Untersuchungen zur Histaminkonzentration im
Plasma als Stressindikator bei Hunden

Konstanze Knies



Aus dem Ingtitut fur Tierschutz, Verhaltenskunde und Tierhygiene
der Tierarztlichen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitdt MUnchen
Vorgand: Prof. Dr. M. H. Erhard

Angefertigt unter der Leitung von
Prof. Dr. M. H. Erhard

Unter suchungen zur Histaminkonzentration im Plasma als

Stressindikator bei Hunden

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwtrde
der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitdt MUnchen

von
Konstanze Knies
aus
Saarbrticken

M Unchen 2005



Gedruckt mit Genehmigung der Tierdrztlichen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitat
MUnchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. A. Stolle
Referent: Univ.-Prof. Dr. M. H. Erhard
Koreferent: Univ.-Prof. Dr. B. Kaspers

Tag der Promotion: 11. Februar 2005



FiUr meine Eltern



I nhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS
INHALTSVERZEICHNIS ... ..ottt sttt ens I
VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN........c.coeiuiiieteteeeeetceeee ettt n e 1l
LEINLEITUNG. ..ottt sbeente st e eseesbeenseentesnaeaneenseenseaneeens 1
2 LITERATURUBERSICHT ...ttt ettt ettt n st ae e 3
2.1 Histamin — Stoffwechsel und FUNKEIONeN..........c.oooiiiiiii e 3
2.1.1 HistaminStOffWeChSEL ...........ooiiee s 3
2.1.1.1 Stoffklasse Und SYNENESE.........ccocuiiiei e 3
2.1.1.2 Speicherung und FreiSEtZUNG.........ooeiiiiiiee et 3
20 I 37 2N o o = U OSSR 4
2.1.2 HiStaminrEZEPLOI &N .....ceeiiiieie ettt e e e e e e e et e e e e nan e e e e e snsaeeeeennnes 5
2.1.3 Funktionen von Histamin im OrganiSmMuUS ...........cccuveeeeiiiieeeeeniiieeeessrnee e ssineee e 6
2.1.3.1 Allgemeine Funktionen von Histamin ...........ccceovviieeiiiiiee e 6
2.1.3.2 Funktionen von Histamin im zentralen Nervensystem...........ccccceeevvcvveeeecenneen. 7
2.1.3.3 Funktionen von Histamin im peripheren Nervensystem..........ccccceeevcvveeecennen. 8
2.1.4 Histaminkonzentration imM PlaSmaL...........cooeiiiiieiiiie e 8
2.2 Mastzellen — Funktionen und AKEIVIENUNG ......ooocvieeeeiiiiiee e 9
2.2.1 Vorkommen, Einteilung und Funktionen von Mastzellen.............cccccoveeeiiiieeeenee, 9
2.2.2 Aktivierung VON MastZellen ...........coouiiii i 12
2.2.2.1 Immunologische Aktivierung von Mastzellen.............ccccoeeiiiciee e, 12
2.2.2.2 Nicht immunologische Aktivierung von Mastzellen ..............cccoceeeivieeeenee, 12
2.3 Interaktionen zwischen Nerv und Mastzelle...........ocvoiiiiiiiic e, 13
2.3.1 Interaktionen zwischen Nerv und Mastzelle im peripheren Nervensystem............ 13
2.3.2 Interaktionen zwischen Nerv und Mastzelle im zentralen Nervensystem.............. 17
2.4 Stresshedingte Mastzel laktIVIENUNG .......coooiiiiee e 18
2.4.1 DEfINILIONEN FUM SEIESS....coiieiiiei et 18
2.4.2 DEfiNItioNen fUr SLHESSOMEN .......veiiiiiie et 18
2.4.3 Stressbedingte HistaminausSChUtIUNG. .......ccvvvieeiiiiee e 19
2.4.3. L HUNQEISITESS ....uvviiiieee e e e ettt te e e e e e e e sttt e e e e e e e s s satbanea e e e s e s s snssataaeeeeeeeeeennnnnnns 21
2.4.3.2 Auswirkungen von Stress auf den Magen-Darmtrakt..............ccccveeeiiveeeeenee. 22
2.4.3.3 Histaminfreisetzung bel korperlicher Arbeit.........ccooeeeiiiiiieiicciee e, 24
2.4.3.4 Histaminfreisetzung durch Umwelteinflusse..........ccccceevcieieeicciiiee e, 26
2.5 Kortisol alS StreSshOormMON .......oeeei e 26
2.6 Weitere hormonelle AUSWIrkungen VON SEFESS.........ccoiivieeeiiiieeee et ssiiee e siaeae e 27



I nhaltsverzeichnis

2.7 Zusammenhang zwischen Histamin und KOrtiSol..........c.eeeiiiiiei i 28
2.8 Bedeutung der Literatur fr die eigenen Untersuchungen..........ccccoccveeeeiiiieeeccciieneens 29
S PUBLIKATIONEN . ....c.ciiieiiet ettt sttt beenteeae e e ssaesseenseense e 30
TN S 1 (=G I TSRS
KniesK, Erhard MH, ANFENSF. ...
Effect of moderate stress on plasma histamine concentration in laboratory dogs. ..................
Inflammation Research 2005; aCCEPLE. ........cccoiiiiiie i
IS = L (=G £ PSSR
Ahrens F, Knies K, Schneider M, Kohler F, Erhard MH. ...,
Influence of different training and outdoor conditions on plasma histamine and cortisol
concentrations in SearCh-and-reSCUE dOGS. .....c.vvveveiiiiiiee e
Inflammation Research 2005; aCCEPLE. ........ccooiiiiiee i
A DISKUSSION ...ttt ettt ettt te e e st e s seesseese e tesseeaseesseeseanseaseesseesseenseans 43
4.1 Blutentnahme als moglicher Ausloser fur Stressbel Hunden...........cooeeeeiiieecciiienees 45
4.2 Histamin- und Kortisolkonzentration im Plasmavon Laborhunden.............cccccceevneee. 47
N R I=e === o] (0] | DR SPPRPSPPRRIN 47
4. 2.2 HUNQEISITESS ....euteiiieee e eeeeittteeete e e e e e sttt e e e e e e e s s bbb e e e e e e e e e e s s ssabaeeeeeaeeesssnssnnneaeeens 48
A.2. 3 UMWEILSIIESS ...ttt st et e et e e sane e e ennee e 49
4.3 Histamin- und Kortisolspiegel bel Rettungshunden im Training..........cccoccvvveeeiiiveneenns 50
4.4 SChIUSSDELIraChUNG .....eee e e 53
5 ZUSAMMENFASSUNG .....oooiiiitiiesie sttt ettt steestaenaesnaesneesseesseenne e 55
B SUMMARY ..ottt sttt ettt e et e e s te et e e s e e e seesbe e seenteeneeeseeebeenbeenneeneeenes 57
7 LITERATURVERZEICHNIS ... .ottt 59
DANKSAGUNG ..ottt sttt ettt e e e ste e e e st e eseessaesteesseaseeeseesbeesseensesnsenneensens



Verzeichnis der Abklrzungen

VERZEICHNIS DER ABK URZUNGEN

ACTH Adrenokortikotropes Hormon

C Komplement

Ca Kalzium

CRF Corticotropin Releasing Factor
CTMC Connective Tissue Type Mast Cell
CGRP Calcitonin Gene-Related Protein
DAO Diaminoxidase

ECL Enterochromaffin-like

FceRI tetramerer high-affinity Fc Rezeptor fir IgE
GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
H (X) Histaminrezeptoren der Klasse X
HDC Histidindecarboxylase
H-H-NNR-Achse  Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
HNMT Histamin N-Methyltransferase
IgE I mmunglobulin E

IL Interleukin

Mg Magnesium

MMC Mucosal Type Mast Cell

MW Mittelwert

NaCl Natrium Chlorid

NGF Nerve Growth Factor

NK Neurokinin

NT Neurotensin

PAF Platelet-Activating Faktor

PDGF Platelet-Derived Growth Factor
PGD2 Prostaglandin D2

POMC pro-Opiomelanocortin

RMCP I Rat Mast Cell Protease I

SCF Stem Cell Factor

SD Standard Deviation

SEM Standard Error of Means

SP Substanz P



Verzeichnis der Abklrzungen

TNF-a Tumor Nekrose Faktor o
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VIP Vasointestinal Peptide

-1V -



Einleitung

1 EINLEITUNG

Um eine Stresssituation bei Tieren beurteilen zu konnen, sind objektive physiologische
Parameter unabdingbar. Gerade bei der Versuchstierhaltung missen die Haltungsbedingungen
und der Umgang mit den Tieren so stressarm wie moglich gestaltet werden. Dies ist nicht nur aus
Grinden des Tierschutzes ein wichtiges Anliegen. Stress beeinflusst physiologische
Regelmechanismen und kann dadurch die Ergebnisse einer Studie verandern und ihren

wissenschaftlichen Wert mindern.

Neben dieser Besonderheit, die sich bei der Haltung von Versuchstieren ergibt, stellt sich auch
bei Gebrauchshunden die Frage, wann Stress die Leistungsfahigkeit der Tiere beeinflusst.
Rettungshunde konnen nur dann ihre Aufgabe erfillen, wenn sie optimal auf ihren Einsatz
vorbereitet werden. Ein Training, das die Tiere Uberfordert, ist wenig effektiv und verringert in

letzter Konsequenz die Uberlebenschancen der vermissten Personen.

Es sind verschiedene Stressparameter bekannt, die durch klinische Untersuchungen oder aus
biologischen Flussigkeiten gemessen werden konnen. Herz- und Atemfrequenz,
Korpertemperatur, Immunstatus, Blutbild und einige ,, Stresshormone* wie Katecholamine und
Glukokortikoide werden zu diesem Zweck herangezogen. Bei Hunden wird Kortisol in Schiben
freigesetzt und unterliegt, zumindest in bestimmten Altersgruppen, zirkadianen Schwankungen.
Die Nebennierenrinde reagiert zu verschiedenen Tageszeiten unterschiedlich sensibel auf eine
Stresseinwirkung. Diese Umstéande erschweren die Interpretation von Kortisolwerten bel

Stressuntersuchungen.

Histamin ist als klassischer Entziindungsmediator bekannt, es Ubernimmt aber auch wesentliche
regulative Funktionen im zentralen Nervensystem. In den letzten Jahren wurden immer mehr
Beweise dafir gefunden, dass Histamin in Stresssituationen freigesetzt wird. Dieses Phdnomen
beruht auf der Tatsache, dass Mastzellen, die einer der groften Histaminspeicher im Korper sind,
durch periphere Nerven aktiviert werden konnen. Eine psychische Stresssituation kann Uber die
Interaktion zwischen Nerven- und Mastzelle zu einer Ausschittung von Mastzellmediatoren
fUhren. Dies ist Gegenstand der Forschung, weil zahlreichen Krankheitshildern, wie z.B. Morbus
Crohn, Asthma und Migrane, bel denen Mastzellen aktiviert werden, eine psychosomatische

Komponente zugeschrieben wird.
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Bei Ratten fuhrt nicht nur massiver Stress, wie mmobilisierung, sondern auch moderater Stress
wie ,gentle handling”, zu einem signifikanten Anstieg der Histaminkonzentration im Plasma.
Fur Hunde sind in der Literatur keine entsprechenden Daten verflgbar. Daher sollte in der
vorliegenden Studie der Einfluss moderater Stresssituationen im Alltag (3.1) sowie im Training
von Rettungshunden (3.2) auf die Histaminkonzentration im Plasma untersucht werden.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Histamin — Stoffwechsel und Funktionen

2.1.1 Histaminstoffwechsel

2.1.1.1 Stoffklasse und Synthese

Histamin [2-(4-imidazolyl)ethylamin] wurde erstmals 1907 von Windaus und Vogt synthetisiert
(MASLINSKI, 1975a). Im Korper entstent Histamin, das zur Stoffklasse der biogenen Amine
gehort, durch Decarboxylierung der Aminosaure L-Histidin. Dieser Vorgang wird durch die L-
Histidindecarboxylase (HDC, EC 4.1.1.22), die von dem Kofaktor Pyridoxal-5"-phosphat
abhangig ist, vermittelt (MASLINSKI, 1975a; BARNES, 2001). WERLE (1936) beschrieb als
erster ein Enzym im Gewebe von Saugetieren mit der Fahigkeit, Histidin zu decarboxylieren.
Die HDC ist im Organismus weit verbreitet, sie kommt in einer ganzen Reihe von Zellen vor,
dazu gehoren Mastzellen, Hautzellen, Thrombozyten, basophile Granulozyten und Tumorzellen
(RANGACHARI, 1992).

L-Histidin ist die einzige Aminosaure, die einen Imidazolring enthélt. Dieser Ring muss dem
Organismus zugefuhrt werden, da tierische Gewebe nicht in der Lage sind, ihn selbst zu
synthetisieren. Allerdings kann der Organismus andere I midazolverbindungen verwerten, so dass
zumindest beim ausgewachsenen Tier Histidin nicht als essentielle Aminosdure anzusehen ist
(MASLINSKI, 1975a). L-Histidin kann auf3er von der Histidindecarboxylase auch von der L-
dopa Decarboxylase umgesetzt werden (RANGACHARI, 1992). OHTSU et a. (2001) gelang es,
HDC defiziente Méuse zu zichten. Diese Tiere kdnnen kein Histamin aus Histidin
synthetisieren, weisen einen Histaminmangel und weniger, sowie morphologisch veranderte,
Mastzellen auf.

2.1.1.2 Speicherung und Freisetzung
Synthese und Speicherung von Histamin finden vor allem in Mastzellen und basophilen

Granulozyten (BARNES, 2001), enterochromaffinen Zellen (RANGACHARI, 1998) und
histaminergen Neuronen (WATANABE et al., 1983, 1984; PANULA et al., 1984) <att.
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AulRerdem wird Histamin von eosinophilen Granulozyten und Thrombozyten (MASLINSKI,
1975b) sowie von dendritischen Zellen und T-Zellen gespeichert (JUTEL et al., 2002).

Verschiedene immunologische und nicht immunologische Stimuli, wie z.B. Allergene,
Immunglobulin E (IgE), Zytokine (Interleukin (IL) 1, IL 3, IL 8, Granulocyte-Macrophage
Colony Stimulating Factor (GM-CSF)), Substanz P (SP), Komplement C3a und C5a, Platelet-
Activating Factor (PAF), Hyperosmolaritét, physikalische Stimuli (Vibration, Kélte, Hitze),
induzieren die Freisetzung von Histamin aus Mastzellen und Basophilen (BACHERT, 2002).
Das in den Mastzellgranula gespeicherte Histamin kann auf zwei Wegen freigesetzt werden:
zytolytisch und nicht zytolytisch. Bel der zytolytischen Freisetzung wird die Plasmamembran
zerstort, der Prozess ist energieunabhéngig, bendtigt kein intrazelluléres Kalzium, und wird von
einem ,Auslaufen” der zytoplasmatischen Bestandtelle begleitet. Im Gegensatz dazu ist die
nicht-zytolytische oder sekretorische Freisetzung energieabhangig, benttigt intrazelluléres
Kalzium und bedingt keinen Verlust von Zytoplasmabestandteilen (RANGACHARI, 1992).

2.1.1.3 Abbau

Die grundsétzlichen Vorgange, die bel der Degradierung von Histamin eine Rolle spielen,
wurden um 1950 vor alem durch die Arbeiten von Schayer aufgeklart. Die Diaminoxidase
(DAO, EC 1.4.3.6) kaaysiert die Umsetzung von Histamin zu Imidazol-Essigsaure, die
schliefdlich mit dem Urin ausgeschieden wird (MASLINSKI, 1975b; BARNES, 2001). Ein
potenter Inhibitor des friher als Histaminase bezeichneten Enzyms ist die Verbindung
Aminoguanidin (MASLINSKI, 1975b).

Die Diaminoxidase wird hauptséchlich von den Darmepithelien gebildet und kontinuierlich in
die Lamina propria der Darmschleimhaut abgegeben. Dort bindet sie an die Basalmembranen
der Kapillaren. Von hier aus erreicht die DAO den Blutstrom, um schlief3lich an Endothelzellen
zu binden (WOLLIN et al., 1998). Heparin erhdht die Diaminoxidasekonzentration im Plasma
erheblich, vermutlich indem es das Enzym von seinen extrazelluléren Bindungsplétzen verdrangt
(WOLLIN et a., 1998).

Schayer entdeckte in den flnfziger Jahren eine weitere Moglichkeit des Histaminabbaus, die
Methylierung durch die Histamin N-Methyltransferase (HNMT, EC 2.1.1.8). Die HNMT st
hochspezifisch fur Histamin (MASLINSKI, 1975b) und setzt den Grofdeil des freigesetzten
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Histamins (50-80 %) zu N-Methylhistamin um, das seinerseits von Monoaminooxidasen zu N-
Methylimidazol-Essigsaure, dem wichtigsten Histamin-Metaboliten im Urin, verstoffwechselt
wird (BARNES, 2001). Der Abbau von Histamin durch die HNMT erfolgt in nahezu allen
Geweben (MASLINSKI, 1975b).

