bei der nidchtlichen Umverteilung
von T-Zellen aus dem Blut spielen, ist bislang noch nicht untersucht worden.
So konnte die nédchtliche Belegung des MR durch niedrige Cortisol- bzw. hohe
Aldosteronspiegel zu einem Homing der naiven T-Zellen in die Lymphknoten
fiilhren. Die Gabe des MR-Antagonisten Spironolacton sollte dieses friihe
nichtliche Abwandern der T-Zellen aus dem Blut entsprechend unterdriicken,
was sich durch hohere Zellzahlen in der ersten Nachthilfte zeigen wiirde. Die-
ser Einfluss der MR-Blockade ist in erster Linie fiir naive T-Zellen und zentra-
le T-Gedichtniszellen zu erwarten, da nur diese Subtypen durch ihre Oberfli-
chenmolekiile zum Homing in das sekundére lymphatische Gewebe in der La-
ge sind.

Folgende Fragen sollen gestellt werden:

(a) Welche Auswirkungen hat die akute Gabe von Spironolacton
versus Placebo auf den néchtlichen Abfall der T-Zellzahlen im
Blut?

(b) Werden naive, zentrale Gedichtnis-, Effektor-Gedéichtnis- und
Effektor-T-Zellen unterschiedlich beeinflusst?
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchspersonen

An der Studie nahmen 16 gesunde Minner im Alter von 18-27 Jahren (Mittle-
res Alter 20 Jahre) teil, wobei aus organisatorischen Griinden nur bei 11 Pro-
banden eine Messung der T-Zellzahlen erfolgte. Ein weiterer Doktorand und
ich fiihrten eine ausfithrliche Anamnese und korperliche Untersuchung ergénzt
durch eine Blutentnahme mit Routinelabor durch, um akute oder chronische
Erkrankungen auszuschlieBen. Infektionen, Rauchen oder Medikamentenein-
nahme fiihrten zum Ausschluss von der Studie. Die Probanden waren normal-
gewichtig (BMI zwischen 20 und 25 kg/mz), hatten einen regelméBigen Schlaf-
Wach-Rhythmus und wurden gebeten, in der Woche vor Versuchsbeginn nur
zwischen 23 und 7 Uhr zu schlafen. Ferner sollten sie an den Versuchstagen
keinen Alkohol und ab 12 Uhr keine koffeinhaltigen Getrinke zu sich nehmen.
Alle Probanden verbrachten mindestens eine Eingewdhnungsnacht im Schlaf-
labor. Hierbei wurde eine Venenverweilkaniile gelegt und Elektroden zur poly-
somnographischen Aufzeichnung aufgeklebt.

Die Probanden wurden vor Untersuchungsbeginn iiber den Ablauf der Studie
und mogliche Nebenwirkungen des eingesetzten Medikamentes informiert und
gaben ihr schriftliches Einverstidndnis. Die Studie wurde vor Beginn der Ver-
suche durch die Ethikkommission der Universitidt Liibeck genehmigt (siehe

Anhang 7.3)

2.2 Versuchsablauf

Das Studiendesign wurde von Prof. Jan Born, Ulrike Rimmele, Flurina Meier
und Dr. Tanja Lange entwickelt und von einem weiteren Doktoranden und mir
feinabgestimmt und durchgefiihrt. Die Studie wurde placebokontrolliert, ran-
domisiert und doppelt verblindet angelegt. Die Experimente der Studie fanden
von August bis Dezember 2008 in den Schlaflaboren des neuroendokrinologi-
schen Institutes statt. Im Rahmen der Versuche der Studie wurden neben den
Auswirkungen von Spironolacton auf Schlaf und immunologische Parameter
auch Einflisse auf Gedichtnisfunktionen untersucht, weshalb zusitzlich zum

unten beschriebenen Ablauf umfangreiche Gedichtnistests mit einem Lern-
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vormittag jeweils 2 Tage vor den Experimentalndchten sowie verschiedene
psychologische Tests durchgefiihrt wurden. Diese sollen hier nur insoweit er-
wihnt werden, wie sie von Bedeutung fiir die von mir behandelte Fragestellung
sind oder als StorgroB3en einen Einfluss haben konnten.

Die Probanden wurden wihrend zweier Experimentalnichte, die 14 Tage aus-
einanderlagen, von 22.30 Uhr an fiir 11.5 Stunden untersucht, wobei in balan-
cierter Reihenfolge an einem der Termine Spironolacton und am anderen Ter-
min Placebo gegeben wurde. Die Tabelle 2 zeigt den Ablauf einer Experimen-

talnacht.

Zeitpunkt Prozedur
21.30 Uhr Ankunft der Probanden

Legen der Venenverweilkantile,
Kleben der EEG-Elektroden

AnschlieBend

Erste Gabe von Placebo/Spironolacton; Licht aus

Erste Blutabnahme vor Medikamentengabe, dann:

23.00 Uhr
halbstiindlich Blutabnahme fiir Cortisol, ACTH; 1.5-stlindliche Blut-
abnahme fiir T-Lymphozyten, Katecholamine, Aldosteron
Zweite Gabe von Placebo/Spironolacton;

04.00 Uhr

sofort danach Licht aus

Wecken der Probanden
07.00 Uhr

Ab hier: Katecholamine ebenfalls halbstiindlich
10.00 Uhr Ende der Experimentalnacht
Tabelle 2 Ablauf einer Experimentalnacht. EEG = Elektroenzephalogramm; ACTH = Adrenocor-

ticotropes Hormon; Katecholamine: Adrenalin und Noradrenalin.

Die Gabe von Placebo bzw. Spironolacton erfolgte in Form einer Kapsel (Fir-
ma Ratiopharm, Ulm, Deutschland), wobei aus pharmakokinetischen Griinden
an den beiden Zeitpunkten (23.00 und 04.00 Uhr) jeweils 200 mg des Verums
gegeben wurden. Die zweite Gabe erfolgte hierbei unter Beriicksichtigung des
psychologischen Teils der Experimente, um morgens und vormittags ausrei-
chend hohe Konzentrationen im zentralen Nervensystem (ZNS) zu erreichen.
Spironolacton ist ein Aldosteron-Antagonist, der kompetitiv den Mineralocor-
ticoid-Rezeptor hemmt. Lange Zeit wurde es als Diuretikum bei der Blutdruck-
einstellung verwendet und kommt heute besonders bei der Behandlung der
fortgeschrittenen Herzinsuffizienz zum Einsatz.
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Die Blutentnahmen fiihrten wir iiber eine Venenverweilkaniile am Unterarm
durch, die iiber einen diinnen Perfusorschlauch mit einem Dreiwegehahn und
Infusionssystem im Nebenraum verbunden war. Dadurch blieben die néchtli-
chen Blutentnahmen von den Probanden unbemerkt. Im Laufe einer Experi-
mentalnacht wurden insgesamt 155 ml Blut abgenommen. Die so gewonnenen
Proben wurden direkt nach den Abnahmen bearbeitet (siche Kapitel 2.4). Um
eine Thrombosierung der Kaniile zu verhindern, haben wir iiber 11.5 Stunden
ca. 700 ml isotone Kochsalzlosung infundiert.

Um schon erste Anzeichen einer schweren Unvertriglichkeitsreaktion auf Be-
standteile des Medikamentes zu erkennen, wurden zwei Elektroden fiir ein
EKG-Monitoring auf der Brustwand befestigt. Ferner wurde um 23.00 Uhr und
ab 07.00 Uhr alle 30 min der Blutdruck gemessen.

Zur Erfassung von Wachheit, Aufmerksamkeit und Befindlichkeit haben die
Probanden am Morgen nach den Experimentalnichten einen mehrdimensiona-
len Befindlichkeitsfragebogen (MDBF; Steyer et al 1997) sowie die Stanford-
Schlifrigkeits-Skala (Hoddes et al 1973), die den Grad der Schlifrigkeit ab-
fragt, ausgefiillt (siche Anhang). Auerdem wurden die Probanden am Morgen
nach den Experimentalnichten mittels eines Fragebogens nach aufgetretenen
Nebenwirkungen der Medikamentengabe und nach ihrer Einschidtzung, ob sie

Placebo oder Verum erhalten haben, befragt.

