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1 Einleitung

Miidigkeit ist ein zentrales Symptom bei Infektionskrankheiten. Demzufolge ist nahezu
jedem die Miidigkeit bekannt, die einen auch bei mitunter harmlosen Infekten befillt. Die
Ansicht, dass sich Schlaf einerseits positiv auf den Krankheitsverlauf auswirkt und
andererseits Schlafentzug die Anfilligkeit fiir Infektionskrankheiten erhoht, ist in der
Gesellschaft weit verbreitet.

Mit Hilfe dieser Studie mochten wir aufzeigen, in welcher Art und Weise bestimmte
Parameter des Immunsystems auf Schlafentzug reagieren, in dem Verédnderungen von
Monozyten und ihrer sezernierten Botenstoffe und immunoaktive Hormone bei

Schlafentzug im Vergleich zum normalen Schlaf analysiert werden.

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem hat die Aufgabe, den Korper gegen Infektion zu schiitzen. Der Mensch
ist tdglich mit Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten einer Vielzahl von Erregern
ausgesetzt. Grundlage dieser Fihigkeit ist die Unterscheidung zwischen korpereigenen
und korperfremden Stoffen. Mit Hilfe der zum Immunsystem zugehorigen Zellen gelingt
es, korperfremde Substanzen zu erkennen und den Organismus vor Infektionen und den
daraus resultierenden Krankheiten zu schiitzen. Seine beiden Grundpfeiler sind das
spezifische und das unspezifische Immunsystem. Spezifische Immunitit entsteht erst,
nachdem es zum Kontakt mit einem Pathogen gekommen ist, daher wird diese Art der
Abwehr auch als , erworben” bezeichnet. Die Komponenten des unspezifischen
Immunsystems sind dagegen bereits bei Erstkontakt sofort wirksam und werden daher
auch , angeboren“ genannt. Traditionell wird das Immunsystem auflerdem in einen

zelluldren und einen humoralen Anteil unterteilt.

1.1.1 Zellen des Immunsystems

Die Zellen des Immunsystems, die Leukozyten, werden je nach Zugehorigkeit ebenfalls in
Zellen der unspezifischen oder spezifischen Abwehr eingeteilt. Ein charakteristisches
Merkmal unspezifischer Abwehrzellen ist, dass sie mit immer gleichen
Abwehrmechanismen auf unterschiedliche Pathogene reagieren. Diese

Abwehrmechanismen konnen die Sekretion von Zytokinen oder anderer



Entziindungsmediatoren, die Phagozytose eingedrungener Pathogene sein oder die
Sezernierung von Sauerstoffradikalen, die zur Lyse pathogener Zellen fiihrt. Sie sind auch
imstande Aufgaben zu iibernehmen, die im Verlauf einer spezifischen Immunantwort von
Bedeutung sind: Dies ist die Prisentation von Antigenen und die Regulation der
Immunantwort. Zellen des unspezifischen Immunsystems sind einerseits die Granulozyten
(neutrophile, eosinophile und basophile) und andererseits die Zellen des Mononukleér-
phagozytiren Systems (MPS; friihere Bezeichnung: retikuloendotheliales System — RES).
Zellen des mononukledr-phagozytdren Systems sind in erster Linie die Monozyten und die

spezialisierten Antigen-priasentierenden Zellen.

Monozyten entstammen dem Knochenmark und entwickeln sich aus undifferenzierten
Knochenmarkstammzellen. Unter dem Einfluss von Zytokinen und bestimmten
Wachstumsfaktoren entwickeln sie sich im Knochenmark von Monoblasten {iiber
Promonozyten zu Monozyten. Monozyten gehdren mit 10-11 pm zu den groften
Immunzellen des Menschen. Sie bestehen aus einem charakteristisch groBen Kern
(griech.: monos = einzig) und im Zytosol liegenden Lysosomen. In diesen finden sich
katalytische Enzyme wie Peroxidasen, Phosphatasen, Esterasen und Proteasen, mit denen
sie in der Lage sind, in den Korper eingedrungene Pathogene nach Phagozytose zu
lysieren. Die Monozyten zirkulieren nach Verlassen des Knochenmarks in der Blutbahn
des Menschen. Sie haben eine Lebensdauer von wenigen Stunden bis zu drei Tagen.
Dabei treten sie kontinuierlich auch in Abwesenheit einer Entziindung aus der Blutbahn in
das benachbarte Gewebe ein — dieser Prozess wird als Extravasation bezeichnet. Durch
Entziindungen und Entziindungsmediatoren angelockt, konnen zahlreiche Monozyten aus
der Blutbahn in das jeweilige Gewebe rekrutiert werden. Dabei differenzieren sie zu
Makrophagen. Diese nun ortsstandigen Makrophagen konnen mehrere Wochen iiberleben
und sind in vielen Geweben des menschlichen Korpers zu finden. Insbesondere Gewebe,
die als erste mit Fremdkoérpern in Kontakt treten, haben bedeutende
Makrophagenpopulationen. Genannt seien hier die Alveolarmakrophagen in der Lunge,
die Kupferschen Sternzellen in der Leber oder die Makrophagen in der Haut. Wihrend der
Differenzierung zu Makrophagen nehmen die Zellen an Groe zu (15-80 pum
Durchmesser). Die Hauptaufgaben bestehen nun in der kontinuierlichen Phagozytose und
der Produktion von Entziindungsmediatoren, sowie der Prdsentation phagozytierter
Zellbestandteile an die spezifischen Zellen des Immunsystems. Makrophagen bilden damit

eine wichtige Schnittstelle zur Initiierung und Aufrechterhaltung einer Immunantwort und



zur Synchronisation mit anderen Zellen des Immunsystems. Eine Aktivierung von
Gewebemakrophagen kann beispielsweise durch bakterielles Antigen oder durch Zytokine
ausgelost werden. Obgleich Monozyten bei ihrer Differenzierung zu Makrophagen
weitere Funktionen hinzu erlangen, besitzen auch Monozyten bereits vor der
Differenzierung wichtige Funktionen innerhalb des Immunsystems. Sie haben ebenfalls
schon die Fihigkeit korperfremde Strukturen aufzunehmen und zu verarbeiten und sind
zur Antigenpriasentierung befdhigt. Die Fertigkeit zwischen korperfremden und
korpereigenen Molekiilen unterscheiden zu konnen, wird durch Rezeptoren an ihrer
Oberfliche vermittelt. Ein wichtiger Rezeptor hierfiir ist der Oberflichenmarker CD14
(clusters of differentiation), der in der Lage ist bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) zu
erkennen. Durch Binden von LPS an diesen Rezeptor wird eine Phagozytose dieses
Pathogens ausgelost und somit die weitere Abtotung innerhalb der Zelle. Solche
Oberflichenmarker finden sich auf vielen Immunzellen und sind einerseits fiir die
jeweilige Funktion der Zelle unabdingbar, andererseits dienen sie als charakteristisches
Merkmal zur Unterscheidung der Zellen (Siehe auch ,,Material und Methoden*).

Eine weitere wichtige Funktion ist die Antigenpridsentation an Zellen des spezifischen
Immunsystems, den Lymphozyten. Diese wird mittels spezialisierter Proteinkomplexe
erreicht. Diese Proteinkomplexe, das Human Leucocyte Antigen (HLA), sind an fast allen
menschlichen Zellen vorhanden und eine individuelle Signatur der Zelle — sie bestehen
aus einer Mischung von Glykoproteinen, die in einem Genkomplex, dem Major
Histocompatibility Complex (MHC), kodiert werden. Korpereigene und korperfremde
intrazelluldre Antigene werden mit Hilfe der HLA-Proteinkomplexe an der Zelloberfldche
exprimiert und konnen so vom Immunsystem erkannt und gegebenenfalls bekdmpft und
abgetotet werden (Siehe ,,Material und Methoden®).

Des Weiteren sind Monozyten Produzenten verschiedener Botenstoffe, mit deren Hilfe sie
in der Lage sind, Immunprozesse zu mediieren und Abldufe zwischen den Zellen zu
synchronisieren. Thre Bedeutung innerhalb des Gleichgewichts von Typl- und Typ2-
Zytokinen wurde seit einigen Jahren hervorgehoben (Lucey et al. 1996). Beispielsweise
werden die in der vorliegenden Studie untersuchten Interleukine IL-12 und IL-10 zum
groBen Teil von Makrophagen und Monozyten sezerniert. Deren Funktion soll am Ende

des Kapitels eingehender beleuchtet werden.
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Abbildung 1: Zellen des Immunsystems

Die bedeutendste Zellpopulation der Gruppe der Antigen-prasentierenden Zellen sind die
hochspezialisierten Dendritischen Zellen. Funktion und Morphologie sind darauf
ausgerichtet korperfremde Pathogene zu erkennen, aufzunehmen und anderen Zellen des
Immunsystems, vornehmlich T-Zellen des spezifischen Immunsystems, zu préisentieren.
Sie sind nach ihrer typischen morphologischen Struktur benannt (lat.: dendriticus =
verzweigt). Dendritische Zellen besitzen eine Vielzahl fingerartiger Ausldufer, die ein
Netzwerk von Asten zwischen den T-Zellen bilden. Sie sind die stirksten bisher
bekannten Aktivatoren von T-Zellen. Unreife Dendritische Zellen befinden sich in fast
allen Oberflichenepithelien und in den meisten inneren Organen, wie beispielsweise in
Herz und Niere. Dort besitzen sie jedoch noch nicht die Fihigkeit T-Zellen aktivieren zu
konnen. Thre Funktion besteht vielmehr darin eine Fiille von Antigenen aufzunehmen.
Dafiir stehen ihnen die Ingestation von Pathogenen mit Hilfe von Rezeptoren genauso zur
Verfiigung, wie auch eine Aufnahme durch Phagozytose. Dabei konnen sie auch durch
unspezifische Makropinozytose grole Volumen umgebender Fliissigkeiten einhiillen. Im
Rahmen einer Infektion werden die Dendritischen Zellen stimuliert, zu den lymphatischen
Organen zu wandern (Lymphknoten, Milz, Schleimhaut-assoziiertes lymphatisches
Gewebe). Die Dendritischen Zellen verlieren damit die Fahigkeit Antigene aufzunehmen,
sind aber nunmehr in der Lage die bereits aufgenommenen Pathogene naiven T-Zellen,

die ihr spezifisches Antigen noch nicht gefunden haben, zu présentieren. Den



Dendritischen Zellen wird zugesprochen virale, bakterielle und fungioide Pathogene
prasentieren zu konnen. Neben den Dendritischen Zellen werden auch bestimmte B-Zellen
und Makrophagen zu den Antigen-prasentierenden Zellen gerechnet. Monozyten besitzen,
als Vorlaufer der Makrophagen, ebenfalls Bedeutung fiir die Prisentierung von Antigenen
und haben dementsprechend viele Ahnlichkeiten mit den Dendritischen Zellen, wie die
Phagozytose von Antigenen, die Sekretion gleicher Botenstoffe (IL-12 und IL-10) und die
Exprimierung dhnlicher Rezeptoren (gesamtes Kapitel: Janeway 2007).

Ein GroBteil der in den Korper eindringenden Pathogene kann bereits vom unspezifischen
Immunsystem unschédlich gemacht werden. Haben die Pathogene jedoch Mechanismen
entwickelt, sich diesen Angriffen zu entziehen oder zu widersetzen, kommt das
phylogenetisch jiingere spezifische Immunsystem zum Tragen. Lymphozyten stellen die
zentralen Komponenten des spezifischen Immunsystems dar, sie bestehen aus einer
heterogenen Population von Zellen, die sich in vielen Bereichen wie Morphologie,
Herkunft und Aufgabe unterscheiden. Nach ihrer Funktion werden als grofe Klassen die

B- und T- Lymphozyten unterschieden.

Die B- und T-Lymphozyten (B-Zellen, T-Zellen) reifen in primédren lymphatischen
Organen heran, die T-Lymphozyten im Thymus, die B-Lymphozyten im Knochenmark
(bone marrow). Dort entwickelt jeder einzelne Lymphozyt durch Rekombination von
Gensegmenten einen spezifischen Rezeptor, der auf spiter pridsentierte Antigene passt.
Die Fihigkeit des Immunsystems auf nahezu alle Fremdkorper einen spezifischen
Lymphozyten bilden zu konnen, liegt in der groen Anzahl verschiedener Lymphozyten
begriindet. B-Lymphozyten produzieren Antikorper, die spezifisch an ein Antigen binden
konnen und sind somit entscheidende Reprdsentanten der humoralen (16slichen)
Immunantwort. T-Lymphozyten unterteilen sich in zwei groBe Populationen durch die
verschiedenen charakteristischen Oberflachenmarker (clusters of differentiation): T-
Helferzellen (CD4) und zytotoxische T-Zellen (CD8), die infizierte Zellen mit Hilfe der
HLA-Komplexe erkennen und sie direkt lysieren. CD4-positive T-Helferzellen sind
darauf spezialisiert, andere Zellen zu aktivieren und deren Aktivitit zu modulieren. Sie
lassen sich wiederum in zwei groBle Klassen einteilen. Einerseits Tyl-Lymphozyten, die
durch Ausschiittung von Zytokinen eine zelluldr betonte Richtung der Immunantwort
unterstiitzen (Aktivierung von Makrophagen, Proliferation zytotoxischer T-Zellen oder
Erhohung der Peptidpriasentation). Auf diese Weise unterhalten die Tyl-Zellen eine

effiziente und aggressive Immunantwort und werden daher auch Entziindungszellen



genannt. Ty2-Lymphozyten dagegen unterstiitzen eine humoral betonte Immunantwort
(Aktivierung von B-Lymphozyten zur Antikdrperproduktion, Hemmung von
Makrophagen), sie sorgen zudem dafiir, dass eine iibermifige Entziindungsreaktion durch
die Tyl-Lymphozyten unterdriickt wird. Grundsitzlich bewirken die sezernierten
Botenstoffe beider Zellpopulationen eine Hemmung der Entwicklung der jeweils anderen
Helferzellpopulation. Inwieweit eine T-Helferzelle sich im menschlichen Korper in eine
Tyl-Zelle oder Ty2-Zelle differenziert ist bisher nicht vollstandig geklart. Das Milieu der
sie umgebenden Botenstoffe durch Antigen-priasentierende Zellen scheint hierbei eine

herausgehobene Bedeutung zu besitzen (Kalinski et al. 1999a).

1.1.2 Zytokine

Mittlerweile ist eine groBe Anzahl von kleinen Proteinen (um 25 kDa) bekannt, die unter
dem Uberbegriff Zytokine zusammengefasst werden. Zytokine werden von verschiedenen
Zellen des Korpers ausgeschiittet mit dem Ziel, die Kommunikation von Immunzellen
untereinander und von Immunzellen und Zielzellen zu forcieren. Thre Synthese erfolgt
entweder dauerhaft (konstitutiv) oder nach Aktivierung (induktiv), ihre Funktion ist
gekennzeichnet durch Redundanz (gleiche Wirkung verschiedener Zytokine) und
Pleotropismus (Wirkung auf verschiedene Zellen). Zytokine konnen ihre Wirkung
autokrin (Wirkung auf die eigene Zelle), parakrin (Wirkung auf die benachbarten Zellen)
und sogar teilweise endokrin (Wirkung auf weiter entfernt liegende Zellen) entfalten.

Allgemein ist die Aufgabe von Zytokinen die Modulation einer Entziindung. Sie kdnnen
deren Unterhaltung und Initialisierung bewirken, aber auch die Unterdriickung einer
Entziindungsreaktion. Zu ihrem Wirkungsspektrum gehort die Vermehrung von zur
Phagozytose befihigten Zellen, aber auch die Verstirkung ihrer Aktivitit. Sie induzieren
Fieber und die Aktivierung von Akute-Phase-Proteinen (Entziindungsproteine).
SchlieBlich beeinflussen sie das Wachstum und die Differenzierung von Lymphozyten zu

B- und T-Lymphozyten.

Interleukin-12 / Interleukin-10

Zytokine besitzen eine Vielzahl verschiedener Funktionen und Charakteristika.
Funktionell lassen sich viele Zytokine gut in zwei grofle verschiedene Gruppen einteilen:
Einerseits Zytokine, die eine zellulir betonte starke Entziindungsreaktion des

Immunsystems auf ein Pathogen unterstiitzen. Dies wird iiber eine Aktivierung von Tyl-



Lymphozyten erreicht, die - wie oben beschrieben — ihrerseits durch verschiedene
Mechanismen eine zellulire Abwehrreaktion verstirken. Zytokine, die zu diesem
Funktionskreis gehoren, werden auch Typl-Zytokine oder proinflammatorische Zytokine
genannt. Thre wichtigsten Vertreter sind IL-12, IL-2, TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) und
IFN-vy (Interferon-y).

Andererseits konnen Zytokine auch eine humorale Immunantwort férdern. Eine zentrale
Rolle spielen hierbei Ty2-Lymphozyten. Solche Zytokine werden als Typ2-Zytokine oder
als antiinflammatorische Zytokine (IL-4, -5, -10, -13) bezeichnet, da sie in der Lage sind

eine iiberschieBende proinflammatorische Reaktion zu hemmen.

Typ1-Zytokine Typ2-Zytokine
Eigenschaften | Ursprungszellen | "Tyl-like" Eigenschaften Ursprungszellen | "Ty2-like"
proinflammatorisch |  DZ, Mo/Ma, Neu IL-12 antiinfiammatorisch Mo/Ma, DZ, TH2 IL-10
TH1, NK IFN-y Reduktion einer TH2, CD8+, Eos IL-4
T —— TH1, CD8+ IL-2 zelluldren Immunantwort |  TH2, CD8+, Eos IL-5
ErstiZUNg | TH1, Mo/Ma, Eos TNF-a TH2 IL-13
einer starken . .
= Mo/Ma, DZ, B, TH1, Unterstlitzung einer
zelluldren EOS IL-6 h len |
Immunantwort - umoralen Immunantwort

Tabelle 1: Typ1 / Typ2 Zytokine

DZ=Dendritische Zellen, Mo/Ma= Monozyten/Makrophagen, Neu=Neutrophile Granulozyten, TH1=Tyl-
Lymphozyten, NK=Natiirliche Killerzellen, CD8+=Zytotoxische T-Lymphozyten, B=Lymphozyten,
TH2=Ty2-Lymphozyten, Eos=Eosinophile Granulozyten

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit mochte ich im Folgenden lediglich auf die Interleukine
IL-12 und IL-10 eingehen, da sie wichtige Reprisentanten ihrer jeweiligen Gruppe sind
und fiir diese Studie eine besondere Bedeutung besitzen.

Interleukin-12 gehort zu den proinflammatorischen Zytokinen, die in der ersten Phase
einer Immunantwort auf bestimmte Pathogene sezerniert werden. Neben einer starken
Aktivitdt gegen Viren oder intrazelluldre Erreger, spielt IL-12 vor allem eine wichtige
Rolle im Rahmen einer ersten Immunantwort auf in den Korper eingedrungene bakterielle
Erreger (gemeinsam mit IL-1B, TNF-a, IL-6 und IL-8). IL-12 wird zu den Zytokinen
gerechnet, deren bedeutendste Aufgaben die Ansto3ung und Fortdauer einer Tyl-Antwort
ist. Dabei wirkt IL-12 durch die Induktion der Bildung und Entwicklung von Ty1-Zellen
auf das Gleichgewicht zwischen Tyl- und Ty2-Zellen (O'Garra et al. 2009). Produziert
wird es hauptsédchlich von Monozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen, die dazu
notige Stimulation kann von vielen aktivierten Zellen oder Botenstoffen, wie IFN-y
(positiver Feedback Mechanismus mit IL.-12) oder Prostaglandin E2 kommen. Sind beim

Menschen Mutationen bei IL-12, seinem Rezeptor oder Teilen der Signalkaskade



vorhanden, so kann dies zu schwerwiegenden und unkontrollierbaren Infektionen fithren
(Janeway 2007).

Interleukin-10 wird zu den antiinflammatorischen Zytokinen gezihlt; die zentrale Aufgabe
ist die Unterdriickung einer iiberschieBenden Immunantwort. Gebildet wird IL-10 in erster
Linie von Ty2-Zellen, Monozyten und Makrophagen. Die immunsuppressiven Effekte iibt
es iiber eine Reduzierung der Produktion der proinflammatorischen Zytokine von T-
Zellen aus und indirekt iiber die Verhinderung der Bildung kostimulativer Faktoren von
Antigen-priasentierenden Zellen. Auch konnte zuletzt eine direkte inhibitorische Wirkung
auf die Entwicklung von Tyl-Zellen nachgewiesen werden (O Garra et al. 2009).
AuBlerdem wirkt es antiinflammatorisch durch eine potente Unterdriickung von

Makrophagen- und Monozytenfunktionen.

Der funktionelle Antagonismus zwischen diesen beiden Zytokinen ldsst sich auf
verschiedenen Ebenen beobachten. Einerseits ist der dominierende Effekt jeweils kontrir:
Wihrend IL-12 proinflammatorisch wirkt, reguliert IL-10 die Immunantwort und hat eine
ausgepragte immunsuppressive Komponente. Andererseits ist ein Teil des jeweiligen
Wirkspektrums die Unterdriickung des jeweils anderen Interleukins oder verwandter
Interleukine. So unterdriickt IL-12 die Expression antiinflammatorischer Zytokine wie IL-
10 und umgekehrt. Des Weiteren sind sie gegensitzlich in die Funktion der beiden T-
Helferzellenpopulationen integriert. IL-12 wird von Antigen-prisentierenden Zellen
sezerniert und fordert die Ausdifferenzierung und Aktivitdt von Tyl-Lymphozyten. IL-10
wirkt dagegen im oben dargestellten Funktionskreis der Ty2-Zellen (Typ2-Zytokine). Der
diesbeziigliche Antagonismus von IL-12 und IL-10 wird deutlich bei der Entwicklung von
Tyl- und Ty2-Zellen: Bei der Anwesenheit von IL-12 tendieren undeterminierte CD4-
positive T-Zellen zur Differenzierung zu Tyl-Zellen, bei der Anwesenheit von IL-10
dagegen zu Ty2-Zellen (Kalinski et al. 1999a). Fiir den menschlichen Organismus macht
dieser Antagonismus durchaus Sinn: Fiir die meisten Infektionen wird eine ausgeprigte
Typl-Immunantwort benotigt, um den Erreger wirksam zu bekdmpfen (lediglich
bestimmte Wurminfektionen benotigen eine Typ2-betonte Immunantwort). Die Zytokine
kontrollieren sich durch die gegenseitige Hemmung und verhindern so iiberschieende
Reaktionen eines Typs. Denn Stérungen der Balance von pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen konnen zu schwerwiegenden Folgen fiir den Organismus fiithren. Bei einer
exzessiven Produktion einer der beiden Antagonisten kann es einerseits zu

schwerwiegenden Entziindungsreaktionen mit nachfolgenden Gewebeschidigungen bis



hin zum septisch-toxischen Schock kommen (Typl) oder es andererseits fiir den Korper

zu gefahrlichen Infektanfélligkeiten oder ausgeprigten Allergien kommen (Typ2) .

