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1 Einleitung

Der Schlaf nimmt einen grof3en und wichtigen Teil im Leben vieler Organismen ein. Im
Laufe der vergangenen Jahrzehnte wurde der enorme Stellenwert des Schlafes fur
Gesundheit durch wissenschaftliche Studien untermauert (Sandoval et al., 2018;
Lange et al., 2010; Besedovsky et al., 2012; Besedovsky et al., 2019). Eine Tatsache,
die der Volksmund schon lange mit dem Ausspruch ,Schlaf ist die beste Medizin®
belegt. In den letzten Jahren wurden zudem immer mehr Hinweise entdeckt, dass
Schlaf eine wichtige Rolle im Rahmen der Gedachtnisbildung auf Ebene des
Immunsystems, des Lernens und des Stoffwechsels inne hat (Dimitrov et al., 2015;
Rasch and Born, 2013; Besedovsky et al., 2012; Lange et al., 2011; Diekelmann and
Born, 2010; Lange et al., 2010; Lange et al., 2019). Im Rahmen der erworbenen
Immunantwort stellen besondere Lymphozyten, die zytotoxischen T-Zellen, einen
wichtigen Akteur dar. Im Zusammenspiel mit dem Nerven- und Hormonsystem
unseres  Korpers ergeben sich interessante Fragestellungen fur die
Grundlagenforschung und die kurative Schulmedizin. In dieser Darlegung imponieren
die Wechselwirkungen zwischen dem Zusammenhang von Schlaf und circadianer
Rhythmik auf die Integrin-vermittelte Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen, einem

wichtigen Schritt im Zuge der adaptiven Immunantwort.
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1.1 Schlaf

Schlaf ist der gegenteilige Zustand des Wachseins, ,definiert als ein schneller
reversibler Zustand reduzierter Antwortbereitschaft auf Umgebungsreize und
allgemein verminderter Interaktion mit der Umwelt (Klinke et al., 2010) und insgesamt
ein lebensnotwendiger Prozess (Schedlowski and Tewes, 1999). Schlafqualitat als
auch Schlafquantitdt haben einen Einfluss auf die Gesundheit des Organismus,
hingegen fuhrt mehrtagiger Schlafentzug zum Tod von Versuchstieren (Kwon et al.,
2018; Sandoval et al., 2018; Covassin and Singh, 2016; Ferrie et al., 2007).
Aufmerksamkeit, Muskelaktivitdt und Energieverbrauch sind wahrenddessen auf ein
sehr niedriges Niveau reduziert. Physiologisch und auf Ebene des korpereigenen
Hormonaushalts ist der Status des Schlafes von Koma und Wachheitszustand
abzugrenzen, ist insgesamt nicht willkarlich und folgt einer circadianen Rhythmik
(Schedlowski and Tewes, 1999).

1.1.1 Schlafstadien

Im Allgemeinen wird zwischen REM- und ,non-rapid eye movement* (NREM)-
Schlafstadien unterschieden und ermdglicht anhand der Verteilung eine Beurteilung
der Schlafqualitat (Rechtschaffen A and Kales A, 1968), siehe bitte Abbildung 1a). Das
Akronym REM bedeutet ,rapid eye movement® und impliziert einen schlafenden
Organismus mit schnellen Augenbewegungen, erhdhter cerebraler Aktivitat, aber
reduziertem Muskeltonus sowie einer héheren Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten
von Traumen (Aserinsky and Kleitman, 1953; Dement and Kleitman, 1957). Blutdruck
und Herzfrequenz sind im Vergleich zu den anderen Schlafstadien erhoht
(Schedlowski and Tewes, 1999; Zanchetti et al., 1982). Der NREM-Schlaf umschreibt
vier Stadien mit den Bezeichnungen S1, S2, S3 sowie S4 und ist durch jeweilig
spezifische Elektroenzephalogramm (EEG)-Muster charakterisiert (Rechtschaffen A
and Kales A, 1968). Die Tiefe des Schlafes nimmt von S1 zu S4 zu. Stadium S1 weist
im EEG typische Thetawellen auf und stellt den Ubergang zwischen Wachheit und
Schlaf dar (Klinke et al., 2010). Das S2-Stadium enthalt neben den Thetawellen
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Schlafspindeln und K-Komplexe, deren Bedeutung bisher nicht bekannt ist (Klinke et
al., 2010). S3 und S4 sind durch den sogenannten ,Slow-Wave-Schlaf‘ (SWS bzw
,Slow- wave sleep®), die auch Deltawellen genannt werden, charakterisiert und werden
auch als Tiefschlaf bezeichnet. Das Erwachen ist demnach deutlich erschwert. Im
Laufe der Nacht werden die Stadien von S1 tber S2 und S3 bis S4 durchlaufen.
Danach schlie3en sich nochmals S2 und schlussendlich das REM-Stadium an, bis der

Kreislauf wiederbeginnt (Klinke et al., 2010).

1.1.2 Effekt des Schlafes auf den Hormonhaushalt

Im Laufe des Schlafes ergibt sich ein spezifisches Hormonmuster im Vergleich zum
Wachzustand (Klinke et al., 2010), dass in Abbildung 1b aufgezeigt ist. Der
Parasympathikus ist wahrend des Schlafes fuhrend und Acetylcholin wird
kontinuierlich ausgeschittet. Wahrenddessen sind der Sympathikus und die
Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenrindeachse herunterreguliert (Besedovsky et
al., 2012). Infolge dessen weist der Botenstoffe Cortisol sehr niedrige Plasmalevel auf
(Lange et al. 2010). Die Ausschuttung von Norepinephrin sowie Epinephrin gehen vor
allem im REM-Schlaf zurtick (Born and Fehm, 1998; Davidson et al., 1991). lhre
Hochstwerte erreichen zur Nacht unter anderem Melatonin, Prolactin, Leptin und das
Wachstumshormon (auch ,GH" bzw ,growth hormone®), letzteres im SWS (Sadamatsu
et al. 1995; Weitzman 1976; Lange et al. 2010). Fir GH wurde zudem eine Schlaf-
abhangige und Schlaf-unabhéngige Ausschittung diskutiert (Sadamatsu et al., 1995).
Eine verkirzte Schlafdauer deutet zudem auf erhéhte Cortisolspiegel am Abend sowie
insgesamt  verringerte  Leptin-Spiegel, verbunden mit einer erniedrigten
Glucosetoleranz und erniedrigter Insulinsensitivitat (Leproult and van Cauter, 2010).
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Abbildung 1; Korrelation wahrend des Schlafes zwischen den Schlafstadien und der

Hormonausschuttung je hach Uhrzeit

Die x-Achse zeigt die jeweilige Uhrzeit. Die y-Achse zeigt in Abschnitt a) das jeweilige
Schlafstadium, in Abschnitt b) die Konzentration samt zugehdrigem Hormon.

a) Verteilung der Schlafphasen im Nachtverlauf; b) Hormonlevel von Cortisol, GH, Epinephrin
und Norepinephrin im Zeitraffer (Schedlowski and Tewes, 1999)
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1.1.3 Interaktion zwischen Schlaf und Immunsystem

Die Interaktionen zwischen Schlaf und Immunsystem laufen bidirektional ab
(Besedovsky et al., 2019). Erkrankungen erfordern eine erhdéhte Schlafdauer bzw. ein
erhdhtes Schlafbedirfnis (Schedlowski and Tewes, 1999), beispielhaft seien allgemein
Infektionen wie grippale Infekte genannt. Aber auch die Schlafkrankheit, auch
Afrikanische Trypanosomiasis, hervorgerufen durch die Tsetsefliege (Chimelli and
Scaravilli, 1997) oder zentralnervose Storungen wie die Narkolepsie (Arango et al.,
2015; Kothare and Kaleyias, 2008) fuhren zu einer gestiegenen Schlafdauer.
AuBerdem werden wichtige Prozesse des Immunsystems wahrend des Schlafes
moduliert, mafRgeblich getriggert durch eine Herunterregulation des Sympathischen
Nervensystems und der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-
Achse) (Lange et al., 2010). Der Effekt der Erkrankungen wird mittels Zytokinen wie
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) vermittelt (Rockstrom et al.,, 2018). AuRerdem
haben GH (Klinke et al., 2010) und Prolactin (Klinke et al., 2010) einen positiven
Einfluss mittels Zytokinrezeptoren auf die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung
von T-Zellen, verbunden mit der Auspragung eines immunologischen Gedéachtnisses
durch Ausbildung einer adaptiven Immunantwort (Besedovsky et al., 2012). Insgesamt
wurde im Laufe der letzten Dekaden deutlich, dass auf neuronaler wie auf Ebene des
Immunsystems Lernprozesse sowie Gedachtniskonsolidierung ablaufen (Lange et al.,
2003; Lange et al., 2011; Diekelmann and Born, 2010; Lange et al., 2019). In Studien
konnte ein héherer Impftiter nach Hepatitis-A-Impfung sowie eine erhdhte Anzahl von
T-Helfer-Zellen nach Schlaf im Vergleich zu Schlafentzug konstatiert werden
(Besedovsky et al., 2012; Lange et al., 2003; Lange et al., 2019). Gleichsam wurde

eine hohere Infektanfalligkeit bei Schlafmangel postuliert (Lange et al., 2011).

Ein dauerhafter Schlafmangel steht im Verdacht chronischen Stress und somit eine
chronische Entziindung hervorzurufen, wahrend 24 Stunden Schlafentzug keinen
relevanten Einfluss auf die Stressparameter wie Cortisol ausiiben (Besedovsky et al.,
2012; Dimitrov et al., 2019). Indes ist unter Schlafentzug die Zahl der Monozyten,
naturlichen Killerzellen und der B- als auch T-Zellen erhdht, mutmallich der
Redistribution der Lymphozyten wahrend des Schlafes und des Schlafentzuges
dienend (Besedovsky et al., 2012; Dimitrov et al., 2004).
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In Tierversuchen wurde festgestellt, dass nach Antigenkontakt die Schlafdauer
(insbesondere NREM) erhéht ist, hierbei wurde eine erhdhte Ausschittung von TNF-
a, Prostaglandine (PG)D2 und IL-1 registriert (Besedovsky et al., 2019). Zudem konnte
beim Mensch uber die Gabe von Anti-TNF-a eine Zunahme der Schlafdauer — als auch
Qualitat gemessen werden (Besedovsky et al., 2019), sodass insgesamt von einem
wichtigen Einfluss des Immunsystems auf den Schlaf auszugehen ist. Zudem wurde
Zusammenhang zwischen einer Zunahme der Korperkerntemperatur und der NREM-
Dauer konstatiert, sodass von einer Fieber-induzierten Zunahme der Schlafdauer
auszugehen ist (Krueger and Opp, 2016; Sato et al., 2015). Die Ausschittung von
TNF-a, PGD2 und IL-1 als auch die Fieberinduktion wird durch das Pathogen bzw.
dessen Metabolite, zum Beispiel Lipopolysaccharid, verursacht (Besedovsky et al.,
2019).
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Abbildung 2; Schematische Darstellung der Interaktion von Immunsystem und
Hormonhaushalt wahrend des Schlafes: Schlaf beglinstigt die Ausbildung einer adaptiven
Immunantwort. Das Antigen wird von APC aufgenommen und prozessiert sowie der T-Helfer-
Zelle prasentiert. Die Ausschittung von Interleukin-12 (IL-12) durch die Antigen-
prasentierenden Zellen (APC) ermdglicht die Ausbildung von T-Helfer-Zellen sowie
zytotoxischen T-Zellen und letztlich der Produktion von Antikdrpern durch B-Zellen. Hierdurch
wird ein Antigengedachtnis aufgebaut. Schlaf, und vor allem SWS, und die circadiane
Rhythmik erschaffen mit niedrigen Leveln von Cortisol und erhdhten Spiegeln von GH und
Prolaktin ein Umfeld von Hormonen, dass proinflammtorisch wirkt. GemaR der
Gedachtnisbildung in der Verhaltensneurobiologie kann man diese Vorgénge in “Encoding”,
“Consolidation” und “Recall” einteilen, wobei vor allem die Phase der “Consolidation” durch
Schlaf positiv beeinflusst wird; aus (Besedovsky et al., 2012)
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1.2 Circadiane Rhythmik

Der Begriff der circadianen Rhythmik beschreibt einen rezidivierenden Einfluss
verschiedener Mediatoren auf den Organismus in Relation zum Wach-Schlaf-Status
und umfasst wichtige Funktionen und Regelkreise, die sich auf das Immunsystem und
Lernprozesse auswirken (S.860ff.; (Klinke et al., 2010). Die ungeféahre Dauer betragt
circa einen Tag, also 24 Stunden (Romeijn et al., 2011). Besonderen Einfluss hierauf
Uben die kdrpereigenen Hormone wie z.B. Cortisol, Prostaglandine, Norepinephrin und
Epinephrin sowie Adenosin aus, die wahrend des Schlafes stark herunterreguliert sind
(Dimitrov et al., 2019). In den Morgenstunden nach dem Aufwachen findet sich ein
Maximum, in den Abendstunden sind niedrige Konzentrationen zu verzeichnen.
Insgesamt folgen sie einer circadianen Rhythmik, welche schematisch in Abbildung 1b
auf Seite 14 dargestellt ist (Lange et al., 2010; Dimitrov et al., 2009; Weitzman, 1976).