2.3 Schlaf

Von 23.00 bis 07.00 Uhr wurde der Schlaf polysomnographisch mithilfe der
Elektroenzephalographieschreiber Neurofax (Nihon Khoden, Japan) oder Brain
Amp (Brain Products, Gilching, Deutschland) digital aufgezeichnet. Es wurden
ein Elektroenzephalogramm (EEG), ein Elektrookulogramm (EOG) sowie ein
Elektromyogramm (EMG) abgeleitet. Die dabei verwendeten gesinterten Sil-
ber/Silber-Chloridelektroden wurden fiir die Ableitung des EEGs (Positionen
C3 und C4) nach dem 10:20-System nach JASPER (1958) und fiir das EOG und
EMG basierend auf den Anleitungen von RECHTSCHAFFEN und KALES (1968)
platziert. Die Ubergangswiederstinde der Elektroden blieben dabei stets unter
5kQ. Die Auswertung der polysomnographischen Daten erfolgte nach Beendi-
gung aller Experimente mithilfe einer Software zur EEG-Auswertung (Schlaf-

Aus 1.5, Steffen Gais, 2005) nach den Kriterien von RECHTSCHAFFEN und KA-
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LES (1968). Hierbei ordneten wir jedem 30-Sekundenintervall ein Schlafstadi-

um zu. Die Hauptkriterien der Schlafstadieneinteilung sind in der Tabelle 3

dargestellt.
Schlafstadien =~ Wach REM 1 2 3 4
EEG a* 8 8, 8 0> 0>
a<50% 20%  50%

Amplitude pV 20-50 >75 > 75
Frequenz Hz 8-13 4-7 4-7 4-7 052 052
Besonderheiten Séagezahn- K-Komplex,

wellen Schlafspindeln
EOG Blickbe- schnelle Bewe- Augen- kaum messbar

wegungen  gungen rollen

EMG Aktiv kaum messbar mit zunehmender Schlaftiefe abnehmend
Tabelle 3 Merkmale der Schlafstadien. EEG = Elekroenzephalogramm: a = alpha-, 6 = teta-, 6

= delta-Aktivitat. * bei geschlossenen Augen. Ségezahnwellen = Sdgezahnférmige Wellen im 6-Bereich;
K-Komplex = biphasische, initial negative Welle mit einer Frequenz von 0.5-2 Hz; Schlafspindeln = 12—
14 Hz-Spindel mit wechselnder Amplitude; EOG = Elektrookulogramm, EMG = Elektromyogramm, REM
= Rapid Eye Movement (modifiziert aus: Lange 2003).

24 Blutparameter

2.41 Hormone

Zur Bestimmung der Konzentrationen von Cortisol und Aldosteron wurden die
Blutentnahmen mit Serum-Monovetten und fiir die Messung von ACTH mit
EDTA-Monovetten (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) durchgefiihrt. Die
Proben wurden sofort nach Abnahme zentrifugiert und der Uberstand bei -70°C
bis zur Messung eingefroren. Mit den Blutproben zur Katecholaminbestim-
mung wurde ebenso verfahren, fiir die Abnahme kamen jedoch RECIPE-
Rohrchen zum Einsatz (RECIPE Chemicals, Miinchen, Deutschland). Die
Hormon-Messungen wurden im neuroendokrinologischen Labor durchgefiihrt.
Tabelle 4 gibt Auskunft {iber die dabei verwendeten Assays und deren Leis-

tungsdaten.
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Hormon Bestim- Assay analytische Sensi- Hersteller (des
mung in: tivitat; Assays bzw. der
Interassayvariati- Gerate)
onskoeffizient
Cortisol Serum Cortisol IMMULITE 0.2 pg/dl;
(Immunoassay) <10% Si.emens.HeaIthcare
Diagnostics, Deer-
ACTH Plasma ACTH IMMULITE 9 pg/ml; field, USA
(Immunoassay) <9.5%
Aldosteron Serum Coat-A-Count Aldos- 11 pg/ml; DPC Biermann, Bad
teron <16% Nauheim, Deutsch-
(Radioimmunoassay) land
Adrenalin 15 pg/ml;
<6.5% Chromsystems,
Plasma Standard HPLC Muinchen, Deutsch-
Noradrenalin 15 pg/ml; land
<6%

Tabelle 4 Hormonbestimmungen. ACTH = Adrenocortikotropes Hormon; HPLC = Hoch-
Leistungs-Fllssigchromatographie

242 Subpopulationen der T-Lymphozyten

Die Bestimmung der T-Lymphozytenzahlen erfolgte, wie in Tabelle 2 darge-
stellt, von 23.00 bis 09.30 Uhr alle 90 Minuten, wobei jeweils 1 ml Blut in
Natriumheparin-Vacutainer (BD Bioscience, San Jose, USA) gefiillt wurde.
Die Proben wurden von Alexander Tschulakow (Dipl. Biologe) sofort nach
jeder Abnahme abgeholt und analysiert. Die absoluten Zahlen der CD3" T-
Zellen, der CD4" Th-Zellen und der CD8" cytotoxischen T-Zellen in den ent-
nommenen Proben wurden unter Verwendung eines sogenannten ,lyse no-
wash“-Verfahrens mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Hierbei wurden die
Th-Zellen und cytotoxischen T-Zellen jeweils in folgende Subtypen unterteilt:
Naive (CD62L"/CD45RA"), Zentrale Gedichtnis- (CD62L/CD45RA"), Effek-
tor-Gedichtnis- (CD62L/CD45RA™) und terminal differenzierte Effektor-
(CD62L°/CD45RA™) Subpopulationen. Zunichst wurden 50 pl einer unbehan-
delten Blutprobe mit unterschiedlich fluoreszierenden Antikérpern in soge-
nannten Trucount-Rohrchen mit einer definierten Anzahl an Microspheren
(Beads) (BD Bioscience, San Jose, USA) fiir 15 min bei Raumtemperatur in-
kubiert. Es kamen die Antikorper Anti-CD3/APC-CY7 (Allophycocyanin-
Cyanin), Anti-CD4/PE-CY7 (Phycoerythrin-Cyanin), Anti-CD8/PerCP (Peri-
dinin-Chlorophyll Protein), Anti-CD62L/FITC (Fluorescein Isocyanat) und
Anti-CD45RA/PE (alle von BD Bioscience, San Jose, USA) zum Einsatz. Da-
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nach wurde die Probe mit 0.45 ml Lysierungsmittel fiir die fluoreszenzaktivier-
te Zellsortierung (FACS) (BD Bioscience, San Jose, USA) fiir weitere 15 min
inkubiert um die Erythrozyten zu lysieren. Um einen Verlust von Beads zu
vermeiden, wurde auf das Waschen der Probe verzichtet. Mindestens 10 000 T-
Zellen wurden so je Probe mit einem FACS-Zytometer (Canto, BD Bioscience,
San Jose, USA) unter Benutzung von DIVA-Software (BD Bioscience, San
Jose, USA) analysiert und die absoluten Zellzahlen fiir die einzelnen T-Zell-

Subpopulationen errechnet.

2.5 Statistik

Die Prisentation der Daten erfolgt als arithmetisches Mittel mit dem zugehori-
gen Standardfehler (standard error of mean, SEM). Die Kontrollvariablen Be-
findlichkeit, Miidigkeit und Blutdruck wurden mithilfe des t-Tests auf Bedin-
gungunterschiede hin analysiert.

Die Hormonwerte und T-Zellzahlen wurden mithilfe der Varianzanalyse (ana-
lysis of variance, ANOVA) untersucht und signifikante Ergebnisse mit paar-
weisen t-Tests analysiert. Als Faktoren fiir die ANOVA gingen die Bedingung
(Spironolacton vs. Placebo), die Werte der ersten versus zweiten Hilfte des
Untersuchungszeitraums (mit jeweils 4 Messzeitpunkten: 23.00-3.30 Uhr vs.
5.00-9.30 Uhr: Faktor Hilfte) sowie die einzelnen Messzeitpunkte (Faktor
Zeit) ein. Die Freiheitsgrade wurden nach Greenhouse-Geisser korrigiert.

Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Schlaf, Schlafrigkeit und Befindlichkeit

Die Ergebnisse der polysomnographischen Auswertung und der Stanford-
Schlifrigkeits-Skala wurden fiir die beiden Bedingungen Spironolacton und
Placebo miteinander verglichen. Dabei lieen sich, wie in Tabelle 5 dargestellt,
keine signifikanten Unterschiede in der Schlifrigkeit, der Einschlaflatenz, der
Schlafdauer und dem Anteil der Schlafstadien an der Gesamtschlafdauer fest-
stellen. Das gleiche gilt fiir die Ergebnisse des mehrdimensionalen Befindlich-
keitsfragebogens. Es traten keine behandlungsbediirftigen Nebenwirkungen
auf. Entsprechend war bei allen Probanden die regulire Beendigung der Expe-
rimente ohne vorzeitigen Abbruch moglich. Die Versuchspersonen konnten

nicht zwischen Verum- und Placebogabe unterscheiden.