1.2 Schlafstadien und Schlafarchitektur

Wer arbeitet, dem ist der Schlaf siif3
Bibel

Der Schlaf ist ein zentralnervoser Zustand, in dem der Korper eine Verianderung der
Bewusstseinslage und der Korperfunktionen durchliuft. Ahnlich der unterschiedlichen
Aufmerksamkeit im Wachen beim Menschen, ist auch der Schlaf kein einheitlicher
Zustand. Mit Hilfe eines Elektroenzephalogramms (EEG) besteht die Moglichkeit, die
elektrische  Aktivitit des Gehirns zu messen und mit entsprechenden
Bewusstseinszustinden, beispielsweise der Schlaftiefe zu korrelieren. Zur Bestimmung
der verschiedenen Schlafstadien werden in der Schlafforschung als Standard weiterhin ein
Elektromyogramm (EMG) und ein Elektrookulogramm (EOG) benutzt. Die Einteilung der
Schlafstadien wurde 1968 durch Rechtschaffen und Kahles standardisiert und bildet auch
heute noch die Grundlage der Einordnung polysomnographischer Aufzeichnungen. Es
werden neben dem Wachstadium (W) fiinf verschiedene Schlafstadien unterschieden, die
sich u.a. in Schlaftiefe und der Schwelle des zum Wecken benétigen Reizes
unterscheiden. Das Einschlafstadium (S1) und das Schlafstadium 2 (S2) bilden
gemeinsam den leichten Schlaf. Die Schlafstadien 3 und 4 (S3, S4) werden als
Tiefschlafphasen oder als ,,slow-wave-sleep” (SWS) bezeichnet. Die englische
Bezeichnung bezieht sich auf besondere Charakteristika dieser Schlafphasen in den
Aufzeichnungen des EEGs, da in diesen Stadien langsame Wellen mit hoher Amplitude,
die so genannten Delta-Wellen, vorherrschend sind. Die Schlafstadien eins bis vier
werden auch zusammengefasst unter dem Begriff Non-REM-Schlaf (Rapid Eye
Movement) und dem REM-Schlaf gegeniibergestellt. Der REM-Schlaf wird als
Traumschlaf oder als paradoxer Schlaf bezeichnet und ist dem Wachzustand
physiologisch und psychologisch in vielerlei Hinsicht dhnlich. Sein Name resultiert aus
dem Phénomen, dass es wihrend des REM-Schlafes zu schnellen Augenbewegungen
kommt. Der normale Schlafrhythmus des Menschen beinhaltet einen charakteristischen
Zyklus von Non-REM- und REM-Schlaf. Schlaf beginnt mit oberflachlichem Schlaf (S1,
S2) und geht dann in die tieferen Schlafstadien iiber (S3, S4). AnschlieBend kommt es
zum REM-Schlaf, der einen Zyklus abschlie3t. Beim gesunden Menschen dauert diese

Abfolge ungefiahr 100 Minuten. Innerhalb einer Nacht durchlduft der Mensch 4-5 solcher



Zyklen, wobei der Anteil des REM-Schlafes zum Morgen hin zunimmt wihrend der

Anteil der Tiefschlafphasen abnimmt, siche Abbildung 2.

Wach
REW
Stadiurm 1
Stadium 2

Stadium 3
Tiefschlaf, SWS L Stadium 4

Abbildung 2: Hypnogramm mit Schlafzyklen

Typisches Hypnogramm mit mehreren Schlafzyklen, die sich aus der Abfolge von Schlafstadium 1 bis 4 und
einer anschlieBenden REM-Phase (Rapid Eye Movement) zusammensetzen. SWS=Slow Wave Sleep

Die Dauer des nichtlichen Schlafes ist intraindividuell sehr stabil, jedoch im
interindividuellen Vergleich sehr unterschiedlich. Im Mittel dauert die néchtliche
Schlafperiode des jungen Erwachsenen 7,5 Stunden und am Wochenende 8,5 Stunden

(Steinberg et al. 2000). (Zur genaueren Beschreibung der Schlafstadien S.a. Kapitel 2.3).

1.3 Ursache und Funktion des Schlafes

Wird der Wachzustand lange Zeit aufrechterhalten,

so wird das Schlafbediirfnis immer vorherrschender,
bis es schliefilich uniiberwindlich ist.

Dieses Phdnomen geht mit einer Vergiftung durch eine
hypothetische Substanz einher,

die die Eigenschaften von Toxinen hat

Piéron 1913

Die Diskussionen bei der Erforschung von Ursache und Funktion des Schlafes werden
bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts kontrovers gefiihrt. Wegleitende Experimente zur
Ursache des Schlafes gelangen dem Franzosen Piéron 1913, in denen durch Injektionen
von Liquor Schlaf deprivierter Hunde, bei Kontrolltieren Schlaf ausgelost wurde. Diese
Experimente bildeten die Grundlage der ,,Hypnotoxin-Theorie®. Diese postuliert eine
Anhdufung toxischer Substanzen wéhrend der Wachphase als Ursache fiir die
Schlafinduktion, da sie der Theorie zur Folge eine somnogene Wirkung haben und
wihrend des Schlafes eliminiert werden. Piérons Konzept fiihrte tiber die Jahrzehnte zu
vielzdhligen weiteren Experimenten. Heutzutage stehen mehrere Faktoren im Verdacht
Schlaf zu induzieren.

Bislang existieren keine eindeutigen Erkldarungen fiir die Funktion des Schlafes. In den
letzten Jahren ist diese Frage zunehmend in den Fokus der Neurowissenschaften geriickt.

Weitgehend anerkannt und durch eine Vielzahl von Studien belegt ist die These, dass
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Schlaf fiir die Gedichtnisbildung wichtig ist und es wihrend des Schlafes zu einer
Verfestigung von Gedéchtnisspuren kommt (Maquet et al. 2003, Walker et al. 2000).
Diese schlafabhingige Gedichtnisprozessierung konnte in neueren Studien deutlich
gemacht werden (Wagner et al. 2004b), wobei die Mechanismen solch einer
Prozessierung vermutlich durch eine strukturelle und funktionelle Verdnderung auf Ebene
der Neuronen erreicht werden und so zu plastischen Veridnderungen im Gehirn fithren
(Stickgold et al. 2007, Walker et al. 2004). Daraus konnte gefolgert werden, dass ein
gestorter Schlafrhythmus die Mechanismen der Hirnplastizitit stort, die mit
Gedichtnisbildung einhergehen. In den letzten Jahren hat sich zunehmend die Hypothese
durchgesetzt, dass diese plastischen Prozesse der Gedichtnisbildung nicht allein auf
kognitive Funktionen beschridnkt sind, sondern als allgemeiner biologischer Prozess
verstanden werden, der in vielen Systemen — so auch zum Beispiel innerhalb des
Immunsystems — stattfindet. Schlaf wiirde somit allgemein adaptive plastische Prozesse
fordern, die eine langfristige stabile Regulation und Synchronisation verschiedener
Organsysteme ermoglicht. Das Immunsystem besitzt mit seinem adaptiven spezifischen
Arm, wie oben beschrieben, eine ausgeprigte immunologische Gedichtnisbildung,
beispielsweise bei der Erkennung von Antigenen, mit denen das Immunsystem bereits in
Kontakt getreten ist.

In diesem Kontext ist die ndhere Betrachtung der Funktion der im obigen Kapitel
erlduterten Antigen-prisentierenden Zellen von Bedeutung. Sie verarbeiten von auflen
eingedrungene Erreger und prisentieren sie den spezifischen Immunzellen. Wenn ein
gestorter Schlafrhythmus einen Einfluss auf die Gedéchtnisbildung hat, so kann
angenommen werden, dass innerhalb des Immunsystems ebenso Einfluss auf die Aktivitit
der Antigen-priasentierenden Zellen genommen wird und damit auch auf die von ihnen
sezernierten  Zytokine. Antigen-prisentierende Zellen fithren einerseits eine
,Reizverarbeitung* durch und sind andererseits durch die fortwédhrende Prédsentierung an
der immunologischen Gedichtnisbildung beteiligt. Ein mogliches Erklarungsmodell ist,
dass Schlafentzug zu einer gestorten Plastizitit des Immunsystems fiihrt. Dies geschieht in
Teilen aufgrund einer Verringerung der Aktivitit der Antigen-préasentierenden Zellen. IL-
12, das in erster Linie von Antigen-prisentierenden Zellen sezerniert wird, miisste dem
Modell folgend, bei Schlafentzug deutlich geringe Konzentrationen zeigen, wihrend ein
normaler Schlaf-Wach-Rhythmus im Sinne der néchtlichen Gedéachtnisbildung zu
vergleichbar hoheren Konzentrationen fithren miisste. Dieser Punkt wird in der

vorliegenden Arbeit ndher untersucht.
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Fiir andere Systeme - wie beispielsweise das metabolische System - konnten beim
Menschen in Studienergebnissen Storungen bei der Verarbeitung von ,,Reizen durch
Schlafentzug nachgewiesen werden: So fiihrt Schlafentzug zu einer Reihe von
Stoffwechselverdnderungen, besonders des Glukosestoffwechsels (Scheen et al. 1998) und
der Plasmakonzentrationen von Leptin (an der Regulierung des Fettstoffwechsels
beteiligt) (Mullington et al. 2003). Probanden unter Schlafentzug reagierten auf den
Konsum kohlenhydratreicher Kost wie Patienten im Friihstadium eines Diabetes mellitus.
Nach Einhalten eines normalen Schlaf-Wach-Rhythmus stellten sich die physiologischen

Regulierungsmechanismen wieder ein (Spiegel et al. 1999).

1.4 Vegetatives Nervensystem und Endokrinium

Die Veridnderungen immunologischer Parameter wihrend des Schlafes sind in den letzten
Jahren zunehmend Gegenstand von Untersuchungen. Mit dem Endokrinium und dem
vegetativen Nervensystem sind zwei Systeme bekannt, die diesbeziiglich auf vielfiltige
Weise modulierend eingreifen konnen. Im Folgenden sollen beide Systeme, ihre
Bedeutung auf das Immunsystem und auf das Schlaf-Wach-Verhalten ndher erldutert
werden.

Das Endokrinium ist neben dem Nervensystem das zweite zentrale Steuersystem des
Korpers. Sein Mittel der Kommunikation sind Botenstoffe, 16sliche Substanzen, die von
Zellen als Amine, Lipide oder Peptide sezerniert werden. Andere Zellen ,,verstehen* diese
Information mit Hilfe ihrer Rezeptoren, die membranstindig sind oder im Zytosol liegen.
Die bekanntesten Botenstoffe, die Hormone, werden von Zellen des Endokriniums
sezerniert und gelangen iiber den Blutweg zu ihren Erfolgszellen. Dabei legen sie
teilweise grofle Distanzen zuriick - diese Art der Wirkungsweise wird endokrin genannt.
Auch eine parakrine oder autokrine Wirkung durch Sekretion des Botenstoffes in die
unmittelbare Umgebung der sezernierenden Zelle ist moglich. Sowohl fiir das endokrine
System als auch fiir das vegetative Nervensystem ist der im Diencephalon liegende
Hypothalamus die oberste Kontrollinstanz. Fiir seine neuroendokrinen Aufgaben ist er in
einen Regelkreis mit Hypophysenvorderlappen und Nebennierenrinde (hypothalamo-
hypophyseo-adrenaler Regelkreis) eingebunden. Uber die Ausschiittung des Corticotropin
Releasing Hormons (CRH) fordert der Hypothalamus die Freisetzung des
Adrenocorticotropen Hormons (ACTH) aus dem Hypophysenvorderlappen (HVL),
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welches wiederum die Sezernierung und Produktion von Cortisol aus der

Nebennierenrinde erhoht. Uber einen negativen Feedback-Mechanismus reguliert

wiederum das Cortisol die Ausschiittung von CRH und ACTH.

< CRH (I

‘
@ ACTH @
-
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Abbildung 3: Hypothalamus-Hypophyse-Nebennierenrinden-Achse / Vegetatives Nervensystem

Cortisol besitzt sehr viele Wirkungen auf den gesamten Organismus, so auch auf das
Immunsystem. Uber Stereoidrezeptoren entfaltet Cortisol eine immunsupressive Wirkung.
Es hemmt unter anderem die Entwicklung von Monozyten und die Proliferation von
Makrophagen, sowie die Expression von Rezeptoren auf diesen Zellen und es unterdriickt
zudem die Bildung proinflammatorischer Zytokine. Auch konnte zuletzt ein direkter
hemmender Effekt auf die Aktivitit von IL-10 nachgewiesen werden (Yeager et al. 2008).
Mit dem Prolaktin und dem Wachstumshormon GH (engl.: Growth Hormon) entstammen
neben dem Cortisol zwei weitere bedeutende Hormone aus Zellen des endokrinen
Systems, die nicht nur innerhalb des Gesamtorganismus vielfiltige Wirkungen entfalten,
sondern auch auf Parameter des Immunsystems Einfluss nehmen. Beide Hormone werden
von Zellen produziert, die im Hypophysenvorderlappen zu finden sind und werden
dhnlich wie beim Cortisol iiber Hormone des Hypothalamus (Growth Hormone
Releasinghormon-GH-RH und Prolaktin-Releasinghormon-PRL-RH) mit beeinflusst. Die
bekannteste Wirkung des Prolaktins ist die Entwicklung der weiblichen Brustdriise
wihrend der Schwangerschaft und die Aufrechterhaltung der Laktation postpartal.
Daneben nimmt Prolaktin jedoch auch wichtige Funktionen in der Unterstiitzung einer
Immunantwort wahr: Es fordert die Sekretion

proinflammatorischen von
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proinflammatorischen Zytokinen durch Antigen-pridsentierende Zellen und verstérkt die
Aktivitidt und Stimulationsfihigkeit von Dendritischen Zellen (Yang et al. 2006). Prolaktin
besitzt strukturelle Ahnlichkeiten mit dem proinflammatorischen IL-2 (Hinterberger-
Fischer 2000). Entsprechend wirken sich Verdnderungen der Prolaktinkonzentrationen
auch auf die Immunfunktionen aus — so sind bei einigen Autoimmunerkrankungen wie der
rheumatoiden Arthritis oder der Multiplen Sklerose Prolaktinwirkungen beschrieben
(Orbach et al. 2007). Umgekehrt werden Organtransplantationen bei erniedrigten
Prolaktinspiegeln besser toleriert (Hinterberger-Fischer et al. 1994).

Die bekannteste Wirkung des GH ist der Einfluss auf das Lingenwachstum des
Menschen. Menschen mit zu geringen Hormonspiegeln in der Kindheit leiden unter
Minderwuchs, zu hohe Spiegel fithren zu Riesenwuchs bzw. zu einer Akromegalie bei
bereits ausgewachsenen Personen. GH unterstiitzt eine Immunantwort durch
Mechanismen wie die Ausbildung von Rezeptoren auf immunkompetenten Zellen oder
die Forderung der Sekretion von Antikorpern durch B-Zellen (Auernhammer et al. 1995).
Insgesamt bestehen deutliche Ahnlichkeiten von Prolaktin und GH in Produktion —
gemeinsames  Ursprungsorgan, strukturelle  Ahnlichkeiten in  Hormon- und
Rezeptorstruktur — und Funktion — Unterstiitzung einer Immunantwort, Forderung
proinflammatorischer Zytokine. In den letzten Jahren konnte zudem nachgewiesen
werden, dass GH direkt die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen durch

Monozyten fordert (Tripathi et al. 2009).

Das vegetative Nervensystem ist ein weiteres zentrales Steuersystem des Korpers. Es ist
der Teil des Nervensystems, der entscheidend an der Modulation der vegetativen
Funktionen des Menschen beteiligt ist, wie die Steuerung von Blutkreislauf, Herztitigkeit,
Atemfrequenz oder Korpertemperatur und ist somit in der Lage, den Korper an
wechselnde Umweltbedingungen anzupassen. Das vegetative Nervensystem besteht aus
zwel Teilen, die gegensitzliche Funktionen haben und durch ihr Zusammenspiel das
vegetative Gleichgewicht des Korpers aufrechterhalten. Vereinfachend kann gesagt
werden, dass der Sympathikus Leistung und Aktivitét fordert (,,Fluchtreaktion*), wiahrend
der Parasympathikus fiir Erholung und Energieaufbau zusténdig ist. Ein groBer Teil der
Wirkung des vegetativen Nervensystems — wie auch die Modulation des Immunsystems —
werden iiber die enge Verschaltung mit dem endokrinen System erreicht. Das oberste
Kontrollorgan ist wie beim endokrinen System der Hypothalamus. Wihrend zwischen

Hypothalamus und Endokrinium eine Kommunikation weitestgehend durch Hormone
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erfolgt, bestehen zwischen dem vegetativen Nervensystem und dem Hypothalamus direkte
Nervenverbindungen. Fiir die ,,Sprache® des Nervensystems fungieren Neurotransmitter
und Neuropeptide als Botenstoffe. Sie werden von Nervenzellen bei Eintreffen eines
Aktionspotentials an den Nervenendigungen und Synapsen freigesetzt. Diese Art der
Informationsiibertragung vollzieht sich bei Nervenzellen untereinander und von
Nervenzelle zu Peripherie. Dabei werden die Botenstoffe in die unmittelbare Umgebung
freigesetzt (und nicht iiber den Blutweg).

Noradrenalin fungiert iiberwiegend als ein Neurotransmitter des Sympathikus (es ist auch
ein Hormon des Nebennierenmarks) und wird zu den Katecholaminen gezihlt. Die
Funktion von Katecholaminen ist die Einstellung des Korpers auf eine Stressreaktion
(,,Alarmreaktion). So fithren Angst, Stress oder Aufregung zu einer erhohten
Katecholaminfreisetzung, die wiederum durch ihre Wirkungen Energiereserven des
Korpers bereitstellt und die vegetativen Funktionen des Korpers auf ,,Hochstleistung*
einstellt. Hierbei aktiviert das Noradrenalin die Ausschiittung von Glukokortikoiden wie
Cortisol aus der Nebennierenrinde. Ziel der Cortisolausschiittung ist die Umstellung des
Korpers von einer schnellen neuronalen Leistungsreaktion auf eine ldngerfristige
andauernde Leistungsbereitschaft. Noradrenalin nimmt somit iiber die immunsuppressiven
Wirkungen des Cortisols Einfluss auf das Immunsystem. Daneben besitzt Noradrenalin
aber auch direkte Wirkungen: Es stimuliert die Sekretion von IL-10 und hemmt die von
IL-12 durch Monozyten (Elenkov et al. 2008), hemmt die IL-12-Sekretion durch
Dendritische Zellen (Goyarts et al. 2008). Auch die Produktion anderer
proinflammatorischer Zytokine durch T-Zellen oder Antigen-prisentierende Zellen wird
gehemmt (IL-12, TNF-a, IFN-y) (Elenkov et al. 2002). Noradrenalin wirkt somit
synergistisch mit Cortisol (Siehe Tabelle 2).

Der Steuerzentrale Hypothalamus als Kontrollinstanz fiir die Funktionen des vegetativen
Nervensystems und des Endokriniums kommt somit eine wesentliche Funktion zur
Synchronisation der einzelnen Systeme untereinander und der Anpassung der Systeme an
Umweltbedingungen zu. Zahlreiche Faktoren, die an der Etablierung des circadianen
Rhythmus und der Schlafregulation beteiligt sind (z.B. der Hell-Dunkel-Rhythmus)
werden innerhalb des Hypothalamus verarbeitet. Er erhilt somit stetig Informationen tiber
circadiane, vegetative und endokrine Funktionsabldufe und kann wiederum Einfluss auf

das vegetative Nervensystem und das Endokrinium nehmen.
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Die enge Beziehung, die zwischen Schlaf und Immunsystem besteht, kann funktionell am
Netzwerk dieser Organe veranschaulicht werden: Der Hypothalamus nimmt {iiber
Afferenzen den Zustand des Korpers und der Umwelt war (Schlaf/Wach oder
Hell/Dunkel) und reguliert iiber die Ausschiittung von Hormonen oder iiber direkte
Nervenverbindungen die Aktivitidt der Hypophyse. Diese wiederum sezerniert direkt oder
iiber zwischengeschaltete Systeme Hormone, die einen Einfluss auf das Immunsystem
nehmen. Des Weiteren besitzen alle vier genannten Hormone (Cortisol, Prolaktin, GH und
Noradrenalin)  charakteristische Rhythmen ihrer Serumspiegel und bekannte
Sekretionsmuster wihrend des Schlafes. Wird ein normaler Schlaf-Wach-Rhythmus
eingehalten, so zeigen sich bereits zu Beginn des Schlafes Hochstwerte der Sekretion von
Prolaktin und GH (Miyatake et al. 1980), wihrend die Konzentrationen von Noradrenalin

und Cortisol vergleichsweise geringe Werte aufweisen (Haus et al. 1999).

Hormone Allgemeine Wirkung Wirkungen auf das Immunsystem Autoren
. Produktion proinfammatorischer Dimitrov**** Matera™"”
g Ll Zytokine 7(IL-2, IFN-y, TNF Petreovsky™”"
2 Wachstum der Brustdrise i5ee L, [, el € eovszoglﬁ
é aus Laktotropen wéhrend der Schangerschaft. Sekretion von IL-6 durch DZ 1 Yang
= Zellen des Milchsekretion wéhrend der Lebensdauer und Potenz von DZ 1 Yang?®
& o
2 Hypophysen- el Makrophagenaktivitat 1 Petrovsky™"'
:§ vorderiappens Proliferation von T-Zellen 1 Petrovskyzom
©
E GH Aktiviert Makrophagen Petrovsky®™'
[} . : :2009
= Sekretion von IL-12, IFN-y, TNF-a 1 durch Monozyten Tripathi
£ | ausa-Zellen des g Y 1 y P —
(] Hypophysen- Rezeptoren aufimmunkompetenten Zellen 1 Auernhammer
o
vorderlappens
i Antikérpersekretion von B-Zellen 1 Auernhammer'®*
. Sekretion von IL-12 durch DZ | Goyarts™®
Noradrenalin L , 0
> Energiebereitstellung Monozytensekretion von IL-12 |von IL-10 1 Petrovsky
c o @ q 2002+2005
E aus dem Aktivitatssteigerung von IL-10 Elenkov
é Nebennierenmark und 5 . Hemmt Aktivitat und Produktion von IL-12 Elenkoy %% *200%
; ressreaktion
o Transmitter des q - Hemmung der Makrophagenakiivitit Elenkov?*
5 Sympathikus Fluchtreaktion =
K] Hemmung von IFN-y Hellstrand
k) . Stresshormon Sekretion von IL-10 duch Monozyten 1 Yeager®®
] Cortisol . 2005
E Produktion von IL-12 | Elenkov
& EinfluR auf Reduktion von Monozyten am Infektionsort Petrovsky?"
;; Kohlenhydratstoffwechsel, Proliferation von Makrophagen, Petrovsky?"
& | Nebennierenrinde A ettstoffwechsel i Granulozyten und NK-Zellen | Y
Proteinumsatz - - - -
Sekretion proinflammatorischer Zytokine B 1993
Zytokine TNF-q, IFN-y und IL-2 | oumpas

Tabelle 2: Wirkungen der Hormone

DZ=Dendritische Zellen; NK=Natiirliche Killerzellen

In neueren Studien konnte nachgewiesen werden, dass diese Hormone Einfluss auf das

Verhiltnis proinflammatorischer zu antiinflammatorischen Zytokinen nehmen. Zahlreiche
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Untersuchungen haben sich mit den Wirkungen der Glukokortikoide befasst. In ihnen
zeigte sich weitestgehend einheitlich, dass Cortisol zu einer Verschiebung der Balance in
Richtung antiinflammatorischer Zytokine fiihrt. So zeigte sich beispielsweise bei erhohten
Konzentrationen eine Stimulation Typ2-Zytokin produzierender Zellen (Ramirez et al.
1996) und bei erniedrigten Cortisolkonzentrationen eine verstirkte Entwicklung Typl-
produzierender Zellen (Brinkmann et al. 1995).

Noradrenalin lenkt einerseits ebenfalls zu einer Ausrichtung des Zytokingleichgewichts
hin zu einer Typ2-Zytokindominanz (Petrovsky 2001). Zudem besitzt es die Fahigkeit, die

Cortisolausschiittung zu fordern, was indirekt eine weitere Typ2-Dominanz verstirkt.

Prolaktin hat dagegen, neben anderen Wirkungen auf Parameter des Immunsystems, die
Fahigkeit, die Zytokinbilanz in Richtung proinflammatorischer Zytokine zu verschieben.
Dies wird unter anderem durch eine Stimulation der Expression von Rezeptoren fiir IL-2
auf verschiedenen immunkompetenten Zellen erreicht (Matera et al. 2000).

Die Wirkungen des GH auf die Zytokinbalance sind bisher in Untersuchungen nicht
vergleichbar deutlich wie fiir das Prolaktin, jedoch existieren auch hier Hinweise, dass es

durch GH zu einer Unterstiitzung von Typ1-Zytokinen kommt (Barbano et al. 2001).

All diese Untersuchungen machen deutlich, dass es vermutlich wihrend des néchtlichen
Schlafes zu einer Modulation des Immunsystems kommt, mit dem Ziel, iiber verschiedene
Organe und Hormone, eine Unterstiitzung proinflammatorischer Zytokine zu
gewdhrleisten. Diese wiederum wiirden eine Entziindungsreaktion des Korpers entfachen,
wobei iiber den Tag in den Korper eingedrungene Pathogene bekdmpft werden kdnnen.
Demnach ist ein regelmifiger Schlaf-Wach-Rhythmus fiir das Funktionieren des
Immunsystems essentiell. In diesem Zusammenhang ist von Interesse, dass
proinflammatorische Zytokine sogar selbst schlafinduzierend wirken konnen, wihrend

antiinflammatorische im Verdacht stehen diesen zu hemmen (Bryant et al. 2004).