1.3 Immunsystem

1.3.1 Immunantwort

Das Immunsystem des Menschen teilt sich in eine angeborene, unspezifische und eine
erworbene, spezifische Immunantwort. Beide Einheiten bestehen aus einer humoralen
und einer zellularen Gruppe. Die zellulare Gruppe der angeborenen Immunantwort
bilden die Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, wahrend der humorale Anteil
vornehmlich aus dem Komplementsystem, Lysozym und dem C-reaktivem Protein
(CRP) besteht (Klinke et al., 2010). Der zellulare Anteil der adaptiven Immunantwort
sind die T-Zellen, die unter anderem in T-Helfer- und in zytotoxische T-Zellen unterteilt
werden. Die B-Zellen stellen tber die Produktion von Antikdrpern den humoralen Part
der adaptiven Immunantwort (Klinke et al., 2010) Die Zellen des Immunsystems lassen
sich anhand bestimmter Oberflachenmerkmale namens ,cluster of differentiation” (CD)
gruppieren (Klinke et al., 2010). CD4 wird hauptsachlich auf T-Helfer-Zellen exprimiert,
die entweder im Rahmen der B-Zell- oder T-Zellimmunantwort bendtigt werden
(Schedlowski and Tewes, 1999). Zellen, die durch CD8 charakterisiert sind, spielen
eine grofRe Rolle bei der Abwehr von Antigenen, insbesondere Viren, die ihnen tber
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Major-Histo-Compability (MHC)-I-Komplexe von antigenprasentierenden Zellen
prasentiert werden (Schedlowski and Tewes, 1999; Klinke et al., 2010). MHC als
Proteinkomplexe stellen kérpereigene Antigene dar und dienen somit dem Erkennen
korpereigener Zellen. Eine weitere Aufgabe kommt ihnen bei der Elimination von
Tumorzellen zuteil. Fur die Antigenprasentation auf MHC-I oder MHC- Il werden die
Antigene zu Peptiden prozessiert. MHC | befindet sich auf allen Zellen, MHC-II
hingegen nur auf Antigen-prasentierenden Zellen (APC) wie dendritischen Zellen, B-
Zellen oder Makrophagen (Klinke et al., 2010; Schedlowski and Tewes, 1999). Durch
das Erkennen des Antigens wird eine Kostimulation der T-Zelle durch dendritische
Zellen (Teil der APC) hin zur zytotoxischen Effektor-T-Zelle ausgeldst, die nun tber
das Blut in infizierte Korperareale auswandern kann. Bei den als fremd erkannten
Zellen werden uber Perforine aus zytotoxischem T-Zellen die Membranen aufgeldst
und Uber die entstandenen Defekte Proteasen in das Innere der Zelle gebracht, die
dort die Apoptose der infizierten Zelle auslésen (Klinke et al., 2010; Pipkin and
Lieberman, 2007).

1.3.2 Die Bedeutung der Integrin-vermittelten T-Zell-Adhasion fur die
Immunantwort

Die Zell-Zell-Bindung ist ein bedeutender Teil der T-Zell-Physiologie und der Effektor-
T-Zell-Funktion. Der Beginn der T-Zell-Immunantwort und die Entwicklung der
Gedachtnis- und Effektorzellen setzt eine kontinuierliche Zirkulation und Migration von
T-Zellen durch den Blutkreislauf und sekundéare lymphatische Organe voraus (Miller-
Esterl, 2018; Hogg et al., 2011; Burbach et al., 2007). Weiterhin ist ein
Aufeinandertreffen von Fremdantigen, durch MHC-Komplexe prasentiert, mit den APCs
oder den Zielzellen, zum Beispiel Virus-spezifischen Zellen zur Bildung einer
Immunologischen Synapse erforderlich (Dustin, 2014; Dustin and Long, 2010;
Fooksman et al.,, 2010; Grakoui et al., 1999; Hogg et al., 2011; Abram and Lowell,
2009). Die zirkulierenden T-Zellen exprimieren eine hohe Anzahl von
membrangebundenen Integrinen (Dimitrov et al., 2009; Dimitrov et al., 2010), die sich
jedoch in einem Nicht-Bindungs-Status befinden (Springer and Dustin, 2012; Abram

and Lowell, 2009). Die augenblickliche Integrinaktivierung, hervorgerufen durch
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Chemokin-Rezeptor-assozierte Signale, ist essentiell fir das Eintreten der T-Zellen in
normales und lymphatisches Gewebe und folgender Migration durch Interaktion der
Stromazellen unter entzindlichen und nicht-entziindlichen Bedingungen (Chigaev et
al., 2007; Dimitrov et al., 2009; Dimitrov et al., 2010). Das Erkennen sowie die starke
Bindung der T-Zellen zu den APCs oder den Zielzellen und die Ausbildung der
Immunologischen Synapse wird durch die Aktivierung durch Integrine ermdglicht, unter
anderem durch das Leukozyten-Funktion-assozierte Antigen (LFA-1), seinerseits
initiiert durch die T-Zell-Rezeptor (TCR) -Aktivierung nach MHC-Prasentation von
entsprechenden Peptiden (Hogg et al., 2011; Burbach et al., 2007). Die
Integrinaktivierung in beiden Signalwegen wird durch eine Abfolge von Signalen

namens inside-out signaling induziert (Hynes, 1992, 2002).

1.3.3 Inside-out signaling und Integrinaktivierung

Inside-out-signaling beinhaltet Konformationsanderungen der Integrine, die ihrerseits
mit erhohter Bindungsaffinitéat zu den Liganden als auch einer Clusterbildung in der
Membran einhergehen (Hynes, 1992, 2002; Burbach et al., 2007; Abram and Lowell,
2009), dargestellt in Abbildung 3 auf Seite 21. Inside-outside-signaling ermdglicht
einen stabilen Kontakt zwischen T-Zelle und Endothel, APC oder den Zielzellen (Hogg
et al., 2011). Abbildung 4a auf Seite 22 zeigt die Phasen der Integrinaktivierung. Initial
erzeugen Selektine in der Selektinphase auf der Oberflache von Endothelzellen ein
Anheften und Rollen der T-Zellen (,chemoattraction“ and ,rolling“) (Heinrich et al.,
2014; Evans et al., 2009; Butcher, 1991). Durch Expression von ,vascular adhesion
molecule 1 (VCAM-1) und ,intracellular adhesion molecule 1“ (ICAM-1)
(»Integrinphase®) durch das Endothel binden konsekutiv die T-Zellen, stimuliert durch
TNF-a und Interleukin 1 (IL-1), ans Endothel (Butcher, 1991; Evans et al., 2009;
Chigaev et al., 2007; Heinrich et al., 2014). Es resultiert der ,Arrest” bzw. die Bindung
der T-Zellen ans Endothel (Ley et al., 2007). Nachster Schritt ist die Diapedese der T-
Zellen (Heinrich et al., 2014), der durch die Adh&sionsmolekiile JAM1, CD39 und CD44
vermittelt wird (Wang and Rudd, 2008). Der antigenspezifische und mit dem CD3-
Komplex verbundene membranstandige TCR wird durch den Kontakt der APC oder

den Zielzellen mit dem T-Lymphozyten aktiviert, vermittelt durch Integrine wie LFA-1
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und Adhasionsmolekile wie ICAM-1 (Heinrich et al., 2014; Burbach et al., 2007).
Dieser in Abbildung 4b auf Seite 22 aufgestellte Prozess fiihrt zur Ausbildung einer
Immunologischen Synapse, die auch als ,supramolecule activation cluster® (SMAC)
bezeichnet wird. Aufgrund ihres Aufbaus wird sie in einen peripheren SMAC (pSMAC)
und zentralen SMAC (cSMAC) unterteilt. Im pSMAC finden sich vor allem
Adhéasionsmolekile wie LFA-1, im cSMAC der zellulare Anteil aus TCR und APC
(Wang and Rudd, 2008).
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Abbildung 3; Inside-out-signaling: Konformationsanderung und Clustering ; aus (Qin et al.,
2004)
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Abbildung 4; Integrin-vermittelte Adhasion am Beispiel der T-Zelle; a) Darstellung der
einzelnen Schritte Selektinphase, Integrinphase und Diapedese einer T-Zelle mithilfe von
Adhasionsmolekiilen; b) Schema zur Ausbildung einer Immunologischen Synapse mit cSMAC
und pSMAC nach Kontakt von APC und T-Zelle; aus (Wang and Rudd, 2008)

1.4 Monitoring von Antigen-spezifischen T-Zellen

Die Messung von Antigen-spezifischen T-Zellen stellt ein wichtiges Werkzeug zum
Monitoring von Immunantworten nach Impfung sowie zum Verlauf von Infektionen,
ferner zur Einschatzung der Starke des Immunsystems dar. Antigen-spezifische T-
Zellen kdnnen nach funktionellen oder phéanotypischen Merkmalen identifiziert werden.
Der funktionellen Differenzierung dienen Korrelate der Zytokinproduktion, zum Beispiel
TNF-a und Interferon (INF)-y, der Zytotoxizitat, die mittels der Mobilisierung von
CD107a abgeleitet werden kann, sowie den exprimierten Oberflachenmolekilen
CD137 und CD154 (Dimitrov et al., 2015; Betts et al., 2003; Wolfl et al., 2007; Moller
et al., 2011). Fur die phanotypische Beurteilung wird der ,peptide-loaded major-
histocompability complex® (pMHC) genutzt (Altman et al., 1996; Huang et al., 2016).
Der TCR erkennt das Antigen-Peptid mittels MHC-Prasentation, also dem pMHC
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(Altman et al., 1996). Dieses ist in vitro aber schnell dissoziierend und mit niedriger
Affinitat zum TCR charakterisiert (Davis et al., 1998; Huang et al., 2016). Mittels

Tetramisierung und Bindung an z.B. an ein fluoreszenzmarkiertes Streptavidin-Molekul

(siehe Abbildung 4, Seite 22) wird die Affinitat deutlich erhéht und im ,fluorescence

activated cell sorting” (FACS) erkennbar (Huang et al., 2016). Hieraus ergab sich tGber

den moglichen Austausch von Peptiden auf den MHC-Molekilen eine weitere

immense Multiplikation der Moglichkeiten (Davis et al., 2011; Toebes et al., 2006).