Spironolacton Placebo

Mittelwert SEM Mittelwert SEM p
Polysomnografische Auswertung:
Einschlaflatenz (min) 14.50 3.48 19.00 4.49 0.238
Schlafdauer (min) 445.70 5.50 444.80 5.95 0.693
Wach (%) 1.90 0.34 1.27 0.43 0.389
Schlafstadium 1 (%) 8.22 1.24 7.93 0.74 0.940
Schlafstadium 2 (%) 53.25 1.61 52.18 3.09 0.719
Tiefschlaf (%) 17.25 2.03 18.95 1.79 0.718
REM-Schlaf (%) 19.11 1.74 19.36 1.22 0.759
Psychologische Kontrolltests:
Schlafrigkeit (SSS) 3.55 0.39 3.30 0.42 0.279
Gute Stimmung (MDBF)  14.90 1.09 15.10 1.06 0.785
Wachheit (MDBF) 11.50 0.89 12.60 1.16 0.154
Ruhe (MDBF) 16.00 0.83 15.70 1.87 0.496
Tabelle 5 Schlaf, Schlafrigkeit und Befindlichkeit. Tiefschlaf (=slow wave sleep, SWS) beste-

hend aus Schlafstadien 3 und 4; SEM = Standardfehler; SSS = Stanford-Schlafrigkeits-Skala: Die Schlaf-
rigkeit wurde von den Probanden auf einer Skala von 1 (,Ich fiihle mich aktiv, lebhaft, aufmerksam oder
sehr wach®) bis 8 (,Ich schlafe®) kurz nach dem Aufstehen angegeben.;

MDBF = mehrdimensionaler Befindlichkeitsfragebogen: Die drei aufgelisteten Parameter wurden aus
einem Fragebogen mit 24 Aspekten/Fragen errechnet und konnten Werte zwischen 5 und 20 (einem
Punktwert von 20 entspricht: sehr gute Stimmung, sehr wach, sehr ruhig) annehmen.
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3.2 Vitalparameter

Auch wenn im Rahmen der Studie nur 400 mg Spironolacton, verteilt auf zwei
dicht beeinander liegende Zeitpunkte, gegeben wurden, sollte die Messung des
Blutdrucks einen eventuell eintretenden Kreislaufeffekt ausschlieBen. Wie er-
wartet, waren der systolische und diastolische Blutdruck in der Placebo- versus

Spironolactongruppe, wie in Tabelle 6 dargestellt, vergleichbar.

Spironolacton Placebo

Mittelwert SEM Mittelwert SEM p
systolischer Blut- 116.8 1.65 117.5 1.95 0.70
druck (mmHg)
diastolischer Blut- 69.9 2.07 70.1 1.88 0.93
druck (mmHg)
Tabelle 6 Blutdruckwerte. SEM = Standardfehler, Blutdruckwerte Uber alle morgentlichen
Messzeitpunkte gemittelt.
3.3 Hormone
3.3.1 Cortisol und ACTH

Die Cortisolkonzentrationen im Serum zeigten in beiden Bedingungen den
typischen Verlauf mit einem Minimum in der ersten Nachthilfte und maxima-

len Werten am Morgen (Abbildung 3).

Cortisol im Serum (pg/dl) ACTH im Plasma (pg/ml)
25 4 50 -

20 | 40 1

*

15 30

10 20 1

5 10

0 0

23.00 02.00 05.00 08.00 23.00 02.00 05.00 08.00

Uhrzeit Uhrzeit

Abbildung 3 Cortisol und Adrenocortikotropes Hormon (ACTH) in
Spironolacton- (o) vs. Placebogruppe (). (*) =p < 0.05
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Bei Betrachtung der halbstiindlichen Messwerte fillt ein kleiner Peak um 4.30
Uhr auf (in Abbildung 3 sind zur Vergleichbarkeit mit den Lymphozytenzahlen
nur die 1.5-stiindliche Werte beriicksichtigt), der sich durch das kurze Wecken
zur Medikamentengabe um 4.00 Uhr erklédren ldasst. Die ANOVA ergab beziig-
lich Cortisol einen Interaktionseffekt zwischen den Faktoren Bedingung x
Hiilfte. Nachfolgender t-Test ergab um 9.30 Uhr ein signifikant hoherer Corti-
solwert bei Spironolactongabe (p = 0.026). Die ACTH-Konzentrationen im
Plasma zeigten ebenfalls den charakteristischen Verlauf, der die Rolle des
ACTH als Steuerhormon fiir Cortisol wiederspiegelt. Es ist ebenfalls ein ndcht-
liches Minimum und ein morgentlicher Anstieg mit einem Maximum um 7.30
Uhr sowie ein kleiner Peak um 4.30 Uhr zu beobachten. Signifikante Unter-
schiede zwischen den Bedingungen sind fiir ACTH nicht festzustellen (p stets

>0.1).

3.3.2 Aldosteron

Die Aldosteronkonzentrationen Aldosteron im Serum (pg/ml)

. . . .. 140 -
im Serum weisen ihr Minimum

in der friihen Nacht auf, steigen =~ ¥
dann an und erreichen ihr Ma- 100
ximum nach dem Erwachen 80 4
(siehe Abbildung 4). Von 0.30

bis 8.00 Uhr lieBen sich in der

60 -

40 -
Spironolactonbedingung etwas
hohere Aldosteronwerte mes- 7

sen, wobei die ANOVA einen 0

23.00 00.30 02.00 03.30 05.00 06.30 08.00 09.30

Trend fiir den Interaktionsef- Uhrzeit

Abbildung 4 Aldosteronkonzentrationen in der

fekt Bedingung x Zeit x Halfte Spironolacton- (o) vs. Placebogruppe (e)

zeigt (p = 0.073).

3.3.3 Katecholamine

Bei den Adrenalin- und Noradrenalinkonzentrationen sind iiber die gesamte
Dauer der Ruhephase hinweg niedrige Werte mit nur geringen Schwankungen

festzustellen. Erst nach dem morgentlichen Wecken kommt es zum Anstieg der
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Katecholamine im Blut. Signifikante Bedingungsunterschiede sind zu keinem

Zeitpunkt festzustellen (p stets > 0.1).

3.4 Subpopulationen der T-Lymphozyten

Die mithilfe der FACS-Analyse ermittelten absoluten T-Zellzahlen sind in Ab-
bildung 5 dargestellt. Betrachtet man die T-Zellen insgesamt (A), zeigt sich in
der Placebobedingung ein Peak um 0.30 Uhr mit einem fast kontinuierlichen
Abfall bis zur letzten Messung um 9.30 Uhr, der durch einen kleinen Anstieg

T-Zellen im Blut (Anzahi/y) von 3.30 bis 5.00 Uhr unterbro-

=0 chen wird. Nach Spironolacton-

2000 gabe liel sich ein stirkerer An-

stieg bis 3.30 Uhr mit darauffol-

1800 A

1600

gendem  Absinken der T-

1400 r 1500

L1400 Zellzahlen um iiber 30% bis zum

F 1300

1200 A

Morgen beobachten. Die Th-

1000 - I 1200

a0 L1ie  Zellen zeigten einen &dhnlichen
" Verlauf mit einer Verschiebung
F 900

| 200 des Maximums um drei Stunden
ST von 0.30 Uhr bei Placebo- auf
3.30 Uhr bei Verum-Gabe. Um

3.30 Uhr waren in der Placebobe-

230|0 ooaln 020.0 033|0 osoln DSC‘:O oat;o 093:[: dingung signifikant Weniger Th-
Uhrzeit
Abbildung5  T-Zellzahlen im peripheren Blut. Zellen im Blut zu verzeichnen (p
A = alle T-Zellen (CD3+), B = T-Helferzellen (CD4+), < 0.01) wihrend fiir die Gesamt-
C = cytotoxische T-Zellen (CD8+), (**) =p <0.01, in on)
der Spironolacton- (o) vs. Placebogruppe (e) T-Zellen in der ANOVA ein

Trend festzustellen war. Bei Betrachtung der unterschiedlichen Subtypen (sie-
he Abbildung 6) war dieser Effekt bei den naiven Th-Zellen um 3.30 Uhr
signifikant. Die Zahlen der zentralen Th-Gedéichtniszellen und der naiven cyto-
toxischen T-Zellen wiesen in der ANOVA einen dhnlichen Trend auf, die Un-

terschiede waren jedoch nicht signifikant.
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T-Helferzellen (Anzahl/pl)
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Abbildung 6 Subtypen der T-Helferzellen und cytotoxische T-Zellen.
A/E = Naive T-Zellen (CD45RA*CD62L*), BIF = zentrale Gedachtniszellen (CD45RA-CD62L"),

CIG = Effektor-Gedachtniszellen (CD45RA-CD62L-), D/H = Effektor T-Zellen (CD45RA*CD62L-),
(**) = p<0.01, in der Spironolacton- (o) vs. Placebogruppe (o)
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Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die naiven und zentralen Gedichtnis-Th-

Zell-Subtypen in ithrem Anteil an den Gesamt-T-Zellzahlen mit iiber zwei Drit-

tel stark ins Gewicht fallen. Bis auf die Subpopulation der cytotoxischen Effek-

tor-T-Zellen zeigten alle Subtypen einen néachtlichen Zellzahlabfall mit Beginn

innerhalb der ersten Nachthilfte.
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4, Diskussion

Ziel der Experimente war es, herauszufinden, ob und wie der MR-Antagonist
Spironolacton die néchtliche Umverteilung der T-Zellen aus dem Blut beein-
flusst. Dazu untersuchten wir im Schlaflabor 11 gesunde ménnliche Probanden
und konnten im Einklang mit unserer Hypothese feststellen, dass sich der friihe
nichtliche Abfall der T-Zellzahlen im Blut durch Gabe von 200 mg Spirono-
lacton kurz vor dem nichtlichen Schlaf unterdriicken lieB, wobei die Differen-
zierung nach T-Zellsubtypen einen signifikanten Effekt bei den naiven Th-

Zellen zeigte.