Nur ein geringer Teil (2-3 %) des freigesetzten Histamins wird unverandert ausgeschieden. Es
existieren aber noch einige andere Mdglichkeiten des Histaminabbaus, z.B. Azetylierung,
Inkorporation in Nukleotide und Fixierung an Blutproteine (MASLINSKI, 1975b).

2.1.2 Histaminrezeptoren

Vier Klassen von Histaminrezeptoren (H) sind heute bekannt: H1 (ASH und SCHILD, 1966), H2
(BLACK et a., 1972), H3 (ARRANG et al., 1983) und H4 (NAKAMURA et al., 2000). Bei
allen handelt es sich um G-Protein gekoppelte Rezeptoren. H1 und H2 werden von vielen
Zellarten exprimiert, z.B. von Nervenzellen, von Zellen der glatten Muskulatur der Atemwege
und der Gefél3e, Hepatozyten, Chondrozyten, Endothelzellen, neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten, Monozyten, dendritischen Zellen sowie von T- und B-Zellen (JUTEL et al.,
2002).

Histaminwirkung an H1 Rezeptoren vermittelt viele Effekte, die bel klassisch allergischen
Geschehen eine Rolle spielen, so z.B. Vasodilatation, Hautrétung und Pruritus (BACHERT,
2002).

Uber die Aktivierung von H2 Rezeptoren wird in erster Linie die Magensaureproduktion aus den
Parietalzellen der Magenschleimhaut gesteigert. H2 Rezeptoren steuern aber auch die erhohte
Mukussekretion und die Relaxation der glatten Muskulatur in den Atemwegen (BACHERT,
2002).

H3 Rezeptoren konnten in fast allen Geweben nachgewiesen werden, u.a. auf Neuronen,
enterischen Ganglien, parakrinen Zellen und Immunzellen (POLI et al., 2001). ARRANG et al.
(1987) zeigten erstmals, dass Histamin im Gehirn nicht nur seine Freisetzung, sondern auch
seine eigene Synthese Uber H3 Rezeptoren regulieren kann. Auf3erdem hemmt Histamin tber die
Aktivierung von H3 Rezeptoren die Azetylcholin-Freisetzung aus intestinalen cholinergen
Nerven (POLI et al., 1991), und H3 Rezeptoren spielen eine Rolle in der Autoregulation der
Histaminausschittung in der Medulla oblongata (KANAMARU et al., 1998). OHKUBO et al.
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(1994) dellen die These auf, dass Mastzellen H3-Rezeptoren besitzen konnten, Uber die

Histamin seine eigene Freisetzung bel neurogenen Entztindungen beeinflusst.

H4 Rezeptoren sind zu ca. 40 % homolog mit H3 Rezeptoren, kommen allerdings nicht im
Gehirn vor (NAKAMURA et al., 2000) und befinden sich vor alem auf h&matopoetischen
Zellen, wie Neutrophilen, Eosinophilen und T-Helferzellen, Basophilen und Mastzellen (JUTEL
et a., 2002). Uber H4 Rezeptoren wird u.a. die Chemotaxis von Mastzellen zu Histamin
vermittelt (HOFSTRA et al., 2003).

2.1.3 Funktionen von Histamin im Organismus

2.1.3.1 Allgemeine Funktionen von Histamin

Die Effekte von Histamin bei entztindlichen Vorgangen werden Uber Histaminrezeptoren auf
Basophilen, Mastzellen, Neutrophilen, Eosinophilen, Lymphozyten, Makrophagen, Epithel- und
Endothelzellen vermittelt (BACHERT, 2002). Nach einer Mastzellaktivierung bewirkt das
freigesetzte Histamin vor allem tber H1 Rezeptoren eine Vasodilatation, sowie einen Anstieg
der GefaRpermeabilitit (GOTTWALD et a., 1998). Uber H1 Rezeptoren wird eine
Signalkaskade ausgelost, die zu einer Kontraktion der F-aktin Fasern im Zytoskelett von
Endothelzellen und damit zur Bildung von Spalten in den postkapilldren Venulen und zum
Austritt  von Makromolekilen fuhrt (BACHERT, 2002). In Abhangigkeit von seiner
Konzentration und der Stimulation von H1 oder H2 Rezeptoren steigert oder reduziert Histamin
verschiedene Entztindungsreaktionen (BACHERT, 2002). Die Aktivita von Eosinophilen, T-
Helfer (Th)2 Lymphozyten, Makrophagen, Epithel- und Endothelzellen wird von Histamin
direkt gesteigert (BACHERT, 2002).

KAHLSON und ROSENGREN (1968) mutmafdten, dass Histamin an Prozessen der
Zellproliferation beteiligt sein konnte. Eine Funktion von Histamin bei Prozessen des
Tumorwachstums wurde von RIVERA et al. (1993) vermutet. Diese Hypothese wurde durch die
Ergebnisse von WANG et al. (2000) untermauert. Diese Forschergruppe konnte zeigen, dass
Histamin Gber H2 Rezeptoren MAP-Kinasen (MAP = Mitogen Activated Protein) aktiviert. Die
MAP-Kinase-Signalketten sind in die Regulierung der Protoonkogene c-fos und c-jun involviert.
BRANDES et al. (1998) wiesen nach, dass Histamin tber Bindung an mikrosomales Zytochrom
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PA450 und die dadurch vermittelte Genmodulation in die Steuerung des Zellwachstums eingreifen

kann.

Eine Beteiligung von Histamin an Zelldifferenzierung und Embryonalentwicklung wurde von
NISSINEN und PANULA (1991) und von KARLSTEDT et a. (2001) postuliert. Weiterhin ist
Histamin an der Wundheilung (BAIRY et a., 1991) und an der Hamatopoese beteiligt (DY et al.,
1986).

2.1.3.2 Funktionen von Histamin im zentralen Nervensystem

Seitdem sich herausgestellt hatte, dass klassische Antihistaminika, die die Blut-Hirn-Schranke
Uberwinden kdnnen, eine sedierende Komponente haben, war es naheliegend, dass Histamin
wichtige Funktionen im zentralen Nervensystem (ZNS) haben misste. Man ging zunéchst davon
aus, dass Histamin als eine Art Wachmacher fungiert (MONNIER et al., 1970). PANULA et al.
(1984) gelang zeitgleich mit der japanischen Forschergruppe um WATANABE (1983,1984) der

erste Nachweis eines histaminergen Neuronensystems im Gehirn.

Der tuberomamillére Nukleus, der ein Bestandteil des Hypothalamus ist, wurde als der einzige
Sitz von histaminergen Neuronen identifiziert (PANULA et al., 1984). Von dort aus ziehen
histaminerge Projektionen in verschiedene Bereiche des ZNS. H1, H2 und H3 Rezeptoren
konnten im Gehirn nachgewiesen werden (MARTINEZ-MIR et al., 1990). Dabei reguliert der
H3 Rezeptor Uber einen Feedback-Mechanismus die Histaminbildung und Histaminausschittung
in den histaminergen Neuronen (MORISSET et al., 2000). H1 und H2 Rezeptoren haben eine
exzitatorische Wirkung auf die Neuronen und damit auf die gesamte Hirnaktivitét (HAAS und
PANULA, 2003).

Da Histamin die Blut-Hirn-Schranke nicht tGberwinden kann muss alles im Gehirn befindliche
Histamin vor Ort synthetisiert worden sein (MASLINSKI, 1975a). Histamin Gbernimmt im ZNS
wichtige regulative Funktionen, die das Verhalten betreffen. So wird das Schlaf-Wachverhalten,
die Temperaturregulation, die Nahrungsaufnahme und das Gleichgewicht des Energiehaushaltes,
das Trinkverhalten und die osmotische Homoostase, Lokomotion, Lernvorgange und
Gedéachtnisbildung durch Histamin mitbeeinflusst (KRALY, 1983; ROSSI et a., 1998,
MORIMOTO et al., 2001; HAAS und PANULA, 2003). Das histaminerge Neuronensystem im
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ZNS moduliert den Grad des Schmerzempfindens (HOUGH et a., 2004) und greift regulativ in
kardiovaskuldre Mechanismen ein (BEALER, 1999).

2.1.3.3 Funktionen von Histamin im peripheren Nervensystem

Histamin stimuliert sympathische Ganglien (TRENDELENBURG, 1954; IORIO und
MCISAAK, 1966; BREZENOFF und GERTNER, 1972), depolarisiert chromaffine Zellen der
Nebenniere und setzt Katecholamine aus den chromaffinen Zellen frei (STASZEWSKA-
BARCZAK und VANE, 1965; DOUGLAS et d., 1967). PANULA et a. (1985) konnten mit
immunhistochemischen Verfahren zeigen, dass Histamin auf3er in Mastzellen auch in peripheren
Nerven und endokrinen Zellen lokalisiert ist. Histamin enthaltende subepitheliale Nervenfasern
konnten sowohl im Darm von Ratten als auch bei Meerschweinchen gefunden werden. Bel der
Ratte konnten Histamin-immunoreaktive Zellen in den Drisen des lleums und Jejunums
nachgewiesen werden (PANULA et al., 1985).

2.1.4 Histaminkonzentration im Plasma

Im Blutplasma, bei einem pH von 7,4, liegt Histamin Uberwiegend in ionisierter Form vor
(MASLINSKI, 1975a). Histamin ist im Blut groftenteils an zelluldre Elemente gebunden. Unter
physiologischen Bedingungen enthaélt menschliches Plasma sehr geringe Histaminmengen. In der
Literatur werden Werte zwischen 4,5 und 49,5 nmol/lI genannt (MASLINSKI, 1975b). Basophile
und eosinophile Granulozyten enthalten den Grofdeil des im Blut vorkommenden Histamins.
Wahrend beim M enschen die Basophilen das wichtigere Histamin-Depot darstellen, sind es beim
Hund eher die Eosinophilen (MASLINSKI, 1975b). Auch Blutplétchen enthalten Histamin
(MASLINSKI, 1975b).

LORENZ et al. (1974) ermittelten die Histaminkonzentration in caninem Plasma. Dabei wurden
mediane Werte von 1,8 nmol/l gemessen. Mehr als 50 % der gemessenen Werte lagen unter der
Sensitivitétsgrenze der Methode, die bei 0,9 nmol/l lag. In der Literatur werden aul3erdem fur
canines Plasma Werte von 3,6 + 2,7 nmol/l (LORENZ et al., 1973), 45,0 = 3,6 nmol/l
(MULDOON et al., 1984), 9,9 £ 0,9 nmol/l (SILVERMAN et al., 1986) und 2,7 + 1,8 nmol/I
(KITOH et dl., 2001) genannt (ale Werte: MW = SEM).
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Die spontane Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten liegt bel gesunden Menschen bel
hochstens 10 % der gesamten Histaminfreisetzung (AKAGI und TOWNLEY, 1989). Es konnte
keine Beziehung zwischen der spontanen Histaminfreisetzung und Zellzerstérung oder Zelltod
hergestellt werden (AKAGI und TOWNLEY, 1989).

2.2 Mastzellen — Funktionen und Aktivierung

2.2.1Vorkommen, Einteilung und Funktionen von M astzellen

Vor Uber 100 Jahren entdeckte Paul Ehrlich die Mastzellen (EHRLICH, 1879). Da sich diese
Zellen mikroskopisch durch zahlreiche metachromatisch anfarbbare Granula auszeichnen, und es
sich nach Ehrlichs Meinung um ,gemastete’ Bindegewebszellen handelte, nannte er sie
Mastzellen. In ihren Granula enthalten Mastzellen eine ganze Reihe praformierter Mediatoren
wie Histamin, Heparin und Proteasen, die infolge einer Mastzellaktivierung freigesetzt werden
(ROBBIE-RY AN und BROWN, 2002).

Mastzellen kommen ubiquitér im Bindegewebe und in den Schleimhduten vor, besonders an
inneren und aul3eren Grenzflachen, z.B. Haut, Atmungs- und Gastrointestinaltrakt (KUBE et d.,
1998). Im ZNS sind sie in den Leptomeningen, dem Hypothalamus, dem Thalamus und den
Habenula ebenso prasent wie in der Dura mater des Riickenmarks (JOHNSON und KRENGER,
1992).

Im Gegensatz zu anderen granulierten Zellen entwickeln sich Mastzellen erst nach der
Auswanderung ins Gewebe aus zirkulierenden CD 34+ Vorlauferzellen (h&matopoetische
Stammzellen, die durch das CD 34 Antigen identifiziert werden). Das erklart auch, weshalb sich
bei gesunden Individuen keine Mastzellen in der Zirkulation befinden, obwohl Mastzellen aus
dem Knochenmark stammen und zu ihren Zielorten in allen gesunden, vaskularisierten Geweben
wandern miissen (BOYCE, 2004). Entwicklung, Uberleben, Proliferation und funktionelle
Charakteristika der Mastzelle werden durch spezifische Faktoren aus Zellen des umgebenden
Gewebes (Stem Cell Factor, Nerve Growth Factor, Th2 -Zytokine wie IL 3 und IL 4) beeinflusst
(KITAMURA et a., 1978; KITAMURA und GO, 1979; MATSUDA et a., 1991).

Bei Nagern werden die Mastzellen in zwei Haupttypen, Bindegewebsmastzellen (Connective
Tissue Type Mast Cell, CTMC) und Mukosamastzellen (Mucosal Type Mast Cell, MMC)
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eingeteilt (ENERBACK, 1966a, 1966b). Die Unterscheidung wird aufgrund der Art der
maoglichen Fixierung, der Lokalisation, der spezifischen Proteasen und Proteoglykane und des
Verhaltens wéahrend parasitdrer und allergischer Erkrankungen durchgefthrt (NOLI und
MIOLO, 2001).

Beim Mensch werden drel Formen von Mastzellen unterschieden: Mastzellen, die nur Tryptase
enthalten (MCr) und den MMC entsprechen; Mastzellen, die Tryptase, Chymase,
Carboxypeptidase und Cathepsin G enthalten (MCrc) und den CTMC entsprechen; und
Mastzellen, die in unterschiedlichen Geweben vorkommen und Chymase und Carboxypeptidase
enthalten (MCc; NOLI und MIOLO, 2001). Diese Heterogenitét wurde auch bei caninen und
felinen Mastzellen festgestellt (NOLI und MIOLO, 2001). Die zur Differenzierung
herangezogenen proteolytischen Enzyme Tryptase und Chymase dhneln den beim Mensch
isolierten Enzymen (KUBE et al., 1998). Allerdings ist die Typisierung von Mastzellen anhand
ihrer spezifischen Ausstattung mit Proteoglykanen und Proteasen kritisch zu betrachten, da
nachgewiesen werden konnte, dass diese Profile prézise reguliert werden und sich schnell
veréndern konnen (BAUER und RAZIN, 2000).

Bei Hunden und Katzen wurde die Mastzellmorphologie am besten an Hautmastzellen
untersucht. Beide Spezies haben eine grof3e Population von Mastzellen in der Haut, bel denen es
sich zu 70 % um MCrc handelt (COLBATZKY et al., 1991). Diese befinden sich vor allem in
der Dermis und sind, wie bel anderen Spezies auch, anatomisch eng an Nervenendigungen und
Gefél3e gebunden (NOLI und MIOLO, 2001).

Die sezernierten Mediatoren (Zytokine, Wachstumsfaktoren, vasoaktive Amine und
proteolytische Enzyme) konnen nicht nur nah am Ort ihrer Freisetzung sondern auch an
entfernteren Zellen, wie zirkulierenden Leukozyten oder angrenzenden Keratinozyten, wirken
(NOLI und MIOLO, 2001).

Das Peptid Laminin kdnnte daftir verantwortlich sein, dass CTMC haufig in enger Nachbarschaft
zur Basalmembran von Endothelzellen und Nerven, die Laminin exprimieren, anzutreffen sind.
Mastzellen besitzen Laminin-Rezeptoren auf ihrer Oberflache, was nahe legt, dass dieses Peptid
die Bewegungsrichtung von Mastzellen beeinflusst (GOTTWALD et al., 1998). Aul3erdem
bewirken Stem Cell Factor, IL 1, IL 4 und IL 10 und Stoffe aus der Familie der Chemokine eine
chemotaktische Anziehung von Mastzellen (GOTTWALD et al., 1998).
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Das Vorkommen von Histamin in Mastzellen ist seit den Untersuchungen von RILEY und
WEST (1953) bekannt. Mastzellen geben ihre gespeicherten Mediatoren nicht nur vollstandig
durch Degranulation und Exozytose ab, sie konnen auch definierte Mengen durch Sekretion
freisetzen (BAUER und RAZIN, 2000). Die Regeneration der entleerten Granula erfolgt sowohl
durch Endozytose der abgegebenen Mediatoren, als auch durch Synthese neuer Mediatoren
(DVORAK, 1997).