Stable interaction

X

‘Streptavidinf

i Y

Abbildung 5; Bindung TCR- und Tetramer mittels Streptavidin-Molekul; aus (Davis et al., 2011)

23



1.4.1 Messung von Antigen-spezifischen T-Zellen mittels mICAM-1

Eine neue zytometrische Methode wurde im Jahre 2018 entwickelt und stellt ebenfalls
eine FACS-vermittelte Anwendung dar (Dimitrov et al., 2018). Im Rahmen der TCR —
und Antigeninteraktion bindet ICAM-1 an aktivierte [32-Integrine (Rothlein et al., 1986;
Davis et al., 1998). In vitro ist ICAM-1 ebenfalls schnell I6slich und mit geringer Affinitat
gekennzeichnet (Tominaga et al., 1998). Nun wurden durch unsere Gruppe ICAM-1-
Multimere  (mICAM-1) aus rekombinanten humanem ICAM-1-Fc und
fluoreszensmarkierten Anti-Fc-Fragmenten des Schafes hergestellt, die an aktivierte
[32-Integrine binden und somit die sofortige Untersuchung der Antigen-spezifischen T-
Zelle ermdglichen (siehe Abbildung 6, Seite 24, (Dimitrov et al., 2018). In den
Versuchen konnten zudem Korrelate von CD107a, INF-y und TNF-a auf und sprechen
somit fir den Nachweis von funktionalen T-Zellen nach Cytomegalie-Virus- (CMV),
Epstein-Barr-Virus- (EBV) oder Influenza-Virus-Kontakt oder nach einer Impfung, z.B.

einer Gelbfieberimpfung (Dimitrov et al., 2018).
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Abbildung 6; Interaktion T-Zelle und APC, folgend inside-out-signaling mit Clustering und
Konformationsé&nderung; konsekutiv erfolgte die FACS-Analyse; aus (Gouttefangeas et al.,
2019)
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1.5 Virale Infektionen

Viren sind kleine infektiése Partikel, die sich nicht selbst reproduzieren kdnnen und auf
Wirte angewiesen sind (Lodish et al., 2000). Es gibt auf der Erde (ber 103!
verschiedene Virusarten (Breitbart and Rohwer, 2005). Das Genom kann als
Desoxyribonukleinsdure (DNA) oder Ribonukleinsdure (RNA) vorliegen (Lodish et al.,
2000). Ihre Ubertragung im Rahmen von viralen Infekten verlauft extrazellular, hierbei
Uberwinden sie die Schutzmechanismen des Wirtes, in dem sich dann fortpflanzen
(Lodish et al., 2000). Bei dieser Art von Infektionen gelingt es Viren die
Schutzmechanismen des Wirtes zu uberlisten. Im Rahmen der Vermehrung der Viren
kommt es zu einer Entziindungsreaktion bzw. der eigentlichen Erkrankung (Lodish et
al., 2000). Die Ubertragungswege umfassen die Tropfcheninfektion, die Kontakt- bzw.
Schmierinfektion sowie der Austausch von Korperflissigkeiten, wobei die durch

Insekten Gbertragenen Virusinfektionen als Sonderfall gelten (Herold, 2017).

1.5.1 Cytomegalie — Virus

Der Cytomegalievirus gehort zur Familie der Herpesviren (Herpesviridae) und wird
auch unter der Bezeichnung HHV-5 gefuhrt (Herold, 2017). Das Virus wird oral-oral,
sexuell, mittels Muttermilch, Transfusionen oder Transplantationen ubertragen. In
Deutschland sind ungefahr 50% der Bevolkerung damit infiziert (Herold, 2017; Robert-
Koch-Institut). CMV-spezifische T-Zellen umfassen bis zu 6 und 11 Prozent der CD4-
und CD8 T-Zellen und zeigen Phéanotypen aller Differenzierungsstadien, wobei
spatdifferenzierte T-Zellen und Effektorgedachtnis-T-Zellen (Tem) eine klare Dominanz
aufweisen (Lachmann et al., 2012; Waller et al., 2008; Stubbe et al., 2008). Eine
unterdrickte zellulare Immunitat fuhrt zu einer CMV-Reaktivierung und —Replikation
(Ljungman et al., 2002). Bisweilen kann eine CMV-Reaktivierung sogar in gesunden
CMV-Tragern beobachtet werden (Toro and Ossa, 1996). Anhand der gesteigerten
Anzahl von CD8* T-Zellen bei CMV-positivem Status erfolgte die Untersuchung des
Einflusses von Schlaf und circadianer Rhythmik auf die Integrinaktivierung von CD8*

T-Zellen bei CMV-positiven Probanden.
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1.5.2 Epstein-Barr-Virus

Das Epstein-Barr-Virus wird als doppelstrangiges Desoxynukleinsaure (DNA) -Virus
ebenfalls zu den Herpesviren (Herpesviridae) gezahlt und ist der Verursacher des
Pfeiffer’schen Driisenfiebers (Herold, 2017). In Deutschland als auch weltweit wird von
einer Durchseuchungsrate von 90% ausgegangen, die Ubertragungswege lauten oral-
oral, fakal-oral sowie per Sexualkontakt als auch tber das Blut (Maeda et al., 2009;
Yachie et al., 2003; Herold, 2017; Smart, 1999). Befallen werden vor allem die B-
Lymphozyten des lymphoiden Systems, z.B. findet sich in der Parotis eine lebenslange
Viruspersistenz mit intermittierender Virusproduktion (Nowalk and Green, 2016;
Morgan et al., 1979; Jondal and Klein, 1973; Pattengale et al., 1973). Zur Elimination
einer akuten Infektion, die haufig mit klassischen Beschwerden der Entziindung sowie
oropharyngealen Beschwerden einhergeht, seltener Hepatitis-dhnlichen Symptomen,
werden CD8* T-Lymphozyten rekrutiert, die auch der Elimination latent infizierter B-
Lymphozyten dienen (Amon and Farrell, 2005; Smart, 1999). Hinsichtlich der
bekannten erhéhten Anzahl von CD8* T-Zellen bei EBV-positiven Patienten erfolgte
eine entsprechende Bericksichtigung in dieser Studie in Bezug auf die Messung der
Integrinaktiverung von EBV-spezifischen T-Zellen.

1.5.3 T-Zell-Antwort auf CMV und EBV

Appay et al zeigten, dass die Immunantwort auf CMV und EBV beziglich der T-Zellen
in drei Gruppen spezifiziert werden kann: je nach CD-Expression in die Gruppe der
Learly“ (CD27*CD28"), ,intermediate® (CD27*CD28") und ,late-differentiated” (CD27-
CD28). Dies ist in Abbildung 7 veranschaulicht (Appay et al., 2002). Im Rahmen einer
CMV-Infektion zeigen sich charakteristische Veranderungen der
Lymphozytenuntergruppen, insbesondere eine Zunahme und Aktivierung der CD8"*-T-
Zellen und der NK-Zellen (Waller et al., 2008). Der Cytomegalievirus besitzt vielfaltige
Mechanismen fur eine lebenslange Latenz. CMV unterdrtickt beispielsweise die MHC-

Klasse-I-Antwort innerhalb von infizierten Zellen und behindert zudem die IFN-y-
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induzierte MHC-Klasse-Il-abhéngige Aktivierung der Makrophagen (Waller et al.,
2008; Barnes and Grundy, 1992). Der Virus codiert auRerdem fiir Proteine, die die
Prasentation von viralen Peptid-Antigenen gegeniber T-Zellen negativ
beeintrachtigen (Waller et al., 2008).

Gleichermalien birgt die Infektion mit EBV eine Lymphozytose, die durch eine reaktive
Proliferation von CD8*-T-Zellen hervorgerufen wird, diese wiederum eliminieren die
befallenen B-Lymphozyten (Pattengale et al., 1973; Jondal and Klein, 1973; Amon and
Farrell, 2005). Nach der erfolgreichen Bekampfung eines Pathogens oder auch
wahrend einer chronischen Infektion enthalten die Wirte relative grof3e Populationen
von pathogen-spezifischen Gedéachtnis-T-Zellen, die in den SLO oder im nicht-
lymphoiden Gewebe zirkulieren (Waller et al., 2008). Die Ged&achtnis-T-Zellen, die in
den sekundaren lympathischen Organen (SLO) patroullieren (central memory T cells,
Tcm ), sind im Blut, dem lymphatischen Gewebe und den verschiedenen SLO vertreten
(Waller et al., 2008). Die nicht-lymphatischen Gedachtnis-T-Zellen Tem hingegen
patrouillieren im Blut, der Lymphe und den nicht-lymphtischen Organen (Appay et al.,
2002). Tcm exprimieren Lymphknoten-Homing-Rezeptoren (CD62L und “chemokine
receptor” (CCR)7), wahrenddessen Tem Molekil-Rezetoren fir nichtlymphatisches
peripheres Gewebe im Sinne von B1 -und B2 -Integrine und CCR1-, CCR3- und CCR5-
Chemokine-Rezeptoren besitzen (Waller et al., 2008; Gillespie et al., 2000; Appay et
al., 2002).
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1.5.4 Effekt von neuroendokrinologischen Faktoren auf die Immunzelladhasion
Die in den letzten zwanzig bis dreiRig Jahren durchgefiihrten immunologischen Studien
konnten den wichtigen Part der Integrin-vermittelten Adhasion bei Rezirkulation,
Rekrutierung, Ansassigkeit und der Ausbildung der Immunologischen Synapse im
Rahmen der T-Zell-lmmunantwort belegen (Dustin, 2014; Springer and Dustin, 2012;
Burbach et al., 2007; Grakoui et al., 1999; Goldstein et al., 2000; Dimitrov et al., 2019).
Jedoch war es nicht bekannt, ob die Adhé&sion von Immunzellen auch von anderen
systemwirksamen Molekulen beeinflusst wird, wie zum Beispiel den Gas-gekoppelten
Rezeptoragonisten, deren Konzentrationen zum Beispiel wahrend des Schlafes
reduziert sind (Dimitrov et al., 2015). Eine sehr wichtige Entdeckung war die
Rekrutierung von spatdifferenzierten Effektorzellen wie Tem und y/& CD8* T Zellen,
sowie zytotoxischen T-Zellen und CD16-Monozyten in die Zirkulation aufgrund eines
Katecholamin-Levelanstieges infolge von Stress, Tageszeit oder nach 32 — adrenerger
Rezeptoragonist- Epinephrineinfusion (Dimitrov et al., 2009; Dimitrov et al., 2010;
Lange et al., 2010). Trotz allem war die theoretische Grundlage der Katecholamin-
induzierten Mobilisation von Effektorzellen lange Zeit nicht vollstéandig differenziert.
Chigaev et. al konnten erstmals fur die Verbindung von Integrin-vermittelter Adhasion
und der Epinephrin-induzierten Mobilisation wichtige Hinweise liefern (Chigaev et al.,
2007; Chigaev and Sklar, 2012). Sie konnten in Studien an Monozyten zeigen, dass die
CXCL12-Chemokin-assoziierte ,very late antigen® (VLA)4-Integrinaffinitat von anti-
adhasiven Signalen durch Gaos-gekoppelte (eine Untereinheit der G-Protein-
gekoppelten-Rezeptoren (GPCR), die den cAMP-abhéangigen Signalweg induzieren)
Rezeptoragonisten wie den Hz -histaminergen Rezeptoragonisten Amthamin und den
312 -adrenergen Rezeptoragonisten Isoproterenol abhangig ist (Chigaev et al., 2008;
Chigaev et al., 2011). Im Verlauf zeigten Dimitrov et al., dass alle mobilisierten
Effektorzellen einen allgemeinen Rezeptorphanotyp besitzen (hohe Expressionsrate
des Integrins LFA-1 und des Chemokinerezeptors CX3CR1), der in vitro die Adh&sion
ans aktivierte Endothel ermdglicht (Dimitrov et al., 2010). Dieser Prozess wird von
Epinephrin umgehend antagonisiert (Dimitrov et al., 2010). Hierbei kann Epinephrin
umgehend die Integrinaktivierung inhibieren um das Lésen und Ausstrémen der Zellen
in die Zirkulation zu ermdglichen (Dimitrov et al., 2010). Es ist derzeit ungewiss, ob
Signale der Gas-gekoppelten Rezeptoren zur Herunterregulation der TCR-vermittelten
Integrin-Aktivierung fihren kénnen und die Ausbildung der immunologischen Synapse
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und Ansassigkeit der Gedachtnis-T-Zellen beeinflussen. Gas-gekoppelte Rezeptor-
Signale beeinflussen die Zellimmunitat (Lombardi et al., 2001; Packiriswamy and
Parameswaran, 2015). Mannigfaltige immunmodulatorische Effekte sind fir die Gas-
gekoppelten Rezeptor -Agonisten wie Katecholamine, Epinephrin und Norepinehprine,
die PGE2 und PGD:2 sowie fir Adenosine, Histamin als auch Serotonin bekannt
(Brudvik and Taskén, 2012; Bellinger et al., 2008; Dimitrov et al., 2019). Die Wirkung
hangt hierbei von der Expression der entsprechenden Klassen der Gas-gekoppelten
Rezeptoren auf Immunzellen ab (Dimitrov et al., 2019). Die Gas-gekoppelten
Rezeptoren Uben mittels cAMP-Produktion einen inhibierenden Einfluss auf
Proliferation, Zytokinproduktion und Zytotoxizitat aus. Indes werden durch Agonisten
von Gai- and Gag-gekoppelten Rezeptoren entziindliche Effekte vermittelt (Brudvik and
Taskén, 2012). Bedingungen mit niedrigen Konzentrationen an endogenen Gas-
gekoppelten Rezeptoragonisten wie Katecholaminen (Dimitrov et al.,, 2015),
Prostaglandinen (Haack et al., 2009) und Serotonin (Davies et al., 2014) verbessern
moglicherweise die adaptive Immunitat, verbunden mit einem verbessertem Immun-T-
Zellgedachtnis (Lange et al., 2011; Dimitrov et al., 2019).
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1.6 Fragestellungen und Hypothesen