4.1 Hormone

Schlaf, neuroendokrines System und das Immunsystem zeigen vielfiltige
wechselseitige Beziehungen (Besedovsky und Sorkin 1977, Ottaway und Hus-
band 1994, Marshall und Born 2002, Lange et al 2010). Deshalb wurden im
Rahmen der Experimente dieser Arbeit der Schlaf und die wichtigsten, fiir ih-
ren Einfluss auf das Immunsystem bekannten Hormone mituntersucht. Wih-
rend wir beim Schlaf keine Unterschiede zwischen Placebo- und Spironolac-
tonbedingung feststellen konnten (siehe Tabelle 5), zeigten sich bei den Hor-
monmessungen teils signifikante Unterschiede, die im Folgenden zusammen

mit den nichtlichen Konzentrationsverlaufen diskutiert werden sollen.

411 Cortisol und ACTH

Das in der Nebennierenrinde produzierte Cortisol unterliegt genau wie sein
Steuerungshormon ACTH aus der Hypophyse einer ausgeprigten circadianen
Rhythmik (Marshall und Born 2002, Schmidt und Lang 2007). Diese konnten
wir in ihrem néchtlichen Verlauf in unserer Arbeit nachvollziehen.
Da sich die Konzentrationen zwischen Placebo- und Spironolactonbedingung
nicht wesentlich unterschieden, sollen sie zunichst gemeinsam betrachtet und
mit den aus der Literatur bekannten Ergebnissen verglichen werden. Bei der
Einordnung der in Abbildung 3 aufgezeigten Ergebnisse ist zu bedenken, dass
die pulsatile Ausschiittung durch die Darstellung des arithmetischen Mittels der
Hormonwerte aller Probanden nicht erkennbar ist (Hellman et al 1970, Mar-
shall und Born 2002). Die ACTH- und Cortisol-Werte zeigen den typischen
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aus der Literatur bekannten Verlauf (Born et al 1997b, Kronfol et al 1997, Di-
mitrov et al 2009). Ein kleiner Peak um 4.30 Uhr unterbricht den ansonsten
kontinuierlichen Anstieg der Hormonkonzentrationen im Blut und ist wohl auf
das kurze Wecken um 4.00 Uhr zur 2. Medikamentengabe zuriickzufiihren.
Durch den mit der Weckreaktion verbundenen kurzzeitigen Stress konnte es
zur Aktivierung der HHN-Achse gekommen sein (Kudielka et al 2004).

Bei der Differenzierung zwischen Spironolacton- und Placebogruppe sind die
um ca. 10% hoheren Cortisolwerte in der Verumgruppe ab 3.30 Uhr mit signi-
fikantem Unterschied zu einem Zeitpunkt zu diskutieren. Mineralocorticoidre-
zeptoren im ZNS, insbesondere im Hippocampus, spielen eine wesentliche
Rolle bei der negativen Riickkopplung von Cortisol auf die iibergeordneten
Stationen der HHN-Achse (De Kloet et al 1998). Eine Blockade dieser Rezep-
toren fiihrt daher zu einer verminderten Hemmung und damit zum Anstieg von
ACTH und Cortisol, wobei der Anstieg von ACTH geringer ausfillt und nicht
in allen Studien signifikant war (Dodt et al 1993, Born et al 1997a, De Kloet et
al 1998, Deuschle et al 1998, Giordano et al 2006, Atkinson et al 2008, Berar-
delli et al 2010). BORN et al konnten hierbei zeigen, dass die frithe néchtliche
Suppression der HHN-Achse schlafabhiingig iiber MR-Wirkung im ZNS er-
folgt (Born et al 1997a). ARVAT et al (2001) stellten nach der intravendsen Ga-
be von Canrenon, einem aktiven Metaboliten von Spironolacton, an gesunden
Probanden einen signifikanten Anstieg von Cortisol und ACTH fest, der bereits
60 Minuten nach Medikamentengabe einsetzte. Wie in unseren Experimenten
fiel auch hier der reaktive ACTH-Anstieg geringer aus als der des Cortisols,
was von ARVAT et al als bereits einsetzende negative Riickkopplung des an-
steigenden Cortisols iiber den GR auf die ACTH-Sekretion diskutiert wurde
(Arvat et al 2001).

41.2 Aldosteron

Die Aldosteronkonzentrationen im Blut wiesen in beiden Bedingungen einen
Anstieg gegen Morgen mit einem Peak um 8.00 Uhr auf (siehe Abbildung 4).
Im Vergleich hierzu zeigten andere Studien eine pulsatile Ausschiittung mit
einem Anstieg iiber die Nacht, welcher dem Cortisolanstieg vorausging und
mit den hochsten Werten wéhrend des Schlafes in den frithen Morgenstunden
einherging (Armbruster et al 1975, Katz et al 1975, Charloux et al 2001, Hur-
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witz et al 2004). Letztgenannte Studie fand bei stiindlichen Messungen einen
Peak um 5.39 Uhr, wobei die Probanden von 22.00-6.00 Uhr, also im Ver-
gleich zu unserer Studie um eine Stunde nach vorne verlagert, geschlafen ha-
ben. HURWITZ et al betonen, dass die Maxima der Aldosteronkonzentration
denen des Cortisols stets vorausgehen. Dies erlaubt neben der dreifach kiirze-
ren Halbwertszeit des Aldosterons im Vergleich zum Cortisol eine zeitliche
Differenzierung des nichtlichen Besatzes von GR und MR (Hurwitz et al
2004). Der spitere Aldosteronanstieg in unserer Arbeit, der besonders in der
Placebobedingung zu beobachten war, konnte eine zu niedrige Messfrequenz
und nach dem Wecken einen Anstieg durch Orthostase zur Ursache haben.
Geringere Messabstinde oder eine lingere Messdauer hitten zur besseren Ein-
schitzung der Aldosteronrhythmik beitragen konnen.

In Bezug auf die etwas hoheren Aldosteronwerte in der Spironolactonbedin-
gung ist die Studienlage uneinheitlich. Wihrend die Cortisolkonzentration nach
MR-Blockade durch die wegfallende negative Riickkopplung innerhalb von
einer Stunde anstieg, konnten ARVAT et al (2001) dies fiir Aldosteron nicht
zeigen. Hier wurden die Hormone bis 4 Stunden nach Gabe von Canrenon un-
ter fortlaufender Canrenon-Infusion bestimmt, wihrend BORN et al (1991) 6.5
Stunden nach zweimaliger Canrenongabe erhohte Aldosteronkonzentrationen
gemessen haben. An 10 gesunden jungen Minnern konnten ABSHAGEN et al
(1976) erst ab 3 Tagen nach Spironolactongabe in normaler Dosierung einen
deutlichen Aldosteronanstieg verzeichnen und erklidren dies mit der initialen
Inhibition der Aldosteronsynthese durch Spironolacton, die bereits in anderen

Studien beschrieben wurde (Lammintausta und Erkola 1979, Ye et al 2009).

41.3 Katecholamine

Die Katecholaminwerte zeigen gemeinsam mit den Ergebnissen der polysom-
nographischen Auswertung, den psychologischen Kontrolltests (siehe Tabelle
5) und den Blutdruckmessungen, dass die Probanden durch die Experimentalsi-
tuation nicht in Schlaf und vegetativem System beeintrichtigt waren (Schmidt
und Lang 2007). Entsprechend konnten YEE et al (2001) nach 4-wdéchiger Spi-
ronolactonbehandlung bei Herzinsuffizienzpatienten zwar eine leichte Reduk-
tion der Herzfrequenz, nicht jedoch signifikante Unterschiede im Noradrena-
linprofil feststellen.
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4.2 T-Lymphozytenzahlen