Die Anzahl der Mastzellen pro Gramm Haut beim Hund wird von DE MORA et al. (1993) mit
2,31 £ 0,21 x 10(5) angegeben, was 1 % aller kutanen Zellen entspricht. Der absolute
Histamingehalt pro Mastzelle betrug 4,93 £ 0,39 pg. LORENZ et al. (1969) fanden die héchsten
Histaminkonzentrationen entlang des V erdauungstraktes des Hundes in Magen, Duodenum und
Gaumenmandeln, die niedrigsten in Pankreas, Schilddrise, Gallenblase, Schleimhaut des harten
Gaumens und der Maulhohle. Die hochste Mastzelldichte lag ebenfalls in der Magenschleimhaut
vor. Aus der signifikanten Korrelation zwischen Histamingehalt und Mastzelldichte schlossen
LORENZ und Kollegen, dass Histamin nahezu ausschliefdlich in Mastzellen vorkommt. Als
errechneter Histamingehalt pro Mastzelle wurde in dieser Studie ein Wert von 3,7 £ 0,8 pg

genannt.

Zu den klassischen immunologischen Funktionen der Mastzellen z&hlen ihre Beteiligung an der
allergischen Sofortreaktion und an IgE vermittelten allergischen Reaktionen (GOTTWALD et
al., 1998). Mastzellen tGbernehmen eine wichtige Rolle in der angeborenen |mmunitét gegen
Bakterien (ECHTENACHER et al., 1996; MALAVIYA et al., 1996) und der erworbenen
Immunitét gegen Parasiten (RUITENBERG und ELGERSMA, 1976). Weiterhin konnen
Mastzellen Uber parakrine Sekretion zur lokalen Regulation vieler endokriner Drisen, wie z.B.
Ovar und Nebenniere beitragen (HINSON et al., 1989; KRISHNA et al., 1989).
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2.2.2 Aktivierung von M astzellen

2.2.2.1 Immunologische Aktivierung von M astzellen

Die klassische IgE abhangige Mastzellaktivierung beginnt mit der Bindung eines Allergens an
membrangebundenes |mmunglobulin E (IgE), das an den tetrameren high-affinity Fc Rezeptor
far IgE (FceRl), der auf Mastzellen exprimiert wird, gebunden ist (BOYCE, 2004). Cross-
linkage der FceRI fuhrt Gber eine Kaskade von Reaktionen zur Aktivierung der Mastzellen, die
daraufhin zwei unterschiedliche Klassen von Mediatoren freisetzen: préformierte Mediatoren,
die in Granula gespeichert sind, wie Tumor Nekrose Faktor-a, IL 4, Histamin, Heparin,
Serotonin, Kinine und Proteasen, sowie neu synthetisierte Mediatoren wie IL 1-8, 12, 13, 15, 16,
Chemokine, Wachstums- und Angiogenesefaktoren, darunter Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Prostaglandine und Leukotriene
(BAUER und RAZIN, 2000; ROBBIE-RY AN und BROWN, 2002).

2.2.2.2 Nicht immunologische Aktivierung von M astzellen

Mastzellen konnen durch Komplementfaktoren, Mikroben, Leukotriene sowie durch
verschiedene Neuropeptide aktiviert werden (BAUER und RAZIN, 2000; BOYCE, 2004).
Weitere Stimuli sind zahlreiche physikalische, chemische und mechanische Einwirkungen (z.B.
Trauma, Sonnenlicht, Kéalte, Hitze;, SOTER und WASSERMAN, 1980; NOLI und MIOLO,
2001). Diese Reize agieren durch eine direkte Beeinflussung der Mastzellmembran oder indirekt
Uber die Stimulation lokaler sensorischer Nervenendigungen (NOLI und MIOLO, 2001).
Neuropeptide wie SP, NGF (Nerve Growth Factor), CGRP (Calcitonin Gene-Related Protein)
konnen eine Degranulation der Mastzellen bewirken (NOLI und MIOLO, 2001).
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2.3 Interaktionen zwischen Nerv und M astzelle

2.3.1Interaktionen zwischen Nerv und Mastzelleim peripheren Nervensystem

Periphere Nerven muissen bestimmte anatomische und funktionelle Voraussetzungen erftillen,
um eine Interaktion mit Zielzellen zu erméglichen. Die Nervenendigungen muissen sich in
néchster Nahe der Zielzellen befinden, Botenstoffe miissen als Folge einer Stimulation des Nervs
freigesetzt werden, und auf den Zielzellen miissen spezifische Rezeptoren vorhanden sein, die
ihre Wirkung Uber second messenger Systeme entfalten (GOTTWALD et al., 1998). Dabel
werden nicht zwingend klassische Synapsen oder Membrankontakte zwischen Nerv und
Zielzelle ausgebildet. Statt dessen werden Neurotransmitter in sekretorischen Vesikeln
gespeichert und aus ihnen freigesetzt. Diese sekretorischen Vesikel befinden sich in
Varikositéten der praterminalen Axone von sensorischen und autonomen Nerven. Sie enthalten
eine ganze Reihe von Neuropeptiden wie, z.B. SP, Vasoactive Intestinal Peptide (VIP),
Somatostatin, CGRP (GOTTWALD et al., 1998).

Eine Interaktion zwischen Mastzellen und Nerven wurde in den letzten Jahren nachgewiesen. So
werden z.B. nach einer Gewebsverletzung afferente Nerven stimuliert und setzen ihre
Mediatoren frei, um benachbarte Zellen zu beeinflussen (GOTTWALD et al., 1998), aber auch
ein emotionaler Reiz bedingt einen Stimulus, der durch autonome Nerven an primére afferente
sensorische Nerven weitergeleitet wird. Diese geben den Reiz weiter, so dass es zu einer
Freisetzung verschiedener Neurotransmitter aus den sensorischen Nervenendigungen kommt, die
eine Mastzelldegranulation ausldsen (BLACK und GARBUTT, 2002).

STEAD et a. (1987) konnten zeigen, dass sich Mastzellen in der Darmschleimhaut von Ratten
sehr héufig (67-87 %) in Kontakt oder enger Nachbarschaft mit peptidergen unmyelinisierten
Nerven befinden. Bel 4-8 % dieser Assoziationen kommen wirkliche Membran-zu-Membran
Kontakte vor, bei denen die Axone eine vesikulare Struktur aufweisen, die flr peptiderge Nerven
typisch ist. In diesen Vesikeln sind Substanz P oder andere Neuropeptide gespeichert (STEAD et
al., 1987).

-13-



Literaturtbersicht

Tabelle 1:
Hinwelse fir mogliche Mastzell-Nerv Interaktionen in verschiedenen Geweben. Gottwald et al.

(1998) stellten entsprechende Hinweise aus der Literatur zusammen.

Gewebe Spezies Nerventyp/Neurotransmitter
Haut Mensch NF
Schwein SP, CGRP
Darmschleimhaut Mensch Ach?
Ratte Ach, SP, CGRP
Atemwege Ratte SP, CGRP, VIP, PHI, NPY,
NSE
L eber Ratte unmyelinisiert
Tranendrise Ratte SP, CGRP
Synovia Ratte adrenerg, peptiderg
Urether Mensch unmyelinisiert

(Ach: Acetylcholine; NF: Neurofilament; PHI: Peptide Histidine Isoleucine; NPY: Neuropeptide
Y; NSE: Neuron-Specific Enolase)

Substanz P bewirkt in vitro eine Histaminfreisetzung aus peritonealen Mastzellen bei der Ratte
(ERJAVEC et al., 1981). SUZUKI et al. konnten 1999 erstmals eine direkte Kommunikation
zwischen Nerv und Mastzelle in vitro zeigen, und die Bedeutung von Substanz P als wichtigem
Mediator in dieser Kommunikation nachweisen. Substanz P ist ein Dekapeptid, dass wie
Neurokinin A und Neurokinin B zur Familie der Tachykinine gehtrt (CARRASCO und VAN
DE KAR, 2003). Akuter Stress fuhrt zu einer Freisetzung von Substanz P aus den Luftwegen
von Meerschweinchen, chronischer Stress dagegen reduziert die Gewebespiegel von Substanz P
(ABE et al., 1992). Mastzellen bilden Rezeptoren flr Substanz P und andere Neuropeptide aus
(BLACK und GARBUTT, 2002).

In peripheren Nerven sind Entziindungsmediatoren enthalten: Prostaglandine, vor allem
Prostaglandin F2a, werden vermutlich in sympathischen Nervenendigungen als Reaktion auf

adrenerge Stimulation synthetisiert; Corticotropin Releasing Factor (CRF) ist sowohl in
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sympathischen als auch in sensorischen Nerven anzutreffen, Substanz P ist in autonomen Nerven
und Ganglien prasent. Zytokine, v.a. IL 6, wurden in sensorischen und autonomen Nerven
nachgewiesen (BLACK und GARBUTT, 2002).

In der Haut ist Substanz P der klassische Mediator der Abwehrtrias, die aus Odem, Erythem und
Juckreiz besteht. Substanz P wird aus sensorischen Neuronen freigesetzt und vermittelt ihre
Wirkung Uber zwei verschiedene Ansétze. Erstens Uber einen mastzellabhangigen Weg, bei dem
Uber die auf Mastzellen ausgebildeten NK 1-Rezeptoren (Neurokinin-Rezeptoren) die Freisetzung
von Histamin und TNF-a (Tumor Nekrose Faktor a) bewirkt wird. Durch Aktivierung von H1-
Rezeptoren auf der glatten Muskulatur der Gefdlle wird daraufhin eine Vasodilatation
hervorgerufen. Auf dem zweiten, mastzellunabhangigen Weg, tiben Substanz P oder Neurokinin
A ihre vasodilatatorischen Effekte direkt Gber NK1-Rezeptoren auf Endothelzellen aus (BAUER
und RAZIN, 2000).

Das Zusammenwirken zwischen Neuropeptiden und Mastzellen wird durch den Abbau der
Neuropeptide beendet. Die Neuropeptide werden zwar durch Pinozytose und Uber
rezeptorvermittelte Endozytose wieder aufgenommen, generell werden im Organismus
Agonisten allerdings bevorzugt durch deren enzymatische Spaltung deaktiviert. Mastzell-
Tryptase und -Chymase sind beide in der Lage, SP, Neurokinin A und B, CGRP und VIP
effizient abzubauen (BAUER und RAZIN, 2000). Daher sind Spekulationen Uber eine
Beteiligung von Mastzellproteasen an diesem V organg naheliegend.

Verschiedene Mastzellpopulationen zeigen offenbar eine differenzierte Sensitivitét gegentiber
Neuropeptiden. BISCHOFF et al. (2004) zeigten, dass humane Darmmastzellen in vitro weder
auf Substanz P noch auf Neurokinin A und B, CGRP, VIP und Serotonin mit einer
Mediatorfreisetzung reagieren. Die Forschergruppe um BISCHOFF (2004) konnte auch
nachweisen, dass diese spezielle Mastzellpopulation keine Tachikinin Rezeptoren NK-1 und
NK-2 exprimiert.

MCKAY und BIENENSTOCK (1994) stellten die Hypothese auf, dass das Zusammenwirken
von Mastzellen und Nerven als ,,hombostatische Einheit* eine wichtige Rolle in der Regulation
der physiologischen Ablaufe und der Reaktion auf Antigen im Darm spielt. Die enterischen
Mastzellen agieren als Antigen- oder sensorische Rezeptoren, die Informationen aus ihrem

direkten Umfeld an die umgebenden peripheren Nerven weitergeben. Das Ergebnis dieser
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Kommunikation kann entweder eine Veranderung der Funktion des Nervs und die Induktion
eines axonalen Reflexes als Reaktion auf das Antigen sein, oder eine Modifikation der
Mastzellfunktion, oder eine Weitergabe dieser Information an das ZNS. Auch in der Haut
werden Mastzellen als Bestandteil eines axonalen Reflexes gesehen (GOTTWALD et al., 1998).
Die Tatsache, dass sowohl Mastzellen als auch Nervenzellen Substanz P und Histamin freisetzen
konnen, wird von MCKAY und BIENENSTOCK (1994) als Indiz daftir gesehen, dass autokrine

und parakrine Kontrollmechanismen zwischen diesen beiden Zellarten bestehen.

Neuere Untersuchungen erbrachten Beweise fur eine bidirektionale Kommunikation zwischen
Mastzelle und Nerv. In Lunge, Milz und in der Dura mater von Ratten konnte eine solche
Kommunikation zwischen Mastzellen und priméren sensorischen Nervenfasern nachgewiesen
werden, und die Existenz einer lokalen Feedback-Schleife zwischen Neuron und Mastzelle Gber
H3 Rezeptoren auf den Nervenfasern wurde aufgezeigt (DIMITRIADOU et a., 1994, 1997).
Durch die Regulation der Freisetzung von Entziindungsmediatoren wird das Ausmald der
Entzindungsreaktion kontrolliert. Wahrend eines entziindlichen Prozesses kommt es zu einer
Zunahme der Innervation und der Mastzelldichte (STEAD, 1992). Dabei ndhern sich Substanz P
enthaltende primére sensorische Neuronen raumlich an Mastzellen an (MCKAY und
BIENENSTOCK, 1994).

Zahlreiche Studien beschéftigen sich mit einer moglichen Wechselwirkung zwischen dem
Neurotransmitter Azetylcholin und Mastzellaktivierung. Es konnte gezeigt werden, dass
Histamin im Ileum von Meerschweinchen eine Azetylcholinfreisetzung induziert (RUBINSTEIN
und COHEN, 1985). BANI-SACCHI et a. (1986) vermuteten eine mogliche Wirkung von
Azetylcholin auf Mastzellen, da eine elektrische Stimulierung von Mastzellen durch Atropin und
Tetrodoxin unterdriickt werden konnte. Sowohl die Zugabe von exogenem Histamin als auch
eine Mastzellaktivierung durch ein elektrisches Feld bewirkten in vitro eine
Azetylcholinfreisetzung aus dem Darm von Meerschweinchen (JAVED und COOKE, 1992).
Humane und murine Mastzellen exprimieren verschiedene Isoformen des Enzyms
Azetylcholinesterase, das durch den Abbau von Azetylcholin die Reizibertragung im
synaptischen Spalt beendet. Dies weist auf eine weitere Kommunikationsmoglichkeit zwischen
Mastzellen und Nervenzellen hin (NECHUSHTAN et al., 1996).
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2.3.2 Interaktionen zwischen Nerv und Mastzelleim zentralen Nervensystem

Bilaterale elektrische Stimulation der zervikalen Nn. vagi bel Ratten flhrt zu einem gesteigerten
Histamingehalt in MM Cs im Jgjunum. Die gemessenen Serum-Histaminwerte steigen insgesamt
an. Diese Ergebnisse belegen, dass das ZNS an der Regulation der Funktionen der intestinalen
MMCs beteiligt ist (GOTTWALD et a., 1995).

Die Nn. vagi fuhren parasympathische und afferente Anteile zwischen dem Hirnstamm und dem
Gastrointestinaltrakt. Die afferenten Fasern sind zum Tell peptiderg. Da eine direkte Innervation
der Jejunalschleimhaut durch afferente, nicht aber durch efferente Fasern nachgewiesen wurde,
spekuliert die Forschergruppe um GOTTWALD, dass afferente Fasern fur die Stimulation der
MMCs zustéandig sind. Allerdings schlief3en sie auch einen efferenten stimulierenden Effekt, der
Uber post-ganglionare parasympathische Neuronen in den enterischen Ganglien vermittelt sein
konnte, nicht aus. Auch die Mdoglichkeit, dass afferente Fasern Mastzellen aktivieren und
sympathische Nerven diesen Effekt hemmen, wird in Erwégung gezogen (GOTTWALD et al.,
1995).

Einen Hinwels auf die Beteiligung des ZNS bei der Aktivierung von Mastzellen gibt eine
Versuchsanordnung von SANCHEZ-LEDESMA et a. (1990). Be Hunden wurde das
Ruckenmark im distalen Thoraxbereich elektrisch stimuliert. In den Hintergliedmal3en stieg die
Konzentration des Neuropeptids VIP um durchschnittlich 33 % und die von Histamin um 26 %
im arteriellen bzw. 29 % im venbsen Blut an, verglichen mit den entsprechenden
Konzentrationen in den Vordergliedmal3en, die von der Stimulation nicht betroffen waren
(SANCHEZ-LEDESMA et al., 1990).

Eine durch Konditionierung erlernte Freisetzung von Histamin wurde von RUSSELL et al.
(1984) gezeigt. Meerschweinchen wurden gleichzeitig mit einem immunologischen Reiz und
einem bestimmten Geruch konfrontiert, um eine Konditionierung zu bewirken. Die
konditionierten Tiere reagierten auf den Geruch alein mit einem Anstieg der
Histaminkonzentration im Plasma. In dieser Versuchsanordnung wurde die zelluldre Quelle des
freigesetzten Histamins nicht bestimmt. MAC QUEEN et a. (1989) wiesen nach, dass
Mastzellen Uber einen klassisch konditionierten (Pawlov'schen) Stimulus zur Degranulation
gebracht werden konnen. Zur Konditionierung wurde ein audiovisueller Reiz mit einem

unkonditionierten immunologischen Stimulus gepaart. Die Mastzelldegranulation wurde
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gemessen, indem das fur MMC spezifische Enzym Rat Mast Cell Protease 11 (RMCP Il) im
Serum bestimmt wurde. Nach abgeschlossener Konditionierung zeigten die Tiere, die nur dem
konditionierten Stimulus ausgesetzt wurden, einen Anstieg der RMCP Il Konzentration, der sich
nicht signifikant vom dem der Gruppe unterschied, die gleichzeitig dem konditionierten und dem

unkonditionierten Stimulus ausgesetzt wurde.