1.5 Circadiane Rhythmen

In der gesamten belebten Natur sind Tagesrhythmen weit verbreitet. Fiir gewohnlich
stimmen bei Mensch und Tier diese Rhythmen mit dem Tag-Nacht-Zyklus {iiberein.
Versuchspersonen, die vollstindig von &duBleren Zeitgebern isoliert werden (Uhr,

Tageslicht, Umweltgerdusche) entwickeln einen freilaufenden Rhythmus ihrer
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Korperfunktionen. Diese Periodik betrdgt im Mittel 25 Stunden (24,7 — 25,2) und wird
von jeder Person {iiber lingere Zeit exakt beibehalten (Aschoff und Wever 1981).
Aufgrund der leicht abweichenden Dauer vom 24-Stunden-Tag wurde die heute allgemein
ibliche Bezeichnung circadianer Rhythmus (circa = ungefihr; dies = Tag) eingefiihrt, die
von Rhythmusforschern lediglich fiir den freilaufenden Rhythmus angewandt wird. Der an
den 24-Stunden-Tag angepasste Rhythmus, soll in der vorliegenden Arbeit Schlaf-Wach-
Rhythmus genannt werden. Eine Anpassung erfolgt beim Menschen durch die
Synchronisation oben genannter duflerer Zeitgeber mit dem endogenen Rhythmus. Der
wichtigste endogene Oszillator befindet sich im Nucleus suprachiasmaticus, einem
anterioren Anteil des Hypothalamus, der iiber dem Chiasma opticum liegt. Er erhilt seine
Afferenzen iiber Kollateralen des Tractus opticus von der Retina und vom Corpus
geniculatum laterale (Schaltzentrale der zentralen Sehbahn), wodurch die Information von
Hell-Dunkel-Phasen mit dem endogenen Rhythmus synchronisiert werden konnen.
Menschen, die sich in einem regulidren Schlaf-Wach-Rhythmus befinden, zeigen typische
Rhythmen von Hormonspiegeln und bestimmten Korperfunktionen. Wie die Ausschiittung
vieler Hormone festgelegten inneren Zeitabldufen folgt, so zeigen beispielsweise die
Korpertemperatur oder die Schlafbereitschaft des Menschen bekannte, iiber den Tag
verteilte Schwankungen. Bleiben Probanden jedoch durchgehend wach (dem sog. 24-
Stunden-Rhythmus) zeigen sich deutliche Verdnderungen dieser Rhythmen. Zum Teil
werden die Kurven nur unwesentlich durch Schlafentzug verdndert, sind also
hauptsichlich circadian reguliert (z.B. Cortisol), wihrend die Rhythmik anderer Hormone
hauptsédchlich durch den Schlaf bedingt ist und durch Schlafentzug verloren geht (z.B.
GH). Hormone wie Prolaktin und Noradrenalin wiederum stellen Mischbilder dar und
werden sowohl durch den Schlaf als auch durch den circadianen Schrittmacher reguliert.
Den aktuellen Daten zur Folge scheint es auch bei Zytokinen klare tageszeitliche
Rhythmen zu geben, mit einer Dominanz von Typl-Zytokinen in der Nacht, die eine
starke nichtliche Immunantwort mit sich bringen, und vermehrten Typ2-Zytokinen iiber
den Tagesverlauf. Dies konnte beispielsweise in einer Studie von Petrovsky fiir das
proinflammatorische IFN-y und das antiinflammatorische IL-10 nachgewiesen werden
(Petrovsky et al. 1998a). Diese rhythmischen Veridnderungen konnen daher sowohl auf
eine schlafabhingige Regulation hindeuten, als auch ein Indiz fiir circadian kontrollierte
Parameter sein. Dies muss durch Schlafentzugsexperimente verifiziert werden. Im
folgenden Kapitel sollen die bisherigen Erkenntnisse zu dieser Fragestellung niher

untersucht werden.
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1.6 Schlaf und Immunsystem — Stand der Forschung

Die Organisation des Immunsystems ist vielen Rhythmen unterworfen und fiir viele
Parameter des Immunsystems konnten charakteristische tageszeitliche Schwankungen in
ihrer Aktivitit nachgewiesen werden. Insbesondere die nichtliche Synchronisation von
proinflammatorischen Typl-Zytokinen und antiinflammatorischen Typ2-Zytokinen hin zu
einer verstirkten Dominanz von Typl-Zytokinen scheint einen bedeutenden Einfluss fiir
eine effiziente Immunantwort zu haben (Haus et al. 1999). Aufgrund der herausgehobenen
Bedeutung einer funktionierenden Balance von Typl- und Typ2-Zytokinen fiir das
Immunsystem, ist ihre Regulierung in ein komplexes Netzwerk eingebunden. Innerhalb
dieses Netzwerkes gibt es diverse Faktoren, die auf die Produktion der Zytokine Einfluss
nehmen konnen. Nicht zuletzt besteht neben einer iibergeordneten neuroendokrinen
Kontrolle der Balance, die bereits angesprochene Fihigkeit der jeweiligen Zytokine seinen
Gegenspieler durch gegenseitige Hemmung zu kontrollieren, um eine Uberaktivitit des
entsprechenden Antagonisten zu verhindern (Romagnani 1996).

Wie erwihnt konnten tagesabhingige Zytokinveranderungen festgestellt werden. Sind die
erkennbaren Rhythmen der pro- und antiinflammatorischen Zytokine durch einen
circadianen Rhythmus bedingt oder sind sie direkt abhédngig von einem regulidren Schlaf-
Wach-Rhythmus? Vielzidhlige Untersuchungen haben verstirkt Hinweise gegeben, dass
die néchtlichen Verdnderungen des Immunsystems durch einen ausgewogenen Schlaf
bedingt sind und dass, sollte dieser ausbleiben, dies auch messbare Auswirkungen auf das
Immunsystem hat. Schlafstudien, in denen Parameter des Immunsystems nach einer
Impfung gemessen wurden, zeigten deutlich abgeschwichte Reaktionen bei durchwachten
Probanden (Lange et al. 2003, Spiegel et al. 2002). Die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-2 durch T-Zellen war in der Nacht nur bei
Probanden stark erhoht, die einen reguldren Schlaf einhielten (Born et al. 1997).
Gleichwohl ist die Studienlage zu dieser Fragestellung nicht ganz einheitlich, was vor
allem daran liegt, dass zu fritheren Zeitpunkten noch nicht sensitive Messverfahren wie
die Messung mit Hilfe der Durchflusszytometrie zur Verfiigung standen. Bei einer
neueren Studie von Dimitrov et al. mit durchflusszytometrischen Untersuchungsmethoden
konnte nachgewiesen werden, dass die Zytokinproduktion von T-Zellen eine Dominanz
proinflammatorischer Typl-Zytokine in der Nacht aufwies — jedoch nur wenn Probanden

einen reguldren Schlaf-Wach-Rhythmus einhielten (Dimitrov et al. 2004b).
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1.6.1 Klinische Aspekte

In den letzten Jahren gibt es zunehmend Ergebnisse aus klinischen Studien, die einen
Zusammenhang zwischen gesundem Schlaf und funktionierendem Immunsystem
postulieren. So zeigten Studien, die sich mit Patienten unter chronischem Schlafentzug
befassten, deutliche immunologische Auffilligkeiten, die eine Schwichung des
Immunsystems andeuten. Sakami et al. untersuchte Patienten, die unter verschiedenen
Storungen des Schlaf-Wach-Rhythmus litten. Dabei wurde sichtbar, dass sich bei
Patienten mit primérer Insomnie deutlich geringere Spiegel von proinflammatorischen
Zytokinen nachweisen lassen. Auch der Quotient von Typl- zu Typ2-Zytokinen war
deutlich in Richtung Typ2-Zytokine verschoben (Sakami et al. 2003). Bei Patienten, mit
Schlafstérungen aufgrund chronischen Alkoholismus, zeigten sich entsprechend deutlich
erhohte Level von antiinflammatorischem IL-10 (Redwine et al. 2003). Diese und andere
Studien machen deutlich, dass ein chronisches Schlafdefizit unabhingig der Atiologie
vermutlich {iber eine Desynchronisation der wichtigen Balance von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen zu einer Schwichung des Immunsystems fiihrt.

Auch wenn ein eindeutiger Nachweis, dass die Verschiebung hin zu einer Dominanz
antiinflammatorischer Zytokine auch gleichbedeutend mit einer Schwichung des
Immunsystems ist, bisher nicht vollstindig gefiihrt werden konnte, gibt es doch weitere
sehr deutliche Hinweise fiir diese These. Beispielsweise konnte Kimata nachweisen, dass
es zu einer Verstiarkung allergisch bedingter Hautsymptome bei Patienten mit einer Typ2-
Zytokin vermittelten allergischer Rhinitis kam, wenn diese Patienten eine Nacht
durchwachten (Kimata 2002). Auch konnte an weiblichen Probandinnen nachgewiesen
werden, dass Schlafentzug signifikante Einschrinkungen von Abwehrfunktionen der Haut
nach sich zog (Altemus et al. 2001). In einer Untersuchung an amerikanischen Arbeitern,
die im Schichtdienst arbeiten und damit starke Einschrinkungen der physiologischen
Schlafmuster haben, konnte ebenfalls eine signifikante Erhohung von Erkrankungen
aufgezeigt werden (Mohren et al. 2002). In den letzten Jahren hat sich die Liste der
Autoren, die einen Zusammenhang zwischen gesundem Schlaf und effizientem
Immunsystem postulieren zunehmend erweitert, iiber die Ursachen fiir diesen moglichen
Zusammenhang und welche Mediatoren dabei entscheidend sein konnten, bestehen jedoch
weiterhin einige Kontroversen (Bryant 2004). Dies soll in der Diskussion eingehender

beleuchtet werden.
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In einer umfassenden Ubersichtsarbeit von Lucey wurden diverse bekannte
Krankheitsbilder im Hinblick auf einen Zusammenhang mit jener beschriebenen Inbalance
von Typl- und Typ2-Zytokinen untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass sowohl
bei Erkrankungen, die mit einer erhohten Infektanfilligkeit einhergehen, als auch bei
Personen mit einer erhohten Préddisposition fiir Allergien, eine Dominanz von Typ2-
Zytokinen vorlag (Lucey et al. 1996). Eine HIV-Infektion (Humanes Immundefizienz-
Virus) bis hin zu Threr klinischen Auspriagung als Acquired Immune Deficiency Syndrome
(AIDS) zeigt in ihrem Verlauf massive Einschrinkungen der Immunfunktion, sowie
Veridnderungen immunoaktiver Hormone und Schlafstorungen. In den letzten Jahren hat
sich  zunehmend die These durchgesetzt, dass innerhalb dieses komplexen
Krankheitsbildes Zytokindysregulationen im Sinne einer Typ2-Dominanz einen wichtigen
Anteil an dieser Erkrankung haben. Andere Erkrankungen wie die Rheumatoide Arthritis
bsw. korrelieren dagegen mit einer Dominanz von Typl-Zytokinen. Im Zuge der
rheumatoiden  Arthritis kommt es zu  chronischen und  ungebremsten
Entziindungsreaktionen, die sukzessive, korpereigene Strukturen zerstoren. Die
Bedeutungen und Zusammenhénge dort festgestellter Zytokindysregulationen werden im
Hinblick auf Veridnderungen immunologischer Parameter durch Schlafentzug ebenfalls in

der Diskussion eingehender besprochen.

1.7 Fragestellung

Wie die vorangegangenen Kapitel zeigen sind in den letzten Jahren groB3e Anstrengungen
unternommen worden, um die Rolle des Schlafes bei der Organisation des Immunsystems
zu untersuchen. Unabhéngig von der verbreiteten Annahme, dass Schlaf ein infektidses
Geschehen positiv beeinflusst oder umgekehrt Schlafentzug die Anfalligkeit fiir
Infektionen erhoht, steht der wissenschaftliche Beweis, dass Schlaf ein immunsupportiver
Verhaltenszustand ist, noch aus.

Die eminente Bedeutung des Zusammenspiels von proinflammatorischen Typ1-Zytokinen
und antiinflammatorischen Typ2-Zytokinen fiir die Funktionalitit des Immunsystems
wurde in vielerlei Untersuchungen deutlich gemacht. Zum einen setzt sich aus
immunologischer Sicht immer mehr die These durch, dass es bei einer Reihe von
Erkrankungen zu einer Dominanz eines der beiden Gegenspieler kommt und dies
vermutlich die Ursache der zugrunde liegenden Erkrankung ist. Zum anderen konnte in

der Schlafforschung gezeigt werden, dass Schlafentzug zu einer abgeschwichten

21



Immunantwort fiihrt, wie beispielsweise die angesprochenen Erfahrungen nach Influenza-
oder Hepatitisimpfungen. Die Untersuchungen an Patienten mit chronischem Schlafdefizit
wiederum zeigen, dass ein gestorter Schlaf zu einer Verschiebung des Zytokinmileus
fiihrt, ndamlich zu einer verstirkten Dominanz antiinflammatorischer Typ2-Zytokine. In
Anbetracht der Tatsache, dass von einigen Autoren eine verstirkte proinflammatorische
Zytokinantwort wihrend der Nacht fiir eine effiziente Immunantwort postuliert wird,
konnte hierin der mogliche Ansatzpunkt fiir die Bedeutung des Schlafes auf das
Immunsystem liegen.

Als weitere wichtige bekannte Einflussgroen auf das Immunsystem sind das
Endokrinium und das vegetative Nervensystem bekannt, die mit Hormonen vielfltig auf
Parameter des Immunsystems eingreifen und wiederum von diesen modifiziert werden
konnen. Eine schlafabhingige Aktivitdat wichtiger Hormone dieser beiden Systeme konnte
an diesen Verdnderungen beteiligt sein. So konnten hohe proinflammatorische GH- und
Prolaktinspiegel bei niedrigen antiinflammatorischen Cortisol- und Katecholaminspiegeln
zu einer Typl-Zytokin-Dominanz und damit einer effektiven zelluliren Immunabwehr
wihrend des néachtlichen Schlafes beitragen.

Spezialisierte Antigen-prédsentierende Zellen wie die Dendritischen Zellen sind durch die
Prasentation von Antigenen und der Sekretion wichtiger Botenstoffe die potentesten
Modulatoren hin zu einer Typl- oder Typ2-Zytokindominanz. Monozyten stellen gute
Reprisentanten Antigen-préasentierender Zellen dar und bieten den Vorteil, dass sie im

peripheren Blut gut nachgewiesen werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit sollen an elf gesunden ménnlichen Probanden die
Veridnderungen bestimmter immunologischer Parameter bei Schlafentzug gegeniiber
normalem Schlaf-Wach-Rhythmus gepriift werden. Fiir die Messung der pro- und
antiinflammatorischen Zytokine untersuchten wir die von Monozyten sezernierten
Interleukine IL-12 (proinflammatorisch) und IL-10 (antiinflammatorisch), zwei typische
und bedeutende Reprisentanten ihrer jeweiligen Gruppe. Mit Cortisol, Prolaktin, GH und
Noradrenalin evaluierten wir immunoaktive Hormone, fiir die ein Einfluss auf das

Zytokinmilieu beschrieben ist.
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Diese Hypothesen sollen im Folgenden evaluiert werden:

1.

Welche natiirlichen Rhythmen besitzt die Interleukin-12- und Interleukin-10-
Sekretion von Monozyten?

Folgen diese Sekretionen feststehenden circadianen Rhythmen oder ldsst sich
die Monozytenfunktion durch experimentellen Schlafentzug beeinflussen?
Bewirkt nichtlicher Schlaf synchrone Verdnderungen mit einerseits hoher
Aktivitdt von proinflammatorischen IL-12, GH und Prolaktin und andererseits
niedriger Aktivitit von antiinflammatorischem IL-10, Cortisol und

Noradrenalin?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchspersonen

An der Studie nahmen elf geistig und korperlich gesunde junge Minner im Alter von 21
bis 30 Jahren teil. Das Durchschnittsalter lag bei 25 Jahren. Alle teilnehmenden Probanden
waren Nichtraucher, hatten keine Schlafstérungen und nahmen wihrend des Zeitraumes
der Versuche keine Medikamente ein. In einer ausfiihrlichen Anamnese wurde
ausgeschlossen, dass die Probanden eine medizinische Vorgeschichte hatten oder
bestehende chronische Erkrankungen physischer oder psychischer Natur vorlagen. Vor den
Versuchen wurde eine medizinische Untersuchung vorgenommen, sowie ein Routinelabor
abgenommen mit dem Ziel eine akute Erkrankung, sowie Malignome und immunologische

Storungen auszuschlieen.

Mindestens 6 Wochen vor Beginn der Studie hielten alle Probanden einen geregelten
Schlaf-Wach-Rhythmus ein. Sie waren zwischen 23:00 und 01:00 Uhr eingeschlafen und
zwischen 06:30 und 08:30 Uhr aufgestanden. Eine Woche vor Versuchsbeginn wurden die
Probanden angehalten gegen 23:00 und 23:30 Uhr einzuschlafen und um 07:00 Uhr
aufzustehen, um die Synchronisation des Schlafes weiter zu verbessern. Wihrend dieser
Woche wurden die Probanden ebenfalls gebeten, auf Mittagsschlaf und Ruhezeiten

wihrend des Tages zu verzichten.

Zur Feststellung eventueller Formen der Insomnie, wie FEinschlaf- und
Durchschlafstorungen oder morgendliches Fritherwachen wurde mit allen Probanden eine
Eingewohnungsnacht im Schlaflabor durchgefiihrt. Die Absenz weiterer Schlafstorungen,
wie das Schlaf-Apnoe-Syndrom und das Restless-Legs-Syndrom wurde so ebenfalls
sichergestellt. In der Eingewohnungsnacht wurde den Probanden eine Venenverweilkaniile

gelegt und Elektroden fiir die polysomnographische Ableitung angelegt.
Die Probanden wurden vor Beginn iiber Sinn und Ziel des Versuches aufgeklirt und gaben

ihr schriftliches Einverstindnis. Die Studie ist von der Ethikkommission der Universitit zu

Liibeck genehmigt worden.
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2.2  Versuchsablauf

Die Schlafversuche starteten Anfang Februar 2004 und wurden Ende Mirz des gleichen
Jahres abgeschlossen. Jeder Proband erschien am Versuchstag um 18:00 Uhr, um in
ruhiger Atmosphire die Blutentnahmen und die Ableitungen des EEGs vorbereiten zu
konnen. Der Untersuchungszeitraum fiir die Studie begann 20:00 Uhr und dauerte bis
20:00 Uhr des Folgetages an. Die Probanden mussten jeweils 2 Versuchsnichte

durchfiihren. Die Abbildung 4 verdeutlicht den Versuchsablauf.

R S S N T T S

2h 33n

Abbildung 4: Versuchsablauf

Bei der Kondition Schlaf wurde ein normaler Schlaf-Wach-Rhythmus eingehalten. Die
Probanden konnten zwischen 23:00 und 7:00 Uhr schlafen.

Bei der Versuchsbedingung Schlafentzug verbrachten die Probanden die Nacht zwischen
23:00 Uhr und 7:00 Uhr wach in sitzender Position im Bett. In dieser Zeit konnten sie
Fernsehfilme schauen, Musik horen und mit den Versuchsmitarbeitern sprechen.
Toilettengidnge waren erlaubt, lediglich kurz vor einer Blutentnahme nicht, um
orthostatische Einfliisse auf die verschiedenen Parameter auszuschlieBen. Im
Versuchsraum befand sich normales Raumlicht (ca. 300 Lux). Wihrend der gesamten Zeit
waren die Probanden unter Kontrolle eines Versuchsmitarbeiters, so dass sichergestellt

werden konnte, dass die Probanden nicht ungewollt in den Schlaf fielen.
Zwischen den beiden Konditionen mussten die Probanden eine Pause von mindestens vier

Wochen einhalten, um auszuschlieBen, dass bsw. Nachwirkungen des vorherigen

Schlafentzuges mit gemessen wurden. Weiterhin wurden die Startbedingungen fiir die
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jeweiligen Probanden ausgeglichen. 5 Probanden starteten mit der Versuchsbedingung

Schlafentzug und 6 begannen mit der Kondition normaler Schlaf-Wach-Rhythmus.

Um mogliche psychologische Effekte auszuschlieBen, die daraus resultieren konnen, dass
die Probanden eine Nacht des Schlafentzugs oder das Schlafens bereits erwarteten, wurden
die Testpersonen grundsitzlich bis ca. 21:00 Uhr im Unklaren dariiber gelassen, welche

der beiden Konditionen am Versuchstag fiir sie gelten wiirde.

In beiden Konditionen wurde zu festen Zeiten das gleiche standardisierte
Krankenhausessen um 8:00 Uhr zum Friihstiick, um 12:00 Uhr zum Mittagessen und um

18:00 zum Abendbrot ausgegeben. Alkohol und koffeinhaltige Getrinke waren untersagt.

Die Blutentnahmen folgten einem festen Schema. Die erste Blutentnahme war um 20:00
und dann ab 23:00 in einem 90-miniitigen Rhythmus bis morgens 8:00 Uhr (20:00, 23:00,
0:30, 2:00, 3:30, 5:00, 6:30, 8:00 Uhr). Danach wurde den Testpersonen alle 3 Stunden
Blut abgenommen (11:00, 14:00, 17:00, 20:00 Uhr).

Fiir die Blutentnahmen wurden den Probanden Venenverweilkaniilen gelegt. Um eine
Thrombosierung zu verhindern, lief eine Kochsalzinfusion mit einer Menge von insgesamt
700 ml. War eine weitere Blutentnahme {iiber die Verweilkaniile im Laufe des folgenden
Tages nicht mehr moglich, konnten sich die Probanden entscheiden, ob sie die restlichen
Blutentnahmen mittels ,,Butterfly” oder einer neuen Venenverweilkaniile abgenommen
bekommen wollten.

Uber Nacht erfolgte die Entnahme des Blutes iiber einen diinnen Perfusorschlauch aus dem
benachbarten Versuchsraum heraus, damit die Probanden im Schlaf nicht gestort wurden.
Insgesamt wurden den untersuchten Personen 250 ml Blut abgenommen. Die Blutproben

wurden jedes Mal sofort nach Entnahme verarbeitet.

Zeitgleich mit den Blutentnahmen haben wir uns bei den Probanden mit Hilfe einer
Eigenschaftsworterliste einen Uberblick iiber die Befindlichkeit der Testpersonen
verschafft. Diese Liste besteht aus 161 Adjektiven; der Proband kreuzt die Worter an, die
seine Befindlichkeit am ehesten charakterisieren. Die Adjektive beschreiben die
psychische Stimmung anhand 14 verschiedener Dimensionen (Aktiviertheit,

Desaktiviertheit, = Miidigkeit, = Benommenheit, Extrovertiertheit, Introvertiertheit,
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Selbstbewusstsein, Stimmung, Erregtheit, Empfindlichkeit, Argerlichkeit, Angstlichkeit,

Depressivitit, Vertrdumtheit).

Zwischen den Blutentnahmen konnten die Probanden ihren Titigkeiten nachgehen, mit der
Einschrinkung, dass sie keine korperlich und geistig anstrengenden Aktivitdten vornehmen

und das Krankenhausgeldnde nicht verlassen sollten.

2.3 Schlaf

Der Schlaf wurde von 23:00 Uhr bis 7:00 Uhr (zu dieser Uhrzeit wurden die Probanden
geweckt) polysomnographisch aufgezeichnet. Dies erfolgte durch einen 24-Kanal-
Schreiber (Neurofax Nihon Kohden). Alle Schlafaufzeichnungen konnten wihrend der
Nacht visuell auf dem Computer verfolgt werden und wurden elektronisch aufgezeichnet
und gesichert. Es wurden zwei Kanéle fiir das Elektroenzephalogramm (EEG), zwei fiir
das Elektrookulogramm (EOG) und einer fiir das Elektromyogramm (EMG) abgeleitet.
Die Ableitung des EEGs wurde mittels Elektroden iiber den zentralen Regionen des Kortex
(C3 bzw. C4) platziert und gegen die Nase (seitlicher Nasenfliigel) als Referenz abgeleitet.
Die Elektroden fiir die Aufzeichnungen des EOGs wurden oberhalb und unterhalb eines
Auges, sowie an den beiden Orbitardindern angebracht, so konnten vertikale und
horizontale Eigenbewegungen registriert werden. Das EMG wurde durch zwei Elektroden
auf dem M.masseter bipolar abgeleitet. Eine in der Mitte der Stirn platzierte Elektrode
diente als Erdungselektrode. Die Elektroden fiir das Gesicht wurden mit Elektrodengel
(Conductive Electrode Cream, SYNAPSE®, Arcadia, USA) gefiillt und auf die mit
Alkohol gereinigte und mit Aufrauhpaste (Omni Prep®, OMNI, Aurora, USA) behandelte
Haut geklebt. Fiir die Kopfelektroden wurde adhidsive Elektrodenpaste (Electrode
Adhesive Paste, TECA® Vickers Medical, Pleasantville, NY, USA) benutzt. Die
Elektroden wurden zusitzlich mit Pflaster fixiert, so dass sie sich bei Bewegungen im
Schlaf nicht 16sen konnten.