Durch die 1.5-stiindlichen Messungen der T-Zellzahlen im Blut lieen sich
deren nichtliche Verdnderungen gut darstellen. Bei den durchgefiihrten Re-
cherchen fanden sich keine Studien, die die néchtlichen Blutzellzahlen nach
akuter MR-Blockade untersucht haben. Der natiirliche néchtliche Verlauf der
T-Zellzahlen war jedoch vielfach Gegenstand von Studien. BORN et al (1997b)
untersuchten im Rahmen einer Schlafentzugsstudie u.a. die Lymphozytenzah-
len im Blut iiber 2 Tage und konnten bei normalem Schlaf einen Anstieg der
Th- und der cytotoxischen T-Zell-Zahlen bis 23.00 Uhr mit anschliefend deut-
lichem Abfall bis zum Vormittag beobachten. Die Ergebnisse dieser Zellzahlen
in der Placebogruppe unserer Studie unterscheiden sich hiervon nur insofern,
als wir einen etwas spiteren Abfall ab 0.30 Uhr und einen weiteren kleinen
Peak um 5.00 Uhr feststellen konnten. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass die
Blutabnahmen in der oben genannten Studie alle 3 Stunden erfolgten und damit
der genaue Zeitpunkt des Maximums schwieriger zu ermitteln ist. Dies er-
schwert auch den Vergleich mit der Arbeit von SUZUKI et al (1997), die bei 4-
stiindlicher Messung fiir die Th-, nicht jedoch fiir die cytotoxischen T-Zellen,
ein nichtliches Maximum aufzeigt. KRONFOL et al (1997) fanden bei 2-
stiindlichen Messungen fiir Th- und cytotoxischen T-Zellen Maxima um 22
bzw. 23 Uhr mit konsekutiven Abfall bis zum Vormittag, welcher, wie in der
Placebogruppe unserer Studie, durch einen kleinen zweiten Peak um 4.00 Uhr
unterbrochen wurde. In der Arbeit von DIMITROV et al (2009) wurden bei ei-
nem Studiendesign, welches dem unsrigen sehr dhnlich war, Zellzahlen aller
acht auch von uns untersuchten T-Zellsubtypen ermittelt. Die néachtlichen Blut-
entnahmen erfolgten bei 14 Probanden alle 1.5 Stunden. Die Maxima der Ge-
samt-T-Zellen und Th-Zellen traten hier um ca. 2.00 Uhr und damit etwas spi-
ter als in unseren Ergebnissen auf. Dies erkldrt sich durch die Zusammenfas-
sung der Ergebnisse fiir die beiden in der Studie untersuchten Bedingungen
Schlaf und Schlafentzug, da Schlafentzug, wie in Kapitel 1.4 beschrieben, zu
einem spdteren nichtlichen Maximum der T-Zellzahlen fiihrt (Born et al
1997b, Dimitrov et al 2009). Insgesamt zeigten sich in der Studie von DiI-
MITROV et al (2009) im Vergleich mit unserer Arbeit jedoch sehr dhnliche Ver-

laufe der Zellzahlen.
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In der bereits erwidhnten Arbeit von BORN et al (1997b) ist auch die Betrach-
tung der Auswirkungen von Schlafentzug auf die Th-Zellzahlen von Interesse.
Schlafentzug fiihrte hier nimlich, wie die MR-Blockade in unserer Studie, zu
einem spéteren Abfall der Zellzahlen mit signifikant hoheren Werten um 2.00
Uhr als in der Gruppe mit normalem nichtlichen Schlaf. Schlafentzug bewirkt
auflerdem einen deutlich geringeren nichtlichen Aldosteronanstieg (Charloux
et al 2001).

In Bezug auf die moglichen MR-abhingigen Mechanismen, die T-Zellzahlen
zu beeinflussen, ist die Unterscheidung zwischen chronischen und akuten Ef-
fekten wichtig. MILLER et al (1994) konnten an Ratten nach Nebennierenent-
fernung feststellen, dass 7-tigige Aldosterongaben in physiologischen Kon-
zentrationen zu einem Absinken der Lymphozytenzahlen, und zwar besonders
der Th-Zellen, fiihrten. Bei Dosiserhohungen des Aldosterons lieBen sich diese
Effekte nicht wesentlich verstirken, was mit der im Vergleich zum GR relativ
geringen MR-Dichte erkliart wurde (Lowy 1989, Spencer et al 1991). Auch
beim Menschen ist die MR-Dichte auf Lymphozyten deutlich niedriger als die
des GR (Armanini et al 1988). Bei akuter subkutaner Aldosterongabe an Rat-
ten, denen die Nebenniere entfernt wurde, konnte der akute, unter Placebogabe
auftretende Anstieg der Lymphozytenzahlen verhindert werden (Dhabhar et al
1996). Dies war sowohl bei B-Lymphozyten als auch bei Th- und cytotoxische
T-Zellen festzustellen, wobei die Versuchsbedingungen und Messzeitpunkte
jedoch kaum Riickschliisse auf eine physiologische néchtliche Aldosteronwir-
kung beim Menschen zulassen. MILLER et al (1993) zeigten bei Ratten einen
supprimierenden Einfluss der MR-Aktivierung durch Aldosteron auf die GR-
Rezeptordichte in Immunzellen der Milz auf, was Einfluss auf das Wande-
rungsverhalten der Zellen haben konnte.

Die in unseren Experimenten beobachteten néichtlichen Veridnderungen der T-
Zellzahlen sind am ehesten Ausdruck einer Umverteilung zwischen den Kom-
partimenten Blut, sekunddrem lymphatischen Gewebe und dem Knochenmark
(Fauci 1975, Ottaway und Husband 1992, Born et al 1997b, Marshall und Born
2002, Lange et al 2010). Im Folgenden sollen unsere Ergebnisse im Blick auf
die dabei stattfindenden Wanderungbewegungen der T-Zellsubtypen diskutiert

werden.
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In der zweiten Nachthilfte gleichen sich trotz hoherer Aldosteronkonzentratio-
nen in beiden Bedingungen die Kurven aller T-Zellsubtypen zwischen den Be-
dingungen an. Dies geht jedoch auch mit einem Cortisolanstieg einher und
wird mafgeblich auf diesen zuriickzufiihren sein. Cortisol ist wesentlich an der
Umverteilung von T-Zellen aus dem Blut in das Knochenmark beteiligt und
fithrt damit zu deren Abfall in der zweiten Nachthilfte und am Morgen, wobel
Th-Zellen hiervon am stirksten betroffen sind (Fauci und Dale 1975, Kawate et
al 1981, Ottaway und Husband 1994, Dimitrov et al 2009). DIMITROV et al
(2009) konnten zeigen, dass beim Abfall der T-Zellzahlen im Blut die Cortisol-
vermittelte Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 wesentlich beteiligt ist.
Dies fiihrt iiber eine Interaktion der T-Zellen mit CXCL12, welches u.a. auf
dem Endothel im Knochenmark exprimiert wird, zu einer vermehrten Diapede-
se (Janeway 2008).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass dieser Abfall in der zweiten Nachthilfte wohl
MR -unabhingig ist und dementsprechend auch nicht iiber eine Cortisolwirkung
auf den MR vermittelt wird. Cortisol kann in Abhédngigkeit vom Vorhanden-
sein des Enzyms 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase in den Zielzellen mit
hoher Affinitidt an den MR binden und ihn aktivieren (de Kloet et al 1998, Di-
mitrov et al 2004). ZHANG et al (2005) konnten in murinen Th- und cytotoxi-
schen T-Zellen die Expression von 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 1
nachweisen, wihrend der Typ 2 in T-Zellen nicht gefunden wurde (Tao et al
2011). Der Typ 1 des Enzyms wandelt im Gegensatz zum Typ 2 die inaktiven
11-Keto-Metabolite der Glukocortikoide in aktive Metabolite um und bietet
damit einen weiteren, vom Zielgewebe abhingigen, jedoch von den Cortisol-
konzentrationen im Plasma weitgehend unabhédngigen Regulationsmechanis-
mus (Zhang et al 2005). Eine MR-Blockade, wie wir sie durchgefiihrt haben,
trifft jedoch alle Aktivatoren des MR und unterstiitzt im Ergebnis damit die
Schlussfolgerungen, dass der starke Abfall der T-Zellzahlen gegen Morgen
Cortisol-GR-vermittelt ist. Die Durchfiihrung unserer Experimente, jedoch mit
Gabe eines GR-Antagonisten, wire hierbei aufschlussreich. Das frithe, nach
unserer Hypothese MR-vermittelte Absinken der T-Zellzahlen sollte hier nicht
beeintrachtigt werden. Der stirkere Abfall in der zweiten Nachthélfte und am

Morgen miisste jedoch verhindert werden. BERTAGNA et al (1988) konnten
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zeigen, dass die Dexamethason-induzierte Senkung der Lymphozytenzahlen im
Blut durch den GR-Antagonisten RU-486 verhindert wird.

Wihrend die Cortisol-vermittelte Umverteilung der T-Zellen in das Knochen-
mark seit ldngerem als wesentlicher Faktor der beobachteten circadianen
Schwankungen der T-Zellzahlen bekannt ist, sind die iibergeordneten Regula-
tionsmechanismen des Homings von T-Zellen in das sekundire lymphatische
Gewebe bislang weniger gut untersucht (Ottaway und Husband 1992, Lange et
al 2010). Glucocorticoide hemmen dabei unter anderem tiber Effekte auf die
hochendothelialen Venolen das Homing der Lymphozyten in die Lymphknoten
(Buerki et al 1976, Sackstein und Borenstein 1995, Bauer et al 2002). Auch bei
akutem Stress, der mit einer Aktivierung der HHN-Achse einhergeht, vermin-
derte sich die Anreicherung radioaktiv markierter T-Zellen in den Lymphkno-
ten bei gleichzeitig vermehrter Akkumulation im Knochenmark (Stefanski et al
2003).