2.4 Stressbedingte M astzellaktivierung

2.4.1 Definitionen fur Stress

Hans Selye definiert Stress als die unspezifische Antwort des Korpers auf jede Art von
Bedrohung (SELYE, 1976). Die sogenannte Stressantwort besteht aus der Ausschittung
verschiedener Hormone wie Adrenokortikotropes Hormon (ACTH), Kortisol bzw.
Kortikosteron, adrenaler Katecholamine, Oxytozin, Prolaktin und Renin (VAN DE KAR und
BLAIR, 1999). Ziel der Stressantwort ist es, die Uberlebenschancen des Organismus zu erhdhen.
Stress kann auch als ein Zustand gefahrdeter Homdostase definiert werden, der durch das
Einwirken eines psychischen, umweltbedingten oder physiologischen Stressors entsteht
(BLACK und GARBUTT, 2002). Stress ist ein interner oder externer Stimulus, der die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde Achse und das sympathische Nervensystem
aktiviert und dadurch eine physiologische Veranderung oder Adaptation auslost, so dass der
Organismus die Gefahr bewdltigen kann (MAIER und WATKINS, 1998).

2.4.2 Definitionen fur Stressoren

VAN DE KAR und BLAIR (1999) definieren Stressoren als Bedingungen, die das Uberleben
eines Individuums gefdhrden oder von denen das Individuum annimmt, dass sie es gefahrden
konnten. Die Autoren teilen Stressoren grob in drei Kategorien ein:
Psychische Stressoren, die auf einer erlernten Reaktion auf eine bevorstehende
unangenehme Situation basieren, wie z.B. Angst, oder ein neues und damit
unkontrollierbares Umfeld.
Stressoren, die aus einem physischen Stimulus bestehen und eine starke psychische
Komponente enthalten (z.B. Schmerz, Immobilisierung).
Stressoren, die das kardiovaskuldre Gleichgewicht bedrohen wie z.B. Blutverlugt,

Training, Hitze.
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2.4.3 Stressbedingte Histaminausschittung

Die japanische Forschergruppe HUANG et al. (1998, 19993, 1999b) erforschte intensiv die
Vorgange der stressbedingten Histaminausschiittung. Sie beobachtete als Reaktion auf Stress
(sogenannter ,water immersion stress*: Ratten wurden in einem Stahlnetz fixiert, und bis zum
Xiphoid fir 6 Stunden in Wasser eingetaucht) einen zweiphasigen Histaminanstieg. Der Plasma-
Histaminspiegel stieg in den ersten 15 min der Stresseinwirkung um das vierfache. Danach fiel
er auf einen Level, der zweimal so hoch war wie der Histaminspiegel der Kontrollgruppe, und
blieb wahrend der gesamten Zeit der Stresseinwirkung auf diesem Niveau. Der Histamingehalt in
der Haut sank nach 15 min Stress um 20 %, was auf eine Mastzelldegranulation in der Haut und
den Ubertritt des dabei freigesetzten Histamins ins Blut hinweist (HUANG et al., 1998). Durch
den Einsatz mastzelldefizienter Mause (WSWs Mause die keine CTMC ausbilden) konnten
HUANG et al. (1998) nachweisen, dass das bei Stress freigesetzte Histamin tGberwiegend aus
Mastzellen stammt.

Um die Beteiligung sensorischer Nerven an der stressbedingten Histaminausschittung
nachzuweisen, wurde neugeborenen Ratten Capsaicin injiziert. Als ausgewachsene Tiere weisen
diese Ratten einen deutlich verringerten Substanz P Gehalt in sensorischen Nerven auf. Nach
Stress durch Immobilisierung zeigten die mit Capsaicin vorbehandelten Tiere einen deutlich
geringeren Anstieg des Plasma-Histaminspiegels als die Kontrollgruppe (HUANG et al., 1999b).
In einer weiteren Versuchsanordnung wurde die Histaminkonzentration in einem aus der
Rattenpfote gewonnenen Mikrodialysat gemessen. Elektrische Stimulation des Ischiasnerves
erhohte die Histaminfreisetzung im subkutanen Gewebe der Pfote signifikant, Vorbehandlung
mit Capsaicin verhinderte diesen Anstieg (HUANG et al., 1999b). Eine Capsaicin-Injektion in
die Pfote fuhrte zu einer lokalen, dosisabhangigen Histaminfreisetzung ins subkutane Gewebe
(HUANG et al., 1999b). Da Capsaicin die Freisetzung von Substanz P, nicht aber von Histamin
auslost, postulierten HUANG et al. (1999b), dass Stress tber eine Aktivierung von sensorischen
Nerven zu einer Substanz P Freisetzung aus diesen Nerven fihrt, und dartber die

Histaminfreisetzung aus Mastzellen veranlasst wird.

Ein héufig verwendetes Stressmodell ist die Immobilisierung der Tiere. Dabel werden die
Versuchstiere in unterschiedlichen Vorrichtungen (Plexiglas, Drahtgitter) zwangsweise fixiert.
Immobilisierung fihrt bei Ratten zu einem maximalen Histaminanstieg im Plasma auf das 2.6-

fache nach 5-minttiger Stresseinwirkung (HUANG et al., 1999a). Stress durch zwangsweise
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Fixierung steigert bei Ratten den Histaminspiegel im Serum und fuhrt zu einer Degranulation
vom Mastzellen im Herzen (HUANG et al., 2002). EUTAMENE et a. (2003) beobachteten bei
diesem Stressmodell bei Ratten eine Zunahme des Histamingehalts in Kolonmastzellen ohne
Anzeichen einer Degranulation. Weiterhin stellten LYTINAS et al. (2003) fest, dass diese Art
von Stress den CRF Gehalt und die Gefal3durchlassigkeit der Haut von Ratten erhoht und zu
einer Degranulation von Hautmastzellen fihrt. Akuter und chronischer Immobilisierungsstress
bei Ratten flhrte nach Zugabe von Substanz P zu einer verstdrkten Histaminausschittung aus
Kolonepithelien in vitro. Die Menge der Histaminausschiittung zeigte dabei keinen Unterschied
zwischen akutem und chronischem Stress (BRADESI et al., 2002a).

In der Harnblase von Ratten bewirkt Stress durch Immobilisierung eine signifikante Zunahme
der Mastzelldegranulation und einen signifikanten Anstieg des Histaminspiegels im Urin.
(ALEXACOS et al., 1999; BOUCHER et al., 2002). Dieser Vorgang wird durch das
Neuropeptid Neurotensin (NT) vermittelt. In der Harnblase kann ebenso wie in Darm und Haut
ein enger anatomischer Zusammenhang zwischen Mastzellen und Nerven beobachtet werden
(ALEXACOS et al., 1999).

Der oben beschriebene |mmobilisierungsstress, gerade auch in Kombination mit der Einwirkung
von Wasser oder Kédlte, ist ein sehr potenter Stressor. Solche V ersuchanordnungen werden u.a.
zur experimentellen Genese von Magenulzera verwendet. Aber auch subtilerer Stresswie ,,gentle
handling® Uber eine Minute flhrt zu einem signifikanten Anstieg des Plasma-Histaminspiegels
um das 1,9-fache nach 15 Minuten (HUANG et al., 19994). Handling-Stress, der erzeugt wird,
indem die Ratte fir 15 Minuten leicht in der Hand gehalten wird, fuhrt zu einem etwa 300-
fachen Anstieg der extrazelluldren Histaminkonzentration in der Hirnrinde von Ratten, gemessen
durch Mikrodialyse. Dieses Histamin ist zu 80 % neuronalen Ursprungs (WESTERINK et al.,
2002). Auch milder Umweltstress (Unterbringung in einem Raum, der regelméal3ig von vielen
Personen betreten wird) bewirkt bel Ratten eine Degranulation von MMC in der
Darmschleimhaut (WILSON und BALDWIN, 1999).

3-Endorphin konnte ein verantwortlicher Mediator fir die stressbedingte Degranulation von
Mastzellen sein. Stress fuhrt zu einem Anstieg der Plasmaspiegel der endogenen Opiate,
besonders von 3-Endorphin, das an die Opiodrezeptoren auf der Oberflache von Mastzellen
binden und eine Degranulation auslésen kann (CASALE et a., 1984). Im testikularen

Interstitium und in der Haut von Ratten, die Kélte ausgesetzt wurden, zeigt sich eine
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Mastzelldegranulation. Behandlung mit 3-Endorphin fihrt ebenfalls zu einer Einwanderung von
Mastzellen ins Hodengewebe und zu ihrer Degranulation, allerdings weniger ausgepragt als nach
der Stresseinwirkung (TUNCEL et al., 1996). Aus dem verdnderten Farbeverhalten der
Mastzellgranula konnte geschlossen werden, dass Stress den Histamingehalt in den
Mastzellgranula erhdht und den Heparingehalt verringert (TUNCEL et al., 1996).

Bei miteinander kampfenden ménnlichen Méausen wird Histamin freigesetzt (DE SIMONE et al.,
1990). Nerve Growth Factor (NGF), der in den Speicheldriisen adulter mannlicher Mause
gespeichert ist, wird in den Blutkreislauf freigesetzt und bewirkt eine Degranulation von
peritonealen Mastzellen und dadurch einen Anstieg der Histaminkonzentration in der
peritonealen Flissigkeit (DE SIMONE et a., 1990). Dekapitation fuhrt bel Ratten zu einem
maximalen Histaminanstieg im Plasma um das zehnfache (HUANG et al., 1999a).

Auch dem sympathischen Nervensystem wird eine Rolle bei der Freisetzung von Histamin
zugeschrieben. Offensichtlich sind noradrenerge und histaminenthaltende Neuronen an der
Ausbildung einer peripheren Reflexschleife beteiligt, bel der neuronales Histamin hemmend auf
die sympathische Aktivitét einwirkt (CAMPOS und DOMINGUEZ, 1995). AulRerdem wird eine
gesteigerte sympathische Aktivitét infolge von Stress (,, footshock stress*) von einem Anstieg des
Histaminspiegels im Blut begleitet, der wiederum von der Aktivierung postganglionérer
sympathischer Neuronen abhangt (CAMPOS und MONTENEGRO, 1998). Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass als ein generelles kompensatorisches Phénomen neuronales Histamin
reflexbedingt wéahrend gesteigerter sympathischer Aktivitdt freigesetzt zu werden scheint
(CAMPOS und DOMINGUEZ, 1995; CAMPOS und MONTENEGRO, 1998).

2.4.3.1 Hungerstress

Bei Meerschweinchen konnte nachgewiesen werden, dass Stress durch Hungern und durch das
Beobachten der Futterung von Nachbartieren den Histaminanstieg als Reaktion auf einen
konditionierten Stimulus (Schwefelgeruch) signifikant verstarkt (IRIE et al., 2002). Der
Hungerstress wirkte hier in der Phase der Konditionierung ein. Die Tiere erhielten im Gegensatz
zur Kontrollgruppe nach der Inhalation des unkonditionierten Stimulus (Ovalbumin), der
massive Atembeschwerden ausloste, kein Futter als Belohnung und mussten der zweiten Gruppe

beim Fressen zusehen. Der Schwefelgeruch erzeugte bei allen Tieren nach Abschluss der
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Konditionierung einen signifikanten Histaminanstieg. Dieser fiel bel der Hungergruppe
signifikant hoher aus als bel der Kontrollgruppe (IRIE et al., 2002).

2.4.3.2 Auswirkungen von Stress auf den M agen-Dar mtrakt

Akute Stresseinwirkung ruft Abnormalitédten der Sekretionss und Transportvorgange im
Dunndarm von Mensch und Ratte hervor (BARCLAY und TURNBERG, 1987; KILIAAN et al.,
1998). Mehrere Studien bel Ratten haben gezeigt, dass Stress die Magenentleerung verlangsamt,
die Motilitat des distalen Kolons erhoht und die Passage durch den Dinndarm reduziert
(BRADESI ¢ al., 2002a).

In der Literatur gibt es einige Hinweise darauf, dass Mediatorfreisetzung aus Mastzellen eine
wichtige Rolle bei der Reaktion der Darmepithelien auf akute Stresseinwirkung spielt. Der
transepitheliale Transport von Makromolekilen und die sekretorische Aktivitdt im Jejunum
werden unter Stresseinwirkung gesteigert (KILIAAN et al., 1998; SANTOS et al., 2000). Diese
Effekte sind vermutlich mastzellvermittelt, da sie bei mastzelldefizienten Ratten nicht beobachtet
werden kénnen (SANTOS et al., 2000).

Mastzellen kommen im Magen-Darm-Trakt vor allem in der Lamina propria der Mukosa und in
der Submukosa vor (YU und PERDUE, 2001). Sie befinden sich in engem Kontakt mit den
intrinsischen (enterischen) und extrinsischen Nervenfasern der verzweigten Plexus, die die
Darmschleimhaut innervieren (STEAD et al., 1987). Verschiedene Beobachtungen geben
Hinweise auf eine Beteiligung von Mastzellen an den durch Stress ausgeldsten
pathophysiologischen Vorgangen in der Darmschleimhaut. Eine Stimulation des N. vagus fuhrt
zur Histaminausschtittung aus Mastzellen im Ileum von Ratten (BANI-SACCHI et dl., 1986). Es
wird heute angenommen, dass Histamin normale Verdauungs- und Transportprozesse des Darms
unterdrickt (MCKAY und BIENENSTOCK, 1994). AulRerdem scheint es zu einer erhdhten
Wassersekretion im Darm zu fuhren, und dadurch die Auswaschung eines Antigens aus dem
Darmlumen zu erméglichen (MCKAY und BIENENSTOCK, 1994). Die Wirkung von Histamin
auf die glatte Muskulatur im Darm héngt von der Spezies und der Darmregion ab, der generelle
Effekt ist aber eine Kontraktion (PANULA et a., 1985).

Fur bestimmte Stressmodelle (,water avoidance stress*) konnte nachgewiesen werden, dass CRF
im Gehirn freigesetzt wird (BONAZ und TACHE, 1994). Dieses Neuropeptid ist in der Lage,
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unidirektional die Blut-Hirn-Schranke vom Hirn in die Peripherie zu passieren und dort
einzuwirken (MARTINS et al., 1997). Weitere Studien zeigten, dass peripher appliziertes CRF
eine sehr dhnliche Reaktion wie akuter Stress an der Kolonschleimhaut hervorruft. Diese
Reaktion ist mastzellvermittelt (SANTOS et a., 1999). Mastzellen besitzen CRF-Rezeptoren und
konnen durch Zugabe von exogenem CRF zur Degranulation gebracht werden (THEOHARIDES
et al., 1995). Deshalb stellten SANTOS et al. (2000) die Hypothese auf, dass MMC entweder
direkt Uber CRF oder indirekt Uber Neuropeptide aktiviert werden, die wiederum als Folge CRF-

vermittelter Prozesse freigesetzt werden.

Zunehmend werden Beweise daftir erbracht, dass das ZNS Uber ein komplexes Zusammenspiel
zwischen dem enterischen Nervensystem und dem Immunsystem Einfluss auf die Darmfunktion
nimmt (BRADESI et al., 2002a). Stress durch Immobilisierung aktiviert via CRF Mastzellen im
lleum und in der Kolonschleimhaut von Ratten und bewirkt so eine gesteigerte Muzinsekretion
(CASTAGLIUOLO et a., 1996; THEOHARIDES et a., 1999). WILSON und BALDWIN
(1999) konnten nachweisen, dass auch milder Umweltstress eine Degranulation von MMC in der
Darmschleimhaut bewirkt.

Kélteschmerz, ausgelost durch das Eintauchen der menschlichen Hand in 4 °C kaltes Wasser,
ruft in vivo einen signifikanten Anstieg der luminalen Freisetzung von Mastzellmediatoren
(Histamin, Tryptase, Prostaglandin D2) und der Wassersekretion im menschlichen Jejunum
hervor. Dieser Anstieg tritt in den ersten 15 min der Stresseinwirkung ein, halt die gesamten 30
min der Stresseinwirkung an und geht innerhalb der ersten 15 min nach Ende der
Stresseinwirkung auf das urspringliche Niveau zurtick (SANTOS et al., 1998). Physische und
psychische Stressoren verandern bei Mensch und Tier die jejunale Wasser- und onenabsorption,
was vermuten lasst, dass es sich um eine allgemeine Folge von verschiedenen Arten von Stress
handelt (BARCLAY und TURNBERG, 1987; BARCLAY und TURNBERG, 1988; EMPEY
und FEDORAK, 1989; SAUNDERS et al., 1994). Studien an mastzelldefizienten Mausen haben
eindeutig belegt, dass Mastzellen zu den neuronal bedingten sekretorischen Reaktionen des
Darms beitragen (PERDUE, 1991). Daraus kann geschlossen werden, dass das ZNS Uber nervale
Beeinflussung von Mastzellen den intestinalen Wassertransport regeln kann (SANTOS et al.,
1998).