Verwendet wurden gesinterte Silber/Silber-Chloridelektronen. Grenzwert fiir die
Ubergangswiderstinde der EEG-Signale war 5 kQ. Es wurde ein 50hz Notchfilter
verwendet.

Nach Aufzeichnung wurden die polysomnographischen Daten klassifiziert. Es wurden 30-
Sekundenintervalle herangezogen, welche einem Schlafstadium zugeordnet wurden.

Grundlage waren hier die Kriterien von Rechtschaffen und Kales (Rechtschaffen et al.
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1968). Im Folgenden sollen die Einteilung und Eigenschaften der verschiedenen
Schlafstadien erldutert werden:

Im entspannten Wachzustand (W) mit geschlossenen Augen finden wir a-Wellen mit einer
Amplitude von 20-50 pV und einer Frequenz von 9-12 Hertz (Hz). Das sich daran
anschliefende Einschlafstadium Schlafstadium 1 (S1) ist dadurch gekennzeichnet, dass die
im Wachzustand vorherrschenden o-Wellen auf unter 50% reduziert sind. Es kommen
langsamere Wellen mit einer Frequenz von 2-7 Hz hinzu (Theta-Wellen). Die schnellen
Augenbewegungen, die noch im Wachstadium zu finden sind, verschwinden. An ihrer statt
sind langsame rollende Augenbewegungen zu registrieren. Der Muskeltonus ist zumeist
geringer als im Wachen. Beim Ubergang zum nichsten Schlafstadium treten hiufig
sogenannte Vertexzacken (Scheitelwellen) mit einer Amplitude von 200 puV auf. Diese
werden auch als ,physiologisches Einschlafmoment® bezeichnet. Das zweite
Schlafstadium (S2) ist durch das Auftreten von K-Komplexen und Schlafspindeln
gekennzeichnet. K-Komplexe setzen sich zusammen aus einer steilen negativen Welle auf
die eine positive Komponente folgt. Sie haben eine hohe Amplitude und dauern
mindestens 0,5 Sekunden. Schlafspindeln dagegen sind Wellen hoherer Frequenz (12-14
Hz), so dass 6 oder 7 Perioden einer Spindel innerhalb von 0,5 Sekunden auftreten.
Gegeniiber Schlafstadium 1 nehmen Muskeltonus und Augenbewegungen ab.
Schlafstadium 1 und 2 werden zusammen als leichter Schlaf bezeichnet. Als Schlaflatenz
bezeichnet man die Dauer zum Erreichen des 2.Schlafstadiums nach Zubettgehen. Sie
dauert im Regelfall 10-15 Minuten. AnschlieBend folgen die tieferen Schlafstadien 3 und 4
(S3, S4), die auch ,,Slow-Wave-Sleep” (SWS) genannt werden, aufgrund der im EEG
sichtbaren langsamen Wellen. Diese Delta-Wellen besitzen eine Amplitude von 75uV und
eine Frequenz von weniger als 2 Hz. In diesen Stadien ist der Muskeltonus weiter
gesunken und es werden keine Augenbewegungen mehr detektiert. Die Unterscheidung
von Schlafstadium 3 und 4 richtet sich nach der Menge vorkommender Delta-Wellen: In
einem Intervall von 30 Sekunden wird die Dauer der Deltawellen gezéhlt. Liegt der Anteil
der Delta-Wellen dabei bei 20-50% handelt es sich um Schlafstadium 3, bei einem Anteil
von iiber 50% um Schlafstadium 4. Die Ubergiinge zwischen diesen Stadien konnen
flieBend sein. Im Anschluss an die Tiefschlafphasen folgt der REM-Schlaf. Er wird auch
als paradoxer Schlaf bezeichnet, da er Ahnlichkeiten mit dem Wachzustand aufweist. Sein
Namen hat dieses Schlafstadium aufgrund der mit dem EOG darstellbaren sekundenlagen
Gruppen von 1-4 Hz schnellen Augenbewegungen der schlafenden Person. Die

Weckschwelle ist gegeniiber den Tiefschlafphasen stark erniedrigt. In dieser Schlafphase
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wird emotional und aktiv-handelnd getrdumt. Insgesamt sind im REM-Schlaf niedrige
Amplituden und gemischte Frequenzen sichtbar. Im Gegensatz zum Wachstadium ist der
Muskeltonus maximal erniedrigt. Mit dem Ende des REM-Schlafes ist ein Schlafzyklus
abgeschlossen. Physiologisch dauert ein Zyklus um die 90 Minuten, innerhalb einer Nacht

werden im Normalfall 4-5 Schlafzyklen durchlaufen.

Schlafstadien Wach REM 1 2 3 4
EEG a* 6 0 6 §>20% 8§>50%
Amplitude pv 20-50 >75 >75
Frequenz Hz 9-12 4-7 4-7 4-7 0,5-2 0,5-2
Besonderes Sagezahn- Vertex- K-Komplex

wellen zacken Schlafspindeln
EOG Blickbewegungen schnelle Be Augen-
wegungen rollen kaum messbar
EMG Aktiv kaum messbar mit zunehmender Schlaftiefe abnehmend

Tabelle 3: Schlafstadien

EEG=Elektroenzephalogramm: a=alpha-, 6=theta-, d=delta- Aktivitit. *=bei geschlossenen Augen.
Sagezahnwellen = Sidgezahnformige Wellen im 0-Bereich; Vertexzacken: steile Wellen im 0-Bereich mit
maximaler Amplitude iiber dem Scheitel; K-Komplex = biphasische initial negative Welle mit einer
Frequenz von 0,5-2 Hz; Schlafspindeln = 11,5-14 Hz-Spindel mit wechselnder Amplitude: EOG =
Elektrookulogramm; EMG = Elektromyogramm; REM = Rapid Eye Movement

Fiir jeden Probanden wurden der Schlafbeginn, die Gesamtschlafdauer sowie die Dauer der
einzelnen Schlafphasen ermittelt. Basierend auf dieser Einteilung konnten verschiedene
Daten zur Beschreibung der Schlafqualitit und —quantitit ermittelt werden. (Siehe auch

Tabelle 4, Kapitel Ergebnisse)

2.4 Laboranalyse

2.4.1 Durchflusszytometrie und In-Vitro-Stimulation

Die Entwicklung der Durchflusszytometrie und insbesondere die Entwicklung der
Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierung (FACS) ist die Folge steter Weiterentwicklung
immunologischer  Untersuchungsmethoden. Die FACS-Technik ermoglicht es
Subpopulationen von Zellen zu charakterisieren und ihre Funktion zu untersuchen. Die
analytische Potenz der Durchflusszytometrie basiert auf der raschen quantitativen und
multiparametrischen Messung von groen Zellzahlen. So ist es moglich Zellpopulationen
oder Komponenten ihrer Subpopulationen anhand ihrer unterschiedlichen Eigenschaften zu
definieren. Diese Methode wird meistens bei Zellen des Blutes und des Knochenmarks

vorgenommen. Dabei flieBen die Zellen hintereinander durch eine diinne Messkammer.
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Abbildung 5: Durchflusszellenblock eines Durchflusszytometers

Die Zellen kommen von oben (schwarzer Pfeil) und flieBen hintereinander durch die eigentliche Flusszelle
Dabei werden die Zellen von einem Laser von der Seite bestrahlt (rote Linie). Abhéingig von den innerhalb
der Zelle vorkommenden Strukturen wirft jede Zelle ein charakteristisches Streulicht aus. Der dargestellte
Block ist etwa 4 cm x 7 cm grof.

Jede Zelle, die mit von einem Laserstrahl gekreuzt wird, verursacht ein charakteristisches
Streulicht. Dieses ist u.a. abhingig von der GroBe der Zelle und von den Strukturen
innerhalb der Zelle. So enthilt jedes gemessene Streulicht einige wichtige Informationen

der jeweiligen Zelle.

Durch die Messung eines Fluoreszenzlichtes ist die Durchflusszytometrie in der Lage eine
Vielzahl von Merkmalen der Blutzelle zu erfassen. Dies geschieht nach folgendem Prinzip:
Will man ein bestimmtes Merkmal der Zelle untersuchen muss dieses Merkmal zunéchst
einmal markiert werden. Dies geschieht mit Hilfe von Antikorpern, die mit einem
Fluoreszenzmolekiil gekoppelt sind. Ein Fluoreszenzmolekiil leuchtet auf, wenn es mit
einem Laser oder einer anderen Lichtquelle bestrahlt wird. Bringt man Zellen zusammen
mit Antikorpern, die beispielsweise gegen ein bestimmtes CD-Merkmal gerichtet sind (in
unserem Fall waren dies Antikorper gegen CD14 und HLA-DR), so setzen sich die
Antikorper auf die Zellen, die ein solches Merkmal besitzen. Diese Zellen leuchten
entsprechend auf, wenn sie in der Durchflusszytometrie von einer Lichtquelle getroffen

werden.
Die Messung der Zytokine unterliegt dem Problem, dass ihre Informationsiibertragung

zumeist parakrin oder autokrin erfolgt, daraus resultieren jedoch sehr geringe

Serumkonzentrationen, wodurch eine direkte Messung im Blut erschwert wird. Um
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ausreichende Spiegel der Zytokine im Blut zu erhalten, kann man Antigene oder Mitogene
(Mitogene fiihren zu einer unspezifischen - weil nicht Rezeptor gebundenen - Aktivierung)
zufiihren, da diese die Zytokinproduktion der Immunzellen stimulieren. Fiir weitergehende
Laboruntersuchungen stehen die Methoden der In-Vitro-Stimulation zur Verfiigung: Je
nachdem welche Zellen des Immunsystems zur Stimulation angeregt werden sollen, kann
man Vollblutassays und die Bestimmung an isolierten peripheren mononukledren Zellen
unterscheiden (Monozyten, Lymphozyten, NK-Zellen = peripheral blood mononuclear
cells = PBMC). Die Untersuchungen an isolierten peripheren mononukledren Zellen
wurden vor Verwendung der Durchflusszytometrie und der Zellsortierung mittels FACS
hiufig durchgefiihrt. Entnommene Proben werden dabei durch zugefiihrte Stimuli
behandelt und die Konzentrationen der Zytokine werden im Uberstand der Probe
gemessen. Die Nachteile dieser Methode liegen darin, dass zum Teil unphysiologische
Stimulationen vonnoten sind, es zu unterschiedlichen und teilweise sehr langen
Stimulationszeiten kommt und vor allem, dass die Zusammensetzung der Zellen
unphysiologisch sein kann, wie bei PBMC. Die im Uberstand gemessenen
Zytokinkonzentrationen konnten nicht mehr den Zellen zugeordnet werden, die fiir die
Produktion verantwortlich waren.

Vollblutproben spiegeln am besten die natiirlichen Bedingungen des Menschen wider, da
hier Zytokine und Hormone enthalten sind, die die Funktion der Leukozyten entscheidend
beeinflussen konnen. Weiterhin sind die Zellinteraktionen, die zur Bildung der Zytokine
fiihren in ihrer Komplexitit nur in einer Vollblutprobe gegeben. Der Vorteil der
Durchflusszytometrie liegt darin, dass mit ihrer Hilfe solche Vollblutproben verwendet
werden konnen. Zudem konnen die Ursprungszellen der Zytokine detektiert werden. Ein
weiterer Vorteil ist die Tatsache, dass physiologischere Stimuli verwendet werden konnen.
In unserem Versuch beispielsweise konnte mit Hilfe des Lipopolysaccharids (LPS) ein
passender Stimulus fiir Monozyten genutzt werden. Lipopolysaccharide sind relativ
wirmeunempfindliche Verbindungen aus fettdhnlichen (Lipo-) und Zucker-Bestandteilen
(Polysacchariden). Sie sind in der dufleren Membran bestimmter Bakterien enthalten und
wirken auf immunkompetente Zellen des Korpers als Antigen. Diese Lipopolysaccharide
binden im menschlichen Korper an ein Serumprotein, das Lipopolysaccharid-bindende
Protein (LBP). Der nun entstandene Komplex wird mit Hilfe des Oberfldachenrezeptors
CD14 von Monozyten erkannt und phagozytiert und fiihrt im Verlauf zur Sekretion von

Zytokinen. Da der Oberflichenmarker CD14 wie erwihnt in erster Linie bei Monozyten
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und Makrophagen exprimiert wird, kann mit LPS ein natiirlicher und selektiver Stimulus
verwendet werden.

Zur Bestimmung der Zytokin-positiven Monozyten wurde heparinisiertes Blut direkt nach
der Blutentnahme 1:1 mit RPMI 1640 Medium (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Minnesota)
verdiinnt. Dafiir wurden 15ml groBe kegelformige Rohrchen verwendet (BD Biosciences,
San Jose, California). Diese Proben wurden stimuliert mit LPS (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, Minnesota) in Konzentrationen von 20 ng/ml fiir IL-12 und 10 ng/ml fiir IL-10.
Daraufhin wurden sie fiir 6 Stunden (IL-12) bzw. 24 Stunden (IL-10) bei 37° Celsius in
einer 5 % Kohlendioxidatmosphire inkubiert.

Um zu verhindern, dass Zytokine bereits sezerniert werden, wurde Brefeldin A (BFA) in
einer Konzentration von 10 pg/ml (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Minnesota) fiir die
letzten 4 (IL-12) beziehungsweise 9 Stunden (IL-10) der Inkubation dazugegeben.
Brefeldin verhindert den intrazelluliren vesikulidren Proteintransport der Zelle. Die
Verhinderung des Transports von Vesikeln vom Endosplasmatischen Retikulum zum
Golgi-Apparat fiihrt auf diese Weise zu einer Akkumulation von Zytokinen in der Zelle.
Die oben genannte mulitparametrische Durchflusszytometrie wurde nun gezielt zur
Bestimmung von zwei Parametern eingesetzt: Zum einen war die Art der
Zytokinproduktion  Gegenstand der Untersuchung. Zum anderen war eine
Phinotypisierung der einzelnen Zellen gewiinscht. Dafiir wurden Antikorper und
Reagenzien gekauft (BD Bioscience, San Jose, California) und exakt nach
Herstellerangaben verarbeitet.

Die Auswahl der Antikorper und der jeweiligen fluoreszierenden Markierungslosung
wurde so ausgewdhlt, dass moglichst gezielt die Monozyten gefiltert werden konnten,
welche die gesuchten Interleukine produzieren. Fiir die Erkennung der entsprechenden
Monozyten macht man sich folgendes Prinzip zu Nutze: Mit Hilfe der HLA-Komplexe
konnen Zellen gezielt detektiert werden, da sich die HLA-Komplexe in verschiedene
Klassen einteilen lassen. Diese Unterteilung resultiert aus unterschiedlichen Genorten an
denen sie kodiert werden und ihnen damit unterschiedliche Eigenschaften verleihen.
HLA-Klasse I-Molekiile finden sich auf nahezu allen Korperzellen, wihrend HLA-Klasse
II-Molekiile lediglich von Antigen-prisentierenden Zellen exprimiert werden (Monozyten,
Makrophagen, spezialisierte Antigen-prasentierende Zellen). Lymphozyten kénnen somit
korpereigene von korperfremden Zellen und Antigen-prisentierende immunkompetente
Zellen (HLA-DR, -DP, -DQ, HLA II) von gewohnlichen Korperzellen (HLA-A, -B und -
C, HLA 1) unterscheiden. Eine weitere Unterscheidung von HLA-Antigenen bezieht sich
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auf weitere Subregionen der Genorte, die fiir die jeweilige Kodierung verantwortlich sind.
HLA-DR wird typischerweise von Antigen-prasentierenden Zellen - wie Monozyten -
exprimiert und kann somit zur Identifizierung dieser herangezogen werden.

Ein weitere wichtige Kennzeichnung sind die Oberflaichenmarker — clusters of
differentiation (CD). Dies sind Oberflichenbestandteile, die verschiedene Aufgaben fiir die
jeweilige Zelle iibernehmen konnen. Immunkompetente Zellen sind mit ihrer Hilfe in der
Lage, ihr Antigen oder ihre Zielzelle zu erkennen und zu bekdmpfen und somit fiir ihre
Funktion elementar. Sie konnen aber auch umgekehrt zur Unterscheidung der
verschiedenen Zellen herangezogen werden, da jede Zelle durch ihre spezifischen CD-
Molekiile charakterisiert ist. So Dbesitzen beispielsweise T-Helferzellen den
Obeflichenmarker CD4 und zytotoxische T-Zellen den Marker CD8. Der charakteristische
Marker fiir Monozyten und Makrophagen ist der Rezeptor CD14. Er ist zur Identifizierung
von Monozyten besonders gut geeignet, da sich viele Oberflichenmarker dieser Zelle erst
durch die Umwandlung zu Makrophagen entwickeln. CD14 dagegen ist bereits vor der
Umwandlung zu Makrophagen auf diesen Zellen exprimiert. Zudem wird der CD14-
Rezeptor iiberwiegend nur von Monozyten und Makrophagen ausgebildet und nur zu
einem geringen Teil von anderen immunkompetenten Zellen.

Die in unseren Laboranalysen zugefiihrten Antikorper waren: CD 14 / FITC und HLA-DR
/ PE oder HLA-DR / APC fiir die Messung von IL-10. Hierbei entsprechen FITC, PE und
APC den Fluoreszenzen, die fiir die Detektierung der Eigenschaften vonnoten sind (FITC=

Fluoreszeinisothiocyanat Isomer I, PE= Phycoerythrin, APC= Allophycocyanin).

Danach wurden die Erythrozyten lysiert. (2ml Lyselosung fiir die Dauer von 10 Minuten).
Nach der darauffolgenden Zentrifugierung (5 Min, 500g), sowie der Pipettierung des
Uberstandes, wurden die Proben fixiert und permeabilisiert (BD Cytofix/CytopernTM
Buffer® und BD Perm/Wash Buffer®), um das Eintreten der Zytokinantikorper zu
ermoglichen.

AnschlieBend wurden die Proben mit gewaschenen Antikorpern versehen — IL-12 / APC
mit p40/p70, Klon C11,5 und IL-10 / PE mit Klon JES3.19 F1 — um die Zytokin-positiven
Zellen zu kennzeichnen. Monozyten, die sowohl positiv fiir IL-12- und IL-10 sind, sind
schwer zu detektieren und wurden nicht mit analysiert. Nach der Zellwaschung wurden die
Zellen wieder in Phosphat gepufferter Salzlosung mit 1% Formaldehyd gegeben und
innerhalb von 2 Stunden analysiert. Mindestens 10 000 CD14- und HLA-DR-positive

Zellen wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie unter Verwendung der Software
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CellQuest, BD Bioscience, auf die Art ihrer Zytokinproduktion analysiert. Dargestellt

werden die Zytokin-positiven Zellen in Prozent der Gesamtmonozyten.

2.4.2 Hormonbestimmungen

Die Serum-Monovetten (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) wurden direkt nach Abnahme
eingefroren und bis zur Bearbeitung bei -70° Celsius gehalten. Die Serumspiegel der
Hormone Prolaktin, Cortisol, Noradrenalin und GH lassen sich direkt mit Hilfe
herkdbmmlicher Assays ermitteln.

GH, Prolaktin und Cortisol wurden mit Hilfe des Immulite (DPC Biermann GmbH, Bad
Nauheim, Deutschland) untersucht, wihrend fur Noradrenalin eine
Hochdruckfliissigkeitschromatographie mit elektronischer Detektierung verwendet wurde.

Die Sensitivitit beziechungsweise. die Inter- und Intraassay-Variationskoeffizienten lauten

folgend:

Cortisol: 0,2 pg/dL; <10 %
GH: 0,01 pnpg/L;<6,5%
Prolaktin: 0,16 pg/L;<82%
Noradrenalin: 6,03 pg/mL;<6,1 %

2.5 Statistik

2.5.1 Deskriptive Statistik

Zur Darstellung der Daten wurden die Kennwerte des arithmetischen Mittels und des
Standardfehlers eingesetzt (standard error of mean, SEM). Auch fiir die graphischen

Bearbeitungen und Tabellen wurden sie durchgehend verwendet.

2.5.2 Die Cosinormethode

1979 beschrieb Nelson die Cosinormethode, welche zur Evaluation von Rhythmen
geeignet ist (Nelson et al. 1979). Zur Anpassung des kurvenformigen Verlaufs eines
Parameters verwenden wir die Methode der kleinsten Quadrate (least square) mit Hilfe

folgender Cosinusfunktion:
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Foy=M+ A cos (ot + ¢)

= Periodendauer (in diesem Fall: 24 Stunden)
= MESOR (Midline Estimating Statistic of Rhythm, 24-Stunden-Mittelwert)

= Amplitude (entspricht Abstand des Minimums bzw. Maximums von M)
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Abbildung 6: Cosinormethode

Zeigt sich die Amplitude im F-Test mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 von
Null verschieden, so kann die Null-Amplitudenhypothese verworfen werden und ein 24-
Stunden-Rhythmus des Parameters angenommen werden. Cosinoranalysen bei der
Bedingung Schlafentzug geben iiber eventuelle 24-Stunden-Rhythmen Aufschluss, die
keine Abhingigkeit vom Wach-Schlaf-Rhythmus haben. Berechnungen der beiden
verschiedenen Bedingungen lassen zudem Aussagen iiber die Art des Einflusses des

Schlafes auf die Rhythmen zu.

2.5.3 Varianzanalysen

Um Unterschiede zwischen den Bedingungen Schlaf vs. Schlafentzug statistisch evaluieren
zu konnen, zieht man Varianzanalysen mit Messwiederholungen (ANalysis Of V Ariance,
ANOVA) heran. Messwiederholungsfaktoren waren dabei die Versuchsbedingung
(Kondition, Schlaf vs. Schlafentzug), die Tagesperiode (Periode, Nacht vs. Tag) und die
einzelnen Messzeitpunkte (Zeit). PriifgroBe war hierbei der F-Wert Wilks” Lambda. Als

signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 festgelegt. Wurde ein
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signifikanter Bedingungs- oder Interaktionseffekt (Kondition x Zeit, Kondition x Periode
oder Kondition x Periode x Zeit) festgestellt, wurden paarweise Vergleiche der
korrespondierenden Zeitpunkte (post-hoc Vergleiche oder gepaarte t-Tests) gerechnet. Fiir
die Wach-Schlaf- beziehungsweise 24-Stunden-Rhythmen galt ein Zeit-Effekt als
zusitzliche Bestitigung zur Cosinoranalyse. Falls notig wurden die Freiheitsgrade (degrees

of freedom, df) nach Greenhouse-Geisser korrigiert.

2.5.4 Korrelationsanalysen

Mit Hilfe von Korrelationsanalysen (auch Pearson-Korrelation oder Produkt-Moment-
Korrelation genannt) ist es moglich zwei Merkmale auf ihren linearen Zusammenhang zu
tiberpriifen. Die Pearson-Korrelation ist fiir intervallskalierte und dichotome Merkmale
zugelassen. Der Korrelationskoeffizient kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen. Bei +1
besteht ein vollkommen positiver linearer Zusammenhang (je mehr, desto mehr), bei -1 ein
vollkommender negativer linearer Zusammenhang (je mehr, desto weniger). Ist der
Korrelationswert Null besteht kein linearer Zusammenhang zwischen den Merkmalen.