Niedrige Cortisolspiegel, wie sie in der ersten Nachthilfte zu beobachten sind,
konnten also die Vorraussetzungen fiir die Umverteilung von T-Zellen in das
sekundire lymphatische Gewebe verbessern. Fiir eine nidchtliche Akkumulation
von Lymphozyten in das sekundire lymphatische Gewebe sprechen die Ergeb-
nisse von DICKSTEIN et al (2000). Sie konnten bei Schafen wihrend des Schla-
fes eine Verminderung von Flussrate und Lymphozytenzahlen in efferenten
Lymphgefaflen beobachten, was zu einer Akkumulation der Lymphozyten in
den Lymphknoten fiihrte. Bei Ratten verlduft der prozentuale Anteil der T-
Zellzahlen im Blut parallel zu dem Anteil in den Lymphknoten mit maximalen
Werten wihrend der Ruhephase (Esquifino et al 1996 und Bonacho et al 2001
in Lange et al 2010). Hierbei betrigt die Aufenthaltsdauer fluoreszenz-
markierter Lymphozyten im Blutkreislauf bis zum Homing in das lymphatische
Gewebe nur ca. 30 Minuten (Westermann et al 1988, Pabst 1988 in von Andri-
an und Mempel 2003). Entsprechend konnte die bei niedrigen nichtlichen Cor-
tisolspiegeln mogliche Freisetzung von T-Zellen aus dem Knochenmark iiber
erhohte Zellzahlen im Blut zu einer vermehrten Verfiigbarkeit in den Lymph-
knoten fithren. Die komplexen Mechanismen, iiber die T-Zellen in die Lymph-
knoten gelangen, unterstreichen auch die Bedeutung der Unterscheidung von
T-Zell-Subtypen. Zum Beispiel weisen OTTAWAY und HUSBAND (1992) auf

die doppelt so hohe T-Zell-Clearance vom Blut in das lymphatische Gewebe
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fiir Th-Zellen im Vergleich zu cytotoxischen T-Zellen hin. Dies konnte erkla-
ren, weshalb wir nur bei den naiven Th-Zellen, nicht aber bei den naiven cyto-
toxischen T-Zellen einen spiteren Abfall der Zellzahlen im Blut mit signifikan-
tem Effekt der MR-Blockade feststellen konnten. Wihrend naive T-Zellen vor
allem iiber die HEV in die Lymphknoten gelangen, konnten MACKAY et al
(1990) bei Schafen fiir zentrale T-Gedéchtniszellen auch eine Anreicherung
iiber die afferenten Lymphwege feststellen. Dies konnte erkldren, weshalb fiir
die zentralen Th-Gedichtniszellen nur ein Trend fiir den Effekt der MR-
Blockade beobachtet werden konnte.

Das Homing der naiven T-Zellen in die Lymphknoten erfolgt in erster Linie an
den HEV iiber mindestens vier Schritte (von Andrian und Mempel 2003, Jane-
way 2008): Als erstes ,,rollen* die naiven T-Zellen auf dem Endothel der HEV.
Hierfiir binden sie mit L-Selectin (=CD62L) an den Selektinliganden ,,periphe-
res (Lymph-) Knoten Adressin®“ (PNAD) des Endothels. Im néchsten Schritt
aktivieren Endothelzellen der HEV iiber Interaktion ihres Chemokinliganden
CCL21 und CCL19 mit CCR7 die Integrine der bereits an der Endotheloberfli-
che rollenden naiven T-Zellen. Uber Interaktion von Leukozyten-Funktions-
Antigen 1 (LFA-1) auf den T-Zellen mit dem interzelluliren Adhésionsmole-
kiil 1 (ICAM-1) auf dem Endothel kommt es dann zur Adhision und im letzten
Schritt schlieBlich zur Diapedese durch das Endothel und weiteren Migration
innerhalb des lymphatischen Gewebes. Die Abfolge der ersten drei Schritte ist
also vom Vorhandensein ganz bestimmter Oberflichenmolekiile abhédngig und
macht deutlich, weshalb nur manche T-Zellsubtypen aus dem Blut in die
Lymphknoten gelangen (von Andrian und Mempel 2003, Tanaka et al 2004,
Janeway 2008). Auch wenn es Ausnahmen von dieser strengen Abfolge zu
geben scheint (Scimone et al 2004, Sackstein 2005), wiirde dies doch in Zu-
sammenschau mit unserer Hypothese erkldren, weshalb nur bei L-Selectin-
positiven Subtypen ein signifikanter Effekt der MR-Blockade aufgetreten ist.
Wenn das néchtliche Homing in das sekundére lymphatische Gewebe durch
MR-Aktivierung der T-Zellen oder des Endothels gefordert wird, so ist doch
die Expression von L-Selectin auf den T-Zellen dafiir eine notwendige Bedin-
gung. Auch der auf naiven T-Zellen und zentralen T-Gedéchtniszellen vorhan-
dene CCR7 spielt entsprechend eine entscheidende Rolle und kann zur Diffe-

renzierung von T-Zell-Subtypen verwendet werden (Dimitrov et al 2009). Das
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Vorhandensein und die Dichte der genannten Adhisionsmolekiile auf einer T-
Zelle sind keine statischen GroBen, sondern konnen zeitlich und raumlich vari-
ieren (Galkina et al 2007, Dimitrov et al 2009, Klinger et al 2009).

CHIN et al (1991) wiesen an Endothelzellen aus HEV von Ratten in vitro eine
vermehrte Lymphozyten-Adhision durch vorherige Stimulation des Endothels
mit TNF-o, IFN-y und IL-4 nach. Uber Verinderungen der Zytokinausschiit-
tung konnte eine MR-Aktivierung also Einfluss auf die Expression von Adhi-
sionsmolekiilen und damit auf das Wanderungsverhaltens der T-Zellen nehmen
(Loetscher et al 1996). Prinzipiell ist aber auch ein direkter Einfluss des MR
auf die Expression von Adhésionsmolekiilen denkbar.

Wihrend in einigen Studien, entsprechend der klinischen Wirkung, ein schnel-
ler antiinflammatorischer Einfluss von Spironolacton auf die Zytokinprodukti-
on von Leukozyten beschrieben wurde (Bendtzen et al 2003, Sonder et al
2006), fiihrte bei DIMITROV et al (2004) die MR-Blockade mit Spironolacton
bei Th- und cytotoxischen T-Zellen in vitro zu einem Anstieg der Produktion
von TNF-q, IFN-y und IL-2. Die Blutzellen fiir die letztgenannte Untersuchung
wurden den Probaden dabei morgens entnommen. Andere in vitro Studien
zeigten, dass Aldosteron die Leukozytenadhision iiber eine vermehrte Expres-
sion von Adhisionsmolekiilen durch Endothelzellen erhoht. Dies konnte durch
Spironolacton verhindert werden (Krug et al 2007, Caprio et al 2008, Jeong et
al 2009). In den genannten Experimenten wurden jedoch keine T-Zellen, son-
dern Granulozyten (Krug et al 2007), Monozyten (Caprio et al 2008) und Pro-
myelozyten (Jeong et al 2009) verwendet. Die Tatsache, dass die Produktion
vieler Botenstoffe und deren Konzentrationen im Blut wéhrend des néchtlichen
Schlafes ihre maximalen Werte erreichen, unterstreicht die immunologische
Bedeutung von Schlaf (Petrovsky 2001, Lange et al 2010). Den durchgefiihrten
Recherchen nach gibt es bislang keine Studien, die den akuten Effekt einer
MR-Blockade oder -Aktivierung auf die néchtliche Zytokinproduktion unter-

sucht haben.
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4.3 Mechanismen der Spironolactonwirkung

Um bei den Probanden eine MR-Blockade zu erreichen, wurden ihnen um
23.00 und 4.00 Uhr je 200 mg Spironolacton als Tablette verabreicht. Die
zweite Gabe erfolgte unter Beriicksichtigung des psychologischen Teils der
Experimente, um morgens und vormittags ausreichend hohe Konzentrationen
im ZNS zu erreichen. Aulerdem ermoglichte die zweite Gabe die Untersu-
chung von Effekten auf den morgentlichen cortisolinduzierten Abfall der T-
Zellzahlen. Der kompetitive MR-Antagonist Spironolacton wird bei oraler Ga-
be nahezu vollstindig resorbiert und metabolisiert, wobei die meisten entste-
henden Metabolite ebenfalls den MR blockieren (Overdiek und Merkus 1987,
Bonlokke et al 2001). Zwei Stunden nach oraler Gabe erreicht Spironolacton
maximale Plasmakonzentrationen, wihrend die aktiven Metaboliten Serum-
peaks nach 3 bis 5 Stunden zeigen (Spironolacton-ratiopharm Fachinformation
2007). Zum Zeitpunkt der signifikanten Effekte auf die T-Zellzahlen kann also
von einer ausreichenden MR-Blockade an den Blutzellen ausgegangen werden.
Den hierbei sicherlich auftretenden interindividuellen Unterschieden wurde
durch das Design als Cross-over-Studie jedoch gut begegnet.