Unter der Bedingung Schlaf weisen die Gas-gekoppelten Rezeptoragonisten, zum
Beispiel Katecholamine (Dimitrov et al., 2015), Prostaglandine (Haack et al., 2009) und
Serotonin (Davies et al., 2014), niedrige Level auf. In vorangegangenen Experimenten
unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Gas-gekoppelten
Rezeptoragonisten Norepinephrin, Epinephrin, Isoprotenol, PGE2, PGD2 und
Adenosin dosisabhangig die Integrinaktivierung von CMV- und EBV-spezifischen T-
Zellen inihibieren. Von diesen Erkenntnissen ausgehend, soll die vorliegende Arbeit
daruber Aufschluss geben, ob unter der Bedingung Schlaf die Integrinaktivierung von
CMV- und EBV-spezifischen T-Zellen verandert ist. Aufgrund der circadianen
Rhythmik von Katecholaminen (Dimitrov et al., 2015), Prostaglandinen (Kamperis et
al., 2004), Serotonin (Davies et al., 2014) und Adenosin (Chagoya de Sanchez et al.,
1983) soll die Adhasion einen kompletten Tag gemessen werden, um eine mégliche
circadiane Rhythmik zu demaskieren. Zudem konnten die bisherigen Studien
nachweisen, dass die spatdifferenzierten CMV- spezifischen T-Zellen am starksten auf
den Einfluss von Epinephrin reagieren und somit in den Blutkreislauf mobilisiert
werden (Dimitrov et al., 2010). Von Interesse ist, ob diese Subpopulation auch am

sensitivsten auf die Integrinaktivierung reagiert.

Die folgend aufgefiihrten Fragenstellungen wurden formuliert:

1. Welches Verhalten zeigt die Integrinaktivierung unter Schlaf im Vergleich zu

Schlafentzug?
2. Folgt die Integrinaktivierung einer circadianen Rhythmik?

3. Sind spatdifferenzierte CMV-spezifische T-Zellen am starksten durch Schlaf

beeinflusst?
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Darauf basierend ergeben sich nachfolgende Hypothesen:

1. Unter physiologischen Bedingungen des Schlafes im Vergleich zum Schlafentzug

findet sich eine hohere Integrinaktivierung.
2. Die Integrinaktivierung weist eine circadiane Rhythmik auf und nachts ihren Peak.

3. Spatdifferenzierte CMV-spezifische T-Zellen sind am sensitivsten.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Die Studienpopulation bilden zehn gesunde Probanden (finf Frauen, finf Manner) im
Alter von 19-34 Jahren (MW = 24,7), die allesamt einen Body-Mass-Index (BMI) von
20-25 kg/m?2 (MW = 22,4) aufweisen. Weiterhin nimmt keiner der Probanden eine
Dauermedikation, auch wahrend der Versuche wurden keine Medikamente
genommen. Weiterhin wurde darauf geachtet, dass keiner der Teilnehmer Nachtarbeit
verrricht bzw. einer Tatigkeit mit Schichtdienst oder Nachtarbeitsanteil nachgeht. Ein
weiteres Kriterium stellte dar, dass die Probanden Nichtraucher sind. Die Einnahme
von Drogen wurde zum Ausschluss bzw. fuhrte zur Nichtberiicksichtigung. Zudem war
Voraussetzung, dass die Probanden keine akuten oder chronischen Erkrankungen
aufweisen. Die Grundlage fir eine Teilnahme an der Studie bildete ein CMV-Nachweis
sowie eine bestimmte HLA-Ausstattung (HLA-A2*), da nur bei gewissen HLA-Tragern
der Nachweis CMV-spezifischer T-Zellen mittels Tetrameren mdglich ist. Die Studie
wurde vom Ethikkomitee der Universitdt Tibingen geprift und zugelassen
(Aktenzeichen: 642/2013B0O2; im Institut fir Medizinische Psychologie und
Verhaltensbiologie vorliegend). Alle Probanden wurden Uber die Durchfiihrung und die
Risiken durch einen Arzt aufgeklart und willigten schriftlich nach entsprechender
Bedenkzeit in die Teilnahme gemal} der Deklaration von Helsinki ein.

Nach einer Voruntersuchung (Anamnese, kdrperliche Untersuchung, Blutdruck, Puls)
zum sicheren Ausschluss akuter oder chronischer Erkrankungen samt Abnahme eines
Routinelabors im Rahmen der Adaptionsnacht und einer Versuchsnacht zur
Gewobhnung an das Setting fanden zwei Sitzungen mit einem Mindestabstand von zwei
Wochen im Schlaflabor statt, bei den Frauen zu vergleichbaren Zeitpunkten
hinsichtlich ihrer Menstruation. Das Wohlbefinden als auch die Gesundheit der
Teilnehmer wurde an jedem Termin &arztlicherseits und durch Fragebdgen tberpruft.
Die beiden Sitzungen bestanden zum einen aus einer Versuchsnacht mit Schlafentzug
in aufrecht sitzender Position, wobei eine Ablenkung durch Film schauen, Telefonate,
Gesprache mit dem Versuchsleiter, Buch lesen oder Musik héren erlaubt war, und zum
anderen aus der Versuchsnacht mit einem Schlafanteil von 23-7 Uhr. Bei beiden
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Versuchseinheiten waren die Patienten von 7 Uhr bis 19 Uhr des Folgetages in der
Versuchseinrichtung oder dem angrenzenden Gelande. Hierbei standen sie unter
engmaschiger Supervision durch den Versuchsleiter. Um 8 Uhr wurde ein
standardisiertes, vegetarisches Fruhstiick aus der Kiiche des Universitatsklinikums
Tldbingen serviert, um ca. 12:30 gab es ein vegetarisches Mittagessen in den
Raumlichkeiten der nah gelegenen Universitatsklinik, ebenfalls aus der Kiche des
Universitatsklinikums Tibingen. Insgesamt dauerte eine Versuchsnacht von ca. 20
Uhr bis ca. 19 Uhr des Folgetages, wobei von 22 Uhr am ersten Tag beginnend alle
vier Stunden bis 18 Uhr am zweiten Tag des Versuchs Blut aus einer
Venenverweilkanile (,Vasofix“ mit Kanulengréfe 18G der Firma Braun, Melsungen,
Deutschland) abgenommen wurde. Ein Schema zu den Blutabnahmen liefert die
Abbildung 8. Auf Seite 35 in Abbildung 9 ist der Versuchsaufbau der Bedingung
~ochlaf‘ schematisch abgebildet. Zwei Blutabnahmen in der Nacht wurden Utber ein
dunnes Kabel in ein benachbartes Zimmer abgeleitet, sodass der Proband nicht
gestort wurde. Das Blut wurde umgehend untersucht. Um ein mogliches Koagulieren
des Blutes in der Leitung als auch in der Venenverweilkantle zu verhindern, erhielten
die Probanden nachts 0,9%-Natrium-Chlorid (NaCl)-Infusionen, zwischen 500 und 700
ml. Die ersten 7,5 ml der Blutprobe nachts wurden verworfen, bei der ersten Entnahme
sowie den Proben von 10, 14 und 18 Uhr wurden jeweils die ersten 5 ml Blut verworfen.
Insgesamt wurden den Probanden insgesamt ca. 480 ml Blut entnommen, verteilt auf
zwei Versuchstage und eine Entnahme bei der Voruntersuchung. Um eine Aussage
zur Tagesschlafrigkeit als auch der Schlafqualitat — und Quantitat treffen zu kénnen,
wurden den Patienten verschiedene Fragebdgen ausgeteilt, zudem wurden mittels
eines Schlaftagebuches auf3erordentliche Stressoren und ein ausgewogenes
Schlafverhalten uberprift. GleichermalR3en fand eine Ableitung von EEG-, EOG- und
EMG-Stromen statt.
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Abbildung 8; Schema der Blutenthahmen in den Bedingungen ,Schlaf* und ,Wach*; Grau

staffiert die Bettzeit (aus unserer Arbeitsgruppe)

NREM

————— 11PM 7 AM
Slow wave sleep

(N3)

Abbildung 9; Darstellung der Blutentnahme unter Laborbedingungen sowie des
Hypnogrammsettings, in Bezug auf die Uhrzeit; aus (Besedovsky et al., 2019)
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2.2 pMHC und ICAM-1-Multimere

Wie schon im Paper von Dimitrov beschrieben (Dimitrov et al., 2019), produzierten wir
mittels konventioneller pMHC-Mehrmalsfaltung (Hadrup et al., 2015) biotinylierte
pHLA-A*0201-Monomere (CMV A2/NLVPMVATYV [A2/NLV] und EBV A2/GLCTLVAML
[A2/GLC]). Weiterhin kreierten wir fluoreszierende pHLA-A*0201-Multimere, indem wir
Monomere mit Streptavidin-PE oder APC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
im Verhaltnis 1:4 (Streptavidin:pHLA-A2-Monomer) inkubierten. Die Multimere wurden
aliquotiert und bei -80°C in  Trishydroxymethylaminomethan-gepufferter
Salzpufferlosung, 16% Glycerol enthaltend, eingefroren (Hadrup et al.,, 2015). Die
schlussendliche  Azid-Konzentration betrug 0,035%. Zudem stellten  wir
fluoreszierende ICAM-1/Anti-Fc-Multimerkomplexe her, indem wir 200 pg/mli
rekombinantes humanes ICAM-1-Fc (Bengtsson et al., 2013) mit polyklonalen anti-
humanem Fc-FITC f(ab)2-Fragmenten (Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) im
molaren Verhaltnis 1.4 (ICAM-1-Fc:1gG Teil von Anti-Fc-FITC-Fragmenten) bei 4°C fur
drei Stunden inkubierten. Wir lagerten die mICAM-1-Aliquots bei -20°C bis zur
Verwendung, insgesamt weniger als eine Woche.