KREIS et al. (1998) untersuchten die Histaminempfindlichkeit afferenter Nerven im Darm von

Ratten. Eine Applikation von Histamin bewirkte einen biphasischen Anstieg der nervalen
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Aktivitét, der von einem Abfall des arteriellen Blutdrucks und einem Anstieg des Drucks im
Darm begleitet wurde. Diese Ergebnisse dienen als Anhaltspunkt daftir, dass Histamin tber H1
Rezeptoren an der Kommunikation zwischen Mastzellen und afferenten Nerven im DiUnndarm

beteiligt sein konnte.

Endogene Opiate sind ebenfalls an der Pathogenese stressbedingter Dysfunktionen des Darms
beteiligt. Wéhrend der Einwirkung von Kalteschmerz wurden erhohte 3-Endorphinspiegel
gemessen (STANGHELLINI et al., 1984). Der hemmende Effekt von Kalteschmerz auf die
Motilitét des Magen-Antrums lasst sich durch Naloxon antagonisieren (STANGHELLINI et al.,
1983). Endogene Opiate l6sen eine Histaminfreisetzung aus isolierten Mastzellen aus dem
Peritoneum von Ratten aus (YAMASAKI et d., 1982).

TACHE et a. (1999) formulierten die These, dass ein Stresssignal vom Gehirn zum Darm Uber
den Parasympathikus weitergeleitet werden kann. Die stressbedingte Ausbildung von
Magengeschwiren wird durch den N. vagus vermittelt (YANG et al., 1994), und Kaltestress
aktiviert den N. vagus (CHO et al., 1996). Bel gesunden Menschen |6st psychischer Stress eine
verringerte Wasserabsorption aus dem Jejunum aus und bewirkt eine Umkehr der netto NaCl-
Absorption in eine Sekretion. Eine Beteiligung cholinerger parasympathischer Mechanismen ist
wahrscheinlich, da eine vorrausgegangene Atropin-Infusion diesen Effekt verhindert
(BARCLAY und TURNBERG, 1987).

BRADES et a. (2002b) konnten nachweisen, dass Stress die Ausbildung von NK-1 Rezeptoren
im Kolon induziert, und dass Steroide aus den Eierstocken (Ostrogen und Progesteron) an
diesem Effekt beteiligt sind.

2.4.3.3 Histaminfreisetzung bel korperlicher Arbeit

Bei harter Arbeit kommt es beim Menschen zu einem Anstieg des Blut-Histaminspiegels
(DUNER und PERNOW, 1958). Es wurde angenommen, dass Histamin aus Mastzellen bel
Muskelschaden freigesetzt wird, und dass dieses Histamin Schmerz und Vasodilatation im
Muskel auslosen konnte (MORGANROTH et al., 1977).

Elektrische Stimulation des Massetermuskels bei Mausen resultiert in einer deutlich erhéhten
HDC Aktivitdt (ENDO et al., 1998). Auch im M. gquadriceps steigt die HDC Aktivita nach
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elektrischer Stimulation an, wobel der Anstieg abhéngig von der Starke und Dauer der
Muskelstimulation verlduft. Bei mastzelldefizienten Mausen kommt es zu einem &hnlichen
Anstieg der HDC Aktivitat. Erzwungenes langeres Laufen fuhrt zu einem Anstieg der HDC
Aktivitét, bel mehrmaligem vorangegangenem Training verringert sich der Anstieg (ENDO et
al., 1998). Die HDC Aktivitét stieg in der Studie von AYADA et al. (2000) in fast allen Teilen
der Skelettmuskulatur an, und zwar sowohl nach erzwungenem léangeren Laufen, als auch,
nachdem die Mause 4 h relativ bewegungslos bel 4 °C verbringen mussten. In einer weiteren
Versuchsanordnung verbrachten die Tiere 4 h in einem Wasserbad. Als Reaktion auf diesen
starken Stress wurde die HDC in der Magenschleimhaut aktiviert, und es kam zu deutlichen
Blutungen in der Magenschleimhaut. Obwohl also von einer Stresssituation auszugehen war,
stieg beim Wasserbaden die HDC-Aktivitét in der untersuchten Skelettmuskulatur nicht. Diese
Ergebnisse sprechen dafiir, dass der bei Muskelarbeit stattfindende HDC Aktivitétsanstieg
unabhangig von einer stressbedingten HDC Aktivierung zu sehen ist.

DANIEL und HONIG (1980) konnten an isolierten caninen Muskeln zeigen, dass die
anstrengungsbedingte Vasodilatation und reaktive Hyperamie in der Skelettmuskulatur nicht
durch Histamin bedingt wird.

Wahrend physischer Anstrengung (,treadmill exercise”) erhoht sich bel Menschen die
sympathische Aktivitét, die anhand eines Anstiegs des arteriellen Blutdrucks und der
Herzfrequenz bestimmt wird. Der Histaminspiegel im Blut steigt wéhrend der Anstrengung an
und sinkt nach einer Erholungspause wieder auf das urspriingliche Niveau ab. Dabel reichen
relativ kurze Trainingsintervalle (3-6 min) aus, um einen Histaminanstieg zu verursachen
(CAMPOS et al., 1999).
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2.4.3.4 Histaminfreisetzung durch Umwelteinfliisse

Klimatische Bedingungen konnen zu einer Mastzellaktivierung fihren. Beispielsweise bewirkt
lokale Einwirkung von Kalte einen Histaminanstieg in der Haut (ANDERSSON et al., 1995).
AYADA et al. (2000) beobachteten nach Kalteeinwirkung bei Mausen in fast allen untersuchten
Skelettmuskeln einen Anstieg der HDC Aktivitdt, der auf Muskelarbeit durch Zittern
zurtickgefuhrt wird. Im testikuléren Interstitium und in der Haut von Ratten, die Kélte ausgesetzt
wurden, zeigte sich eine Mastzelldegranulation. SANTOS et al. (1998) wiesen nach, dass

Kélteschmerz einen Anstieg der Histaminkonzentration im Darm bewirkt.

Sonnenlicht, Kélte und Hitze kénnen eine Mastzelldegranulation auslésen (SOTER und
WASSERMAN, 1980; NOLI| und MIOLO, 2001). UV-Strahlung ruft eine Mastzelldegranulation
und einen Anstieg des Plasma-Histamins hervor (KEAHEY et a., 1984).

2.5 Kortisol als Stresshormon

Glukokortikoide Ubernehmen im Korper zahlreiche wichtige Funktionen, z.B. im
Energiehaushalt, bel Wachstumsprozessen und im Immunsystem (CARRASCO und VAN DE
KAR, 2003). AuRerdem beeinflussen sie die Hirnfunktion inklusive der Lern- und
Erinnerungsprozesse, die einer Verhaltensanpassung zu Grunde liegen (CARRASCO und VAN
DE KAR, 2003).

Glukokortikoide, vor alem Kortisol und Kortikosteron, werden bei allen Saugetieren in
Stresssituationen vermehrt ausgeschittet und spielen offenbar eine wichtige Rolle in der
Stressreaktion des Organismus (GARCIA et al., 2000). Uber die genauen Mechanismen ihrer
Wirkung ist wenig bekannt. Stress hemmt tber Glukokortikoide die zellul&re | mmunantwort und
verstarkt die humorale Immunantwort. Glukokortikoide unterdriicken tber ihre klassischen
zytoplasmatisch-nukledren Rezeptoren bei  Antigen-prasentierenden Zellen (Monozyten,
Makrophagen, andere Phagozyten) die Produktion von IL 12, dem Hauptausltser einer Th 1
Antwort, invitro und in vivo (ELENKOV und CHROUSOS, 1999). Dadurch wird die Th 1/Th 2
Balance zugunsten der Th 2 verschoben und die humorale Immunantwort mit B-Zellen,
Eosinophilen und Mastzellen verstarkt (ELENKOV und CHROUSOS, 1999). GARCIA et al.
(2000) vermuten, dass Glukokortikoide ihre hauptsdchliche Wirkung erst nach der
Stresssituation entfalten. Die Autoren sehen die Aufgabe der Glukokortikoide vor allem in der
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Wiederherstellung stressbedingt veranderter Funktionen, z.B. des Immunsystems und des
Energiehaushaltes.

Der aus dem Hypothalamus freigesetzte Corticotropin Releasing Factor ist der wichtigste, aber
nicht der einzige Faktor, der die ACTH Freisetzung aus dem Hypophysenvorderlappen steuert
(LEVENS, 1990). Das in die Blutbahn abgegebene ACTH bewirkt an der Nebenniere die
Freisetzung von Glukokortikoiden aus der Zona fasciculata der Nebennierenrinde (AGUILERA
et a., 2001).

Fur eine stressbedingte Kortisolfreisetzung bei Hunden finden sich in der Literatur zahlreiche
Quellen. Die Plasma-Kortisolkonzentration bel Hunden steigt signifikant an z.B. bel
Transportstress (BERGERON et al., 2002), akustischem Stress (GUE et al., 1987)
Elektroschocks (DESS et al., 1983), physischer Anstrengung (WAKSHLAG et a., 2004) und bei
Verbringen in eine unbekannte Umgebung (HENNESSY et dl., 2002).

KNOL et al. (1992) geben als normalen Kortisolwert in caninem Plasma 68 + 10 nmol/l an. Uber
24 Stunden mal3en KEMPPAINEN und SARTIN (1984) bei Hunden Kortisolwerte im Bereich
von 58,5 = 16,0 nmol/l (MW = SD). Unter Stresseinfluss stiegen die Kortisolwerte in der
Untersuchung von BERGERON und Kollegen (2002) bis auf 225,5 nmol/l an (134,5 nmol/I
Basalwert vs. 225,3 nmol/l nach Stress).

2.6 Weitere hormonelle Auswirkungen von Stress

Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (H-H-NNR-Achse) und
der Sympathikus-Nebennierenmark-Achse und die dadurch bedingte Freisetzung von
Katecholaminen und Glukokortikoiden in den Blutkreislauf werden as die typische
Stressantwort bei Saugetieren gesehen (GARCIA et a., 2000).

Nach Einwirkung eines Stressors auf den Organismus werden im Gehirn Mediatoren wie z.B.
Norepinephrin, Serotonin und Azetylcholin freigesetzt; sie aktivieren die parvizelluldren
Neuronen des paraventrikularen Nukleus des Hypothalamus, die daraufhin CRF produzieren
(BLACK und GARBUTT, 2002; PENALVA et al., 2002; CARRASCO und VAN DE KAR,
2003). Uber das Portalvenensystem gelangt CRF in den Hypophysenvorderlappen, in dem es
kortikotrophe Zellen zur Synthese von POMC (pro-Opiomelanocortin) stimuliert. Das
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Polyprotein POMC ist der Vorlaufer fur ACTH, 3-Endorphin und a-Melanozyten-stimulierendes
Hormon (BLACK und GARBUTT, 2002). CRF stimuliert auf3erdem den Locus coeruleus,
Norepinephrin an sympathischen Nervenendigungen zu sezernieren (CARRASCO und VAN DE
KAR, 2003). Die Aktivierung des sympathischen Nervensystems fihrt weiterhin zu einer
Stimulation des Nebennierenmarks, in dem daraufhin Epinephrin produziert wird (CARRASCO
und VAN DE KAR, 2003). AulRer den Glukokortikoiden und Katecholaminen werden auch
Glukagon und Wachstumshormon und das Renin-Angiotensin System, das letztlich zur
Ausschittung von Angiotensin |1 flhrt, einem Vasokonstriktor, der den Blutdruck steigert und
die Herzrate beschleunigt, zu den Stresshormonen gerechnet (BLACK und GARBUTT, 2002).

2.7 Zusammenhang zwischen Histamin und K ortisol

Es wird vermutet, dass hypothalamisches Histamin und Histaminrezeptoren im ZNS an der
Aktivierung der H-H-NNR-Achse beteiligt sind (BUGAJSKI et al., 1994). Die Sekretion von
ACTH und damit auch von Kortikosteron scheint bei Ratten durch eine histaminbedingte CRF-
Freisetzung aus dem paraventrikularen Nukleus des Hypothalamus beeinflusst zu werden
(ITOWI et d., 1989). Abnehmende zerebrale Histaminspiegel (ausgelést durch die
Verabreichung von alpha-Fluoromethylhistidin, einem Inhibitor der HDC) verdndern den
zirkadianen Rhythmus der Kortikosteronkonzentration im Plasma von Ratten signifikant (ITOWI
et a., 1989).

Intrazerebroventrikulére Injektion von Histamin verursacht Gber H1 Rezeptoren einen Anstieg
der Plasma-ACTH-Konzentration und der Kortisolspiegel beim Hund, und es wird vermutet,
dass ein Teil der Kortisolfreisetzung unabhangig von ACTH erfolgt (TSUJMOTO et al., 1993).
Eine Histaminfreisetzung aus Mastzellen im Gehirn aktiviert bel Hunden die H-H-NNR-Achse
und bewirkt so eine gesteigerte adrenale Kortisolfreisetzung (MATSUMOTO et dl., 2004).

Peripheres CRF scheint Mastzellen zur Abgabe von Mediatoren zu stimulieren. Unter Immun-
oder peripherem CRF verstent man CRF, das peripher an Entziindungsherden sezerniert wird
und das Immunsystem lokal beeinflusst (ELENKOV und CHROUSOS, 1999). Anscheinend sind
Mastzellen das Hauptziel des Immun-CRF. Dies legt auch die enge anatomische Nachbarschaft
zwischen Mastzellen und Nervenendigungen sowohl in perivaskularen Regionen als auch in
lymphatischen Geweben nahe (ELENKOV und CHROUSOS, 1999).
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Milder Immobilisierungsstress erhoht die Serum-Kortikosteronspiegel bel Ratten. Eine
vorrausgegangene intraventse Histamininjektion verstéarkt die stressbedingte Kortisolfreisetzung
(BUGAJSKI und GADEK, 1981). Histamin kann bei Hunden Uber H1 Rezeptoren die
Freisetzung von Kortisol aus der Nebennierenrinde bewirken (AIKAWA et a., 1986).

2.8 Bedeutung der Literatur fur die eigenen Untersuchungen

In der Literatur sind zahlreiche Anhaltspunkte dafir zu finden, dass Histamin im Plasma
aufgrund von psychischem Stress ansteigt. Fur Ratten und Mause wurde diese Hypothese
bestétigt. Fur ein entsprechendes Geschehen bei Hunden sind keine Literaturquellen verfligbar.
Eine eventuelle zirkadiane Rhythmik oder episodische Freisetzung von Histamin wurde
ebenfalls nicht untersucht. Daher wurde in der vorliegenden Untersuchung ein Tagesprofil der
Histaminwerte im Plasma erstellt. Weiterhin wurden die Hunde mit moderaten Stresssituationen
(Umweltstress) konfrontiert, da vorhandene Studien sich tUberwiegend mit der Einwirkung sehr

starker Stressoren, wie z.B. Immobilisierung, befassen.

Da sich in der Darmschleimhaut besonders viele Mastzellen befinden, und in der Literatur
zahlreiche Quellen fir stressbedingte Veranderungen der Darmfunktion und fir die Aktivierung
von Mastzellen im Darm infolge von Stress existieren, sollte speziell der Darm einer
Stresseinwirkung ausgesetzt werden. Dazu wurde den Tieren Uber eine gewisse, den
physiologischen Rahmen nicht Uberschreitende Zeit das Futter vorenthalten. Der psychische
Aspekt, dass Hunger und das Beobachten der Fitterung von Nachbartieren Stress auslost, sollte

ebenfalls ausgenutzt werden.

Physische Anstrengung wirkt sich bel Menschen und Nagern auf den Histaminstoffwechsel aus.
Fur Hunde liegen keine entsprechenden Untersuchungen vor. Deshalb wurde bei einer Gruppe
von Rettungshunden unter verschiedenen Trainingsbedingungen der Histaminspiegel gemessen.
Neben dem zu erwartenden physischen Stress durch die Anstrengung sollte auch hier der

psychische Stress, den der Einsatz bei den Hunden ausl6st, einbezogen werden.
Kortisol ist als Stressparameter etabliert und wurde als Referenzwert aus dem Plasma bestimmt,

um das Bestehen einer Stressantwort belegen zu kénnen. AulRerdem sollte eine eventuelle

Korrelation zwischen Histamin und Kortisol untersucht werden.
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I ntroduction

Reliable stress parameters are needed to evaluate housing and handling conditions of laboratory
animals. This is not only important concerning animal welfare but stress responses can also
interfere with experimental procedures. Cortisol is commonly used to detect stress responses in
animals but interpretation is not aways easy because the adrenocortical sensitivity to stressful
events depends on the time of day [1]. In dogs, further difficulties arise as the circadian rhythm
of blood cortisol concentration is influenced by age [2] and varies due to episodic secretion [3].
Plasma histamine has been shown to increase in rats not only due to strong stressors, such as
immobilization, but also during mild stress like gentle handling [4]. Therefore, the aim here was
to determine if plasma histamine concentration could be used as an indicator for stress in

laboratory dogs.