Wollte man den von uns beobachteten Effekt der MR-Blockade auf den Ver-
lauf der nichtlichen T-Zellzahlen verifizieren und den Zeitverlauf préziser dar-
stellen, wiirde sich eine intravendse Canrenongabe anbieten, da hier schneller
steady-state-Konzentrationen erreicht werden. Interessant wire es auch, den
Effekt einer Aldosterongabe vor dem Zeitpunkt der hochsten T-Zellzahlen zu
untersuchen. Hier wire nach unserer Hypothese mit einem fritheren und stérke-
ren Abfall der T-Zellzahlen zu rechnen.

Spironolacton und dessen Metaboliten binden an den klassischen cytosolstin-
digen MR, der einen ligandenabhingigen Transkriptionsfaktor darstellt. Im
Gegensatz zur Bindung durch Aldosteron oder Cortisol kann der MR nun je-
doch nicht in den Zellkern gelangen, um dort durch Transkriptionsaktivierung
zu den zellspezifischen Effekten zu fithren (Funder 2005). Diese Kaskade be-
notigt eine gewisse Zeit und konnte in verschiedenen Experimente von einer
schnellen, nach Minuten einsetzenden, Aldosteronwirkungen abgegrenzt wer-
den, die teilweise nicht durch Spironolacton inhibiert werden konnte (Moura
und Worcel 1984, Wehling et al 1992). Ob diese nichtgenomischen Aldoste-

ron-Effekte durch einen bisher nicht isolierten membranstindigen Aldosteron-
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Rezeptor, einen membranstindigen MR oder durch nichtgenomische Signal-
kaskaden, die vom cytosolischen MR ausgehen, verursacht werden, ist bislang
nicht endgiiltig geklart (Losel et al 2004, Funder 2005, 2010, Weber et al 2008,
Schrier et al 2010).

Sollten die beschriebenen nichtgenomischen Aldosteroneffekte einen grofleren
Einfluss auf die Lymphozytenmigration haben, so lieRe sich dies am ehesten
bei Aldosterongabe untersuchen, nicht jedoch bei einer alleinigen MR-
Blockade. SONDER et al (2006) haben an mononukledren Blutzellen in vitro
ausfiihrlich die Aldosteron- und Spironolactoneffekte auf die Genexpression,
Zytokinproduktion und Apoptose untersucht. Sie konnten dabei eine starke
Verminderung von Gentranskription und Zytokinproduktion durch Spironolac-
ton feststellen, die als zusitzliche, MR-unabhédngige und iiber die Canrenon-
Wirkung hinausgehende Genregulierung erkliart wurde. Dass die antiinflamma-
torischen Spironolacton-Effekte auch in vivo bedeutsam sind, konnten BENDT-
ZEN et al (2003) an Patienten mit Arthritis zeigen. Ein Einfluss MR-
unabhingiger Mechanismen auf den verzogerten Abfall der naiven Th-Zellen

nach Spironolactongabe ldsst sich daher nicht ausschlief3en.

4.4 Klinische Bedeutung

In der Diskussion unserer Ergebnisse konnte bereits einigen Hinweisen fiir eine
Beteiligung Aldosteron-MR-abhingiger Mechanismen bei der néchtlichen
Steuerung der Immunabwehr nachgegangen werden. Dabei sind auch proin-
flammatorische Aldosteronwirkungen thematisiert worden.

Aldosteron und Spironolacton sind in der Medizin in den letzten beiden Jahr-
zehnten vor allem in ihrer Bedeutung fiir die Entstehung und die Behandlung
von Herzinsuffizienz und anderen assoziierten Erkrankungen beforscht worden
(Pitt et al 1999, Brown 2008, Funder 2010). Dabei konnte u.a. gezeigt werden,
dass eine niedrig dosierte Spironolactonbehandlung bei Herzinsuffizienz zu
einer deutlichen Reduktion von Morbiditdt und Mortalitdt fithrt (Pitt et al
1999). Aldosteron bewirkt iiber die Forderung vaskuldrer Entziindung einen
fibrotischen Umbau von GefiBwand und Herzmuskel (Weber 2003, Brown
2008). Sowohl das unspezifische als auch das adaptive Immunsystem sind an
der Genese von Bluthochdruck und Herzmuskelumbau beteiligt (Usher et al

2010, Harrison et al 2010). Bei genauerer Betrachtung der hierbei beteiligten
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immunologischen Prozesse scheint das Zielgewebe vor allem das Gefidflen-
dothel zu sein. Mineralocorticoide induzieren hier in Tierversuchen T-Zell-
abhédngigen oxidativen Stress sowie eine vermehrte Bildung von Adhésionsmo-
lekiilen wie ICAM-1 und Zytokinen wie IL-6 (Jaffe und Mendelsohn 2005,
Guzik et al 2007, Herrada et al 2010). Dies fiihrt zum vermehrten Einwandern
von Lymphozyten und Monozyten, welche die ortliche GefidBentziindung durch
Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 weiter triggern
(Blasi et al 2003, Brown 2008, Jeong et al 2009). Auch am Menschen zeigten
sich nach Aldosterongabe erhohte IL-6-Konzentrationen im Blut. Spironolac-
ton konnte entsprechend einen Angiotensin II induzierten I1L-6-Anstieg verhin-
dern (Luther 2006). Ein Mangel an 113-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2
fiihrte bei Méusen zu den gleichen entziindlichen Verdnderungen der Gefille
wie die Gabe von Aldosteron, was die Bedeutung dieses Enzyms fiir den
Schutz vor der MR-Wirkung durch Cortisol in den beteiligten GefdB3- und Im-
munzellen hervorhebt (Deuchar et al 2011).

MONRAD et al (2008) konnten an Méusen mit Lupusnephritis zeigen, dass Spi-
ronolacton nicht nur den Krankheitsverlauf positiv beeinflusst, sondern auch
die Konzentration von Autoantikdrpern im Serum erniedrigt. HERRADA et al
(2010) fanden bei Miusen eine stirkere Progression der autoimmunen En-
cephalomyelitis unter Aldosterongaben, einhergehend mit einer durch dendriti-
sche Zellen vermittelten Differenzierung von Th-Zellen zu einem Thl7-
Phenotyp. Beim Menschen verbesserten sich nach Spironolactongaben die
Symptome von rheumatoider und juveniler Arthritis, was mit niedrigeren TNF-
a- und Interferon-y-Spiegeln einherging (Bendtzen et al 2003). In Méusen mit
MR-defizienten myeloische Zellen konnten USHER et al (2010) nach Angioten-
sin II-Gabe eine geringere GefdBschiddigung sowie verminderte circadiane
Blutdruckschwankungen beobachten. Zellen des unspezifischen Immunsystems
scheinen also MR-abhingig Einfluss auf die circadiane Steuerung wichtiger
Vitalparameter zu nehmen (Usher et al 2010).

Hinweise fiir eine vermehrte Aktivierung adaptiver Immunprozesse im Rah-
men eines primédren Hyperaldosteronismus konnte ich nicht finden. Bei diesem
Krankheitsbild stehen der Bluthochdruck und die Elektrolytverschiebungen im
Vordergrund. Auch beim Pseudohypoaldosteronismus, einer seltenen, gene-

tisch bedingten Aldosteronresistenz des MR, spielen in erster Linie die gravie-
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renden Elektrolytstorungen eine Rolle (Kino und Chrousos 2004, Zennaro et al
2011). Die Erforschung immunologischer Funktionen in Personen mit diesen
Erkrankungen konnte aufschlussreich bei der Frage nach der Bedeutung Al-
dosteron-MR-abhédngiger Mechanismen fiir die Bildung einer Immunantwort
sein.

Wihrend Aldosteron iiber immunologische Mechanismen an der Pathogenese
kardiovaskulidrer Erkrankungen beteiligt ist und auch bei autoimmunologischen
Erkrankungen eine Rolle zu spielen scheint, bleibt die Bedeutung dieses Hor-
mons fiir das Immunsystem unter physiologischen Bedingungen bislang relativ
unklar. Unter Beriicksichtigung der in dieser Arbeit bereits genannten Ergeb-
nisse verschiedener Studien wie auch der eigenen Ergebnisse spricht einiges
fiir eine nicht unwesentliche Beteiligung von Aldosteron an dem Zustande-
kommen einer effektiven Immunantwort, auch wenn in den meisten klinisch
orientierten Studien eher die fiir den Organismus schddlichen immunstimulato-
rischen Wirkungen einer iibersteigerten Aldosteronproduktion betrachtet wur-
den. In dieser Hinsicht von Bedeutung ist die Studie von LEO und BONNEAU
(2000). Hier wurde bei Mdusen 5 bis 6 Stunden nach einer Infektion mit Her-
pes simplex Viren Typ 1 (HSV) eine MR-Blockade mit Spironolacton durchge-
fiihrt. Nach 4 Tagen wiesen die aus der Milz der Miuse isolierten HSV-
spezifischen cytotoxischen T-Zellen eine signifikant geringere lytische Aktivi-
tit auf als in der Placebogruppe. Fiir die Beurteilung unserer Hypothese wére
natiirlich von Interesse gewesen, wann im Verhiltnis zur Ruhephase die Infek-
tion und die akute Spironolactongabe stattgefunden haben, um eventuell vor-
handene schlafabhingige Effekte zu ermitteln.