2.3 Zellstimulation und mICAM-1-Anfarbung

Verwendung fand ein kirzlich von unserer Gruppe entwickeltes FACS-Assay, dass
mittels Vollblutmarkierung die 32-Integrinaktivierung von Antigen-spezifischen CD8* T-
Zellen veranschaulichen kann (Dimitrov et al., 2018). Dieses Assay misst die
Integrinaktivierung anhand der spezifischen Zellbindung von ICAM-1, dass eine
vermehrte Affinitat und/ oder Aviditat der 32-Integrine nach TCR-induzierter Aktivierung
widerspiegelt. Wie schon in dem Paper von Dimitrov dargelegt (Dimitrov et al., 2019),
inkubierten wir frisch heparinisiertes Vollblut (380 pl/test) fir 5 Minuten im Wasserbad
in 5 ml-Falcon-Rohrchen (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) bei 37°C mit 0,6
pg/ml CMV A2-NLV/PE- oder EBV A2-GLC/PE-Multimeren sowie 6,25 pg/ml mICAM-
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1/FITC. Umgehend nach der Inkubation wurden die Proben fixiert, die Erythrozyten
wurden mit FACS-Lysel6sung (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland), dass 1 mM
Calcium-lonen und 2 mM Magnesium-lonen enthalt, lysiert. AnschlielRend wurde eine
Waschung mit PBS (0.5% Albumin und 0.1% Natriumazid) durchfuhrt (siehe bitte
Abbildung 10).

Nach einer Zentrifugierung wurden die Zellen mit Oberflachenmarkern gefarbt, um
CD8* T-Zellen und ihre Subpopulationen (friih- (CD27*CD28%); mittel (CD27+*CD28")-
und spatdifferenziert (CD27-CD28)) zu erkennen. Die monoklonalen Antikdrper
CD4/BV421, CD3/BV510, CD8/BV605, CD28/PerCP-Cy5.5, CD27/APC, CD14/APC-
Cy7, and CD19/APCCy7 (alle von BioLegend, San Diego, USA) wurden zu den Zellen
hinzugefligt, insgesamt fur 15 Minuten und bei Raumtemperatur inkubiert. Alle
Antikdrper wurden bei vorgepriften optimalen Konzentrationen eingesetzt. Die Proben
wurden mittels eines LSR Fortessa (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)
untersucht und mit der FACS DiVA Version 8.0 ausgewertet. Insgesamt wurden
mindestens 50000 CD8* Ereignisse fir das Antigen-spezifische Assay gezahlt. Die
Resultate werden in Relation der Zellen zur Gesamtpopulation oder anhand der ,mean
fluorescence intensity“ (MFI) der mICAM-1-Bindung an der Gesamtheit der pMHC*-

Zellen dargestellt.
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Abbildung 10; Arbeitsschritte im Rahmen der mICAM-1-Anfarbung; Interaktion TCR und CMV-

bzw. EBV-spezifische Tetramere; aus unserer Arbeitsgruppe
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2.4 Evaluation des Schlafes

Mithilfe des EEG und der damit verbundenen Mdoglichkeit zur Aufzeichnung von
Hirnstromen aufgrund von Potenzialschwankungen der kortikalen Neuronen ist es
mdoglich, den Schlaf aufgrund spezifischer EEG-Muster in Schlafstadien aufzuteilen,
siehe Abbildung 9. Anhand der Anzahl als auch der Dauer der durchlaufenen
Schlafstadien kann auf einen erholsamen Schlaf geschlossen werden. GleichermalRen
wurden auch EOG und EMG abgeleitet. Zudem flllten die Probanden nach jeder
Schlafnacht den Schlaffragebogen Typ A (SF-A-R) aus, gaben zudem auf der
Standford-Schlafrigkeits-Skala (SSS) ihren aktuellen Wert vor dem Zubettgehen (ca.
22 Uhr) und nach dem Aufwachen gegen ca. 7:30 Uhr. Zu den korrespondierenden
Zeiten bei der Versuchsnacht mit Schlafentzug wurden die Werte der SSS ebenfalls

bestimmt.

2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wird als ein Messverfahren verstanden, dass Anzahl und
bestimmte Eigenschaften von Zellen bestimmen kann. Untersucht werden zum
Beispiel konnen die Genexpression, die Oberflacheneigenschaften, die intrazellulare
Proteinexpression und die Morphologie der Zellen (Ibrahim and van den Engh, 2007).
Abbildung 11 zeigt eine mdgliche Anordnung. Hierbei werden die Zellen einzeln und
nacheinander durch eine Kivette aus Glas oder Quarz geleitet und passieren einen
Laserstrahl oder mehrere Laserstrahle. Die auftretenden Emissionen werden durch
entsprechende Detektoren aufgezeichnet, unterschieden werden Vorwarts- und
verschiedene Seitwértsstreulichter. Je nach Eigenschaft und Grof3e der Zellen ergibt
sich ein signifikantes Bild anhand der Streulichter. Zur weiteren Differenzierung von
Zellen kénnen diese fluoreszenzmarkiert werden und somit kénnen Zellen eines Typs
gleichsam in entsprechende Gruppen sortiert werden. Mittels der Antigen-Antikdrper-
Reaktion kdnnen Uber fluoreszenzgefarbte Antikorper intrazellulare Proteine, Peptide,

DNA oder Oberflachenmerkmale nachgewiesen werden. Diese Methode wird auch als
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Fluoreszenz-Durchflusszytometrie bezeichnet. Das von uns verwendete Gerét lautet
LSR Fortessa der Marke BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland), die
entsprechende Analysesoftware war FACE DiVA 8.0. Insgesamt wurden mehr als
50000 CD8* Ereignisse fur das Antigen-spezifische Assay gesammelt. Die Ergebnisse
werden als relativer Anteil in Bezug auf die Gesamtpopulation dargestellt, und als MFI
der mICAM-1-Bindung in Bezug auf alle pMHC*-Zellen.

Abbildung 11; Schematische Darstellung eines FACS-Gerates: im Bild oben zu sehen ist die
Offnung, durch die die zu untersuchende Fliissigkeit flieRt. Die Flussigkeit wird in der Folge
von einem oder mehreren Laserstrahlen getroffen. Fluoreszenz und Streuung wurden durch
eine Objektivlinse aufgenommen und verarbeitet. Mittels Magnetfeld kann die gewinschte

Material isoliert und weiter untersucht werden; aus (Ibrahim and van den Engh, 2007)
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2.6 Statistik

Alle Daten werden als Mittelwert samt entsprechendem Standardfehler aufgelistet. Zur
Auswertung der Standford-Schlafrigkeits-Skala und der SF-A-R- Fragebtgen wurden
die Antworten mit Microsoft® Excel® 2016 MSO (16.0.10325.20082) gemittelt und in
entsprechenden Diagrammen dargestellt. Die statistische Analyse basiert auf der
Varianzanalyse mit Messwiederholungen (ANOVA) mit folgendem Post-hoc-Test. Die
beiden Experimentalbedingungen ,Schlaf‘ und ,Schlafentzug“ stellen die ANOVA-
Faktoren dar. Eine Periode besteht aus Tag und Nacht. Die Zeit wird durch die
einzelnen Zeitpunkte mit einem jeweiligen Abstand von vier Stunden nachts (22 Uhr
bis 6 Uhr morgens) als auch tagsuber (10 Uhr tagsiber bis 18 Uhr abends) dargestellt.
Die Unterschiede zum Zeitpunkt des Nullpunktes (22 Uhr) zwischen ,Schilaf‘ und
»ochlafentzug” wurden als Kovariante genutzt, um die Korrektur der tagtaglichen
Abweichung der Immunparameter darzustellen. Mittels der Greenhouse-Geisser-
Methode wurden die Freiheitsgrade bereinigt. Um im Rahmen der beiden
Bedingungen entsprechende Rhythmen ausfindig zu machen, fand das Programm
Chronolab® fiir eine Cosinor-Analyse in Bezug auf eine Periode von 24 Stunden

Verwendung.
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3 Resultate

3.1 Schlaf der Studienteilnehmer

Bei allen Probanden fand eine EEG-Aufzeichnung wahrend der Schlaf- Bedingung
statt. Aufgrund von technischen Problemen wurden nur drei von zehn Probanden-

EEGs beurteilt. In diesen drei Fallen wurde aber eine gute Schlafqualitat konstatiert.

Wach 9,33 6,34
S1 50,67 8,61
S2 251,83 15,84
S3 62,67 31,04
sS4 25,83
REM 84,67 4,32
Bewegung 0,83
Total 459,67 11,80

Tabelle 1; Durchschnittliche Dauer der Schlafphasen der drei EEGs samt Abbildung des
durchschnittlichen Standardfehlers. Anhand der zeitlichen Verteilung der einzelnen
Schlafphasen sowie geringer Bewegungs- und Wachanteile kann von einer guten

Schlafqualitat ausgegangen werden.

Zudem wurde der Schlaf anhand der Fragebdgen SSS und SF-A-R beurteilt. In
Abbildung 12 ist ersichtlich, dass der SSS-Wert nach der Schlafnacht um 0,5 Punkte
auf 2,7 Punkte sank und korreliert somit mit einer soliden Schlafqualitat (siehe
Abbildung 14).
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MW-Entwicklung SSS unter
Schlafbedingungen

3,2
2,7

SSS
o R, N W A O

Abbildung 12; Mittelwert (MW) -Entwicklung des Wertes der Stanford-Schlafrigkeits-Skala

(SSS) unter standardisierten Schlafbedingungen

In der ,Wach“-Bedingung wurden die Studienteilnehmer engmaschig kontrolliert, um
ein Einschlafen zu verhindern. Hierbei kann konstatiert werden, dass die Auswertung
der Stanford Schlafrigkeits-Skala unter der Bedingung Schlafentzug einen
durchschnittlichen Anstieg von 1,4 auf 4,3 Punkte ergab. Damit kann von einer

Zunahme der Schlafrigkeit ausgegangen werden.

MW-Entwicklung SSS unter
Schlafenzug
4,3

2/

SSS
o R, N W A~ U”

Abbildung 13; Mittelwert (MW) -Entwicklung des Wertes der Stanford-Schlafrigkeits-Skala
(SSS) unter Schlafenzug

42



Zur besseren Beurteilung und Differenzierung des Schlafes erfolgte zudem die
Auswertung der SF-A-R, siehe bitte Abbildung 14. Hierbei ergaben sich folgende
Aussagen: Den Schlaf per se beurteilten 70% als wenigstens ,mittel gut® (20% sehr
gut, 20% ziemlich gut), die restlichen 30% bewerteten mit ,wenig gut®. Als wenigstens
.mittel tief* wurde er von 70% eingestuft (20% ,ziemlich tief*), auf die Einstufungen
2wenig tief und ,nicht tief“ entfielen 20% respektive 10%. Alle Probanden empfanden
den Schlaf als wenigstens ,mittel entspannt, wobei insgesamt 40% ,ziemlich
entspannt® wahlten. Zudem wurde nach dem Befinden vor dem Zubettgehen gefragt.
Hier dulBerten sich 90% mit ,mittel schlafbedurftig® (insgesamt 30% ,sehr und 40%
,ziemlich schlafbedurftig”), ein Proband wahlte ,wenig schlafbedurftig“. Als entspannt
bezeichneten sich zu diesem Zeitpunkt alle Studienteilnehmer (10% ,sehr®; 70%
,ziemlich® und 20% ,mittel“). 70% wahlten ,wenig“ oder ,nicht Uberfordert®, jeweils 10%

entfielen auf die Moglichkeiten ,ziemlich“ und ,mittel Gberfordert®.
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Abbildung 14; SF-A-R: Auswertung zum Befinden der Probanden
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Eine weitere Frage stellte das Befinden am Morgen nach der Schlafnacht in den Fokus.
Die Antwortmdglichkeit ,ausgeglichen wurde von allen Probanden mit wenigstens
,mittel* ausgewanhlt, insgesamt acht Studienteilnehmer stuften sich als ,ziemlich
ausgeglichen® ein. ,Entspannt® fuhlten sich zudem alle Probanden mit wenigstens
.mittel“, 90% sogar ,ziemlich entspannt®. Insgesamt bezeichneten sich 90% als
wenigstens ,mittel ausgeschlafen® (jeweils 10% ,sehr und ,ziemlich®). Ein Proband

stufte sich als ,wenig ausgeschlafen® ein.