M aterials and methods

Laboratory dogs (Foxhound-Boxer-Labrador Retriever mix, two years of age, five females, one
male), were thoroughly acclimatised over a 12 week period to blood sampling procedures to
reduce stress-related effects associated with such sampling. Initially, blood was taken seven
times over 24 h to determine if circadian rhythm could be seen in cortisol or histamine
concentrations. Then, dogs were exposed to two potentially stressful situations represented by
fasting and an unfamiliar environment. First, the dogs were not fed for two days. Blood samples
were taken at their usual feeding time, when they were expecting food and could watch
neighbouring dogs eat, and 30 min afterwards. Second, dogs were taken to unfamiliar
surroundings (a busy crossroad where a multitude of threatening stimuli affected them over 30
min). Blood was sampled before and after the walk. Experimental procedures were approved by
the Government of Upperbavaria (AZ 209.1/211-2531.2-24/02 and -32/02).

Plasma cortisol was measured by luminescence immunoassay (IBL, Hamburg, Germany). After
ion-pair extraction with bis(2-ethyl-hexyl)phosphoric acid, plasma histamine was determined by
HPL C using a precolumn derivatisation with o-phthaldialdehyde as the fluorescent agent.
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Results and discussion

Although a circadian rhythm of cortisol levels in adult dogs (not in puppies and in aged dogs)
has been reported in literature [2], our results indicated no distinct rhythm in plasma cortisol
(Fig. 1A). Individual cortisol concentrations of the six dogs showed peaks at different times (data
not shown), leading to high variances in the cortisol values (Fig. 1A). This might be due to
episodic cortisol secretion [3]. In contrast, plasma histamine concentration showed less variance
and remained stable throughout the day (Fig. 1A), suggesting an equilibrium between release of
histamine into the circulatory system and its clearance.

Fasting has been shown to be stressful for humans [5] but not for dogs [6]. We investigated if
fasting while watching food preparation induced a stress response in the dogs, but there was no
significant alteration in plasma cortisol concentration (Fig. 1B). Large amounts of mast cells are
present in the bowel. Eating as well as fasting should significantly change intestinal motility and,
thereby, intestinal mast cell activity. Moreover, stress is able to evoke a significant release of
mast cell mediators into the human jejunal lumen [7]. Nevertheless in this study, neither feeding,
hunger or food expectation caused significant variations in plasma histamine concentration (Fig.
1B). This could be due to unchanged stress levels, unchanged histamine release from intestinal
mast cells or efficient catabolism of released histamine.

Plasma cortisol concentration in the dogs increased significantly after a walk of 30 min to
unfamiliar surroundings (Fig. 1B), indicating once again that dogs are susceptible to
environmental stress [8]. Although mild stress caused elevated plasma histamine concentration
in rats [4], histamine concentration in the dogs showed no significant alteration after the walk
(Fig. 1B). This might be due to a lack of mast cell degranulation or rapid metabolism of
histamine after release.

In conclusion, plasma histamine concentration is not a suitable indicator for canine stress
responses. However, whether histamine metabolites or non-degraded mast cell mediators could

be used for stress evaluation should still be investigated.
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Fig. 1. Plasma concentrations of histamine and cortisol in laboratory dogs over 24 h (A) and
under environmental and fasting stress (B). After thorough acclimatisation to blood sampling
procedures, dogs were subjected to the following situations. Panel A: Blood samples were taken
every 4 h over a24 h period. Panel B: Blood samples were drawn before and after a 30 min walk
to unfamiliar surroundings. In the investigation on fasting stress, blood samples were taken on
day one before (Sample 1) and 30 min after feeding (Sample 2). On day two and three, the dogs
were not fed but could watch food preparation and the feeding of kennel neighbours. Blood was
sampled before (Sample 1) and 30 min after feeding procedures (Sample 2). Values represent

means + SEM; *: P < 0.05 by paired t-te<t.
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I ntroduction

An effective training of search-and-rescue dogs is the basis for a successful search for missing
people, e.g., in avalanches. To evaluate different training methods and influential factors like
outdoor conditions, markers such as histamine are needed to assess fitness and constitution of the
dogs. Mast cell histamine is released by immunological and by physical stimuli like cold, heat or
pressure [1]. Low temperature evoked histamine release can be due to both direct activation of
skin mast cells [2] and neural modulation of intestinal mast cells [3]. A stress response may
indicate an overloaded and, thereby, ineffective training of the dogs. Plasma cortisol
concentration in dogs increases during cold stress [4], during heat stress [5] and after exercise
[6]. Therefore, we investigated concentrations of plasma histamine and cortisol in search-and-

rescue dogs under different training conditions.

M aterials and methods

16 rescue dogs (age: 1 — 11 years), trained in avalanche search, underwent four different types of
strain. Two training types, running and searching, were carried out in summer and winter.
Summer part was executed at an altitude of 700 metres and winter part a an altitude of 2,600
metres. Strains had duration of 2 x 20 min each and a 20 min break in between. Blood samples
were taken before strain (TO), after two drain cycles (T60) and after a resting period of two
hours (T180). Corresponding body temperature and outdoor temperature were measured. Plasma
was analysed for histamine by ELISA and for cortisol by LIA (both assays. IBL, Hamburg,
Germany). Data was analysed for differences between four strain types (ANOV A), influences by
season and training type (Two Way ANOVA), time-dependent changes (paired t-test) and
relationship between histamine, cortisol, outdoor and body temperature (linear regression
model). Experimental procedures were approved by the Government of Upperbavaria (AZ

209.1/211-2531.2-7/02).
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Results and discussion

Although training types were executed under different conditions (altitude, outdoor temperature:
summer: 9 to 26 °C; winter: =18 to —3 °C), no significant changes in histamine concentration
were found during course of four strain types (Table 1). Cortisol concentration did not increase
but it decreased significantly after search strain (T60) in winter and returned (P < 0.05) after
(T2180) to basal level (Table 1). At three different sample times (TO, T60 or T180), no differences
in histamine and cortisol concentrations were observed between four strain types (Table 1).
Analysing influence of season (summer/winter) and training type (running/searching), a higher
histamine concentration was obtained before any strain (TO) in summer vs. winter (8.7 £ 1.1 vs.
5.4 £ 1.1 nmol/l plasma; means £ SEM; P < 0.05; Two Way ANOVA and Student-Newman-
Keuls procedure). Moreover, cortisol concentration tended (P = 0.09) to be higher in winter (TO).
However, an influence of training type was not obvious. These results indicate that none of the
four strain types leads to a distinct stress response in rescue dogs. This might be explained by a
different stress response in young, adult and old dogs [4]. The tendency to higher cortisol
concentration in winter leads to the assumption that the preparations for training in winter
(equipment, cable car ride) represent stress, which is reduced by work, i.e., search training.
Histamine tended to correlate with cortisol concentration after running strain in summer (R =
0.50; P = 0.10) but the expected relationship between cortisol and histamine concentration in
plasma was not observed. This could be due to the unchanged stress levels, an unchanged
histamine release from mast cells or an efficient catabolism of released histamine. No correlation
was obtained between histamine concentration and body temperature. However, histamine
correlated with outdoor temperature before any strain, but only in winter part of this
investigation (Fig. 1). This could be a sign for increased histamine release from skin mast cells
and/or a decreased catabolism of histamine due to low outdoor temperatures.

Acknowledgements: The Avalanche Rescue Dog Unit of Bavarian Mountain Rescue is thanked
for their cooperation. This work was supported by the Ernst Wippenbeck Stiftung, Bayerische

Zugspitzbahn and Environmental-Research-Station Schneefernerhaus.
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Fig. 1. Correlation between plasma histamine (H) concentration of rescue dogs and outdoor
temperature in winter. Blood samples were taken before strains (running/searching; TO) and
outdoor temperatures (OT) were measured. Values represent corresponding histamine
concentration and outdoor temperature; regression estimate was. H [nmol/l plasma] = (1.58 +

1.44) —(0.37 £ 0.16) - OT (means = SEM; n = 29).

Table 1. Plasma histamine and cortisol concentrations in rescue dogs under different training
conditions (running and searching, each in summer and winter). Blood samples were taken
before the strain (TO), after two strain cycles (T60) and after a resting period of two hours
(T180). Values represent means + SEM; Asterisks indicate an increase or decrease (P < 0.05)

relative to value before by paired t-test.
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Tablel
Histamine [nmol/l plasma] Cortisol [nmal/I plasma]
n TO T60 T180 TO T60 T180
Summer run 16 105+14 62+15 6114 41.0+105 46.2+6.4 455+54
Summer search 13 6.9+1.7 69+17 51+14 27.7+123 346172 31.6+54
Winter run 15 60+x16 57+17 59+14 51.0+11.8 36.9+7.2 38.4+54

Winter search 14 4816 5917 6516 58.6+123 26.7+x75* 464+59*
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4 DISKUSSION

Kortisol ist bei den meisten Sdugetieren ein etablierter Stressparameter (KIRSCHBAUM und
HELLHAMMER, 1989). Die bei Hunden im Blut gemessenen Kortisolwerte sind allerdings
verschiedenen Einflissen unterworfen. ACTH und Kortisol werden bei Hunden episodisch
ausgeschiittet, so dass es im Tagesverlauf zu mehreren ACTH- und Kortisolpeaks kommt
(KEMPPAINEN und SARTIN, 1984). Bai Hunden ist die Sensitivitét der Nebennierenrinde
gegenuber ACTH von der Tageszeit abhangig. ENGELAND et al. (1981) konnten zeigen, dass
eine definierte ACTH Stimulation vormittags zu einer starkeren Kortisolfreisetzung aus der
Nebennierenrinde fihrt als nachmittags. In einer weiteren Untersuchung wiesen ENGELAND et
al. (1982) nach, dass auch die Amplitude der stressbedingten Kortisolfreisetzung bei Hunden von
der Tageszeit abhangt. Stress durch Blutverlust fuhrte morgens und abends zu dhnlichen ACTH-
Spiegeln, dagegen waren die Kortisolspiegel morgens signifikant hoher als abends.
Kortisolwerte im Plasma kdnnen auf3erdem starke Varianzen im Verlauf einer Studie zeigen,
sowohl bei einzelnen Hunden als auch im Vergleich zwischen den Tieren (KUHN et al., 1991,
CLARK et al., 1997; HENNESSY et d., 1997).

Aus der Literatur ist ein Anstieg der Plasma-Histaminspiegel bel Ratten und Mausen infolge
einer Stresseinwirkung bekannt (HUANG et al., 1998, 1999a). Dabel bewirken nicht nur starke
Stressoren wie Immobilisierung, sondern auch milderer Stress, wie ,gentle handling” oder
Umweltstress, einen Anstieg der Histaminkonzentration (HUANG et al., 1999a) bzw. eine
Degranulation von Mastzellen (WILSON und BALDWIN, 1999). Fur Hunde sind keine
entsprechenden Studien in der Literatur zu finden. In der vorliegenden Untersuchung fuhrte
keine der gewahlten Stressbelastungen zu einem Anstieg der Histaminkonzentration im Plasma.

Es sind verschiedene Grinde fur das Ausbleiben eines Histaminanstiegs denkbar:

1) Die gewdhlten Versuchsanordnungen konnten ungeeignet gewesen sein, Stress
auszulosen. Nachdem die Laborhunde Umweltstress ausgesetzt worden waren, stiegen
ihre Kortisolspiegel signifikant an. Obwohl eindeutig eine Stressreaktion vorlag, stieg der
Plasma-Histaminspiegel nicht an (siehe Publikation unter 3.1; Figure 1B).
Moglicherweise konnte die Stressbelastung der Tiere zu moderat gewesen sein, und ein
Anstieg der Histaminspiegel erst bei massiverem Stress stattfinden. Dem stehen
allerdings die Ergebnisse der Studie von HUANG et al. (1999a) entgegen. Hier fuhrte
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2)

3)

auch milder Stress wie ,,gentle handling” zu einem Histaminanstieg im Plasma von
Ratten.

Trotz einer Stressantwort konnte eine Mastzellaktivierung mit Histaminfreisetzung
ausgeblieben sein. Der Anstieg von Histamin in verschiedenen biologischen
Flissigkeiten als Reaktion auf Stress wird auf eine nervale Aktivierung von Mastzellen
zurtickgefihrt (HUANG et al., 1998, 1999b; SANTOS et d., 1998, ALEXACOS et a.,
1999). Diese Erkenntnis stiitzt sich zum einen auf die enge anatomische Nachbarschaft
zwischen Mastzellen und Nervenendigungen (STEAD et al., 1987), zum anderen darauf,
dass verschiedene Neuropeptide, wie z.B. Substanz P, eine Mastzelldegranulation
auslosen konnen (GOTTWALD et al., 1998; SUZUKI et al., 1999). In der vorliegenden
Studie wurde nicht untersucht, ob eine Aktivierung von Mastzellen stattgefunden hat. Die
signifikant hoheren Histaminspiegel bei den Rettungshunden im Sommer im Vergleich
zum Winter kdnnten auf eine Mastzellaktivierung durch hohe Temperaturen hindeuten.
Eine Aktivierung von Mastzellen durch Stress muss nicht zwingend mit einer
Histaminfreisetzung einhergehen. EUTAMENE et al. (2003) beobachteten an Mastzellen
im Kolon von Ratten nach Stresseinwirkung eine Zunahme des Histamingehaltes ohne

Anzeichen einer Degranulation.

Aus Mastzellen freigesetztes Histamin konnte schon am Ort der Freisetzung
verstoffwechselt worden sein, so dass es nicht in die Blutbahn gelangen, und deshalb in
den Blutproben nicht nachgewiesen werden konnte. Histamin kann durch die
Diaminoxidase (DAQO) oder durch die Histamin N-Methyltransferase (HNMT) abgebaut
werden (MASLINSKI, 1975b). Die intrazellular lokalisierte HNMT, die in nahezu allen
Geweben vorkommt, baut den Grofdteil (50-80 %) des Histamins ab (MASLINSKI,
1975b). Die DAO wird an den basolateralen Membranen der Darmepithelien in den
Blutstrom abgegeben und bindet an Endothelzellen. Von diesen Bindungsplétzen kann
die DAO z.B. durch Heparin verdrangt werden, so dass die DAO Konzentration erheblich
steigt (WOLLIN et al., 1998). Heparin kann ebenso wie Histamin aus Mastzellen
freigesetzt werden. Durch Stress freigesetztes Histamin konnte also entweder direkt am
Ort seiner Freisetzung durch die HNMT oder in der Zirkulation durch die DAO abgebaut

worden sein.
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4) Histamin konnte im Probenmaterial verloren gegangen sein. CAMPOS et al. (1999)
untersuchten in menschlichem Blut, ob Histamin in vitro in Blutzellen aufgenommen
wird. Das zu den Blutproben gegebene Histamin wurde tatséchlich von den zelluldren
Elementen aufgenommen. Die Proben wurden bei 37 °C fiir 5 min inkubiert. Ahnliche
Ergebnisse wurden bei Ratten und anderen Saugetieren erzielt (ANREP et a., 1939;
JOHNSON et al., 1966). CAMPOS und Kollegen sehen in ihren Ergebnissen eine
Erklérung daftr, dass bei Ratten erhthte Histaminspiegel zwar in Vollblut, nicht aber in
Plasma messbar waren (IZUMI et al., 1984), da das von Blutzellen aufgenommene
Histamin in Plasma nicht mehr enthalten ist. In den eigenen Untersuchungen wurde das
entnommene Blut sofort nach der Entnahme auf 4 °C gekihlt und anschlief3end bei 4 °C
zentrifugiert. Dies macht eine Aufnahme von Histamin durch Blutzellen
unwahrscheinlich. Als Gerinnungshemmer wurde in der vorliegenden Studie Lithium-
Heparin verwendet. Heparin ist in vivo der stérkste bekannte DAO-Freisetzer (WOLLIN
et al., 1998). Im Organismus steigert Heparin daher die histaminolytische Aktivitéat
(MASLINSKI, 1975b). In vitro bindet Heparin an die Diaminoxidase und reduziert
dadurch die DAO Aktivité (WILFLINGSEDER et al., 2000). Die sofortige Kuhlung der
Proben sollte auRerdem die Enzymaktivitét deutlich heruntersetzen. Daher erscheint ein
enzymatischer Histaminabbau im Probenmaterial wenig wahrscheinlich.

Die oben angefiihrten moglichen Ursachen fUr das Ausbleiben eines Histaminanstiegs nach
Stressbelastung bei Hunden liegen auch der weiteren Darstellung zu Grunde. Sie werden in der

folgenden Diskussion der einzelnen Ergebnisse nicht jedes Mal erneut aufgeftihrt.