Im unserem Fall wurden als Merkmale die prozentualen Anteile der IL-10-positiven bzw.
der IL-12-positiven Monozyten genommen und eine mogliche Korrelation zum
,2Hormonniveau* errechnet, sowie eine mogliche Korrelation zueinander. Einzelne
fehlende Daten wurden durch lineare Interpolation ermittelt, dies war jedoch in weniger als

2% der Fille notwendig.
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3 Ergebnisse

3.1 Schlaf

In den Versuchsnichten, in denen die Probanden einen regulidren Schlaf-Wach-Rhythmus
einhielten, wurde eine Polysomnographie abgleitet. Dies diente in erster Linie dazu, einen
Nachweis zu erhalten, dass die Probanden gut schliefen. Die Auswertung ergab die
typischen Muster von Schlaf bei jungen gesunden Probanden. Tiefschlafphasen waren
dominierend in der ersten Hilfte der Nacht, wohingegen in der zweiten Nachthilfte REM-
Schlaf iiberwiegte. Der Schlafeintritt begann durchschnittlich 21 Minuten (21,4 +/- 5,0
min) nach Loschen des Lichtes, die Gesamtschlafdauer betrug 443 min (443,3 +/- 17,2

min). Zur genauen Ansicht siehe Tabelle 4.

Schlafstadium Schlafdauer
Gesamtschlafdauer 443,3 +17,2
Schlafstadium 1 32,7+7,9
Schlafstadium 2 236,8+17,4
Tiefschlafphasen 76,9 +6,7
REM-Schlaf 73,7 £+ 6,7
Schlaflatenz 21,4 +5,0
Eintritt REM-Schlaf 125,7 + 18,6

Tabelle 4: Schlafstadienauswertung (Dauer der Schlafstadien in Minuten mit Standardfehler)

3.2 Rhythmen

Die folgende Tabelle zeigt die Acrophasen, den Mesor und die Amplitude der
verschiedenen Monozytenzahlen fiir die Bedingung Schlafentzug. Fiir die Verianderungen
der IL-12-positiven Monozyten konnten in der Nacht signifikante Rhythmen lediglich bei
Probanden in der regulidren Schlafbedingung nachgewiesen werden. Fiir durchwachte
Probanden zeigten sich dagegen keine signifikanten Rhythmen. Fiir IL-10-positive
Monozyten waren ebenfalls nur in der Schlafbedingung signifikante Rhythmen
nachvollziehbar. Wihrend die Zellzahlen bei durchwachten Probanden deutlich stieg,
konnte daraus jedoch aufgrund der ausgeprigten Varianz der Messungen kein

signifikanter Rhythmus nachgewiesen werden und somit kein sicherer Nachweis eines
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sichtbaren  circadianen =~ Rhythmus erbracht  werden, siche  Tabelle 5.

Mesor [%] Amplitude [%] Akrophase Signifikanz
IL-12-positive Monozyten 16,39 2,05 9,41+2,5 02:20 Uhr £38 min p=0,020
IL-10-positive Monozyten 3,76 +0,68 1,28 £0,5 11:53 Uhr £71 min p=0,026
Verhaltnis IL-12/IL-10 10,38 + 3,78 4,41 £ 1,30 01:31 Uhr £53 min p=0,029

Tabelle 5: Cosinoranalysen

3.3 Schlaf versus Schlafentzug

Unterschiede der Zytokin-positiven Zellen und der Hormone im Vergleich der beiden
Konditionen Schlaf und Schlafentzug sind ersichtlich in der ANOVA (Effekte Kondition
oder Interaktionseffekte Kondition x Periode). Dabei wurden die Nacht- und
Tagesmittelwerte und die korrespondierenden Zeitpunkte im paarweisen Vergleich

gegeniibergestellt, vergleiche Tabelle 6.

Effekt Kondition x Periode Effekt Periode

F-Wert Signifikanz F-Wert Signifikanz
IL-12 12,25 p = 0,006 1,71 p=0,22
IL-10 7,42 p =0,02 0,41 p=0,84
IL12/1L-10 8,43 p = 0,02 0,23 p = 0,64
GH 18,98 p = 0,001 22,58 p = 0,001
Prolaktin 27,23 p = 0,001 17,19 p=0,02
Cortisol 0,39 p=0,55 59,7 p = < 0,001
Noradrenalin 0,89 p = 0,38 8,25 p =0,02

Tabelle 6: ANOVA-Ergebnisse - fettgedruckte Werte zeigen nachweisbare Signifikanz

3.3.1 Verinderungen von IL-12 und IL-10

Die Auswertung der IL-12 und der IL-10 produzierenden Monozyten ergibt signifikante
Unterschiede beim Vergleich der beiden Konditionen. Probanden, die sich in einem
reguldren Schlaf-Wach-Rhythmus befinden, zeigen eine deutliche Steigerung der IL-12
produzierenden Monozyten wihrend des Schlafes. Die gemessenen Zellen steigen in den
ersten 3 Stunden an, und erreichen ihren Gipfel um 02:00 Uhr in der Nacht, um danach
wieder zu fallen. Ihren tiefsten Wert erreichen sie durchschnittlich um 11:00 Uhr; danach
steigen sie wieder leicht an. Sie folgen dabei einem deutlich sichtbaren Rhythmus, der in
der Cosinoranalyse bestitigt werden konnte. Sowohl der deutliche Anstieg der IL-12-
positiven Monozyten in der Nacht, als auch der sichtbare Rhythmus sind dagegen bei

Probanden, die sich in der Kondition Schlafentzug befinden, nicht mehr nachweisbar, so
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dass sich signifikante Unterschiede in der ANOVA (F;, 1o = 12,25; p =0,006 fiir die
Interaktion Bedingung x Periode) bei den nichtlichen Mittelwerten und um 00:30, 02:00
und 06:30 Uhr ergeben. Bei durchwachten Probanden bleiben die IL-12-positiven
Monozyten in der Nacht im allgemeinem auf einem Niveau, mit einem sichtbaren
Ausschlag nach unten um 00:30 Uhr. Ab 8:00 Uhr steigen die Werte an, zeigen jedoch
tagsiiber keine signifikanten Unterschiede zur Schlafbedingung und in der Cosinoranalyse
keinen Rhythmus. Abbildung 7 und 8 zeigt anschaulich die Unterschiede der

Durchschnittswerte zur Nachtzeit und an den einzelnen Messpunkten.
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Abbildung 7

Durchschnittswerte und Standardfehler von IL-12 produzierenden Monozyten wihrend reguldrem Schlaf-
Wach-Rhythmus (weif3) und bei Schlafentzug (schwarz). Die rote Linie veranschaulicht eine adaptierte
Cosinuskurve fiir den bestdtigten Rhythmus in der Kondition Schlaf; Die grauschraffierte Fldche
verdeutlicht die Schlafzeit
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Abbildung 8
Die Balkengrafik zeigt zusammenfassend die Durchschnittswerte und Standardfehler fiir die Nacht und
wdhrend des Tage; p < 0,05, IL-12-positive Monozyten in Prozent.
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Der steigernde Effekt des Schlafes auf die IL-12 produzierenden Monozyten konnte in der
ANOVA ebenfalls bestitigt werden, wenn bei der Analyse die leichten, aber nicht
signifikanten, Unterschiede in der Basislinie (20:00 und 23:00 Uhr) angeglichen wurden
(p = 0,1). Die Analyse mit Hilfe der Cosinormethode bestitigte einen signifikanten
Rhythmus lediglich bei einem reguldrem Schlaf-Wach-Rhythmus (p = 0,02), mit einem
Hochstwert um 02:20 in der Nacht (+/- 38 Min) und einer Amplitude von 9,4 % (+/- 2,5
%).

Im Gegensatz zu den beschriebenen Verdnderungen der IL-12-positiven Monozyten, sinkt
die Zahl der IL-10 produzierenden Monozyten wihrend des Schlafes im Vergleich zur
durchwachten Nacht, so dass sich signifikante Unterschiede in der ANOVA (F; ;o= 7,42;
p = 0,02 fiir die Interaktion Bedingung x Periode), in den néchtlichen Mittelwerten und
um 0:30 Uhr ergeben. Die Unterdriickung von IL-10 wihrend des Schlafes folgt sichtbar
dem Verlauf einer Cosinuskurve, bei der die IL-10-positiven Monozyten bis 02:00 Uhr
sinken und danach langsam ansteigen. Um 11:53 Uhr (+/- 71 Min) erreichen sie ihren
Hochstwert, wobei sie danach wieder abfallen. Cosinoranalysen bestitigen diesen
Rhythmus und zeigen eine Amplitude von 1,3 % (+/- 0,5%). Die Probanden, die sich in
der Bedingung Schlafentzug befinden, haben in der Nacht einen deutlichen Anstieg der
IL-10 produzierenden Monozyten. Dieser Anstieg ist jedoch zu variabel und ergibt keinen
erkennbaren Rhythmus in der Cosinoranalyse (p = 0,06). Mit Beginn des Tages fallen die
Werte wieder ab und erreichen ein vergleichbares Niveau, wie bei Probanden in reguldrem
Schlaf-Wach-Rhythmus. Abbildung 9 veranschaulicht die sichtbare Rhythmik bei
schlafenden Probanden, sowie die Balkengrafik in Abbildung 10 die insgesamt deutlich

erhohten Werte der IL-10 produzierenden Monozyten bei wachen Probanden.
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Abbildung 9

Durchschnittswerte und Standardfehler von IL-10 produzierenden Monozyten wihrend reguldrem Schlaf-
Wach-Rhythmus (weif3) und bei Schlafentzug (schwarz). Grauschraffierte Fldche Schlafzeit; Die rote Linie
veranschaulicht die adaptierte Cosinuskurve fiir den vorhandenen circadianen Rhythmus in der Kondition

Schlaf.
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Abbildung 10

Balkengrafik mit Durchschnittswerten und Standardfehler fiir die Nacht und wdhrend des Tages; p < 0,05,
IL-10-positive Monozyten in Prozent.

Der unterschiedliche Effekt des Schlafes auf IL.-12 und IL-10 produzierende Monozyten
ergibt ein stark divergentes Verhiltnis der Zytokine wihrend des néchtlichen Schlafes
zueinander. Der Quotient von IL-12 zu IL-10 zeigt folglich auch einen vierfach erhohten
Wert fiir Messungen in der Nacht bei Probanden, die in der Versuchsnacht schliefen
gegeniiber jenen, die nachts wach blieben (F; 190 = 8,43; p = 0,02 fiir die Interaktion
Bedingung x Periode). Auch in diesem Fall ergeben die Cosinoranalysen lediglich fiir
Probanden in einem reguldren Schlaf-Wach-Rhythmus einen signifikanten 24-Stunden-
Rhythmus (Hochstwert 1:31 Uhr +/- 53 min; Amplitude 4,4 % +/- 1,3 %; p = 0,03). Bei
durchwachten Probanden konnte hingegen in der Cosinoranalyse kein Rhythmus mehr

nachgewiesen werden (p = 0,37). Siehe auch Abbildung 11 und 12.
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Verhaéltnis von IL-12+/IL-10+ Zellen

Abbildung 11

Durchschnittswerte und Standardfehler des Quotienten aus IL-12/IL-10 produzierenden Monozyten
wdhrend reguldrem Schlaf-Wach-Rhythmus (weif3) und bei Schlafentzug (schwarz). Grauschraffierte Fliche
Schlafzeit; Die rote Linie veranschaulicht die adaptierte Cosinuskurve fiir den vorhandenen circadianen
Rhythmus in der Kondition Schlaf.
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Abbildung 12
Balkengrafik mit Durchschnittswerten und Standardfehler fiir die Nacht und wahrend des Tages; p < 0,05.

3.3.2 Hormone und Verinderungen von IL-12 und IL-10

Die Plasmaspiegel der untersuchten Hormone Cortisol, Prolaktin, GH und Noradrenalin
zeigen bei den schlafenden Versuchspersonen die bereits bekannten typischen Muster von
gesunden Individuen, die sich in einem reguldren Schlaf-Wach-Rhythmus befinden.
Prolaktin und GH haben einen nichtlichen Anstieg, wihrend Cortisol und Noradrenalin in
der Nacht ihre Tiefstwerte erreichen. Verglichen mit den Werten in der
Schlafentzugsbedingung, ergeben sich wihrend der Nachtzeit (fiir GH, Prolaktin und

Noradrenalin) und zum Teil auch am Tage (fiir Prolaktin) Unterschiede:
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So zeigen die Werte fiir GH bei Probanden in der Schlafentzugsbedingung (schwarz)
auffillig niedrigere Werte als wihrend des Schlafes (weifl) und der deutliche Gipfel der
GH-Werte in den ersten Nachtstunden ist nahezu vollstindig verschwunden (ANOVA F;,

10=18,9; p =0,02 fiir die Interaktion Bedingung x Periode).

12 1
10

GH [ng/ml]

Abbildung 13: GH-Spiegel

Ebenfalls deutlich hohere Werte zeigen sich auch fiir Prolaktin wihrend der gesamten
Nachtphase bei Probanden in der Schlafbedingung (wei3). (F;, 10 = 27,2; p = 0,02 fiir die
Interaktion Bedingung x Periode), die sich mit Beginn des Tages anzundhern beginnen,
um dann im Tagesverlauf signifikant unter die Prolaktinspiegel in der Bedingung

Schlafentzug (schwarz) zu sinken (p < 0,05 Bedingung x Periode), sieche Abbildung 14.
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Abbildung 14: Prolaktinspiegel

Im Gegensatz dazu finden sich bei Noradrenalin geringere Spiegel bei Vergleich Schlaf
versus Schlafentzug (F; 10 = 5,4; p = 0,04). Die niedrigeren Noradrenalinlevel in der

Nachtzeit bei schlafenden Versuchsteilnehmern (weifl) steigen im Tagesverlauf auf
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vergleichbare Werte an. Zudem zeigen sich im Vergleich der Nacht mit den
Tagesmittelwerten hohere Werte wihrend des Tagesverlaufs gegeniiber der Nacht fiir

beide Konditionen, siehe Abbildung 15.
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Abbildung 15:Noradrenalinspiegel

Die Unterschiede in den Cortisolspiegeln dagegen sind nicht signifikant und zeigen in
beiden Bedingungen bekannte 24-Stunden-Schwankungen. Insgesamt waren die
Cortisollevel, wie es zu erwarten war, in den Nachtstunden geringer als am Tage (p <
0,001; fiir den 24-Stunden-Rhythmus nachgewiesen mit Hilfe der Cosinoranalyse, siehe

Abbildung 16.

Cortisol [ng/dl]
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Abbildung 16: Cortisolspiegel

Dass zwischen Schlaf und der Produktion von IL-12- und IL-10-positiven Monozyten ein
eindeutiger Zusammenhang besteht, haben die oben angefiihrten Ergebnisse eindrucksvoll

nachgewiesen. Um herauszufinden, inwieweit dieser Zusammenhang mit den
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Veridnderungen der Hormonproduktion wihrend des Schlafes korreliert ist, wurden
weitere Berechnungen durchgefiihrt. Dabei wurden bei beiden Bedingungen die
Hormonspiegel zu den Messzeitpunkten mit den entsprechenden Prozentzahlen der
jeweiligen Monozyten in Beziehung gesetzt.

Die Berechnungen ergeben eine positive Korrelation von IL-12 produzierenden
Monozyten mit den Prolaktinspiegeln. Fiir die Cortisollevel zeigt sich ein negativer
Zusammenhang fiir IL-12-positive Monozyten. Wenn man bei den Cortisolwerten eine
Zeitspanne von 3 Stunden zugrunde legt, die Cortisol bendtigt, um seine Wirkung iiber
Rezeptoren im Zytosol auf die Monozyten entfalten zu konnen, erhoht sich die positive
Korrelation auf r = 0,38 (p < 0,01). Auch konnten die Korrelationsanalysen zudem eine
signifikante negative Korrelation zwischen IL-12 und IL-10 produzierenden Monozyten
nachweisen (r = - 0,47; p < 0,001).

Die Werte von IL-10 produzierenden Monozyten korrelierten positiv mit den Spiegeln
von Noradrenalin. Fiir die Verhiltnisse der gemessenen Hormone mit den beiden Typen

von Monozyten siehe auch Tabelle 7.

IL-12 positive Monozyten IL-10 positive Monozyten
GH +0,16 -0,12
Prolaktin +0,19 -0,12
Noradrenalin -0,16 +0,23
Cortisol -0,25, +0,08
Cortisol -3h -0,38 ; +0,1
IL-12 positive Monozyten -0,47 5

Tabelle 7. Korrelationsanalysen

Koeffizienten der Produkt-Moment-Korrelation zwischen den Hormonspiegeln und dem Prozentsatz der IL-
12- und IL-10-positiven Monozyten zu den untersuchten Messzeitpunkten, sowie zwischen den IL-12 und IL-
10 produzierenden Monozyten untereinander. Untersuchte Werte fiir die Kondition eines normalen Schlaf-
Wach-Rhythmus. Fiir Cortisol wurden zusdtzlich Berechnungen fiir eine angenommene Wirklatenz von 3

Stunden vorgenommen. ; = p < 0,05; ; =p <0,0l; 3=p < 0,001
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4 Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse unterstreichen einen regulatorischen Einfluss des Schlafes
auf das Immunsystem. Diese Studie zeigt, dass Schlaf, im Vergleich zu Schlafentzug, den
Anteil IL-12-positiver Monozyten deutlich ansteigen lésst, so dass ein ausgeprigter Gipfel
in den Nachtstunden resultiert. Der Anteil der IL-10-positiven Monozyten dagegen sinkt
wihrend des Schlafes signifikant. Diese Verdnderungen der beiden Zellpopulationen
folgen bei Probanden im reguldaren Schlaf-Wach-Rhythmus deutlich nachvollziehbaren
Kurven und lassen eine schlafabhingige Synchronisation der Zytokinaktivitit erkennen.
Wihrend eines Schlafentzugs sind nicht nur keine erkennbaren Rhythmen der
Zytokinaktivitdt mehr nachweisbar, auch der Anteil der IL-12 und IL-10 produzierenden
Monozyten unterliegt starken Verdnderungen. Die Ergebnisse unterstiitzen die These, dass
das Immunsystem wihrend des nichtlichen Schlafes eine Dominanz proinflammatorischer
Zytokine in der Nacht herstellt. Die Konzentrationen der von uns untersuchten
immunoaktiven Hormone folgen wihrend des Schlafes den allseits bekannten Mustern,
insbesondere die bereits in anderen Studien detektierten schlafabhingigen Erhohungen
von GH und Prolaktin. Dariiber hinaus konnten auch deutliche Parallelititen
nachgewiesen werden zwischen den Konzentrationskurven von IL-12-positiven
Monozyten, GH und Prolaktin einerseits und IL-10 produzierenden Monozyten, Cortisol
und Noradrenalin andererseits. Dies erhirtet den Verdacht, dass wihrend des nichtlichen
Schlafes auch das Endokrinium und das vegetative Nervensystem durch Anpassung der
Hormonlevel eine Verstirkung der Immunantwort in der Nacht herbeifiihrt. In der
Diskussion mochte ich deutlich machen in wieweit diese messbaren Verdnderungen
vermutlich einem grundsétzlichem Prinzip folgen, in dem der Korper, durch nichtlichen
Schlaf ein funktionierendes und effizientes Immunsystem unterstiitzt. Mit Hilfe der
aktuellen Datenlage soll diskutiert werden, ob der néchtliche Schlaf durch Verdnderungen
der Zytokinbalance und entscheidender immunoaktiver Hormone seine Wirkungen auf das

Immunsystem entfaltet.

4.1 Interleukin-12 und Interleukin-10

Diese Arbeit zeigt deutlich, dass es wihrend des nichtlichen Schlafes zu
charakteristischen Verdnderungen der Zytokine kommt. Zum einen konnte fiir IL.-12 und

IL-10 nachgewiesen werden, dass es wihrend des Schlafes zu einer Dominanz
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proinflammatorischer Zytokine kommt. Zum anderen prisentierte sich wihrend des
reguldren Schlaf-Wach-Rhythmus eine sichtbare Rhythmik der Zytokinaktivitdt. Diese
Ergebnisse stimmen iiberein mit vorangegangen Ergebnissen zu Untersuchungen von
Zytokinen wihrend eines reguldaren Schlaf-Wach-Rhythmus. So konnte die Gruppe um
Petrovsky fiir IL-12 Aktivitétsgipfel in der Nacht und in den friihen Morgenstunden bei
schlafenden Probanden finden (Petrovsky et al. 1998b). In diesen Untersuchungen zeigten
sich vergleichbare Ergebnisse fiir andere proinflammatorische Zytokine: IFN-y, ein
proinflammatorisches Zytokin, das die Fihigkeit besitzt die Produktion von IL-12 zu
stimulieren und umgekehrt selbst durch dessen Anwesenheit verstirkt wird, zeigte
beispielsweise synchrone Verlaufskurven wie IL-12. Ubereinstimmende Ergebnisse zu
den Rhythmen der Aktivitdat von IFN-y wurden von dieser Gruppe bereits im Jahre 1997
berichtet (Petrovsky et al. 1997). Korrespondierende Ergebnisse iiber die
proinflammatorischen Zytokine IL-1 (Gudewill et al. 1992), IL-6 (Gudewill et al. 1992,
Sothern et al. 1995a und1995b), TNF-a (Gudewill et al. 1992, Zabel et al. 1993) und den
IL-2-Rezeptor (Jones et al. 1994) bekriftigen die These, dass es wihrend des ndchtlichen
Schlafes zu einer Verstiarkung der proinflammatorischen Zytokinantwort kommt. Tabelle
8 zeigt eine Auswahl wichtiger Arbeiten iiber die tageszeitlichen Verdnderungen von
wichtigen Zytokinen. Die Gruppe um Petrovsky untersuchte in der Vergangenheit auch
die Veridnderungen der Balance von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen und kam
zu vergleichbaren Ergebnissen. Bei Probanden, die einen reguldren Schlaf-Wach-
Rhythmus eingehalten hatten, wurden die tageszeitlichen Verdnderungen des
proinflammatorischen Typl-Zytokins IFN-y und des antiinflammatorischen Typ2-
Zytokins IL-10 ausgewertet. Es zeigte sich ebenfalls eine néchtliche Verstirkung des
Typ1-Anteils mit einem Gipfel des IFN-y/ IL-10- Quotienten um 04:00 Uhr (Petrovsky et
al. 1998a). Obgleich sich in dieser Studie ein divergentes Maximum der IL-10-Aktivitit
um 21:00 Uhr zeigt, unterstiitzt auch diese Untersuchung die Annahme, dass es wihrend
des nichtlichen Schlafes zu einer gezielten Verstirkung der Aktivitit

proinflammatorischer Zytokine kommt.
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Zytokin Maximun Methode Zelle Autoren
IL-12  nachts Durchflusszytometrie APC Dimitrov et al. 2%
nachts Vollblutstimulation Petrovsky et al. 19982+
keine Rhythmik Serummessungen Lissoni et al. '%%8
IFN-y  23:00 Uhr Durchflusszytometrie T-Zellen Dimitov et al. 2°%*
23:00 Uhr Serummessungen Lange et al. 2°%
= nachts Vollblutstimulation Petrovsky et al. 19982+
§ 23:00 Uhr Vollblutstimulation Petrovsky and Harrisson '°%’
[e]
E TNF-a  23:00 Uhr Durchflusszytometrie Monozyten Irwin et al. 2%
g 23:00 Uhr Durchflusszytometrie T-Zellen Dimitov et al. 2%
% 21:00 Uhr Vollblutstimulation Petrovsky et al. '99%2+°
a nur nachts messbar  Serum Gudewill et al. %%
4:00 Uhr Vollblutstimulation Zabel et al. '%%
12:00 Uhr Serum Zabel et al. %%
IL-2 nachts messbar Serummessungen Lange et al. 2°%
2:00 Uhr PBMC Born et al. '%%’
0:00 Uhr PBMC Palm et al. '9%
IL-10  22:00 Uhr Vollblutstimulation Petrovsky and Harrisson %%
'FU), 21:00 Uhr Vollblutstimulation Petrovsky et al. 9%
S keine Rhythmik Serum Lissoni et al. "%
g 7:30 + 19:30 Uhr Serum Young et al. '9%°
% IL-4 21:00 Uhr Durchflusszytometrie T-Zellen Dimitov et al. 2%
c
®

Tabelle 8.: Studienlage zu pro- und antiinflammatorischen Zytokinen

Diese beschriebenen circadianen Aktivititsschwankungen der Zytokine zeigten sich
jedoch in unserer Studie nur bei den Probanden in der Bedingung Schlaf. Blieben die

Probanden in der Nacht wach, unterlag die Zytokinaktivitit weitreichenden

Veridnderungen: Die IL-12-positiven Monozyten reduzierten sich auf durchschnittlich
nahezu 40% und die IL-10-positiven Monozyten stiegen auf durchschnittlich 170% an,
verglichen mit den Werten der schlafenden Probanden. Von besonderem Interesse ist in
diesem Zusammenhang eine Studie von Dimitrov et al. Hierbei wurden Vorliduferzellen
der Dendritischen Zellen untersucht, die sich in der Blutbahn befinden und noch nicht
ortsstindig im Gewebe verbleiben. In dieser Studie konnte ebenfalls deutlich
nachgewiesen werden, dass die Sekretion von IL-12 signifikant hoher war, wenn die
Probanden nachts schlafen konnten. Diese Studie bekriftigt zudem unseren
Versuchsaufbau, in dem wir voraussetzten, dass die von uns untersuchten Monozyten
Vorginge widerspiegeln konnen, wie sie auch bei den Dendritischen Zellen zu beobachten
sind. Die Schlafstudien unterstiitzen die These einer

Ergebnisse  weitere

proinflammatorischen Veridnderung des Zytokinmilieus in der Nacht: Die Gruppe um
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Born untersuchte in einer Schlafstudie, mit einem dem unseren vergleichbaren
Versuchsautbau, die Zytokinschwankungen von Probanden wihrend des Schlafes im
Vergleich zu Schlafentzug. Es zeigte sich eine schlafabhingige Steigerung der Produktion
des proinflammatorischen IL-2 durch T-Zellen (Born et al. 1997). Ebenfalls vereinbar mit
dieser These sind die Ergebnisse von Dimitrov et al., die anhand der Untersuchung der
Zytokinproduktion von T-Zellen eine Verstirkung der Typl-Zytokinantwort wihrend des
nichtlichen Schlafes nachweisen konnten. Bei ihren Versuchen zeigte sich eine
schlafabhéngige signifikante Steigerung der Produktion des Typl-Zytokins IFN-y im
Verhiltnis zum Typ2-Zytokin IL-4 wihrend des frithen nichtlichen Schlafes (Dimitrov et
al. 2004b). In einem weiteren Versuch der Gruppe um Dimitrov konnten durch
Schlafentzug zwar keine Effekte auf die Produktion des Typl-Zytokins IL-6
nachgewiesen werden, jedoch eine deutliche Zunahme der Aktivitit eines Ko-Rezeptors,

den IL-6 benotigt, um Wirkungen entfalten zu konnen (Dimitrov et al. 2007).