Unter den Probanden ergab sich eine mittlere Einschlafzeit von 22 Minuten, darunter
ein Proband mit 60 Minuten. Als Ursachen dafur wurden ungewohnte Schlafumgebung
und Beschaftigung mit Tagesereignissen genannt. Auf3erordentliche akute oder
chronische Stressoren wurden nicht angegeben. 70% der Probanden konnten keine
Bildeindricke wahrend des Einschlafens angeben, die restlichen 30% wahlten ,nicht
sicher®. 40% gaben hierbei ,leichte“ Muskelzuckungen, der Rest der Studienteilnehmer
nahm keine Dbesonderen Muskelaktivititen wahr. Die Probanden wachten
durchschnittlich 2,6 Mal auf und schliefen im Mittelwert nach ca. sieben Minuten wieder
ein. Insgesamt ist bei einer Abnahme des SSS-Wertes sowie bei einer
durchschnittlichen guten Beurteilung des Schlafes von guten Schlafbedingungen und

somit einem erholsamen Schlaf auszugehen.

3.2 Gating von CMV- und EBV-spezifischen CD8* T-Zellen und Beurteilung der
32-Integrin Aktivierung mittels Markierung mit mICAM-1

Um die Integrinaktivierung von CD8* T-Zellen zu messen, wurden die Lymphozyten
gemessen und subspezifiziert. Mittels FACS-Analyse wurden die Lymphozyten
entsprechend einem Gating unterzogen und anschlieBend initial beziglich der
Gesamtanzahl beurteilt. Im Verlauf wurde die MFI der ICAM-1-Bindung an aktivierte

Integrine gemessen.

Die auf der nachfolgenden Seite folgende Abbildung 15 zeigt anhand eines
Dichtediagramms nach FACS-Analyse die Auftrennung der Lymphozyten spezifisch
nach CD3*CD8* T-Zellen. Samtliche Zellen des Vollblutes der Probanden wurden 5
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Minuten bei 37°C in Gegenwart von von pMHC-Multimeren (A2-NLV/PE oder A2-
GLC/PE) und mICAM-1 inkubiert.

Lymphocytes Singlets CD8'T cells

YCD3/BV510

Ivf[rvvTIrlvrITITTIIlIr[ LI B B N N N L B |

FSC-A FSC-A CD8/BV605

Abbildung 15; FACS-basierte Analyse und Gating der CD8* T-Zellen mittels
Dichtediagramm; links das Lymphozyten-Gate, mittig der Ausschluss von ,height

duplet” samt front scatter area; rechts CD3*CD8* T-Zellen; aus unserer Arbeitsgruppe

0 M epinephrine

9071
(72.9)

mICAM-1/FITC

> A2-NLV/PE

Abbildung 16; FACS-basierte Analyse und Darstellung von CMV-spezifischen CD8" T-Zellen
unter Abwesenheit von Epinephrin eines reprasentativen Probanden; MFI der mICAM-1-
Bindung von A2-NLV* CD8" T-Zellen bei 9071; in Klammern und in Kursivschrift die Haufigkeit
der mICAM-1*-Zellen unter den A2-NLV* CD8" T-Zellen (72,9); aus unserer Arbeitsgruppe
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Abbildung 16 veranschaulicht die CMV-spezifischen CD8* T-Zellen nach Anfarbung
mit mICAM-1 und A2-NLV/PE eines reprasentativen Probanden. Die entsprechende
Blutabnahme wurde zur Basislinie 22 Uhr abgenommen. Die Bindung des Multimers
an den TCR fuhrt zur 32-Integrinaktivierung, was anhand der Markierung mit mICAM-
1 nachgewiesen werden kann. Insgesamt lag der MFI bei 9071, die Haufigkeit der
mICAM-1*-Zellen unter den A2-NLV* CD8* T-Zellen ergab 72,9, sodass das insgesamt
mehr als zwei Drittel der Zellen mICAM-1* waren.

Abbildung 17 zeigt die EBV-spezifischen CD8* T-Zellen nach Anfarbung mit mICAM-
1 und EBV-Multimer A2-GLC/PE eines reprasentativen Probanden. Gleichermal3en
fuhrt die Bindung des Multimers an den TCR zur [32-Integrinaktivierung, was anhand
der Markierung mit mICAM-1 nachgewiesen werden kann. Insgesamt lag der MFI bei
1877, die Haufigkeit der mICAM-1*-Zellen unter den A2-GLC* CD8* T-Zellen ergab

56,1, sodass das insgesamt mehr als die Halfte der Zellen mICAM-1* waren.

0 M epinephrine

1877
(56.1)

mICAM-1/FITC

» A2-GLC/PE

Abbildung 17; FACS-basierte Analyse und Darstellung von EBV-spezifischen CD8" T-Zellen
unter Abwesenheit von Epinephrin; MFI der mICAM-1-Bindung von A2-GLC" CD8" T-Zellen
bei 1877; in Klammern und in Kursivschrift die Haufigkeit der mICAM-1*-Zellen unter den A2-
GLC* CD8" T-Zellen (56,1); aus unserer Arbeitsgruppe
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3.3 Schlaf erhdht die Rz-Integrin Aktivierung von CMV- und EBV-spezifischen
CD8" T-Zellen

Anhand der Tatsache, dass Schlaf durch niedrige Konzentrationen an Gas-
gekoppelten Rezeptoragonisten wie Katecholaminen, Prostaglandinen und Histamin
gekennzeichnet ist, wurden die Effekte von Schlaf und Schlafentzug auf die 32-Integrin
Aktivierung von CMV- und EBV-spezifischen T-Zellen verglichen. Uber 24 Stunden
wurde die Integrinausschittung gemessen, um zudem eine circadiane Rhythmik zu
demaskieren. Die MFI der mICAM-1-Expression bezuglich pMHC* CD8* T-Zellen wird
unter der Bedingung ,Schlaf‘ im Vergleich zur Bedingung ,Schlafentzug” deutlich
erhoht. Der Anstieg ist nicht Uber die gesamte Schlafphase nachweisbar (F(1.9) = 4.1;
p <0.05 F(1.8) =6.0; p < 0.05 fur Schlaf/Wach-Zustand x Periodeneffekt fir CMV- und
EBV-spezifische T-Zellen; siehe Abbildung 18). Fir die Zeitpunkte ,2 Uhr nachts®
(CMV-spezifische T-Zellen) und ,6 Uhr morgens® (EBV-spezifische T-Zellen) konnte
jedoch anhand eines ,Followup-t-Testes” ein signifikanter Anstieg errechnet werden (*
in Abbildung 18a) bzw. 18b)). Mittels einer Kosinoranalyse konnte fur die mICAM-1-
Expression der CMV- und EBV-spezifischen T-Zellen wé&hrend einer normalen
Zyklusfolge von Schlaf und Wachzustand eine circadiane Rhythmik detektiert werden
(p = 0.023; siehe bitte Abbildung 18). Unter der Kondition ,Schlafentzug® war keine
circadiane Rhythmik nachweisbar (p < 0.07 fur CMV-spezifische T-Zellen; p < 0.10 far
EBV-spezifische T-Zellen). Fir CMV- und EBV-spezifische T-Zellen fand sich mittels
einer angepassten Kosinuskurve ein Gipfel bezuglich der mICAM-1-Expression um
3:33 Uhr £ 32 Minuten (min) bzw. 4:15 Uhr £ 50 min.
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Abbildung 18; Schlaf erhéht die R,-Integrin-abhangige Aktivierung von Antigen-spezifischen
CD8" T-Zellen. N = 10, p < 0.05. a) MFI der mICAM-1-Expressionslevel von CMV-spezifischen
CD8" T-Zellen b) MFI der mICAM-1-Expressionslevel von EBV-spezifischen CD8" T-Zellen;
die grau schattierte Flache symbolisiert die Bettzeit der Probanden; * fir Signifikanz gemaf
eines Vergleiches der beiden Konditionen unter Verwendung eines paarigen t -Testes nach
signifikanten ANOVA-Ergebnissen; nach (Dimitrov et al., 2019)
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3.4 Gating der Subpopulationen von CMV- und EBV-spezifischen CD8* T-Zellen

und Beurteilung der R2-Integrin Aktivierung mittels Markierung mit mICAM-1

AnschlieBend wollten wir die Integrinaktivierung der Subpopulationen der CMV-
spezifischen T-Zellen beurteilen, sodass wir die Gesamtpopulation in drei

Subpopulationen teilten.

Samtliche Blutzellen wurden in Ab- oder Anwesenheit von Gas-gekoppelten
Rezeptoragonisten bei den eingefiigten Konzentrationen fur finf Minuten préainkubiert
und folgend mit CMV-A2-NLV/PE-Multimeren und mICAM-1 fur finf Minuten bei 37°C
markiert, dargestellt in Abbildung 19. Teil A =zeigt die Differenzierung der
Subpopulationen der pMHC* CD8* T-Zellen nach Markieren mit CD27 und CD28
Antikdrpern. Die Zahlen geben Aufschluss tber die jeweilige Haufigkeit. Die CMV-
spezifischen CD8* T-Zellen lassen sich anhand ihrer Differenzierung in fruh-
(CD27*CD28%), mittel- (CD27+*CD28") und spatdifferenziert (CD27-CD28") unterteilen.
Jeder Differenzierungstyp hat ungeféahr einen Anteil von einem Drittel an der

Gesamtheit der spezifischen CD8* T-Zellen.

Teil B prasentiert Beispiele von mICAM-1-markierten Zellen fur frih- (CD27+CD28+;
links), mittel- (CD27+CD28-; mittig) und spat- (CD27-CD28-; rechts) differenzierten
CMV-spezifischen CD8+ T-Zellen. Die Zahlen stehen fir die MFI der mICAM-1-
Expressionslevel von CMV-spezifischen CD8+ T-Zellen und ergeben hier 7250 fir
frih-, 10647 fur mittel- und 11163 fur spatdifferenzierte CMV-spezifische CD8+ T-
Zellen. Die Haufigkeit der mICAM-1+-Zellen unter den entsprechenden CMV-
spezifischen CD8+ T-Zell-Subpopulationen ergab bei allen ungefahr 73 und somit
einen hohen Wert. Gleichermal3en wurden die EBV-spezifischen T-Zellen anhand der
Marker CD27 und CD28 differenziert. Hierbei reprasentiert der fruhdifferenzierte
Phenotyp (CD27+CD28+) circa 80% bis 90% der Gesamtheit, sodass die beiden
anderen Populationen klein waren und keine mICAM-1-Markierung der EBV-

spezifischen T-Subpopulationen gemessen werden konnten.
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Abbildung 19; Effekt von 3,-AR-Agonisten auf pMHC-induzierte 3>-Integrin-Aktivierung von
CMV-spezifischen CD8" T-Zell-Subpopulationen; a) Differenzierung der pMHC* CD8" T-Zellen
mithilfe der Markierung von CD27 und CD28; b) Aufteilung gemaR den einzelnen
Subpopulation von CMV-spezifischen CD8" T-Zellen in friih-, mittel- und spatdifferenziert,
(Dimitrov et al.; 2019)

3.5 Schlaf erhoht

mitteldifferenzierten CMV-spezifischen T-Zellen

selektiv die [2-Integrin Aktivierung von friah- und

Zur Basislinie 22 Uhr findet sich fir die mICAM-1-Expressionslevel in den
Bedingungen Schlaf und Schlafentzug der niedrigste Wert fur die frihdifferenzierten
CMV-spezifischen Zellen (3889 + 570), etwas hoher fallt der Wert fir den

mitteldifferenzierten (7479 £ 1055), hochsten
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Expressionskonzentrationen fur den spatdifferenzierten Typ (8868 + 1155) gefunden
wurden(p = 0.03 fur die Vergleich friih- gegen mittel-, frih- gegen spat- und mittel-

gegen spatdifferenzierte Zellen).