4.1 Blutentnahme als moglicher Ausléser fir Stressbei Hunden

Da in der vorliegenden Studie eine Stressantwort untersucht werden sollte, war eine moglichst
stressfreie Gewinnung des Probenmaterials von hdchster Wichtigkeit. Die Blutentnahme erfolgte
durch Punktion der V. cephalica antebrachii. Es ist unwahrscheinlich, dass eine direkte
traumatische Aktivierung von Mastzellen durch das Einstechen der Nadel die Histaminspiegel
im Plasma erhoht. Eine Gewebsverletzung fuhrt zwar zur Aktivierung von Mastzellen (NOLI
und MIOLO, 2001; BAUER und RAZIN, 2000), allerdings wird dabei eher ein Anstieg des
subkutanen Histaminspiegels ausgelost. GUO et al. (1997) zeigten, dass das Einstechen von

Injektionsnadeln und die Infusion von NaCl den subkutanen Histaminspiegel erhéhten.
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Die fur die Blutentnahme notwendigen Zwangsmal3nahmen konnen ihrerseits als Stressfaktor
wirken und so die Ergebnisse verfalschen (BEERDA et al., 1996). SLAUGHTER et al. (2002)
schlagen eine mindestens vierwochige Gewdhnungsphase an den Vorgang der Blutentnahme
vor. Deshalb wurden die Laborhunde tiber 3 Monate an die Vorgange bel der Blutentnahme und
an die beteiligten Personen gewohnt. Ein Anstieg der Plasma-Kortisolkonzentration im
Zusammenhang mit den Vorgéangen der Blutentnahme findet im Allgemeinen 3 Minuten nach
Beginn des Handlings statt (TUBER et al., 1996).

Um den Stress bei der Blutentnahme zu minimieren, wurde die Blutentnahme bel den
Laborhunden im Bereich der Zwingeranlage durchgefiihrt. Hunde, bel denen die Blutproben in
ihrer gewohnten Umgebung genommen wurden, haben deutlich geringere Kortisolspiegel als
Tiere, denen in einer ungewohnten Umgebung Blut entnommen wird (HENNESSY et al., 1997).
Eine Blutentnahme tber Verweilkatheter war nicht angedacht, da die Hunde tagsiiber in Gruppen
gehalten werden, und eine Beschadigung der Verweilkatheter zu befirchten war. Eine
vorubergehende Einzelhaltung wurde als zu stressintensiv fur die Tiere verworfen. KNOL et al.
(1992) untersuchten, ob eine Venenpunktion im Vergleich mit einer Blutentnahme aus einem
Venenverweilkatheter eine gesteigerte Kortisolkonzentration im Plasma zur Folge hat, konnten
aber keine signifikanten Unterschiede entdecken (KNOL et al., 1992). VAN HEERDEN und
BERTSCHINGER (1982) fanden heraus, dass wiederholte Venenpunktion bei Hunden nicht zu
einem Kortisolanstieg fuhrt, wohl aber das Verbringen der Hunde in eine unbekannte
Umgebung. Diese Ergebnisse legen nahe, dass weniger die Art der Blutentnahme als die
Gewdhnung der Tiere an das Handling und die Umgebung zur Reduzierung stressbedingter

Veranderungen beitragen.

Bei der Gruppe der Rettungshunde war eine Gewohnung an die Blutentnahme leider nicht
maoglich. Allerdings handelt es sich um Hunde, die sehr viel ,,gehandelt” werden und durch das
Training einen sehr engen Bezug zu ihren HundefUhrern haben. Die Anwesenheit der
Bezugsperson kann eine Stressreaktion verhindern (TUBER et al., 1996). Es ist aber nicht zu
erwarten, dass Hunde mit engem Kontakt zu Menschen niedrigere basale Kortisolspiegel
aufweisen als Tiere mit wenig Kontakt zu Menschen. Nach den Untersuchungen von
ODENDAAL und MEINTJES (2003) sinken bei regelméiiger I nteraktion zwischen Hunden und
Menschen die Kortisolspiegel nur bei den Menschen, nicht aber bei den Hunden.
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Die in der vorliegenden Untersuchung gemessenen basalen Plasma-Kortisolwerte weisen nicht
auf eine Stressreaktion durch die Blutentnahme hin. Dies stimmt mit den Ergebnissen von EIK-
NES und SAMUELS (1958) Uberein. Auch in dieser Untersuchung fuhrte eine haufige
Blutentnahme (5 x Uber 4-6 h) bei Hunden, die Uber einen langeren Zeitraum an das

Blutentnehmen gewohnt waren, zu keiner Zunahme des Plasma-Kortisolspiegels.

4.2 Histamin- und K ortisolkonzentration im Plasma von Laborhunden

4.2.1 Tagesprofil

Histamin wird vor allem von Mastzellen, ECL-Zellen (enterochromaffin-like) und Neuronen
freigesetzt (BARNES, 2001; RANGACHARI, 1998; PANULA et al., 1984). Neben der
klassisch immunologischen Aktivierung von Mastzellen kdnnen diese Zellen auch durch nervale
Einflusse aktiviert werden (HUANG et al., 1998, 1999b; SANTOS et al., 1998, ALEXACOS et
al., 1999). Sonnenlicht, Kélte und Hitze kdnnen zu einer Mastzelldegranulation fthren (SOTER
und WASSERMAN, 1980; NOLI und MIOLO, 2001). Im Ruhezustand ist bei gesunden Hunden
nur ein niedriger Histaminspiegel im Plasma messbar. LORENZ et al. (1973) geben 3,6 + 2,7
nmol/l an (MW + SD). Uber die Frage, ob der basale Histaminspiegel im Plasma im
Tagesverlauf variiert, sind in der Literatur weder fr Hunde noch fir andere Spezies Angaben zu

finden.

Daher wurde in der vorliegenden Studie ein 24 h-Profil der Plasmawerte von Histamin und
Kortisol bei einer Gruppe von Laborhunden erstellt. Es wurde alle 4 h eine Blutprobe
entnommen, der normale Tagesablauf der Tiere blieb ansonsten unverandert. Es konnten keine
signifikanten Veranderungen der Plasmaspiegel von Histamin und Kortisol festgestellt werden.
Weder die Histamin- noch die Kortisolkonzentration im Plasma zeigte Verdnderungen, die fir
eine zirkadiane Rhythmik sprechen wirden. In den eigenen Untersuchungen wurde bel
Laborhunden tber 24 h ein Histamin-Ruhewert von 24,2 + 1,6 nmol/l gemessen (MW + SEM).
An den einzelnen Entnahmezeitpunkten wiesen die Kortisolwerte der Tiere eine grof3ere Varianz
auf als die Histaminwerte, was sich an dem hoheren Standardfehler der jeweiligen Mittelwerte
zeigt (siehe Publikation unter 3.1; Figure 1A).

Bei der getrennten Auswertung der einzelnen Tagesprofile zeigten die Kortisolwerte Peaks zu

verschiedenen Tageszeiten. Dies konnte Ausdruck einer episodischen Kortisolfreisetzung sein.
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KEMPPAINEN und SARTIN (1984) fanden Hinweise fir eine episodische Ausschittung von
ACTH und Kortisol, nicht aber fir eine zirkadiane Rhythmik dieser beiden Hormone bei
Hunden. Sie beobachteten im Schnitt 9 ACTH und 10 Kortisolpeaks tber 24 h. Die ACTH und

Kortisolspiegel korrelierten meistens miteinander.

Beim Menschen ist bekannt, dass die Ausschittung von Kortisol einer zirkadianen Rhythmik
folgt. In der Literatur gibt es widerspriichliche Aussagen dartiber, ob es bei Hunden einen
zirkadianen Rhythmus der Kortisolwerte im Plasma gibt. Wahrend PALAZZOLO und QUADRI
(1987) zwar nicht bei Welpen (8 Wochen), aber bei adulten Hunden (3 Jahre) einen
Tagesrhythmus nachweisen konnten, fanden andere Autoren keine Hinweise auf einen
zirkadianen Rhythmus (JOHNSTON und MATHER, 1978; GORDON und LAVIE, 1985;
MIZOBUCHI et al., 1993).

4.2.2 Hungerstress

Stress bewirkt deutliche Veranderungen der Motilitdt und der physiologischen Vorgange an
Magen und Darm (BARCLAY und TURNBERG, 1987; KILIAAN et al., 1998; BRADES €t dl.,
2002a). Die Darmschleimhaut enthélt besonders viele Mastzellen. Bei Stress wird Histamin aus
den Mastzellen des menschlichen Darms freigesetzt (SANTOS et a., 1998). Daher sollte in der
vorliegenden Untersuchung durch Hungerstress speziell der Darm angesprochen werden, um
eine Mastzelldegranulation zu bewirken. Die Hunde erhielten Gber zwel Tage kein Futter und
mussten die Futterung der Nachbartiere beobachten. Stress durch Hungern und das Beobachten
der Futterung der Nachbartiere verstarkt bel Meerschweinchen den Histaminanstieg als Reaktion
auf einen konditionierten Stimulus signifikant (IRIE et al., 2002).

Seit den Versuchen von Pawlov ist bekannt, dass konditionierte Reize zu einer bestimmten
physiologischen Reaktion fuhren. Fur die in der vorliegenden Studie untersuchten Hunde sind
die immer gleich ablaufenden Vorgénge bei der Futterung fest mit den physiologischen
Vorgéangen der Nahrungsaufnahme und Verdauung verkntipft. RUSSELL et al. (1984) und MAC
QUEEN et a. (1989) konnten eine erlernte Histaminfreisetzung und einen Anstieg der
Konzentration spezifischer Mastzellmediatoren im Plasma von Ratten als Reaktion auf einen
konditionierten Stimulus feststellen. Die in der vorliegenden Untersuchung bei Hunden

gemessenen Histaminwerte deuten allerdings nicht auf eine Mastzelldegranulation und
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Histaminfreisetzung hin. Mdglicherweise spielen dabel auch tierartliche Unterschiede zwischen

Fleischfresser und Nagetier eine Rolle.

Kortisol spielt eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der energetischen Hombostase
des Organismus. AulRerdem wird Kortisol bei Hunden infolge von psychischem Stress
ausgeschittet (GUE e al.,, 1987; BERGERON et a., 2002) Bei Ratten stiegen die
Kortikosteronspiegel nach einem Tag ohne Futter an (MURPHY und WIDEMAN, 1992). Der in
der vorliegenden Untersuchung durchgefiihrte Futterentzug tber zwei Tage bewirkte bel Hunden
keinen signifikanten Kortisolanstieg. Der vor der Fitterung gemessene Histaminspiegel
unterschied sich nicht signifikant von dem nach der Fitterung gemessenen Wert. Ebenso verhielt
es sich bei den Kortisolwerten (siehe Publikation unter 3.1; Figure 1B).

Hunger kann die Neubildung von Histamin verringern. In der vorliegenden Studie konnte
allerdings kein Abfall der Histaminspiegel festgestellt werden. Fasten Uber 48 h reduziert
progressiv die Menge an HDC messenger RNA in den enterochromaffinen Zellen im
Magenfundus von Ratten um das 3 bis 4-fache. Nach anschlief3ender FUtterung war ein
deutlicher Anstieg der HDC messenger RNA nach 30 min messbar (DIMALINE et al., 1993).
Aulerdem sinken durch Hunger die Spiegel an frelem Histidin (CHAVEZ und BAYLEY, 1976;
ZICKER und ROGERS, 1994).

4.2.3 Umweltstress

Fur Laborhunde, die ihre Zwinger nur sporadisch verlassen, stellt die gewéhlte Umweltbelastung
einen erheblichen Stress dar. Die Hunde wurden fur 30 min an eine belebte Stral3enkreuzung
gefuhrt. Auch die Tatsache, dass die Tiere alleine dorthin verbracht wurden, wahrend sie
normalerweise immer zumindest Sichtkontakt zu ihrem Rudel haben, kdnnte eine zusétzliche
Belastung fur die Tiere gewesen sein. Der signifikante Anstieg der Plasma-Kortisolspiegel zeigt
eindeutig, dass die Hunde auf den Stress reagieren. Bei den Plasma-Histaminspiegeln konnte
trotzdem keine signifikante Verénderung festgestellt werden (siehe Publikation unter 3.1; Figure
1B).

Aus der Literatur ist bekannt, dass Stress durch Verbringen in eine unbekannte Umgebung die
Kortisolspiegel erhoht ist (VIAL et al., 1979; TUBER et al., 1996; HENNESSY et al., 1997).

Umweltstress ist ein starker psychischer Stress und flihrt bel verschiedenen V ersuchstierspezies
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zuverlassig zu einer Aktivierung der H-H-NNR-Achse (HENNESSY et al., 1997). Umweltstress
wirkt sich auch auf die Mastzell-Aktivitdt aus. WILSON und BALDWIN (1999) konnten
nachweisen, dass auch milder Umweltstress eine Degranulation von MMC in der
Darmschleimhaut bewirkt. Ob bei den Laborhunden eine Mastzellaktivierung stattgefunden hat,

wurde in der vorliegenden Studie nicht untersucht.

4.3 Histamin- und K ortisolspiegel bel Rettungshunden im Training

Rettungshunde absolvieren im Training anspruchsvolle und korperlich anstrengende Aufgaben.
Um eine zufriedenstellende Leistung von Arbeitshunden zu gewéhrleisten ist es sehr wichtig, die
Grenzen ihrer Leistungsfahigkeit bestimmen und erkennen zu konnen. In der vorliegenden
Untersuchung wurden Blutproben von sechzehn Rettungshunden entnommen, die zur
Lawinensuche eingesetzt werden. Die Probenentnahme erfolgte wahrend der normalen
Trainingsbedingungen. Dabel handelte es sich zum einen um ein Lauftraining, das im Winter
neben Skiern absolviert und im Sommer als Laufen neben dem Fahrrad durchgefiihrt wurde. Die
zweite Trainingsform war das Suchtraining, das im Winter auf der Lawine und im Sommer als

Flachensuche auf einem Gerdllfeld absolviert wurde.

Aus der Literatur ist bekannt, dass korperliche Anstrengung den Plasma-Histaminspiegel
erhdhen kann (DUNER und PERNOW, 1958). Dabei wird der beobachtete Anstieg der
Histaminwerte auf eine Steigerung der HDC-Aktivité in der Muskulatur und nicht auf eine
Mastzellaktivierung zurtickgefiihrt (ENDO et al., 1998; AY ADA et al., 2000). Auch fur Plasma-
Kortisol ist bekannt, dass sich dieser Parameter bei korperlicher Belastung verandert (FOSS et
al., 1971). Bei Schlittenhunden steigt die Plasma-Kortisolkonzentration nach dem Rennen
signifikant an (WAKSHLAG et al., 2004). Langanhaltende, moderate korperliche Anstrengung
bewirkt bei Hunden einen Anstieg der Plasma-Kortisolspiegel, der durch eine Glukoseinfusion
verhindert werden kann (NAZAR, 1971). Daraus schloss die Autorin, dass der Kortisolanstieg
seinen Grund vor allem in der Aufrechterhaltung des Blutglukosespiegels hat (NAZAR, 1971).

Bei einer realen Trainingssituation ist es nicht moglich, die Einfliisse von korperlicher Belastung
und von psychischem Stress auf die gemessenen Parameter zu trennen. Es war zu erwarten, dass
fur die Hunde schon die Vorbereitungen auf den Einsatz (Fahrt mit der Seilbahn etc.) eine
erhebliche Stressbelastung bedeuten wirden. Verschiedene Autoren wiesen nach, dass Stress

durch einen langeren Transport die Kortisolwerte im Plasma von Hunden erhéht (KUHN et al.,
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1991; LEADON und MULLINS, 1991; BERGERON et al., 2002). In der Studie von
BERGERON et al. (2002) stiegen die Kortisolwerte von 134,5 nmol/l (Basalwert) auf 225,3
nmol/l nach Stress. Auch der Einfluss einer neuen, unbekannten Umgebung lasst die
Kortisolspiegel signifikant ansteigen (VIAL et al., 1979; HENNESSY et a., 1997). In der
vorliegenden Untersuchung wurden diese Ergebnisse nicht bestétigt. Die basalen Kortisolspiegel
der Rettungshunde, die am Einsatzort vor Beginn des Trainings gemessen wurden, zeigten keine
Stressbelastung der Tiere an (siehe Publikation unter 3.2; Table 1).

Fur Ratten und Mause wurde ein Anstieg der Histaminspiegel im Plasma bel Stressbelastung
beschrieben (HUANG et al.,, 1998, 1999a; WILSON und BALDWIN, 1999). Die eigenen
Untersuchungen zeigten keine signifikanten Veranderungen der Histaminkonzentration bel
Rettungshunden im Verlauf der einzelnen Belastungsarten auf. Die Plasma
Kortisolkonzentration stieg wahrend keiner Belastungssituation an, sondern sie sank nach der
Sucharbeit im Winter, um anschlief3end zum Basalspiegel zurtickzukehren (siehe Publikation
unter 3.1; Table 1). Weiterhin konnte weder bel den Histamin- noch bei den Kortisolwerten ein
Einfluss der verschiedenen Belastungsarten an den drei Entnahmezeitpunkten erkannt werden
(siehe Publikation unter 3.1; Table 1). Im Winter tendierte (P = 0,09) der Kortisolspiegel vor
Belastung dazu, hdher zu sein als der entsprechende Wert im Sommer (Daten von Lauf- und

Suchtraining zusammen genommen).