Zu den tageszeitlichen Verdnderungen von Zytokinen liegen einige Studien vor, manche
von Thnen zeigen auch abweichende Ergebnisse, beispielsweise eine Studie von Lissoni et
al.,, in der sich keine Rhythmik der IL-10-Aktivitit nachweisen lies (Lissoni et al. 1998).
Die Tatsache, dass in anderen Studien unterschiedliche und teilweise widerspriichliche
Ergebnisse beschrieben wurden oder sogar gar keine Rhythmen nachweisbar waren,
wihrend sich bei uns eine klare und signifikante Rhythmik zeigt, ldsst sich durch die
verbesserten Messmoglichkeiten mit Hilfe der Durchflusszytometrie durch unsere
Arbeitsgruppe erkldren: Da Zytokine zumeist eine parakrine oder sogar autokrine
Wirkungsweise besitzen, besteht das Problem, dass die Konzentrationen unterhalb der
Nachweisgrenze iiblicher Methoden liegt. Messungen der Zytokinserumkonzentrationen
haben daher deutliche methodische Probleme, was eine mogliche Erkldrung fiir eine
fehlende nachweisbare Rhythmik in anderen Versuchen darstellt. Die in der
Vergangenheit darauthin eingefiihrten Methoden der Stimulation von Vollblut oder der
Stimulation von peripheren mononukledren Zellen — also Lymphozyten und Monozyten —
beinhalten ebenfalls systematische Probleme. Um ausreichende Zytokinkonzentrationen
zu erhalten, die vermittels iiblicher Nachweismethoden feststellbar sind, werden die
Immunzellen im Blut mit Hilfe von Stimulantien angeregt Zytokine zu produzieren. Diese
wiederum konnen nach einer Zentrifugation im Uberstand gemessen werden. Auf diese
Weise kann jedoch keine Aussage iiber die genuine Funktion der Ursprungszelle gemacht

werden. Es ist lediglich die Gesamtheit des jeweiligen Zytokins messbar, welches von
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allen, sich in der Probe befindlichen Zellen, produziert worden sein kann. Zudem sind fiir
diese Methodik hédufig sehr starke und sehr lange Stimuli notwendig, um messbare
Ergebnisse zu erhalten. Die Vergleichbarkeit von Ergebnissen nach Stimulation von
Vollblut oder von peripheren mononukledren Zellen (PBMC) beinhaltet zudem das
Problem, dass bei PBMC-Stimulationen verdnderte Zellzusammensetzungen zu finden
sind — beispielsweise konnte nachgewiesen werden, dass bei Isolierungen von peripheren
mononukledren Zellen im Vergleich zu Vollblutproben die Zahl der Monozyten auf ein
Zehntel reduziert ist (De et al. 1992). Diese Zellen spielen jedoch insbesondere fiir die von
uns untersuchten IL-12 und IL-10 eine bedeutende Rolle. Zuletzt ist die quantitative
Messung von Zytokinen insgesamt innerhalb dieser beiden Methoden starken
Unterschieden unterworfen (De et al. 1992).

Dagegen wurde innerhalb unseres Versuchsaufbaus eine Messung auf Zellebene mit Hilfe
der Durchflusszytometrie unternommen. So konnten die Verdnderungen einzelner
Zellpopulationen wie der Monozyten im Verlauf der Zeit untersucht werden, sowie deren
Zytokinsekretionen nach Stimulation zum jeweiligen Messzeitpunkt. Ein weiterer Vorteil
der Messung auf zelluldrer Ebene besteht darin, spezifischere und physiologische Stimuli
verwenden zu konnen. In unserem Versuch wurde LPS verwendet, welches ein
spezifischer Stimulus fiir Monozyten unter physiologischen Bedingungen ist. Im Falle des
IL-12 konnten zudem sehr geringe Stimulationszeiten angewendet werden (Inkubation mit
Stimulus LPS bei IL-12: 6 Stunden). Der entscheidende Vorteil der Durchflusszytometrie
besteht neben dem bereits angefiihrtem zudem darin, dass im Anschluss an eine
Stimulation so die spezifische Aktivitit einer Zellpopulation herausgefiltert werden kann
und nicht lediglich Messungen der insgesamt nach Stimulation produzierten Zytokine
vorgenommen werden miissen. Schlielich konnen bei Messungen mit Hilfe der
Durchflusszytometrie ebenfalls Vollblutproben verwendet werden. Vollblutproben stellen
am ehesten einen Zustand in vivo dar, da in Thnen der physiologische Einfluss von
Hormonen und die Moglichkeit der Kommunikation von Zellen untereinander bestehen.
Ein weiterer Punkt ist, dass bei manchen Ergebnissen vorangegangener Studien zuweilen
sehr grofle Intervalle zwischen den Blutentnahmezeitpunkten gewihlt worden sind und
daher eine Evaluation circadianer oder tageszeitlicher Rhythmen kaum mdglich ist.

Neben den erwihnten Unterschieden in labor- und versuchstechnischer Methodik wurden
in den meisten Versuchen T-Zellen anstelle von Monozyten als entsprechende
Ursprungszellen der Zytokine untersucht (Dimitrov et al. 2004a und 2004b). Neuere

Untersuchungen zeigen jedoch, dass insbesondere die erste Interaktion von Antigen-
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prasentierenden Zellen und jungen T-Zellen (also T-Zellen ohne vorherigen Kontakt zu
Antigenen) den entscheidenden Mechanismus darstellen, ob die Immunantwort des
Korpers in erster Linie von Typl- oder Typ2-Zytokinen dominiert wird (Kalinski et al.
1999a). Wie im obigen Teil bereits ausgefiihrt, ist gerade die Fahigkeit des Immunsystems
auf verschiedene Pathogene unterschiedlich reagieren zu konnen eine entscheidende
Ursache der ausgeprigten Effizienz des Immunsystems. Einerseits ist je nach
eingedrungenem Pathogen entweder eine aggressive Typl-Zytokin dominierte zellulédre
Immunantwort oder eine Typ2-Zytokin vermittelte humorale Immunantwort der
wirkungsvollere ~Abwehrmechanismus des Korpers (beispielsweise scheint bei
Wurmerkrankungen eine Typ2-Zytokindominanz wirkungsvoller zu sein). Andererseits ist
die bereits angesprochene gegenseitige Synchronisation der beiden Gegenspieler von
entscheidender Bedeutung. Die Schnittstelle nehmen hier nach aktueller Studienlage die
Antigen-prisentierenden Zellen ein. Dabei scheint von herausgestellter Bedeutung zu sein,
ob die noch ungereiften T-Zellen auf ein Typl- oder Typ2-Zytokin-dominiertes
Zytokinmilieu treffen. Zudem legen diverse Studien nahe, dass insbesondere IL-12 in
diesem Zusammenhang eine entscheidende Rolle iibernimmt (Elenkov et al. 2005,
Kalinski et al. 1998a, Kalinski et al. 1999b, Janeway 2007). In diesem Wechselspiel der
Zytokine, das zur entsprechenden Reifung der T-Zellen fiihrt, spielt auch IL-10 eine
herausgehobene Bedeutung. Neben der allgemein antagonistischen Wirkung auf IL-12
kann es speziell die Sekretion von IL-12 durch Antigen-prisentierende Zellen senken,
sowie die Aktivitdt und eigene weitere Reifung dieser Zellen beeinflussen (Buelens et al.
1997, De et al. 1997, Kalinski et al. 1998b).

Da Monozyten nicht nur bedeutende Produzenten dieser Zytokine sind, sondern auch
unter bestimmten Voraussetzungen Vorldufer Antigen-prasentierender Zellen darstellen,
bietet ihre Untersuchung vermutlich einen weitaus gezielteren Blick auf die
zugrundeliegenden Mechanismen der Verdnderung von Zytokinbalancen und
Modifikationen einer Immunantwort innerhalb des Immunsystems. In diesem Sinne
erscheint eine direkte Untersuchung der Dendritischen Zellen, den wichtigsten Vertretern
der Antigen-priasentierenden Zellen, sicherlich als der gradlinigste Weg. Aufgrund der
Tatsache, dass Dendritische Zellen jedoch in erster Linie ortsstindig in den Geweben des
Korpers zu finden sind und nicht frei im Blut zirkulieren, hat sich unsere Arbeitsgruppe zu
Nutze gemacht, dass Monozyten - die im Blut sehr gut nachweisbar sind - als verwandte
Zellen ein gutes Modell fiir die Mechanismen auch bei ortsstindigen Zellen abgeben.

Insbesondere eine Studie der Gruppe um Dimitrov unterstiitzt hierbei diese These, da fiir
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die geringen Konzentrationen im Blut zirkulierender Dendritischer Zellen vergleichbare
Ergebnisse wie fiir die Monozyten aufzeigbar waren: Die im Blut nachweisbaren
Dendritische Zellen zeigten ebenso einen schlafabhéngigen néchtlichen Anstieg der IL-
12-Produktion, wie es in unserem Versuch fiir die Monozyten nachgewiesen werden
konnte (Dimitrov et al. 2007). Studienergebnisse konnten im Tierversuch zudem
nachweisen, dass bei einer Aktivierung des Immunsystems die messbaren Veridnderungen
innerhalb des Blutes vergleichbar sind mit anderen Geweben (Bonacho et al. 2001).

Die bemerkenswerte und neue Erkenntnis dieser Studie ist der klare Nachweis, dass es
unter normalem Schlaf-Wach-Verhalten zu einer sichtbaren und nachvollziehbaren
Rhythmik der Zytokinaktivitit kommt und dass diese abhingig von einem regulidren
nichtlichen Schlafverhalten ist, da bei Probanden bereits bei einer durchwachten Nacht
jedwede Rhythmik ausbleibt. Zudem konnte in dieser Studie nachgewiesen werden, dass
es durch nichtlichen Schlaf zu einer deutlichen Verschiebung des Typl/Typ2-
Zytokinverhéltnisses hin zu einer Typl-Dominanz kommt.

Inwieweit diese unter experimentellen Bedingungen bei gesunden Probanden gewonnenen
Ergebnisse auch auf die Situation eines Patienten iibertragbar sind und in welcher Form
die willkiirliche experimentelle Stimulation von Zellen mittels LPS auch eine
immunologische Situation des Korpers widerspiegelt ist per se nicht sicher zu kliren.
Immunologischen Untersuchungen an Menschen zur Kldarung von Mechanismen innerhalb
des menschlichen Korpers sind folgerichtig Grenzen gesetzt. Diverse wichtige klinische
Studien iiber immunologische Verdnderungen beim Menschen in Zusammenhang mit
einem gestorten Schlafverhalten, lassen sich jedoch mit unseren Ergebnissen in Einklang
bringen und deuten damit an, dass unsere experimentellen Werte auch immunologische
Zustande reflektieren. So zeigten Sakami et al. in einer groBen klinischen Studie
vergleichbare Zytokinverdnderungen bei Patienten, die an Schlafstorungen litten: In einer
Gruppe von rund 600 Minnern fanden sich bei Patienten, die eine primire Insomnie,
Durchschlafstorungen oder Einschlafstérungen hatten, signifikante Reduzierungen des
proinflammatorischen Zytokins IFN-y und eine signifikante Reduktion im Verhéltnis zum
antiinflammatorischen Zytokin IL-4 (Sakami et al. 2003). Hieran ist ersichtlich, dass ein
gestorter Schlaf, mit einer ausbleibenden Typl-Zytokindominanz in der Nacht korreliert.
Vergleichbare Zusammenhinge konnten Untersuchungen an Alkoholismus erkrankten
Patienten aufzeigen. FEine gestorte Schlafarchitektur mit einer Verringerung des
Gesamtschlafs, hiufigem Aufwachen, einer Verringerung des erholsamen Tiefschlafs und

einer Verstirkung des REM-Schlafes sind bei Alkoholikern bekannt (Gillin et al. 1990b,
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Gillin et al. 1990a, Irwin et al. 2000). Die immunologischen Untersuchungen der Gruppe
um Redwine konnten zeigen, dass bei Alkoholikern auch eine deutliche Verstirkung der
Typ2-Zytokine in der Nacht nachweisbar ist — das Verhiltnis von IFN-y zu IL-10 und von
IL-6 zu IL-10 ist bei ihnen im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich reduziert (Redwine
et al. 2003). In Anbetracht der These, dass eine starke Typl-Zytokinreaktion in der Nacht
fiir ein effizientes Immunsystem von elementarer Bedeutung ist, wire hier auch eine
mogliche Erkldarung fiir bekannte klinische Begleiterscheinungen bei Alkoholikern zu
finden, wie eine erhohte Infektanfilligkeit (Cook 1998), eine erhohte Inzidenz und
verstirkte Erkrankung an Tuberkulose (Buskin et al. 1994) und Hepatitis C (Balasekaran
et al. 1999), sowie vermutlich auch beim Fortschreiten der immunsuppressiven
Veridnderungen bei HIV-infizierten Patienten (Crum et al. 1996).

Eine klinische Studie an gesunden weiblichen Probanden zeigte, dass Frauen mit einer
Nacht Schlafentzug signifikante dermatologische Verdnderungen im Sinne einer
reduzierten Hautabwehr zeigen (Altemus et al. 2001). Ein weiteres Beispiel fiir klinische
Auswirkungen einer unphysiologischen Veridnderung des nichtlichen Zytokinmusters
durch gestorten ndchtlichen Schlaf konnte von der Gruppe um Kimata gezeigt werden.
Patienten mit einer allergischen Rhinitis und einer bekannten Allergie gegen japanische
Zederbliiten wurden nach einer durchwachten Nacht diesem Allergen ausgesetzt.
Schlafdefiziente Patienten hatten in dieser Untersuchung bedeutend stirkere urtikarielle
Reaktionen als die vergleichbare Kontrollgruppe (Kimata et al. 2002). Diese Symptome
gingen einher mit einer signifikanten Erhohung der Serumlevel von IgE-Antikorpern.
Unter Beriicksichtigung, dass diese Antikorper verstidrkt iiber Ty2-Zellen vermittelt und
damit iiber den Typ2-Zytokinweg induziert werden, ist damit ein weiteres Beispiel
gegeben, wie Schlafentzug eine nidchtliche Typl-Dominanz blockiert und somit zu
klinischen Auswirkungen fiihrt.

SchlieBlich seien an dieser Stelle auch die Schlafstudien erwéhnt, die mit Hilfe von
Impfungen versucht haben, eine gezielte subklinische Infektion beim Menschen
auszulosen, um im Anschluss schlafabhingige Unterschiede der Immunantworten
beobachten zu konnen. So zeigte die Gruppe um Lange, dass es bei Probanden mit einem
regelmiBigem Schlaf-Wach-Rhythmus zu einer deutlich stirkeren Immunantwort auf eine
Hepatitis A-Impfung kam, als bei Probanden, denen nach der Impfung versuchsweise
Schlaf entzogen wurde (Lange et al. 2003). Probanden mit reguldarem Schlaf hatten auch
vier Wochen nach Impfung doppelt so hohe Titer von Hepatitisantikorpern gegeniiber den

durchwachten Testpersonen. Zu vergleichbaren Ergebnissen kam auch eine Studie, in der
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sich Probanden einer Influenzaimpfung unterzogen. Eine Gruppe dieser Probanden wurde
anschliefend einem Schlafentzug ausgesetzt und einer Kontrollgruppe gegeniibergestellt,
die einen regelméBigen Schlaf-Wach-Rhythmus einhielt (Spiegel et al. 2002). In Studien
konnte gezeigt werden, dass die Bildung der entsprechenden Antikorper durch Typl-
Zytokine vermittelt wird (Powers 1994, Wang et al. 2004). Damit wéren die in unserer
Studie zu beobachten Verdnderungen der Zytokinverhiltnisse bei Schlafentzug eine

Erkldarung fiir die verringerte Immunantwort der geimpften Probanden.

Wihrend in dieser Studie deutlich gezeigt werden konnte, dass Monozyten nur wihrend
des Schlafes eine Dominanz von IL-12 in der Nacht herstellen konnen, stellt sich im
weiteren die Frage, ob diese Tatsache auch gleichbedeutend mit einem
,proinflammatorischem Zustand* ist. Auch wenn ein solcher Beweis bisher noch nicht
erbracht werden konnte, lidsst die aktuelle Studienlage diese Vermutung doch aus
folgenden Griinden als sehr wahrscheinlich erscheinen: Zum einen besitzt IL-12 eine
besondere Bedeutung in der frithen Regulation von jungen T-Zellen zu Tyl-Zellen und
stellt somit vermutlich den wichtigsten Protagonisten in der Verschiebung zu einer Tyl-
dominierten Antwort dar (Hsieh et al. 1993, Manetti et al. 1993). Neben weiteren
allgemeinen Mechanismen, wie die Anregung natiirlicher Killerzellen, ist zum anderen die
Verstiarkung weiterer proinflammatorischer Zytokine (wie IFN-y) eine der wichtigen
Aufgaben des IL-12 (Trinchieri 2003). IFN-y ist ebenfalls eines der zentralen
proinflammatorischen Zytokine. Die Tatsache einer gegenseitigen Aktivitdtsverstirkung
unterstreicht die anzunehmende Potenz von IL-12 einen ,,proinflammatorischen Zustand‘
herstellen zu konnen. In der Literatur hat aufgrund dieser Tatsachen zunehmend IL-12 die
Rolle als bedeutendster Repridsentant proinflammatorischer Zytokine eingenommen
(Lucey et al. 1996). Aus Tierversuchen ist bekannt, dass eine unkontrollierte und
ungehemmte IL-12-Aktivitdt zu letal verlaufenden systemischen Entziindungsprozessen
fiihren kann (Gazzinelli et al. 1996). Es wird angenommen, dass die Unterdriickung
ungehemmter proinflammatorischer Aktivitit mit schiddigenden Wirkungen fiir den
Organismus, in erster Linie von IL-10 als Représentant antiinflammatorischer Zytokine
tibernommen wird (Trinchieri 2003). Die Ergebnisse unserer Studie unterstiitzen diese
These. Die Verlaufskurven dieser beiden Zytokine zeigen signifikante negative
Korrelationen. Dies spricht neben dem bekannten funktionellem Antagonismus fiir eine

direkte Mitwirkung der Zytokine auf die Aktivitit des Gegenspielers und wire ein
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Erkldrungsmodell fiir die sichtbaren inversen Aktivitdtsprofile bei regulirem Schlaf-

Wach-Rhythmus.

In der Zusammenschau der Befunde ergibt sich das Bild einer gezielten nichtlichen
Veridnderung des Zytokinmilieus, mit dem Ziel, in der Nacht eine starke und aggressive
zelluldre Immunantwort zu forcieren. Die anhaltende Belastung des Korpers wihrend des
Tages durch Stress und die Aufnahme von Reizen, konnten eine addquate Verarbeitung
dieser Stimuli verhindern, so dass die ausreichende Verarbeitung und Gedéchtnisbildung
wihrend des Schlafes vorgenommen werden miisste. Wie einleitend angedeutet, hat sich
im letzten Jahrzehnt zunehmend die These durchgesetzt, dass Schlaf nicht ausschlieBlich
zur Gedichtnisbildung auf psychologischer und kognitiver Ebene dient (Born et al. 2001,
Born et al. 2004, Fischer et al. 2002, Gais et al. 2000, Wagner et al. 2001, Wagner et al.
2004a). Auch die Synchronisation metabolischer Prozesse im Sinne einer Einstellung auf
Normwerte wird aller Wahrscheinlichkeit nach durch einen reguldren néchtlichen Schlaf
erreicht (Spiegel et al. 1999). Als =zentraler Faktor ist das Ausbilden einer
Gedichtnisfunktion auch fiir das Immunsystem von elementarer Bedeutung. Fiir Zellen
des spezifischen erworbenen Immunsystems, wie den T- und B-Lymphozyten, ist bekannt,
dass sie ein Gedichtnis entwickeln konnen (memory cells) — diese Erfahrung machen wir,
wenn wir uns mit einem Erreger infizieren, der bereits zuvor eine Infektion ausgelost
hatte. In diesem Falle vervielfiltigen sich die Zellen, die ein ,,Geddchtnis* fiir diesen
Erreger haben und konnen ihn so weitaus effizienter und rascher unschidlich machen.
Dieses Prinzip macht man sich bei einer Impfung zu Nutze. Vermutlich gibt es innerhalb
des Immunsystems noch weitaus mehr Prozesse und Bestandteile, fiir die eine
Gedichtnisbildung von Bedeutung ist. Insbesondere die Antigen-préasentierenden Zellen
spielen aufgrund ihrer Aufgabe der Prozessierung und anschlieBenden Prisentation von
eingedrungenen Pathogenen eine spezielle Rolle bei der ,Reizverarbeitung®. Denkbar
wire, dass wihrend des Schlafes gezielt ein Milieu geschaffen wird, um die
Voraussetzungen einer Gedédchtnisbildung zu unterstiitzen: Die aufféllige neuroendokrine
Konstellation von erhohten Konzentrationen immunstimulierender Hormone und
erniedrigtem Level immunsuppressiver Substanzen wie Cortisol und Noradrenalin, bietet
den Zellen des Immunsystems die Moglichkeiten einer maximalen Aktivitdtssteigerung.
Da fiir das Erzielen einer hinreichenden Wirkung bei der Verarbeitung von Antigenen ein
ortliches und rdumliches Zusammentreffen der Zellen vonnoten ist (Ottaway et al. 1992),

fiihrt vermutlich gerade jene Konstellation bei der Interaktion von Lymphozyten und
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Antigen-priasentierenden Zellen zu einer maximalen Aktivitdit und entsprechend zu
Proliferation, Differenzierung und Gedichtnisbildung (Lange et al. 2010). Da wihrend des
Schlafes die Menge in den Korper eindringender Pathogene deutlich reduziert ist, konnen
die Lymphozyten vermehrt die Blutbahn verlassen und in den lymphatischen Organen mit
den Antigen-prédsentierenden Zellen interagieren, was fiir die Prozessierung der ,,Reize*
ebenfalls von Vorteil wire. Aus klinischen Erfahrungen und aus Tierversuchen ist
bekannt, dass die Unfédhigkeit des Korpers eine wirkungsvolle Typl-Reaktion zu
initiieren, mit schwerwiegenden Infektionen einhergeht, die im weiteren Verlauf letal

enden kénnen (Janeway 2007).