Der Vergleich der Bedingungen ,Schlaf‘ und ,Schlafentzug® ergibt einen erheblichen
Anstieg der mICAM-1-Expressionslevel der pMHC* CD8* T-Zellen in der Kondition
»ochlaf* fur den frih- und mitteldifferenzierten Typ (F(1.9) = 7.7; p < 0.02 F(1.9) = 4.6;
p < 0.05 fur Schlaf/Wach-Zustand x Periodeneffekt fur frih- (CD27*CD28*) bzw.
mitteldifferenzierte T-Zellen (CD27*CD28"); siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20; Schlaf erhéht die R»-Integrin-abhéngige Aktivierung von CMV-spezifischen
Subpopulationen; n = 10, p < 0.05; Grau staffierte Flache als Bettzeit der Probanden; Normaler
Schlaf-Wach-Zyklus mit gefillten Kreisen zu Zeiten der Blutabnahme, durchgehende
Wachheit mit leeren Kreisen; die graue Linie (angepasst) als Korrelat einer circadianen
Rhythmik; * fur Signifikanz gemald eines Vergleiches der beiden Konditionen unter
Verwendung eines paarigen t -Testes nach signifikanten ANOVA-Ergebnissen; (Dimitrov et
al.; 2019)

53



Unter ,Schlaf‘ ergab der t-Test nur zur Uhrzeit einen signifikanten Wert fur die
frihdifferenzierten Zelltyp (CD27*CD28*). In der Bedingung ,Schlaf* waren die
Spitzenwerte der mICAM-1-Expressionslevel deutlich héher im Vergleich zur Kondition
»ochlafentzug” (p < 0.01), wobei bei allen drei Subpopulationen ahnliche Werte zu
verzeichnen sind (57%, 57%, und 56% (von frih- zu spatdifferenziert)). Mithilfe einer
Kosinoranalyse konnte fur die mICAM-1-Expression aller drei Subpopulationen
wahrend einer normalen Zyklusfolge von Schlaf und Wachzustand eine circadiane
Rhythmik detektiert werden (p < 0.033; siehe bitte Abbildung 20), wobei der starkste
Ruckgang der mICAM-1-Ausschittung fur den frihdifferenzierten Zelltyp gemessen
werden konnte(bezogen auf die Spitzenwerte ergaben sich Reduktion der mICAM-1-
Expression von 33%, 30% 26% flr die drei Subtypen). Fur frihdifferenzierte CMV-
spezifische T-Zellen fand sich mittels einer angepassten Kosinuskurve ein Gipfel
bezliglich der mICAM-1-Expression um 4:13 Uhr £ 84 min, um 3:01 Uhr £ 68 min fur
mitteldifferenzierte CMV-spezifische T-Zellen und fur spéatdifferenzierte CMV-

spezifische T-Zellen um 2:19 Uhr = 76 min.
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4 Diskussion

Schlaf als Bedingung mit naturgemald niedrigen Spiegeln von Gas-gekoppelten
Rezeptoragonisten (Katecholamine wie Epinephrin und Norepinephrin (Dimitrov et al.,
2015) und PGE:2 (Haack et al., 2009) beginstigt die TCR-induzierte Integrinaktivierung
von CMV- und EBV-spezifischen T-Zellen, insbesondere die CMV-spezifischen CD8*
T-Zellen vom frih- (CD27*CD28*) und mitteldifferenzierten (CD27*CD28") Subtyp.
Hierbei fand sich in der Bedingung ,Schlaf* bezlglich der Integrinaktivierung ein Peak
nachts, gleichermalen ein Nadir tagsuber. In der Bedingung ,Schlafentzug® wurde
solch eine Peak-Nadir-Verteilung nicht beobachtet. Bedenkt man die Bedeutung der
TCR-induzierten [2-Integrinaktivierung fur die Ausbildung von Immunologischen
Synapsen (Fooksman et al., 2010; Abram and Lowell, 2009; Dustin and Springer,
1989; Dustin and Long, 2010; Long, 2011), legen unsere Daten nahe, dass Schlaf als
Zustand mit niedrigen Konditionen an Gas-gekoppelten Rezeptoragonisten sehr
bedeutend fur effektive T-Zell-Antworten ist.

Diese Ergebnisse lassen eine bedeutsame Rolle von Schlaf und mit diesem in
Zusammenhang stehenden physiologischen Prozessen auf die Regulation von
Immunantworten erahnen, die bisher unbekannt waren, zum Beispiel die Ausbildung
von Immunologischen Synapsen durch T-Zell-Adhéasion zu APCs oder Zielzellen.
Bisher existieren nur wenige Studien von der Existenz von anti-adhasiven Faktoren,
die in die Regulation der Immunzelladhasion an das Endothel eingebunden sind.
Epinephrin ist ein Mediator fur die Rekrutierung von Effektorleukozytensub-
populationen in die Zirkulation, in dem es die Zelladhasion zum Endothel reduziert.
Beobachtet werden kann dieser Umstand wéhrend mentalem Stress, physischer
Betatigung und wéhrend der Tagesstunden (Dimitrov et al., 2010; Lange et al., 2011,
Dimitrov et al., 2009). Bislang waren mechanistische Studien auf Monozyten begrenzt
und zeigen deutlich, dass die schnelle Herabregulation der Chemokin- vermittelten
Integrin- Aktivierung durch Gas-gekoppelte Rezeptoragonisten dieses Phanomen
erklaren (Chigaev et al.,, 2011; Chigaev et al., 2008).Die vorliegende Arbeit zeigt
aulRerdem, dass verschiedene Gas-gekoppelte Rezeptoragonisten die TCR-induzierte

Integrinaktivierung herunter-regulieren und somit vermutlich Effektor-T-Zellantworten.
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Die Auswertung der Schlaffragebdgen zeigte eine Abnahme der Schlafrigkeit unter der
Bedingung Schlaf sowie eine insgesamt gute Schlafqualitéat als auch Erholung. Die
Schlafnacht fand im Schlaflabor unter standardisierten Konditionen nach
Adaptionsnacht stattfand. Es lasst sich davon ausgehen, dass die Probanden auch im
Alltag in ihrer gewohnten Umgebung eine Abnahme der Schléfrigkeit erzielen, falls auf
koffeinhaltige Getranke, blaues Licht durch technische Gerate vor dem Schlafengehen
sowie Vermeidung von Larm durch zum Beispiel Ohrstopsel geachtet wird. Verstarkt
werden kann das Ergebnis durch die gewohnte Umgebung. Dem entgegen steht das
Nichtbeachten des naturlichen Schlafrhythmus der Probanden, der hier aufgrund der
genormten Schlafenszeit nicht beachtet wurde. Zudem wurden die Patienten durch die
Verweilkanule samt Verbindungsschlauch zur nachtlichen Blutabnahme gestort. Die
Versuchsteilnehmer durften im Rahmen des Versuches sich weder grof3en
korperlichen noch seelischen Stress aussetzen. Hierbei kann vermutet werden, dass
die Vermeidung von seelischer Belastung erholsamem Schlaf zutréaglich ist, dass aber
fehlende korperliche Betétigung, vor allem bei sportlich orientieren Personen, einem
gesunden Schlaf bei fehlender ,korperlicher Mudigkeit® hinderlich ist. Kritisch ist
anzumerken, dass nur drei Probanden mittels EEG gemessen wurden und somit ein
weiterer Indikator fUr einen guten und erholsamen Schlaf fehlt, da keine objektive
Aussage Uber das Durchlaufen der einzelnen Schlafstadien mdglich ist. Auch wenn
sich vermuten lasst, dass bei Abnahme der Schlafrigkeit auch die Tiefschlafphasen

durchlaufen wurden.

Die Bedingung ,Schlafentzug” erzeugte eine Zunahme der Schlafrigkeit. Die
Probanden wurden engmaschig kontrolliert und der Wachzustand kontrolliert. Die
Auswertung der Fragebdgen deutet einen kompletten Schlafentzug an. Indes wirde
eine komplette und permanente Uberwachung zu mehr Stress fiir die Probanden und

somit zu einer Verfalschung der Hormonspiegel und damit Ergebnisse fihren.

Verwendung fand ein FACS-basierter Ansatz, der kirzlich von unserer Gruppe
entwickelt wurde. Dieser ist imstande, die [2-Integrin-abhangige Aktivierung von
Antigen-spezifischen CD8* T-Zellen und ihren Subpopulationen abzubilden (Dimitrov
et al., 2018). Die Bindung von léslichen pMHC-Multimeren an den zugehorigen TCR
markierte nicht nur die Antigen-spezifischen T-Zellen, sondern ermdglichte

gleichermalien die Identifizierung von aktivierten ICAM-1-Komplexen (Dimitrov et al.,
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2018). Fur die Beurteilung der Integrinaktivierung werden nur einige Minuten ,,ex-vivo*-
Inkubation von Frischblut bendtigt, sodass eine unverfalschte Beurteilung der
funktionalen Eigenschaften der Mediatoren zulasst, im Kontrast zu friheren Assays,
die Zellisolationen oder Zellkulturen benétigten (Chigaev et al., 2008; Chigaev et al.,
2011). AulRerdem erfordern altere Vollblutassays zur Beurteilung den Effekt der
verschiedenen Mediatoren lange Inkubationszeiten und Inhibition von
Signalkaskaden, was schlussendlich nicht die ,in vivo®- Bedingungen wiederspiegelt
(Chigaev et al., 2008; Chigaev et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurden die verschiedenen Levelanderungen von
Katecholaminen und Prostaglandinen nicht dargestellt, auch wenn schon belegt
wurde, dass Schlafentzug und morgendliches Erwachen durch erhdhte Plasmalevel
von Epinephrin gekennzeichnet sind (Anstieg um bis zu 1-3 x10°M (18-54 pg/ml))
(Dimitrov et al., 2015). Diese Werte entsprechen ungefahr den Konzentrationen, die
laut Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe fur die Inhibition der Integrinaktivierung
notwendig sind (101° M) (Dimitrov et al., 2019). Unter den gleichen Bedingungen
steigen die Konzentrationen von Norepinephrin bis auf 1,5-3x 10° M (254-507 pg/ml)
an, was nur leicht geringer als die Konzentration ist, die in unserer Studie zu einer
signifikanten Hemmung der Integrinaktivierung fuhrte (10 M), wobei beachtet werden
muss, dass auch lokal in den SLO hohere Konzentrationen von Norepinephrin
auftreten (Bellinger et al., 2008; Elenkov et al., 2000). Allgemeinhin kann davon
ausgegangen werden, dass durch Schlaf induzierte Konzentrationsabfalle von
Katecholaminen maf3geblich zur Integrinaktivierung von Antigen-spezifischen T-Zellen
beitragen. Aufllerdem haben mutmalllich Prostaglandine und Adenosin, die
hauptséachlich wahrend des Schlafes vermindert ausgeschuttet werden (Haack et al.,
2009; Huang et al., 2011), einen Anteil am Anstieg der Integrinaktivierung. Jedoch
bleibt diese Aussage vage, da die Konzentrationen dieser Substanzen wahrend des
Schlafes schwer zu ermitteln sind (Laitinen et al., 1983; Shryock et al., 1990).

Der inhibitorische Effekt von Gas-gekoppelten Rezeptoragonisten wurde bei CMV-als
auch bei EBV-spezifischen Zellen beobachtet, sodass vermutlich der Effekt nicht nur
isoliert bei speziellen Antigen-spezifischen T-Zellen auftritt. Zudem ergab sich kein
Effekt durch Schlaf auf die spéat-differenzierten Zellen, gleichermalRen sahen wir einen

Einfluss auf das Ausmald der mICAM-1-Expression von frih- und mitteldifferenzierten
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Zellen. Hierbei sahen wir gegenteilige Resultate zu friheren Studien, die eine
Betonung der Epinephrin-induzierten Deadhésion in spat-differenzierten CD8* T-
Zellen postuliert hatten, zumal hier auch eine starkere Expression von [32-
Adrenorezeptoren vorliegt (Dimitrov et al., 2010; Dimitrov et al., 2009). Wobei hier
konstatiert werden muss, dass sich die Studien im Sinne der verschiedenen Kaskaden

der Integrinaktivierung von der vorliegenden Arbeit unterscheiden.