Die eher hoheren Kortisolwerte im Winter und der Abfall der Kortisolkonzentration wahrend der
Sucharbeit im Winter konnten sich dadurch erkléren lassen, dass die Trainingsvorbereitungen
speziell fur diese Belastungen sehr aufwandig waren (die Hunde wurden mit der Seilbahn auf
das Zugspitzplateau gebracht), und dass die Tiere diesen Stress durch die Arbeit eher abbauten.
Auch die teilweise extremen Temperaturen konnten ein Grund fur die erhdhten Kortisolwerte
sein. Kédte (4 bis +4 °C) fuhrte in der Studie von SADOWSKI et al. (1975) zu einem
signifikanten Anstieg der Plasma-Kortisolkonzentration bel Hunden. PALAZZOLO und
QUADRI (1987) konnten zeigen, dass Stress durch Kalte (-5 °C) bei erwachsenen Hunden, nicht
aber bel jungen oder alten Hunden, die Plasma-Kortisolspiegel erhdht. Temperaturen von 22 °C,
10 °C, 4 °C veranderten die Kortisolspiegel dagegen nicht.

Die untersuchte Gruppe von Rettungshunden war in ihrer Zusammensetzung recht heterogen.
Das Alter der Tiere lag zwischen einem und elf Jahren. Es ist bekannt, dass sich die
Stressreaktion bei Hunden mit dem Lebensalter verandert (PALAZZOLO und QUADRI, 1987,
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REUL et al., 1991). AuRerdem nahmen sowohl Hiindinnen als auch Riiden an den Ubungen teil.
CARRASCO und VAN DE KAR (2003) vermuten, dass Ostrogen einen verstarkenden Effekt
auf die Stressantwort hat. Hundinnen weisen im Vergleich zu Rlden eine gesteigerte
Empfindlichkeit gegenliber Stress auf (GARNIER et al., 1990). Die Kortisolwerte von
Hundinnen, die in eine neue Umgebung verbracht worden waren (77 nmol/l), liegen signifikant
hoher als die Kortisolwerte von Ruden (43 nmol/l). Bei ACTH konnte ebenfalls ein
geschlechtsspezifischer Unterschied beobachtet werden. HUndinnen hatten im Vergleich zu
Ruden hohere basale ACTH-Spiegel und eine hothere Frequenz und Amplitude der Peaks
(KEMPPAINEN und SARTIN, 1984). HENNESSY et al. (1997) fanden hingegen keinen
Einfluss des Geschlechts der Tiere auf die Plasma-Kortisolkonzentration, auch Alter und Grole

der Tiere beeinflussten diesen Parameter nicht.

Verschiedene Autoren beschreiben die physiologischen Anpassungen der Stressantwort infolge
einer Gewohnung an den Stressor (SAPOLSKY et a., 1984, SLAUGHTER et a., 2002). Bei
den teilnehmenden Hunden handelte es sich sowohl um Tiere, die mit dem Ablauf des Trainings
vertraut waren, als auch um Tiere, die zum ersten Mal ein solches Training absolvierten. Alle

diese Faktoren erschweren es, signifikante Verdnderungen nachzuweisen.

Der Histaminspiegel lag im Sommer hoher als im Winter (8,7 £ 1,1 vs. 5,4 £ 1,1 nmol/l Plasma
MW = SEM, P < 0,05). Ein moglicher Grund daftir konnte die vermehrte Histaminfreisetzung
aus Mastzellen durch Hitze sein (SOTER und WASSERMAN, 1980). Eine Mastzellaktivierung
durch UV-Strahlung scheint eher unwahrscheinlich, da die UV-Belastung beim Wintertraining

auf dem Zugspitzplateau hoher sein dirfte als im Sommer auf 700 m.,

Allerdings gab es bei den im Winter durchgefihrten Belastungen eine Korrelation zwischen
Histamin und der Aulentemperatur (siehe Publikation unter 3.2; Figure 1). Dies konnte ein
Hinweis auf eine verstérkte Mastzelldegranulation in Folge der niedrigen Aul3entemperaturen
sein. Eine Mastzellaktivierung durch Kéalte wird in der Literatur beschrieben (SOTER und
WASSERMAN, 1980). Dabel sind zum einen Mastzellen betroffen, die direkt durch Kélte
beeinflusst werden, wie Zellen in der Haut und im testikuldren Interstitium (TUNCEL et al.,
1996). Auch der psychische Stress durch den Kalteschmerz kann zu einer Mastzellaktivierung
fuhren, wie es die Forschergruppe um SANTOS (1998) am menschlichen Darm nachweisen

konnte.
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Zwischen der Histaminkonzentration im Plasma und der Kdrpertemperatur der Rettungshunde
konnte keine Korrelation aufgezeigt werden. Auch zwischen Histamin und Kortisol besteht in
der vorliegenden Studie keine Korrelation. Dass unter den beschriebenen Bedingungen kein
Histaminanstieg erfolgte, kann daran liegen, dass fur die Tiere keine Stresssituation bestanden
hat. Dies legen auch die unveranderten Kortisolwerte nahe. Leider fehlen Vergleichswerte der
Tiere aus ihrer gewohnten hauslichen Umgebung, um beurteilen zu kénnen, ob es sich bei den
unmittelbar vor der Belastung gemessenen Werten (T0O) um die physiologischen Werte der Tiere
handelt. In der Literatur sind Hinweise darauf zu finden, dass die Kortisolkonzentration erst
einige Zeit (20 - 30 min) nach der Belastung ansteigt (GARCIA et al., 2000). Einige Autoren
sehen die Wirkung von Glukokortikoiden auch eher in einer Unterdriickung Uberschief3ender
Stressreaktionen und einer Wiederherstellung der physiologischen Bedingungen (MUNK und
GUYRE, 1986). Der Aufbau der Trainingseinheiten (2 x 20 Minuten Belastung, dazwischen 20
Minuten Pause) und die gewdahlten Entnahmezeitpunkte (nach 0, 60, 180 min) hétten allerdings

einen Kortisolanstieg aufdecken miissen.

4.4 Schlussbetrachtung

Aus den vorliegenden Ergebnissen ergibt sich, dass Histamin im Plasma kein geeigneter
Stressparameter bei Hunden zu sein scheint. Es wére von Interesse, ob die angewandten
Stresssituationen zu einer Mastzellaktivierung gefihrt haben. Zum einen kénnten Biopsien aus
mastzellreichen Geweben wie Haut und Darmschleimhaut entnommen werden. Eine
histologische Untersuchung kénnte Aufschluss dartiber geben, ob Mastzellen zwar aktiviert
wurden, aber nicht degranulierten und keine Mediatoren freisetzten. Fir ein Standardverfahren

zum Nachweis von Stress bei Hunden ist diese Methode alerdings nicht geeignet.

Histamin unterliegt sowohl am Ort der Freisetzung durch die HNMT, als auch im Blutkreislauf
durch die DAO einem effizienten Katabolismus, und war madglicherweise deshalb im
Probenmaterial nicht nachweisbar. Der Nachweis von Histaminmetaboliten, wie N-tele-
Methylhistamin im Blut, kdnnte daher eine gute Moglichkeit sein, einen vorausgegangenen
stressbedingten Histaminanstieg nachzuweisen. Es bestinde auch die Madaglichkeit,
Histaminabbauprodukte im Urin zu bestimmen (Imidazol-Essigsaure, N-Methylimidazol-
Essigsaure). Ein anderer Weg wéare der Nachweis spezifischer Stoffe, die nur bel einer
Degranulation von Mastzellen freigesetzt werden, wie der Mastzell-Tryptase. Aul3erdem kdnnte
die Aktivitdt der histaminabbauenden Enzyme DAO und HNMT vor der Probennahme gehemmt
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werden. Diese Methode, die mit einer Injektion der Hemmstoffe (z.B. Aminoguanidin als
Inhibitor der DAQO) einhergeht, erscheint fur ein Standardverfahren zum Nachweis von Stress
ungeeignet.

Da Histamin auch im Probenmaterial durch die DAO abgebaut worden sein konnte, und die
Aktivitdt der DAO durch Heparin beeinflusst wird, wére in weiteren Untersuchungen ein
Vergleich der Histaminwerte bei Blutentnahme mit verschiedenen Antikoagulantien sowie eine
Bestimmung der Aktivitdt der DAO im entnommenen Plasma interessant. Eine andere
Moglichkeit wére die Hemmung der DAO im Probenmaterial. Dazu kdnnte Aminoguanidin

wéhrend der Blutentnahme zur Probe gegeben werden.



Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Um in der Versuchstierhaltung die Haltungsbedingungen und den Umgang mit den Tieren
moglichst stressarm gestalten zu kénnen, sind verldssliche Stressparameter notwendig. Bel
Arbeitshunden  werden  Stressparameter  benttigt, um ein  moglichst  effektives
Trainingsprogramm, das die Tiere nicht Uberfordert, zu erstellen. Kortisol wird héufig
verwendet, um eine Stressreaktion bei Tieren zu messen, aber die Interpretation der Ergebnisse
kann schwierig sein. Bel Ratten steigt Histamin im Plasma auch nach einer milden
Stressbelastung an. Deshalb sollte untersucht werden, ob sich die Histaminkonzentration im
Plasma als Stressparameter bei Hunden eignet.

Zwei verschiedene Gruppen von Hunden wurden fir den Versuch verwendet. Laborhunde (n=6)
wurden mit verschiedenen Situationen konfrontiert, von denen vermutet wurde, dass sie Stress
bei den Tieren auslésen konnten. Die Plasma-Histaminkonzentration von Rettungshunden
(n=16) im normalen Training wurde gemessen, um einen mdglichen Einfluss von korperlicher

Anstrengung auf die Histaminkonzentration bestimmen zu kénnen.

Zunéchst wurden alle 4 Stunden Uber einen Zeitraum von 24 Stunden Blutproben von
Laborhunden entnommen, um ein 24 h-Profil der Histamin- und der Kortisolkonzentration im
Plasma erstellen zu kénnen. Als néchstes wurde versucht, bei den Hunden durch Futterentzug
und durch das Verbringen in eine unbekannte Umgebung Stress zu erzeugen. Bei sechzehn
Lawinen-Rettungshunden wurden wahrend vier verschiedener Belastungsarten Proben
entnommen. Dabei handelte es sich entweder um Lauf- oder um Suchtraining, das jewells im
Sommer und im Winter durchgefuhrt wurde. Die Blutproben wurden vor Belastung, nach zweil
Belastungsphasen und nach einer 2-stiindigen Pause enthnommen. Gleichzeitig wurden Korper-

und Aul3entemperatur gemessen.

Die Histaminwerte der Laborhunde wurden mit einer neu entwickelten High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) Methode bestimmt. Bei den Rettungshunden wurde ein kommerzieller,
auf Hundeplasmaproben neu kalibrierter, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur
Histaminbestimmung verwendet. Die Kortisolkonzentration im Plasma wurde bei beiden
Gruppen durch einen kommerziellen Luminescence Immunoassay (L1A) ermittelt, der ebenfalls

neu auf Hundeplasma kalibriert wurde.
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Bei den Laborhunden zeigten weder die Histamin- noch die Kortisolkonzentration tGber 24
Stunden signifikante Verdnderungen. Bei der einzelnen Auswertung der Tagesprofile der Tiere
konnten Kortisol-Peaks zu unterschiedlichen Tageszeiten und dadurch grol3e Varianzen der
Kortisolwerte beobachtet werden Die Histaminkonzentration im Plasma wies eine geringere
Varianz auf und verénderte sich im Tagesverlauf wenig. Futtererwartung und zweitégiger
Futterentzug wirkten sich ebenso wie Fitterung nicht auf die Histamin- und Kortisolspiegel im
Plasma der Hunde aus. Nachdem die Hunde fir 30 Minuten in eine unbekannte Umgebung
verbracht worden waren, stiegen die Kortisolwerte im Plasma signifikant an (37,3 £ 5,7 vs. 107,2
+ 18,1 nmol/l Plasma;, MW £+ SEM, P < 0,05), die Histaminwerte zeigten dagegen keine
signifikanten Veranderungen (9,0 £ 1,3 vs. 8,5 = 1,2 nmol/l Plasma; MW + SEM).

Bei den Rettungshunden konnten keine signifikanten Veranderungen der Histamin- und
Kortisolwerte im Verlauf der vier verschiedenen Belastungsarten festgestellt werden. Der
Vergleich der unter verschiedenen Belastungssituationen an den drei Entnahmezeitpunkten (TO,
T60, T180) gemessenen Histamin- und Kortisolwerte zeigte keine signifikanten Unterschiede.
Die Kortisolkonzentration im Plasma fiel nach der Suche im Winter signifikant ab und erreichte
nach der Ruhepause wieder den basalen Spiegel (58,6 £ 12,3 (TO) vs. 26,7 £ 7,5 (T60) vs. 46,4 £
5,9 (T180) nmol/l Plasma; MW + SEM, P < 0,05). Im Sommer war die Histaminkonzentration
vor Belastung signifikant hoher als im Winter (8,7 + 1,1 vs. 5,4 £ 1,1 nmol/l Plasma; MW =*
SEM, P < 0.05) wahrend die Kortisolkonzentration dazu tendierte (P = 0,09), im Winter hdher zu
sein as im Sommer. Eine Korrelation zwischen der Histaminkonzentration vor Belastung und
der AulRentemperatur konnte nur im Winter beobachtet werden.

Es sind mehrere Gruinde fur den fehlenden Histaminanstieg im Plasma denkbar. Die gewéahlten
Belastungen koénnten nicht zu einer Stressreaktion gefiihrt haben. Mdglicherweise wurden
Mastzellen zwar aktiviert, aber eine Degranulation mit Histaminfreisetzung konnte ausgeblieben
sein. Auch ein effizienter Abbau von Histamin am Ort der Freisetzung oder in der Zirkulation
kommt in Frage. Histamin scheint kein geeigneter Parameter fur die untersuchten
Stresssituationen bei  Hunden zu sein. Ob Histaminmetaboliten oder spezifische
Mastzellmediatoren zu diesem Zweck herangezogen werden konnen, muss in weiteren

Untersuchungen Uberprift werden.
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6 SUMMARY

Plasma histamine concentration as a possible indicator for stressresponsesin

dogs

Reliable stress parameters are needed to evaluate housing and handling conditions of laboratory
animals. In working dogs, stress parameters are needed to indicate an overloaded and, thereby,
ineffective training of the dogs. Cortisol is commonly used to detect stress responses in animals,
but interpretation is not aways easy. Plasma histamine has been shown to increase in rats not
only due to strong stressors, but also during mild stress. Therefore, the aim of this study was to

determine if plasma histamine concentration could be used as an indicator for stress in dogs.

Two different groups of dogs were used. Laboratory dogs were exposed to different conditions
that were objected to cause a stress response in the dogs. Rescue dogs where monitored under
their normal training conditions to evaluate the influence of physical exercise on plasma
histamine levels. Blood was taken from Laboratory dogs seven times over 24 h to determine if
circadian rhythm could be seen in cortisol or histamine concentrations. Then, dogs were exposed
to two potentially stressful situations represented by fasting and an unfamiliar environment.
Sixteen rescue dogs (age: 1 — 11 years), trained in avalanche search, underwent four different
types of strain. Two training types, running and searching, were each carried out in summer and
winter. Blood samples were taken before strain, after two strain cycles and after a resting period

of two hours. Corresponding body temperature and outdoor temperature were measured.

Plasma was analysed for histamine by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) in
laboratory dogs and by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) in rescue dogs. Cortisol

concentration was measured by Luminescence | mmunoassay (LI1A).

In laboratory dogs, our results indicated no distinct rhythm in plasma cortisol concentration over
24 hours. Individual cortisol concentrations of the six dogs showed peaks at different times of
day leading to high variances in the cortisol values. Plasma histamine concentration showed less
variance and remained stable throughout the day. Fasting while watching food preparation
induced no significant alteration in plasma cortisol concentration. Neither feeding, hunger or

food expectation caused significant variations in plasma histamine concentration. Plasma cortisol
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concentration in the dogs increased significantly after a walk of 30 min to unfamiliar
surroundings. Histamine concentration in the dogs showed no significant alteration after the
walk.

In rescue dogs, no significant changes in histamine concentration were found during course of
four strain types. Cortisol concentration decreased significantly after search strain in winter. At
three different sampling times no differences in histamine and cortisol concentrations were
observed between four strain types. A significantly higher histamine concentration was obtained
before any strain in summer vs. winter. Cortisol concentration before strain tended to be higher
in winter. Histamine correlated with outdoor temperature before any strain, but only in winter

part of this investigation.

The expected rise in histamine concentration in plasma could not be observed. This could be due
to the unchanged stress levels, a lack of mast cell degranulation or rapid metabolism of histamine
after release. In conclusion, plasma histamine concentration is not a suitable indicator for canine
stress responses. However, whether histamine metabolites or non-degraded mast cell mediators
could be used for stress evaluation should still be investigated.
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