Diese Studie zeigt, dass eine physiologische 24-Stunden-Rhythmik bei Monozyten
existiert und dass diese durch nichtlichen Schlaf hervorgerufen wird. Da diese klaren
Muster der Zytokinaktivitit in einem regulirem Schlaf-Wach-Rhythmus deutlich
nachweisbar sind, wihrend sie bereits wihrend einer durchwachten Nacht komplett
aufgelost sind, ist fiir die Monozyten bestitigt, dass diese Rhythmik nicht durch einen
circadianen Schrittmacher hervorgerufen wird, sondern durch nichtlichen Schlaf. Auch
wenn nach aktueller Datenlage die Abhingigkeiten der Produktion von IL-12 und IL-10
von Schlaf und Schlafentzug noch nicht vollstindig erforscht sind, so lassen doch die
oben erwihnten Studien iiber vergleichbare Zytokine, sowie klinische und
immunologische Verdnderungen folgende Hypothese als sehr wahrscheinlich erscheinen:
Regulédrer nichtlicher Schlaf ist vermutlich der Grundstein und Schrittmacher einer
nichtlichen Typl-Zytokindominanz, welche wiederum fiir eine effektive Immunantwort

und ein funktionierendes Immunsystem unabdingbar ist.

4.2 Hormone

Die beschriebenen Veridnderungen der Zytokine innerhalb des néchtlichen Schlafes, aber
auch wihrend einer durchwachten Nacht unterliegen vielen Einflussfaktoren. Wie
eingangs erwihnt, besitzen das endokrine System und das vegetative Nervensystem
vielfiltige Mechanismen, um auf Parameter des Immunsystems einzuwirken, genauso wie
das Immunsystem umgekehrt auf diese Systeme einwirken kann. Um weiter zu eruieren,
inwieweit neuroendokrine  Mechanismen diesen sichtbaren schlafabhingigen

Zytokinverdnderungen hin zu einer nichtlichen Typl-Dominanz wihrend des Schlafes zu
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Grunde liegen, untersuchten wir Hormone, fiir die eine Wirkung auf das Typl/Typ2-
Zytokinverhiltnis beschrieben ist.

Die Verlaufskurven von Cortisol und Noradrenalin zeigten in unserem Versuch die allseits
bekannten tageszeitlichen Muster: Cortisol wies einen Abfall der Konzentration zu Beginn
der Nacht, einen Anstieg in den Morgenstunden und insgesamt hohere Werte gegeniiber
der Nacht im weiteren Tagesverlauf aus. Diese Verlaufskurven waren vom Schlaf
unabhingig und zeigten dementsprechend in beiden Konditionen keine signifikanten
Unterschiede. Auch fiir Noradrenalin ergaben sich die bekannten Aktivitdtsmuster mit
geringeren Werten in der Nacht und leicht erhohten Werten im weiteren Tagesverlauf. Die
Sekretionsmuster von Prolaktin und GH zeigten dagegen die bekannten schlafabhingigen
Verldufe: Prolaktin zum einen mit hoheren Konzentrationen in der Nacht und reduzierten
Werten wihrend des Tages bei schlafenden Probanden. Bei den Probanden mit
nichtlichem Schlafentzug blieben die Konzentrationen anndhernd gleich zwischen Tag
und Nacht, insbesondere konnten keine zyklischen Veridnderungen mehr beobachtet
werden. Der Konzentrationsverlauf von GH zum anderen ist gekennzeichnet von einem
deutlichen Aktivititsgipfel in den ersten Stunden des von Tiefschlafphasen dominierten
Schlafes. Bei Probanden im Schlafentzug ist dieser Gipfel komplett verschwunden. Diese
Ergebnisse wurden bereits auch schon von vorherigen Schlafstudien in dieser Form
beschrieben (Dimitrov et al. 2004a, Lange et al. 2006a).

Fiir Cortisol ist innerhalb der hier untersuchten Hormone sicherlich die ausgiebigste
Studienlage in Bezug auf Immunparameter vorhanden, welche bekanntermallen relativ
einheitlich eine Unterdriickung der proinflammatorischen Typl-Reaktion mit Hilfe
verschiedener Mechanismen beschreibt. Einerseits unterdriickt Cortisol die Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine wie TNF-a, IFN-y und IL-2 (Boumpas et al. 1991, Homo-
Delarche et al. 1993, Kelso et al. 1984), endogene Level von Cortisol unterdriickten in
Untersuchungen die Produktion von proinflammatorischem IL-6 durch Monozyten
(Breuninger et al. 1993) und die Zufuhr von Cortisol in Proben fiihrte zur Reduktion der
Konzentrationen von IL-12 (Lange et al. 2006b). Cortisol scheint seinen Einfluss auf die
Zytokinaktivitdt zum grofen Teil {iber die Balance der in unserer Studie untersuchten IL-
12 und IL-10 auszuiiben (Visser et al. 1998). Von Interesse sind in diesem
Zusammenhang die Befunde, dass Cortisol direkt iiber seine Rezeptoren die Produktion
von IL-12 durch die Antigen-prisentierenden Zellen unterdriickt (Blotta et al. 1997,
Elenkov et al. 1996), welche die wichtigsten und potentesten Mediatoren hin zu einer

starken zelluldren Typl-Antwort sind. Wihrend die Studienlage zu Wirkungen von
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Glukokortikoiden wie Cortisol auf IL-10 nicht ganz einheitlich sind — keine Wirkung von
Glukokortikoiden auf IL-10 in einigen Versuchen (Elenkov et al. 1996), leichte
Reduktion, die im Verhiltnis zu proinflammatorischen Zytokinen jedoch deutlich geringer
ausfillt (Lange et al. 2006b) — zeigte sich doch in einigen Studien eine Steigerung der
Aktivitit von IL-10 (Brinkmann et al. 1995, van der et al. 1996) und anderer
antiinflammatorischer Zytokine wie beispielsweise fiir IL-4 (Daynes et al. 1989). Zudem
konnte in einer Studie aus dem Jahr 2008 auch ein direkter stimulierender Einfluss auf
von Monozyten produziertes IL-10 nachgewiesen werden (Yeager et al. 2008). Insgesamt
unterstiitzen die Ergebnisse, dass Cortisol die Unterstiitzung einer antiinflammatorisch
dominierten Typ2-Zytokindominanz forciert (Petrovsky et al. 2001). Die Wirkungen von
Katecholaminen wie Noradrenalin sind diesbeziiglich vergleichbar und die Studienlage zu
ihrem Einfluss auf das Zytokinmilieu ist einheitlich. Noradrenalin unterstiitzt ebenfalls
eine antiinflammatorische Typ2-vermittelte Immunantwort. In den letzten Jahren konnte
nachgewiesen werden, dass Noradrenalin direkt auf die Zytokinsekretion von Monozyten
einwirkt und dabei IL-12 hemmt und umgekehrt IL-10 stimuliert (Elenkov et al. 2008).
Auch die Wirkung von Noradrenalin auf die bedeutenden Dendritischen Zellen wurde
zuletzt untersucht, wobei sich ebenfalls eine Inhibierung der IL-12 Sekretion durch die
Anwesenheit von Noradrenalin nachweisen lies (Goyarts et al. 2008). Zuvor konnte
bereits in Serummessungen nachgewiesen werden, dass Noradrenalin zum einen die
Produktion von IL-12 unterdriickt (Hasko et al. 1998, Panina-Bordignon et al. 1997),
wihrend es hingegen die Aktivitit von IL-10 fordert (Elenkov et al. 1996). Auch auf
andere proinflammatorische Zytokine wie IFN-y nehmen die Katecholamine einen
hemmenden Einfluss (Borger et al. 1998). Interessanterweise scheinen die Wirkungen bei
T-Zellen iiber spezielle Rezeptoren erreicht zu werden, die sich nur auf Tyl-Zellen und
nicht auf Ty2-Zellen befinden. Auf diese Weise haben die Katecholamine vermutlich eine
weitere Moglichkeit in unterschiedlicher Form auf die Tyl- bzw. Ty2-Funktionen
einzuwirken (Sanders et al. 1997).

Prolaktin und GH dagegen forcieren der Studienlage zur Folge einheitlich eine
proinflammatorische zelluldre Typl-Zytokindominanz. Dendritische Zellen sezernieren
vermehrt proinflammatorische Zytokine in Anwesenheit von Prolaktin (Yang et al. 2000),
Monozyten bei Anwesenheit von GH (Tripathi et al. 2009). In der Studie von Yang et al.
wurden die Verdanderungen der Dendritischen Zellen durch Prolaktin genauer untersucht.
Dabei fiihrte Prolaktin zu einer verldngerten Lebensdauer der Dendritischen Zellen und zu

einer Verdnderung von Morphologie und Aktivititsmuster der Zelle, im Sinne einer
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deutlich erhohten Leistungsfihigkeit (Yang et al. 2006). Die Arbeitsgruppe um Dimitrov
konnte in einem Schlafversuch eine positive Korrelation zwischen beiden Hormonen und
der Aktivitdt proinflammatorischer Zytokine ermitteln (Dimitrov et al. 2004a). In
gezielteren in-vitro Untersuchungen konnte seine Arbeitsgruppe zudem nachweisen, dass
stimulierte Vollblutkulturen in Gegenwart von Prolaktin verstdrkt proinflammatorische
Zytokine produzierten (IFN-y, TNF-o und IL-2), wihrend hingegen dieser Effekt ausblieb
wenn Prolaktin durch Antikorper geblockt wurde. Auch die Anwesenheit von GH fiihrte
zur Verstirkung der proinflammatorischen Zytokine in dieser Studie (Dimitrov et al.
2004a). Vereinbar mit den vorgestellten Ergebnissen ist eine Studie von Lange et al. Hier
wurde Probanden Blut in den frithen Nachtstunden entnommen, wo die schlafbedingten
Veridnderungen am stirksten ausgeprégt sind. Durch die Blockierung von Prolaktin durch
Antikorper konnte die schlatbedingte Verstarkung von IL-12 ebenfalls unterdriickt werden
(Lange et al. 2006b).

Die neuere Studienlage unterstiitzt deutlich die These, dass Prolaktin und GH einerseits
eine zellulare Immunantwort durch Verstirkung der Aktivitit von Typl-Zytokinen
anstoen, wihrend hingegen Noradrenalin und Cortisol im Gegenzug eine solche
Reaktion unterdriicken und die Wirkung der Typ2-Zytokine unterstiitzen. Tatsdchlich
konnten in unserer Versuchsreihe auffallend parallele Verlaufskurven von IL-12 und GH
und Prolaktin gesehen werden und umgekehrt sehr dhnliche Aktivititsverlaufe von IL-10
und Cortisol und Noradrenalin. Die asynchron verlaufenden Rhythmen dieser
Gegenspieler konnten ein Anzeichen dafiir sein, dass sie sich gegenseitig inhibieren. Eine
statistische Analyse zeigte zudem folgende Zusammenhinge: IL-12-Konzentrationen und
Prolaktinlevel besallen genauso positive Korrelationen wie die IL-10-Aktivitdt mit
Noradrenalinleveln. Weiterhin bestanden negative Korrelationen der IL-12-Aktivitidt mit
den Konzentrationen von Cortisol. Fiir Cortisol ist beschrieben, dass es seine Wirkung
iber seine im Zytosol liegenden Rezeptoren, mit einem Aktivitdtsgipfel nach 1-4 Stunden
prasentiert (Breuninger et al. 1993, Petrovsky et al. 1998a). Die negative Korrelation von
Cortisol und IL-12-Aktivitdt steigt auch innerhalb unseres Versuches nach 3 Stunden
merklich an. Unsere Ergebnisse - sowohl die sichtbare gemeinsame Rhythmik und die
Asynchronizitit der funktionellen Gegenspieler — lassen sich gut mit den oben
angefiihrten bisherigen Studienergebnissen in Einklang bringen. Sie verdeutlichen, dass
die néchtlichen schlafabhingigen Zytokinverdnderungen hin zu einer Typl-Dominanz

vermutlich unter anderem durch diese Hormone bewirkt werden.
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Zu erwihnen sei diesem Zusammenhang, dass auch andere immunoaktive Hormone
diskutiert werden, an diesen Verdnderungen beteiligt zu sein. Beispielsweise steht auch
Melatonin im Verdacht, eine Verstirkung der Typl-Zytokine bewirken zu konnen
(Petrovsky et al. 2001). Dieser Einfluss konnte aufgrund der Tatsache, dass die Aktivitit
des Melatonins von der Stirke der Lichtexposition beeinflussbar zu sein scheint und
unsere Probanden in der Schlafentzugsbedingung sich wihrend der Nacht in einem normal
erleuchteten Raum befanden, unterdriickt worden sein. Dieser These widerspricht jedoch
eine Studie der Arbeitsgruppe um Dimitrov, die in einem gleichen Versuchsaufbau wie
dem unseren (mit gleichen Lichtbedingungen), keine Unterschiede der
Melatoninkonzentrationen von schlafenden und wachen — und dabei Licht ausgesetzten -
Probanden wihrend der Nacht finden konnten (Dimitrov et al. 2006). Daher ist es meines
Erachtens unwahrscheinlich, dass Melatonin fiir die Verschiebung der Monozytenaktivitét

hin zu einer proinflammatorischen Typ1-Reaktion verantwortlich ist.

Anhand der Ergebnisse der Hormonmessungen kann zudem ein weiterer Einflussfaktor
entkriftet werden: Von einigen Autoren wird als Ursache, fiir die durch Schlafentzug
vermutlich verringerte Effizienz des Immunsystems, die Tatsache diskutiert, dass
Schlafentzug als solcher einer Stresssituation gleichkommt und diese Stressreaktion die
Ursache der zu beobachtenden Phidnomene sei. Unsere Hormonmessungen zeigten jedoch
in der Schlafentzugsbedingung keine signifikanten Verinderungen der Cortisollevel, die
aber physiologisch eine Stressreaktion begleiten. Auch das zu Beginn einer Stressreaktion
(,,Fluchtreaktion*) ausgeschiittete Katecholamin Noradrenalin, zeigte im Vergleich
zwischen den Bedingungen kaum signifikante Konzentrationsunterschiede. Zudem hatten
die Probanden in der Schlafentzugsbedingung in der Nacht geringere Konzentrationen von
Noradrenalin als sie wihrend des weiteren Tagesverlaufs zeigten. Dies spricht gegen
Schlafentzug als Stressreaktion per se als Ursache.

In einer weiteren Studie konnten zudem Verdnderungen der Prolaktin- und GH-
Konzentrationen im Rahmen der hormonellen Reaktion auf eine Stressreaktion
ausgemacht werden. Dabei zeigte sich ein signifikanter Anstieg dieser Hormone als friithe
Reaktion auf einen Stressreiz (Black 1994). In unserem Versuch hatten jedoch die
schlafenden Probanden héhere Werte als die wachen Probanden.

Somit ist es unwahrscheinlich, dass ein durchgemachter Schlafentzug ein ausreichendes
»tressereignis‘ ist, um die ausbleibende forcierte proinflammatorische Immunantwort in

der Nacht zu unterdriicken. Wenngleich wohl die meisten Menschen den Umstand einer
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durchwachten Nacht als ,,stressig® erleben konnen, ist dies aus neuroendokrinologischer
und immunologischer Sicht vermutlich kein ausreichender Stimulus, um im Korper eine
.Stressreaktion’ zu entfachen.

In der Zusammenschau der Ergebnisse ergibt sich ein stimmiges néchtliches Bild, bei dem
vermehrt Hormone ausgeschiittet werden, mit dem Ziel eine starke proinflammatorische
Zytokinantwort zu forcieren und sich in diesem Zusammenhang das Zytokinmilieu
deutlich in die entsprechende Richtung verschiebt. Hormone, die diese Prozesse
unterdriicken konnen, zeigen in der Nacht geringe Aktivitidt und unterstiitzen somit diese
Vorginge. Im weiteren Tagesverlauf iibernehmen die antiinflammatorischen Hormone
jedoch wieder die Kontrolle, um eine iiberschieende, potentiell den Korper attackierende,
Entziindungsreaktion zu verhindern. Ein reguldrer néchtlicher Schlaf scheint diese
Veridnderungen zu unterstiitzen, da bestimmte Prozesse einen nichtlichen Schlaf bediirfen,
und es wihrend des Schlafes zu einer Synchronisation der ineinander wirkenden Prozesse

zu kommen scheint.

4.3 Klinische Bedeutung bei Erkrankungen mit Zytokindysregulationen

In den letzten 25 Jahren ist der Zeitraum, in dem die Menschen in den westlichen
Gesellschaften schlafen kontinuierlich gesunken (Jean-Louis et al. 2000). Eine verringerte
Schlatmenge hat einen Einfluss auf die Gesundheit und spiegelt sich wider in einer
erhohten Rate an Unfillen und Krankheiten und einer Verringerung der Produktivitit
(Mohren et al. 2002). Auch die National Sleep Association in den Vereinigten Staaten
propagierte im Jahre 2004 die Bedeutung eines gesunden und ausreichenden Schlafes fiir
eine gute Gesundheit. Dass eine Schlafminderung und ein gestorter Schlafrhythmus einen
Einfluss auf die Gesundheit des Menschen haben, wird bsw. deutlich in einer Studie, die
die gesundheitlichen Bedingungen zwischen Arbeitern mit normalen Arbeitszeiten und
Arbeitern, die Nachtdienst leisten, untersuchte. Es zeigte sich eine deutliche erhohte
Infektionsrate, Ermiidungsrate und ein verdnderter Schlaf bei den Arbeitern mit einem
Schichtdienst (Dijk et al. 2002, Rajaratnam et al. 2001).

Auf der anderen Seite ist eine Vielzahl von Krankheiten bekannt, bei denen eine Inbalance
des Tyl/Ty2-Gleichgewichts ursidchlich an Ausbruch und Fortschreiten der Erkrankungen
beteiligt ist (Lucey et al. 1996). Vor dem Hintergrund eines durch Schlafentzug
vermutlich gestorten Zytokinmilieus sollen im Folgenden zwei Erkrankungen eingehender

diskutiert werden, fiir die ein Missverhiltnis pro — zu antiinflammatorischen Zytokinen
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bekannt ist: Die Infektion mit dem HI-Virus, die im Krankheitsverlauf zu einem
deutlichen Ubergewicht antiinflammatorischer Zytokine fiihrt und die rheumatoide
Arthritis, fiir die eine verstiarkte Entziindungsreaktion durch proinflammatorische

Zytokine beschrieben ist.

4.3.1 Humanes Immundefizienz-Virus (HIV)

Das Humane Immundefizienz-Virus wird in die Familie der Retroviridae subsumiert und
wird mit HIV-1 und HIV-2 in zwei Subgruppen unterteilt. Hinsichtlich des klinischen
Verlaufes und der pathogenen Eigenschaften sind sich diese beiden Arten dhnlich, da sich
jedoch nur HIV-1 in Form einer Pandemie ausbreitet, bezieht sich die bestehende
Datenlage zumeist auf diesen Typus.

Eine Ansteckung erfolgt direkt iiber den Kontakt mit kontaminiertem Blut erkrankter
Personen oder durch Geschlechtsverkehr (durch Mikroldsionen der Haut). Die
Pathogenese der mit einer HIV-Infektion assoziierten AIDS-Erkrankung (aquired
immundeficiency syndrome) ist nicht vollstindig geklart. In der am hiufigsten vertretenen
Hypothese wird das Virus nach Eindringen in den menschlichen Koérper von Antigen-
prasentierenden Zellen prozessiert und in den regionalen Lymphknoten den T-Helfer-
Zellen prisentiert. Da das Virus den Oberflichenmarker CD4 der T-Helfer-Zellen als
Korezeptor nutzt, kommt es in den lymphatischen Organen zur massiven Infektion von
Zellen, die dieses Oberflichenmolekiil exprimieren, also Ty-Zellen, Monozyten und
Makrophagen, Dendritische Zellen und anderen Immunzellen.

Bereits 1982 wurde von einer Arbeitsgruppe um Mildvan die These aufgestellt, dass es
sich bei einer AIDS-Erkrankung vielmehr um eine Dysregulation des Immunsystems
handele als um eine wirkliche Immundefizienz, da von ihnen gezeigt werden konnte, dass
lediglich der zellulire Arm des Immunsystems mit seinen T-Zellen geschwicht ist,
wihrend hingegen die humorale Seite kaum betroffen war (Mildvan et al 1982). Von
Mosmann und Coffman wurde schlielich 1986 das Modell entworfen, dass das Virus
zumeist T-Helferzellen befalle (Mosmann et al. 1989a, Mosmann et al. 1989b).

In den letzten Jahren konnten dagegen zunehmend weitere Befunde erbracht werden, die
den Schluss nahelegen, dass beim Fortschreiten einer HIV-Infektion und an Ausbruch und
Stiarke einer AIDS-Erkrankung die Dysregulation des Typl/Typ2-Zytokinverhiltnisses
eine wohl wichtigere Rolle spielt. So konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass das

proinflammatorische Zytokin IL-2 bei HIV-Patienten bedeutend geringer auf
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Stimulationen reagierte und dass dies auch bei bisher asymptomatischen Patienten mit
normaler Anzahl von T-Helferzellen zu beobachten war (Clerici et al. 1989b, Clerici et al.
1989a, Giorgi et al. 1987, Meyaard et al. 1994, Miedema et al. 1988, Shearer et al. 1986).
Auch fiir IL-12 konnten vergleichbare Ergebnisse beobachtet werden. Bei HIV-Patienten
kam es zunehmend zu einer Reduktion der IL-12-Aktivitdt und dies schien auch einen
Anteil am Fortschreiten der Erkrankung zu nehmen (Chehimi et al. 1994).
Interessanterweise konnte exogen zugefiihrtes IL-12 bei 70% der Patienten eine
Immunantwort der T-Helferzellen wiederherstellen (Clerici et al. 1993b). Da IL-12 in
erster Linie von Makrophagen und Monozyten produziert wird und nicht von T-Zellen,
sind vermutlich die Veridnderungen, die HIV innerhalb des Immunsystems vornimmt,
nicht lediglich auf eine Verdnderung von Tyl- und Ty2-Zellen zu reduzieren. Von einigen
Autoren wird zunehmend ein anderes Modell favorisiert, in dem es im Rahmen der HIV-
Infektion zu einer grundlegenden Verdnderung der Zytokinmuster kommt. Diese
Verinderung beinhaltet eine Verstirkung antiinflammatorischer Zytokine und eine
Reduktion proinflammatorischer Zytokine und ist nicht beschrinkt auf Verianderungen
CD4-positiver Zellen, sondern betrifft alle Zellen, die in der Lage sind auf das
Zytokinverhiltnis einwirken zu konnen (Lucey et al. 1996). Mit dieser These sind die
Ergebnisse von Studien vereinbar, die die Verdnderungen antiinflammatorischer Zytokine
bei HIV-Patienten untersuchten. Der Arbeitsgruppe um Clerici gelang beispielsweise der
Nachweis verstdrkter IL-4- und IL-10-Aktivitdit nach Stimulation bei HIV-Patienten
(Clerici et al. 1993a, Clerici et al. 1994b). Von machen Autoren wird des Weiteren die
These unterstiitzt, dass der Verdnderung von IL-12 und IL-10 eine Hauptrolle beim
Voranschreiten einer AIDS-Erkrankung zukommt, da diesen Zytokinen eine ausgeprigte
regulatorische Potenz innerhalb des Typl/Typ2-Zytokinverhéltnisses zugesprochen wird
und fiir diese Zytokine auch signifikante Verdnderungen aufgezeigt werden konnen
(Chougnet et al. 1996, Clerici et al. 1994a). Ein Abfall des IL-12/IL-10-Quotienten ist
vermutlich urséchlich an der Immundysfunktion bei einer AIDS-Erkrankung und fiir die
erhohte Infektanfélligkeit nach einer HIV-Infektion beteiligt und wahrscheinlich auch
gleichbedeutend mit einer zunehmend schlechteren Prognose der Erkrankung (Lucey et al.
1996). In der Folge fiihrten diese Erkenntnisse zu Forderungen einiger Autoren, zukiinftig
Therapieansitze bei HIV-Patienten iiber eine Normalisierung der Zytokindysfunktion zu
steuern (Seder et al. 1995). Dieser Ansatz wird bereits von verschieden Arbeitsgruppe mit

Hilfe des IL-2 versucht (Kovacs et al. 2005, Natarajan et al. 2002, Sereti et al. 2004).
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Das hier vorgestellte Modell einer schlafbedingten nichtlichen proinflammatorischen
Zytokinantwort vor dem Hintergrund schlafabhiingiger Verdnderungen immunoaktiver
Hormone passt sehr gut in die Erfahrungen, die bei HIV-Patienten gewonnen werden
konnten. Auch bei HIV-Infizierten kommt es nach der Infektion zu einer gestorten
Schlafarchitektur. Bereits in der asymptomatischen Phase konnten bei HIV-Patienten
Verinderungen der Tiefschlafphasen in der zweiten Nachthilfte detektiert werden, welche
nicht mit anderen priméren Schlafstorungen in Einklang gebracht werden konnten. Auch
konnten keine Zusammenhidnge zu Stress- oder Angstzustinden, Medikamenten oder
Depressionen gefunden werden und waren vermutlich direkt auf die HIV-Infektion
zuriickzufiihren (Darko et al. 1995a, Darko et al. 1995b, White et al. 1995). Die
Verformung der normalen Schlafarchitektur scheint ein bestidndiges und frithzeitiges
Anzeichen einer HIV-Infektion zu sein und konnte auf eine friihe asymptomatische
Beteiligung des zentralen Nervensystems oder eine Aktivierung des Immunsystems
zuriick zu fithren sein (Darko et al. 1995a). Von Darko et al. konnte auch eine Beteiligung
der Schlafstorungen an der Morbiditdt der HIV-Patienten aufgezeigt werden (Darko et al.
1992).