Wahrend die Adhéasion der Subpopulationen der CMV-spezifisch Zellen gemessen
wurde, ist es mit unserem Assay nicht moglich, naive T-Zellen zu messen. Auf den
Messwerten fur frih-differenzierte CMV-spezifische Zellen als sensitivste basierend,
kann man davon ausgehen, dass naive T-Zellen gleichermal3en sensitiv auf die
modulatorischen Effekte von Gas-gekoppelten Rezeptoragonisten bezuglich der
Adhasion reagieren. Dass Schlaf wichtig in der Ausbildung der adaptiven
Immunantwort ist, belegen vor allem in Studien mit Impfungen als Gegenstand von
experimentellen Infektionen (Lange et al., 2011; Lange et al., 2003; Benedict et al.,
2012). Falls unsere Ergebnisse auf naive T-Zellen ubertragbar sind und somit die
Adhasion von naiven T-Zellen und APCs gesteigert ist, kbnnte dies eine Erklarung fur
den positiven Effekt von Schlaf auf den Erfolg einer Impfung haben, und wirde zudem
einen Mechanismus offenlegen. Unsere Ergebnisse legen dar, dass Schlaf die
Adhésion von differenzierten Antigen-spezifischen T-Zellen fordert, und somit die
Starke von Effektor-T-Zellantworten anhebt. Insgesamt lasst sich davon ausgehen,
dass Erkrankungen mit Schlafstérungen eine schwéachere adaptive Immunantwort zur
Folge haben (Feinsilver and Hernandez, 2017; Medina et al., 2014; Roth, 2007).

Fur die Krankheit Insomnie und altere Menschen im Allgemeinen ist bekannt, dass sie
eine niedrigere Schlafdauer- als auch Qualitat aufweisen (Baglioni et al., 2014;
Schmidt et al., 2012). Unter diesen Bedingungen ergeben sich chronisch erhéhte Level
an Katecholaminen (Pfeifer et al., 1983; Irwin et al., 1999). Zudem kann eine erhohte
Infektanfalligkeit flr beide Entitdten konstatiert werden (Savard et al., 2003; Castle,
2000). Moglicherweise ergibt sich hierbei ein Zusammenhang im Sinne einer

beeintrachtigten Integrinaktivierung und Ausbildung von immunologischen Synapsen.

Gemal der Bedeutung der Integrine fur die Adhasion der T-Zellen zu ihren Zielzellen
wie infizierten Zellen oder APC, ergeben diese Erkenntnisse einen neuen

Zusammenhang zwischen Schlaf und Immunkompetenz. Schlie3lich ist zur
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Ausbildung von immunologischen Synapsen eine Integrinaktivierung notwendig
(Burbach et al., 2007; Hogg et al., 2011; Chigaev and Sklar, 2012; Dimitrov et al.,
2010), die somit einen wichtigen Teil der Immunantwort darstellt. Aul3erdem kann
davon ausgegangen werden, dass diese Entdeckungen fiir verschiedene Krankheiten
und Schlafstérungen als auch Stress-korrelierte Erkrankungen, die mit erhdhten
Konzentrationen von Gas-gekoppelten Rezeptoragonisten vergesellschaftet sind,
bedeutend sind. Offen bleibt jedoch die Frage, inwiefern der Anstieg der
Integrinaktivierung durch Schlaf einen funktionalen Benefit fur die Ausbildung von T-

Zellsynapsen und Zytotoxizitat aufweist.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird der Einfluss von Schlaf und circadianer Rhythmik auf die
Integrinaktivierung von CD8" T-Zellen thematisiert. Der Versuchsaufbau beinhaltet die
Untersuchung von gesunden, aber CMV- und EBV-serologisch-positiven Probanden
unter den Bedingungen Schlaf und Schlafentzug, unter Abbildung einer Zyklusfolge
einer circadianen Rhythmik. Zwei Schlaffragebtgen zeigten eine adaquate
Erholsamkeit des Schlafes, und korrelierend bei Schlafentzug eine Zunahme der

Schlafrigkeit bei standardisierten Erhebungszeitpunkten.

Anhand einer neuartigen FACS-basierten Messmethode mittels Fluoreszens-
markierten mICAM-1-Molekilen zur Detektion von CD8* T-Zellen konnten diese
gemessen und differenziert werden sowie gleichsam gezeigt werden, dass unter der
Bedingung ,Schilaf‘ zu nachtlichen Uhrzeiten eine vermehrte R2-Integrin abhéngige
Aktivierung von CMV- und EBV-spezifischen CD8* T-Zellen stattfindet. Zudem zeigte
sich unter dieser Bedingung fur beide spezifischen CD8* T-Zellen eine circadiane
Rhythmik hinsichtlich der 32-Integrin abhangigen Aktivierung. Dartber hinaus wurde
Uber eine Differenzierung der CMV-spezifischen CD8* T-Zellen in die einzelnen
Subpopulationen ein vermehrtes Ansprechen der frih- und mitteldifferenzierten
Subpopulationen beztiglich der R32-Integrin abhangigen Aktivierung erarbeitet.

Diese Entdeckungen legen nahe, dass Schlaf einen positiven Einfluss auf die Integrin-
Aktivierung von CD8* T-Zellen ausubt und somit einen wichtigen Einfluss auf die
adaptive Immunantwort und insgesamt die Immunkompentenz hat. Somit ergeben sich
moglicherweise neue Optionen in der Therapie verschiedener Krankheiten wie
Schlafstérungen, die erhohte Konzentrationen von Gas-gekoppelten

Rezeptoragonisten aufweisen.
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Stanford-Schlafrigkeits-Skala

Probanden-Nr.: Datum: abends / morgens

Im Folgenden soll der Grad der Schlafrigkeit (wie wach fuhlen Sie sich?)

erhoben werden: Kreuzen Sie bitte das entsprechende K&stchen an.

Schlé&frigkeitsgrad Punktwert
Ich fiihle mich aktiv, lebhaft, aufmerksam oder sehr wach 1
Ich kann konzentriert arbeiten, habe aber kein Leistungshoch 2
Ich fl'_JhIe mich wach, entspannt und aufnahmeféhig aber nicht voll kon- 3
zentriert

Ich flihle mich irgendwie trage 4
Ich fuhle mich trdge, verlangsamt, und konnte mich hinlegen 5
Ich fur_]le mic_h schlafrig, benebelt, kdimpfe gegen die Midigkeit und wiirde 6
mich lieber hinlegen

Ich bin kurz vor dem Einschlafen und habe bereits Traumandeutungen 7
Ich schlafe 8

Diese Skala dient der Beschreibung des Wachheitszustandes des Probandes anhand

von vorgegebenen Aussagen, die einen Punktwert symbolisieren. Anhand der

Punktwerte koénnen Rulckschlisse auf die Schilafqualitat und Tagesschlafrigkeit

gezogen werden.
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Fragebogen zur Schlafqualitat (SF-A-R)

Proband: /

Datum:

Licht aus: Uhr
Licht an/Aufgewacht:___Uhr

Anleitung:

Ankunft: Uhr

Eingeschlafen: Uhr

Die folgenden Fragen beziehen sich darauf, wie Sie in der letzten Nacht geschlafen
haben. Kreuzen Sie bitte die Antworten an, die fur Sie am ehesten zutreffen. Gehen
Sie bei der Beantwortung der Fragen zlgig voran und lassen Sie keine Frage aus.
Bitte sofort nach dem Aufwachen morgens aus- fullen!

1.) Konnten Sie, nachdem Sie sich schlafen gelegt hatten, gleich einschlafen?

Ja.

Nein, erst nach 10 min.

Nein, erst nach 20 min.

Nein, erst nach 40 min.

Nein, erst nach 1 Stunde.

Nein, erst nach mehr als 1 Stunde.

Ich konnte tiberhaupt nicht schlafen.

1.a) Falls Nein, welches waren die Grinde? (Mehrfachnennungen maéglich)

Personliche / berufliche Probleme

Gerdusche im Zimmer oder von drauflen

Beschéftigung mit Tagesereignissen

Ungewohnte Schlafumgebung

Sonstige:

2.) In der Einschlafphase hat man hin und wieder pl6tzlich deutliche Bildeindriicke. War

dies gestern Abend bei Ihnen so?

Nein Bin nicht sicher

Ja, sehr deutlich
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3.) Hatten Sie wahrend der Einschlafphase Muskelzuckungen in den Armen oder

Beinen?

Nein Leicht Stark

4.) Sind Sie gestern nach dem Einschlafen nachts wieder aufgewacht?

Nein 1x 2X 3x >3x

4.a) Falls Ja, welches waren die Griinde? (Mehrfachnennungen maoglich)

Persdnliche / berufliche Probleme
Gerdusche im Zimmer oder von drauBen
Ich musste zur Toilette

Ich hatte schlecht getraumt

Sonstige:

4.b) Falls Ja, wie lange waren Sie ungefahr wach? (Schatzen Sie bitte.)

1. Aufwachen Dauer (min):
2. Aufwachen Dauer (min):
3. Aufwachen Dauer (min):
4. Aufwachen Dauer (min):

5.) Kdénnen Sie sich erinnern, ob Sie heute Nacht getraumt haben?

Nein, ich kann mich nicht erinnern getrdumt zu haben

Ja, ich habe getrdumt, kann mich aber nicht mehr an den Traum-
inhalt erinnern.

Ja, ich habe getrdumt und kann mich an den Trauminhalt erin-
nern.

5a.) Falls ja, welche Gefuhle hatten Sie wahrend des Traumens

(Mehrfachnennungen mog- lich)

Angenehm Neutral Unangenehm
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5b) Falls ja, was war (grob) der Inhalt der TrAume

6.) Haben Sie in der letzten Nacht geschwitzt?

Nein Leicht Stark
7.) Haben Sie heute Morgen Kopfschmerzen?

Nein Leicht Stark
8.) War der gestrige Tag flr Sie anstrengend?

Nein Ein wenig Sehr

Anleitung:

Auf dieser Seite finden Sie einige Waorter, mit denen Sie beschreiben kénnen, wie
Sie sich gestern Abend flihlten, wie Sie heute Nacht geschlafen haben und wie
Sie sich heute Morgen fuhlen. Kreuzen Sie hinter jedem Wort an, in welchem
Ausmal es fur Sie zutrifft. Bitte antworten Sie zigig und lassen Sie keine Zeile

aus!

9.) Wie haben Sie letzte Nacht geschlafen?

Sehr

Ziemlich

Mittel

Wenig

Nicht

a) gleichméRig

b) tief

c) gut

d) entspannt

€) ungestort

f) ruhig

g) ausgiebig
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10.) Wie fuhlten Sie sich gestern vor dem Schlafengehen?

Sehr Ziemlich Mittel Wenig Nicht

a) sorglos

b) erschopft

¢) schlafbedirftig
d) Uberfordert

e) ausgeglichen
f) ruhig

g) mude

h) entspannt

11.) Wie fuhlen Sie sich heute Morgen?

Sehr Ziemlich Mittel Wenig Nicht

a) Ausgeglichen
b) Dosig

c) Tatkraftig

d) munter

e) frisch

f) ausgeschlafen

g) entspannt

Der SF-A-R stellt einen Fragebogen mit insgesamt 35 Fragen dar, um Erkenntnisse
Uber die Schlafqualitdt und -Quantitat der letzten Nacht zu erzielen. Im Fokus der
Betrachtungen liegen zudem Traume, korperliche Anstrengung und vegetative
Symptome wie Transpiration.
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