Auf den positiven Einfluss von Schlaf auf die Immunabwehr wurde bereits in
Kapitel 1.4 eingegangen. Neben der Bestimmung von Antikorpertitern und
antigenspezifischen Th-Zellen nach einer Antigenexposition durch Impfung
(Lange et al 2003, 2011) ist auch die Ausbildung klinischer Krankheitszeichen
nach einer Rhinovirusexposition ein relevanter Parameter, der die Bedeutung
von Schlaf fiir das menschliche Immunsystem aufzeigen konnte (Cohen et al
2009). Probanden die in den letzten 2 Wochen vor der Exposition weniger als 7
Stunden pro Nacht geschlafen hatten, zeigten fast dreimal hiufiger Erkéltungs-
symptome als Probanden mit mehr als 8 Stunden Nachtschlaf. Eine Anwen-

dung dhnlicher Modelle unter MR-Blockade versus Placebo in der Nacht nach
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Antigenexposition konnte genaueren Aufschluss iiber die klinische Relevanz
Aldosteron-MR-abhingiger Mechanismen bei der Entwicklung einer Immun-
antwort geben.

Wir konnten in unseren Experimenten nach einmaliger Spironolactongabe ei-
nen verzogerten Abfall der naiven Th-Zellen im Blut beobachten. Wichtig ist,
dass dieser Effekt an die erste Nachthilfte gebunden war. Die speziell in die-
sem Zeitraum herrschenden Bedingungen, insbesondere die minimalen Corti-
sol- und steigenden Aldosteronspiegel, ermdglichen ein Uberwiegen der MR-
gegeniiber der GR-Wirkung. Sollte diese gesteigerte MR-Wirkung an den nai-
ven T-Zellen bzw. den HEV zu einem vermehrten Homing in das sekundére
lymphatische Gewebe fiihren, konnte dies erheblichen Einfluss auf die Ausbil-
dung einer effektiven Immunantwort haben. Anzahl und Dauer der Kontakte
zwischen naiven T-Zellen und antigenprisentierenden Zellen in den Lymph-
knoten konnten so MR-abhingig optimiert werden, bevor der morgentliche
Cortisolanstieg in Vorbereitung auf die Belastungen des Tages zu einer Umver-
teilung der naiven T-Zellen in das Knochenmark fiihrt. Die Beriicksichtigung
schlafabhéngig differenzierter Aldosteron bzw. MR-Wirkungen in der klini-
schen und experimentellen Forschung konnte weiteren Aufschluss iiber die

Bedeutung von Schlaf bei der Regulation des Immunsystems geben.
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5. Zusammenfassung

Die im Blut vorhandenen T-Zellen sind nicht statisch, sondern zirkulieren zwi-
schen verschieden Rdumen des menschlichen Organismus. Die Zellzahlen der
verschiedenen T-Zellsubtypen im Blut weisen daher auch circadiane und
schlafabhédngige Rhythmen auf, die sich abhéngig vom Subtyp unterscheiden.
Hormone aus der Nebenniere sind dabei wesentlich an der Regulation der Ver-
teilung von T-Zellsubtypen beteiligt. Wiahrend Cortisol iiber eine Umverteilung
der T-Zellen ins Knochenmark zu einem starken Abfall im Blut in der zweiten
Nachthilfte fiihrt, ist die Rolle von Aldosteron und dem Mineralocorticoid-
Rezeptor (MR) bislang unklar.

Um den Einfluss MR-abhingiger Mechanismen auf die T-Zellen wihrend des
nichtlichen Schlafes zu priifen, haben wir 11 gesunde ménnliche Probanden im
Schlaflabor untersucht. In zwei Nichten erhielten sie doppelt verblindet je
einmal den MR-Antagonisten Spironolacton oder Placebo. Wihrend der Nacht
erfolgten regelmifBige Blutabnahmen, um die Konzentrationen der Stresshor-
mone, von Aldosteron sowie die Zellzahlen der T-Zellsubtypen zu bestimmen.
Letzteres geschah mithilfe der Durchflusszytometrie unter Verwendung fluo-
reszierender Antikorper zur Differenzierung von insgesamt 8 Subtypen.
Cortisol und Aldosteron zeigten im Verlauf der Nacht einen deutlichen Anstieg
und wurden nur geringfiigig durch die Spironolactongabe beeinflusst. Der frii-
he nichtliche Abfall der T-Zellzahlen im Blut lie sich durch Spironolactonga-
be unterdriicken. Bei der Differenzierung nach Subtypen zeigte sich dieser Ef-
fekt bei den naiven T-Helferzellen signifikant.

Unsere Ergebnisse deuten an, dass der Mineralocorticoid-Rezeptor an der
nichtlichen Umverteilung der naiven T-Lymphozyten beteiligt ist. Dies konnte
zugunsten des sekundidren lymphatischen Gewebes geschehen. Eine Aldoste-
ron-MR-vermittelte néchtliche Akkumulation der naiven T-Helferzellen und
zentralen Gedichtniszellen in den Lymphknoten bei gleichzeitig niedrigem
Cortisolspiegel in der ersten Nachthilfte konnte so die Initiation einer adapti-
ven Immunantwort und die Ausbildung des immunologischen Gedichtnisses

fordern.
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741

Anhang

Befindlichkeitsfragebogen (MDBF)

MDBF Codef Name: | !
Datum; r | Alter: | Jahre J

Geschlecht: w O m O

Iostruktion

Im folgenden finden Sie eine Liste von Wortern, die verschiedene Stimmungen be-
schreiben. '

Bitie gehen Sie die Worter der Liste nasheinander durch und kreuzen Sie bei jedem Wart
das Kastchen an, dasdie augenblickliche Stirke Ihrer Stimmung am besten beschreibt.

Ein Beispiel:

im Moment filile ich mich
{iberhaupt
nicht sehr

00 00O

Angenommen, Sie witrden sich momentan duflerst wohl fithlen, dann wiirden Sie den
Kreis.unter Ziffer 5 ankreuzen

Irn Moment fishle ich mich

nicht sehr

000 OX

Bitte beachten Sie dabei folgende Punkte:

s In der Liste sind mehrere Adjektive enthalten, die moglicherweise dieselbe oder eine
ihnliche Stimmung beschreiben. Lassen Sie sich dadurch nicht verwirren, und ge-
ben Sie Ihre Antwort bei jedem Adjektiv unabhiingig davon, wie Sie bei einem
anderen Adjcktiv geantwortet haben.

» Beurteilen Sie nur, wie Sie sich augenblicklich fithleq, nicht wie Sie sich im allge-
meinen oder gelegentlich fiihlen.

& Wenn [hnen die Antwort schwerfallen sollte, geben Sie die Antwort, die am ehesten
zutrifft.

(eben Sie bitte bei jedem Wort ein Urteil ab und lassen Sie Keines der Worter aus.
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MDBF-Kurzform A

Datum und Uhrzeit :l

e o mich ey S

U2 3 4 s
1. zufrieden O O O 0 0
2, ausgeruht O O O OO0
3. ruhelos O O 000
4. schlecht O O O 0O O
5. schlapp OIOIONNONNG!
6. gelassen QL O 00
7. miide S I L 5
8. gut O 0 O &6
9. unruhig O 0 0O O O
10. murter QO 090
11, unwoh O O 0O OO0
12. entspannt O O 90
i o

as Wi RU

[] L] []

@ by Hogrefe-Veclag GmbH & Co, KG, Gotingen - Machdruck und jegliche Art dec Yervielfiltigung verboten » Best-Nr, 0117504



1.2

Stanford-Schlafrigkeits-Skala (SSS)

Stan ford-Schldfrigkeits-Skala

Probanden-Mr.: Datum:

margens

Im folgenden soll der Grad der Schiafrigkeit (wie wach fihlen Sie sich?) erhoben

wierden:
Kreuzen Sie bitte das entsprechende K&stchen an.

Schiafrigkeitsgrad Punktwert
Ich filhle mich aktiv, lebhaft, aufmerksam oder sehr wach 1
Ich kann konzentriert arbeiten, habe aber kein Leistungshoch 2
Ich fiihle mich wach, entspannt und aufnahmefahig aber nicht vall 3
konzentriert

Ich fiihle mich irgendwie trage 4
Ich filhle mich trage, verlangsamit, und kénnte mich hinlegen ]
Ich fihle mich schiafrig, benebelt, kAmpfe gegen die Madigkeit i}
und wirde mich lieber hinlegen

Ich bin kurz vor dem Einschlafen und habe bereits 7
Traumdeutungen

Ich schlafe 8
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