Auch die Erfahrungen mit Prolaktin bei HIV-Patienten passen in das aufgestellte Bild.
Wihrend lange Zeit von einer Hyperprolaktindmie bei HIV-Infizierten ausgegangen
worden ist (Graef et al. 1994), und diese Ergebnisse im weiteren Verlauf immer
kontroverser diskutiert worden sind, konnte von einer Arbeitsgruppe um Ram eine
mogliche Erkldrung der bestehenden Unklarheiten gefunden werden. In seiner Studie
konnte Ram nachweisen, dass das oft gemessene Serumprolaktin durch biologisch kaum
aktive Makro-Prolaktinvarianten entsteht (Ram et al. 2004). Makromolekulare Formen
(,,big-Prolaktin®, ,big-big-Prolaktin®) entstehen durch Komplexbildungen von Prolaktin
mit Antikorpern, die wiederum die biologische Aktivitit des Prolaktins herabsetzen. Diese
Formen werden jedoch hdufig von den Testverfahren mit gemessen. Aufgrund der
verminderten biologischen Aktivitit der Makrovarianten ergibt sich de facto vermutlich
trotz erhohter Prolaktinspiegel eine funktionelle Hypoprolaktinimie, die wiederum sehr
gut vereinbar ist mit den zu beobachtenden Zytokinverdnderungen, da Prolaktin Typl-
Zytokine unterstiitzt. Eine Verringerung der Prolaktinaktivitit wiirde somit indirekt
innerhalb dieses Netzwerkes ebenfalls eine Verstirkung der antiinflammatorischen Typ2-
Zytokine herbeifiihren.

SchlieBlich seien an dieser Stelle auch die Verdnderungen des Cortisolhaushaltes bei HIV-

Patienten erwihnt. Die Studienlage diesbeziiglich ist aktuell nicht einheitlich, jedoch wird
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von den meisten Autoren eine Hypercortisolismus beschrieben (Clerici et al. 2000, de la et
al. 1997, Swanson et al. 1998); in einigen Studien konnten sogar Korrelationen zwischen
der Hohe des Cortisols und der Stidrke verschiedener Symptome ausgemacht werden

(Barroso et al. 2006).

Zusammenfassend ergibt sich ein konsistentes Bild, in dem es durch die Infektion mit dem
HI-Virus zu immunologischen Veridnderungen kommt. Durch eine Dysregulation der
Typ1/Typ2-Zytokine kommt es zu einer Schwichung der zelluldren inflammatorischen
Immunitdt. An diesen Verdnderungen ist vermutlich die im Verlauf der Infektion
zunehmende Storung der Schlafarchitektur beteiligt. Mediatoren dieser Prozesse kdnnten
unter anderem die immunoaktiven Hormone Prolaktin und Cortisol sein, deren verinderte
Aktivitat diese Auswirkungen begiinstigen oder sogar hervorrufen konnten. Damit zeigen
die schlafimmunologischen Verdnderungen im Rahmen einer HIV-Infektion interessante
synchrone Parallelititen mit gesunden Probanden im Schlafentzug, wobei die Zunahme
dieser Verdnderungen bei HIV-Patienten mit einem Fortschreiten der Erkrankung

assoziiert werden kann.

4.3.2 Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis ist eine schubweise verlaufende Erkrankung der Gelenke, die
durch eine iiberschieBende Entziindungsreaktion des Korpers verursacht wird. Im Zuge
der Entziindungsreaktion kommt es zur Schwellung und Uberwirmung der Gelenke.
Pathogenetisch spielen fehlregulierte Immunzellen, die in die betroffenen Gelenke
einwandern und dort proinflammatorische Zytokine sezernieren eine bedeutende Rolle.
Durch die Zytokine wird eine Entziindungsreaktion aufrechterhalten, die im weiteren
Verlauf zur Destruktion des Gelenkes fiihren kann. Die Patienten klagen unter anderem
tiber nachtliche und morgendliche Gelenkschmerzen und morgendliche Morgensteifigkeit
der Gelenke. Bei schweren Krankheitsverldufen konnen auch weitere Organe betroffen
sein, wie die Lunge (Lungenfibrose, Pleuritis), Herz (Perikarditis), Haut, Augen und
Driisen (Sicca-Syndrom).

Pathogenetisch liegt der rheumatoiden Arthritis eine {iiberschieBende Produktion
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-12 und eine reduzierte Aktivitit
antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 zu Grunde (Elenkov et al. 2002). Durch diese

starke inflammatorische Aktivitit wird eine kontinuierliche und unkontrollierte
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Entziindungsreaktion aufrechterhalten, die zu den bekannten Gelenkschidigungen fiihrt.
Von Schuerwegh et al. konnte in einem experimentellen Versuch nachgewiesen werden,
dass die Blockierung des wichtigen proinflammatorischen Zytokins TNF-o durch
Antikorper zu einer nachhaltigen Reduktion des Entziindungsprozess fiihrte. Die Blockade
erzeugte einerseits eine deutliche Senkung proinflammatorischer Zytokine (IL-1f, IL-6,
TNF-a, IL-12) und andererseits zu einem Anstieg von IL-10 (Schuerwegh et al. 2003).
Die ursdchliche Beteiligung proinflammatorischer Zytokine an dem Krankheitsgeschehen
macht verstdandlich, warum Patienten vornehmlich in der Nacht und am frithen Morgen
iiber Schmerzen und weitere Symptome klagen (Wolfe et al. 2006). Wie wir in dieser
Studie zeigen konnten, kommt es innerhalb des nichtlichen Schlafes zu einer Dominanz
der IL-12-Aktivitit gegeniiber der von IL-10 bei Monozyten. Dies verstirkt
verstdandlicherweise die bereits zugrunde liegenden pathophysiologischen Verianderungen

bei diesen Patienten.

Die Ursachen der immunologischen Fehlregulationen sind noch nicht vollstindig geklart,
jedoch konnten einige bedeutende Einflussfaktoren inzwischen aufgezeigt werden. Die
Arbeitsgruppe um Chikanza konnte in vielen Untersuchungen eine signifikante Steigerung
der Prolaktinkonzentrationen bei Patienten mit rheumatoider Arthritis feststellen
(Chikanza et al. 1988, Chikanza et al. 1993, Chikanza 1999), welches - wie oben
verdeutlicht - zu einer deutlichen Steigerung des IL-12/IL-10-Quotienten fiihrt (Brand et
al. 2004). Von Chikanza konnten Genveridnderungen fiir die Bildung von Prolaktin und
seinem Rezeptor gefunden werden (Chikanza 1999), die fiir die erhohten Konzentrationen
verantwortlich und ursichlich an der Entstehung dieser Erkrankung beteiligt sein konnten.
Zudem konnte ein weiterer neuroendokriner Einflussfaktor, der an der Zytokinregulation
beteiligt ist, mit der rheumatoiden Arthritis in Verbindung gebracht werden: Die
Produktion von Cortisol, welches in der Lage wire, diese iiberschieBende Immunreaktion
zu unterdriicken, scheint bei diesen Patienten gestort zu sein. Trotz einer deutlichen Typl-
Zytokindominanz, welche im Verlauf zu einer ausgeprigten Steigerung der
Cortisolaktivitit fithren miisste, um eben jene iiberschieBende Reaktion zu verhindern,
konnten bei rheumatoider Arthritis Patienten nur unauffillige Cortisollevel registriert
werden. Dieser Zusammenhang ist vermutlich an Ausbruch und Fortschreiten der
Erkrankung beteiligt (Elenkov et al. 2002, Straub et al. 2001, Wilder 1995, Wilder et al.
1999). Eine Hyporeagibilitit des Hypothalamus-Hypophysen-Systems, iiber die eine

solche Reaktion physiologisch angestolen wird, scheint an diesem Mechanismus beteiligt
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zu sein (Chikanza et al. 1992a, Chikanza et al. 1992b). Inwieweit diese Hyporeagibilitit
ursdchlich fiir diese Verdnderungen ist oder sekunddr durch die anhaltende
Entziindungsreaktion bedingt ist, konnte bisher nicht gekldart werden. Wie bereits
angedeutet, ist auch das vegetative Nervensystem mit Hilfe von Katecholaminen in der
Lage, eine antiinflammatorische Zytokindominanz herzustellen und iiberschieende
Entziindungsreaktionen zu unterdriicken. Interessanterweise konnten auch fiir diesen
Einflussfaktor Verdnderungen bei Patienten mit rheumatoider Arthritis gefunden werden.
Wihrend von einer Arbeitsgruppe um Geenen eine verringerte Reaktion des vegetativen
Nervensystems auf verschiedene Stimuli bei Patienten gesehen werden konnte (Geenen et
al. 1996), konnte in gezielten Untersuchungen sogar nachgewiesen werden, dass es
innerhalb entziindeter Gelenke zur deutlichen Abnahmen sympathischer Nervenfasern
kam und dass die Stidrke dieser anatomischen Verdnderung auch mit dem Ausmal} der

Entziindung korrelierte (Miller et al. 2000).

Die immunologischen und neuroendokrinen Verinderungen bei der rheumatoiden
Arthritis zeigen im Grunde ein iiberzeichnetes Bild, der im Schlaf feststellbaren
Verdnderungen: Verstarkte Dominanz proinflammatorischer Zytokine (gestiegenes IL-
12/IL-10-Verhiltnis), erhohte Prolaktinwerte, Verringerung der Cortisolaktivitit und
Zunahme der auf proinflammatorische Zytokine zuriickzufiihrenden Symptome. Das
zunehmende Verstidndnis iiber die Zusammenhinge der Zytokindysregulation bei der
rheumatoiden Arthritis hat im Verlauf auch zu bahnbrechenden Verdnderungen der
Therapie gefiihrt, so dass sich konsequenterweise das Repertoire der auf dem Markt
befindlichen Zytokininhibitoren bedeutend erweitert hat (vorrangig sind dies Antikorper
gegen TNF-a, wie Infliximab oder Etanercept).

Auch Glukokortikoide haben weiterhin ihren Platz in der Therapie der rheumatoiden
Arthritis. Diese sind sehr effizient in der Entlastung der Patienten von Symptomen, haben
jedoch therapeutische Beschrinkungen aufgrund ihrer vielféltigen unerwiinschten
Wirkungen auf den Gesamtorganismus. Da in Studien festgestellt werden konnte, dass
auch niedrige Dosen von Glukokortikoiden eine Reduzierung der Gelenkdestruktionen
erreichen und akute Entziindungsreaktionen ddmpfen konnen (Kirwan 1995), wurden
diese Substanzen wieder zunehmend in Leitlinien aufgenommen. Diese Applikation wird
jedoch normalerweise in Form von einmaligen Gaben am friihen Morgen vorgenommen,
da aus dlteren Studien angenommen wird, dass zu einem Zeitpunkt erhohter endogener

Sekretionen die unerwiinschten Nebenwirkungen reduziert werden konnten (Nichols et al.
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1965). Vor dem Hintergrund der beschriebenen nichtlichen Zytokinverdnderungen
erscheint es jedoch weitaus sinnvoller, geringe Dosen zu Beginn des nichtlichen Schlafes
zu verwenden. So konnte eine maximale antiinflammatorische Wirkung zu einem
moglichst sinnvollen Zeitpunkt erreichbar sein. Dies wurde Kkiirzlich in einer grof3
angelegten Multicenterstudie versucht, bei der eine Gruppe der Patienten eine modifizierte
Cortisoltherapie in den Abendstunden bekam, mit einem Wirkmaximum nach vier
Stunden, also in den frithen Nachtstunden. Die Kontrollgruppe erhielt die
Standardtherapie mit einer Hochdosistherapie in den Morgenstunden. Bei Patienten mit
der modifizierten nachtaktiven Therapie konnte hierbei das typische Symptom der
Morgensteifigkeit der Gelenke signifikant reduziert werden (Buttgereit et al. 2008). Ein
Verstindnis fiir die hier aufgezeigten néchtlichen Verdnderungen des Zytokinmilieus
beinhalten somit auch Moglichkeiten des sinnvolleren und gezielteren Einsatzes von

Medikamenten.
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5 Ausblick

Dass nichtlicher Schlaf bei Monozyten zu einer Dominanz proinflammatorischer
Zytokine in der Nacht fiihrt, konnte am Beispiel von IL-12 und IL-10 in dieser Arbeit
nachgewiesen werden. Auch konnte in meiner Studie gezeigt werden, dass wihrend des
nichtlichen Schlafes Hormone wie Prolaktin und GH, die eine Entziindungsreaktion
unterstiitzen, eine verstirkte Aktivitdt zeigen, wohingegen immunsuppressive Hormone
wie Cortisol und Noradrenalin eine geringe Aktivitit zeigen. Dariiber hinaus machten die
Ergebnisse deutlich, dass fiir einige Veridnderungen der reguldre néchtliche Schlaf eine
unabdingbare Voraussetzung ist, denn sowohl die néchtlichen Zytokinverdnderungen als
auch die Verdnderungen der GH- und Prolaktinkonzentrationen konnten bei wachen
Probanden nicht mehr nachgewiesen werden. In der Diskussion konnte ich zudem
aufzeigen, dass diese bei Monozyten festgestellten Verdnderungen vermutlich auf einen
generellen nichtlichen Prozess innerhalb des Immunsystems hinweisen und - sollte dieser
Ausbleiben - dies aller Voraussicht nach auf Dauer Einschrinkungen der Immunfunktion
nach sich zieht. Wie von einigen Autoren proklamiert, scheint sich das Immunsystem, wie
andere Organe auch, iiber Nacht ausgiebig mit den iiber den Tag eingedrungenen
,.Reizen* auseinander zu setzen (Born et al. 2006, Steinman 2004) - im Falle des
Immunsystems bedeutet dies, Pathogene erkennen und abwehren zu konnen. In diesem
Zusammenhang scheint dem Schlaf eine adjuvants-artige Wirkung zuzukommen, da er
Veridnderungen forciert, die einen néchtlichen proinflammatorischen Zustand
unterstiitzen:  Einerseits fordert Schlaf das Aufeinandertreffen von Antigen-
prasentierenden Zellen mit anderen Immunzellen (Bollinger et al. 2009) und unterstiitzt so
die immunologische Gedichtnisbildung (Lange et al. 2010a). Andererseits bewirkt Schlaf
allgemein in der Nacht eine Dominanz proinflammatorischer Zytokine wie in der
Diskussion aufgezeigt werden konnte. Auf die Frage, warum der menschliche Korper die
Nacht fiir solch elementare Mechanismen vorgesehen haben konnte, liefert Petrovsky
einen interessanten Ansatz: Moglicherweise resultiert ein solcher Vorgang aus fritherem
evolutiondrem Druck, da ein proinflammatorischer Zustand mit Entziindungsreaktionen
einhergeht. Diese konnen bekanntermaBlen Schwellungen und Schmerzen, Immobilitit
und Unwohlsein nach sich ziehen. In Zeiten, die nicht wie die heutigen von den Hell- und
Dunkel-Phasen abgekoppelt waren, war es nachvollziehbarerweise sinnvoll, solche

Heilungsreaktionen in der Nacht vorzunehmen und nicht am Tage, wo fiir den Menschen

69



ein Maximum an Mobilitit fiir das ,Jagen und Sammeln“ oder Kampf- und
Fluchtreaktionen benétigt wurden (Petrovsky et al. 2001). Es ist auch fiir den Korper
zweifellos sinnvoll, die Informationen einer biologischen Uhr mit den Informationen iiber
HStresslevel“ der Umwelt zu koordinieren. So kann er dann mit Hilfe des neuroendokrinen
Systems, Immunreaktionen zu Zeitpunkten in Gang setzen, in denen Heilungsreaktionen

am sinnvollsten sind: wihrend des nichtlichen Schlafes.

Wie bedeutend diese messbaren Verdnderungen des Immunsystems bei Schlafentzug sind,
wurde in den letzten Jahren kontrovers diskutiert. In der Diskussion konnte beleuchtet
werden, dass bei Storungen des Schlafes auf Dauer Beeintrichtigungen der
immunologischen Abwehr bei Patienten zu verzeichnen sind. Aus Tierversuchen ist seit
langem bekannt, dass experimenteller Schlafentzug zu Verringerung von Viruselemination
und Antikorperbildung (Brown et al. 1989) und schlieBlich zum Zusammenbruch des
Immunsystems mit letaler Bakteridmie fiihrt (Everson et al. 1993, Everson 1993, Everson
1995). Solchen Studien sind beim Menschen verstindlicherweise Grenzen gesetzt. Mit
Hilfe der Impfstudien kann jedoch eine experimentelle Infektion auch beim Menschen
herbeigefiihrt werden und anhand der Stédrke der anschlieenden Antikorperbildung auch
eine Aussage iiber die Immunantwort getroffen werden. In den letzten Jahren konnten
hierbei deutliche Ergebnisse gewonnen werden, die die Bedeutung des Schlafes als einen
immunsupportiven Zustand bekriftigen. Hier seien die besprochenen Ergebnisse der
Impfstudien erwéhnt, bei denen die Antikorperbildung bei Probanden mit nichtlichem
Schlaf im Anschluss an die Impfung deutlich stirker ausgeprigt war. In einer
weitergehenden Studie von Lange et al. konnten diesbeziiglich womdoglich weitere
wegweisende Erkenntnisse erlangt werden. Es wurden die Auswirkungen des Schlafes auf
die Immunantwort innerhalb eines kompletten Impfzyklus einer kombinierten Hepatitis-
A/B-Impfung bei jungen, gesunden Probanden untersucht: Konnten die Probanden in der
Nacht nach der morgendlichen Impfung schlafen, waren im Verlauf deutliche hohere
Werte Antigen-spezifischer T-Helferzellen nachweisbar, als bei den Probanden, die nach
der Impfung eine Nacht und den darauffolgenden Tag wach bleiben mussten. Diese
Verinderungen konnten auch ein Jahr nach Beginn der Studie noch nachvollzogen werden.
Hier konnte die adjuvants-artige Wirkung des Schlafes auf einer vermehrten Freisetzung

von IL-12 durch Antigen-priasentierende Zellen beruhen (Lange et al. 2010b).

70



Die gemessenen schlafbedingten Verdnderungen von Zytokinaktivititen und
immunoaktiven Hormonen einerseits und das Verstidndnis nédchtlicher Verinderungen des
Immunsystems andererseits, konnten in der Zukunft auch sinnvolle therapeutische
Konsequenzen nach sich ziehen. Wie zum Beispiel bei der auf die Nacht fokussierten
Blockierung der iiberschieBenden entziindlichen Reaktion bei Patienten mit rheumatoider
Arthritis (Buttgereit et al. 2008) oder der Bedeutung gesunden nichtlichen Schlafes bei
HIV-Patienten. Interessanterweise konnte die oben angesprochene Studie von Lange et al.
auch aufzeigen, dass es nach Abschluss des Impfzyklus innerhalb der nachts wachen

Probanden zu einer hoheren Rate von Impfversagern kam.
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6 Zusammenfassung

An 11 gesunden minnlichen Probanden wurden die Verdnderungen der
Monozytenpopulation bei Schlafentzug untersucht. Der Versuch wurde jeweils am Abend
des ersten Tages gestartet. In der Schlafentzugsbedingung blieben die Probanden die
folgende Nacht komplett wach, wihrend die Probanden in der Schlafbedingung schlafen
konnten. Bis zum Ende des Versuches am nichsten Abend wurde den Probanden
engmaschig in regelméfigen Abstinden Blut entnommen. Dabei wurde einerseits der
Anteil der IL-10- und IL-12-positiven Monozyten und andererseits die Konzentrationen
der immunoaktiven Hormone Cortisol, Noradrenalin, GH und Prolaktin gemessen.

Die Ergebnisse zeigen signifikante Erhohungen der IL-12-positiven Monozyten und
signifikante Reduktionen der IL-10-positiven Monozyten in der Nacht lediglich bei
schlafenden Probanden. Bei wachen Probanden ist eine Dominanz des
proinflammatorischen IL-12 nicht mehr nachzuweisen. Sie zeigen auBBerdem, dass Schlaf
einen nachvollziehbaren Rhythmus der Zytokinaktivitidt induziert, mit hoher Aktivitit von
proinflammatorischem IL-12 in der Nacht und antiinflammatorischen IL-10 iiber den Tag.
Bei Probanden in der Kondition Schlafentzug war dagegen keinerlei Rhythmik der
untersuchten Zytokine mehr nachweisbar, womit meine Studie auch aufzeigen konnte,
dass diese nachtlichen Veridnderungen einen reguldren néchtlichen Schlaf voraussetzen
und nicht durch einen abgekoppelten circadianen Schrittmacher bedingt sind. Die
Ergebnisse unterstiitzen die These, dass nichtlicher Schlaf einen proinflammatorischen
Zustand des Immunsystems unterstiitzt, mit einer hohen Aktivitit proinflammatorischer
Mediatoren wie Prolaktin und GH und einer geringen Aktivitit immunsuppressiv
wirkender Hormone wie Noradrenalin und Cortisol. Meine Studie konnte nachweisen,
dass Schlafentzug die verstirkte nichtliche Aktivitdt von Prolaktin und GH unterdriickt
und somit ebenfalls auf physiologische néchtliche Immunprozesse einwirkt.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass das Immunsystem wihrend des néchtlichen
Schlafes, die iiber den Tag eingetroffenen Erreger verarbeitet und bekdmpft und dabei den
Schlaf benétigt, um eine Synchronisation der verschiedenen Bestandteile vorzunehmen.
Die Erfahrungen mit Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis oder HIV-Patienten
zeigen interessanterweise verstiarkte aber doch analoge Verdnderungen, wie sie auch bei

unseren schlafenden und wachen Probanden zu messen waren.
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7 Verzeichnisse

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

ACTH Adreno-Corticotropes Hormon

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome
ANOVA ANalysis Of VAriance / Varianzanalysen
APC Allophycocyanin

B-Zelle B-Lymphozyt

BFA Brefeldin A

CD Clusters Of Differentiation

CRH Corticotropin-Releasing-Hormon
EEG Elektroencephalogramm

EMG Elektromyogramm

EOG Elektrookulogramm

FACS Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung
FITC Fluoreszeinisothiocyanat

GH Growth Hormon / Wachstumshormon
GH-RH Growth-Hormon-Releasinghormon
HIV Human-Immundefizienz-Virus

HLA Human Leukocyte Antigen

HVL Hypophysenvorderlappen

IFN-y Interferon-y

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharid

kDa Kilodalton

MHC Major Histocompatibility Complex
MPS Mononukleédres-phagozytires System
NNM Nebennierenmark

NNR Nebennierenrinde

PBMC Periphere mononukleédre Zellen

PE Phycoerythrin

PRL-RH Prolaktin-Releasinghormon

REM Rapid-Eye-Movement

RES Retikuloendotheliales System

SEM Standard Error Of Mean

SWS Slow-Wave-Sleep

Tu T-Helferzellen

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

T-Zelle T-Lymphozyten
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