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1. Einleitung

Wéhrend der Evolution war kérperliche Leistungsfahigkeit ein Selektionsvorteil.
Dass der menschliche Organismus schlieBlich an ein  Leben mit
Belastungsreizen angepasst ist und diese zu einem gewissen Grade auch
braucht, ist allein angesichts seines entwicklungsgeschichtlichen Hintergrundes
denkbar.

MaBiges Ausdauertraining kann das Abwehrsystem starken, wahrend
andererseits intensive Ausdauerbelastungen das Risiko von Infektionen
besonders der oberen Atemwege steigern [Fitzgerald 1991; Nieman 1994].
Auch bei Betrachtung der physiologisch messbaren Reaktionen des Koérpers
muss sowohl zwischen moderatem und intensivem Sporttreiben, als auch
zwischen akuter Belastung und regelmaBigem Training unterschieden werden.
Training bedeutet die stdndige Wiederholung einzelner Belastungen, auf welche
der Organismus mit Anpassung reagiert. Zweck der Adaptationsprozesse ist
eine Okonomisierung des unbeschadeten Umganges mit diesen, das
Gleichgewicht bedrohenden Reizen. Nahezu alle Organsysteme und
Funktionsablaufe werden bei Ausdauersport, wie Langstreckenlauf oder
Radfahren beeinflusst. In der vorliegenden Arbeit sollen Einflisse
umfangreichen, intensiven  Ausdauertrainings auf  Funktionen des

Immunsystems untersucht werden.

1.1 Leukozytenverhalten

Die Reaktion der Leukozyten auf eine korperliche Belastung wurde bereits
eingehend untersucht. Bereits 1893 wurde nachgewiesen, dass eine
zehnmindtige intensive Belastung zu einer peripheren Leukozytose flhrt
[Schultz 1893]. Dieses Ergebnis gqilt nach zahlreicher Reproduktion als
unumestritten.

Ein wéhrend der Belastung beginnender und in der Regenerationsphase
persistierender Anstieg neutrophiler Granulozyten wird vermutlich durch
neuroendokrine Faktoren mit resultierendem Anstieg von Katecholaminen,
Glucocorticoiden und Wachstumshormonen verursacht [Pedersen et al 1998;
Steensberg et al 2002]. Auch von einer zytokinvermittelten Steigerung der



Phagozytoseaktivitdt kann man trotz einiger widersprichlicher Berichte
ausgehen [Ortega 1994; Pyne 1994].

Die in peripherem Blut zirkulierenden oder an Endothelzellen adhéarenten
Monozyten stellen ein frihes Stadium der spater in den Geweben ansassigen
Makrophagen dar. Die zugehdrigen Stammzellen, Promyelozyten kénnen sich
im Knochenmark zu Vorlaufern von Monozyten oder aber von neutrophilen
Granulozyten entwickeln, was einige phanotypische Ahnlichkeiten dieser
phagozytierenden Zellen erklart [Michna 1988].

Neben neuroendokrinen Einfliissen induzieren bei Trauma oder Entziindung
freigesetzte Zytokine die Differenzierung der Zellen im Knochenmark und deren
Freisetzung ins Blut [Unanue 1993; Ziegler-Heitbrock 1996]. Auch auf sportliche
Belastung reagieren Monozyten mit Aktivitdtssteigerung und Anreicherung in
der Peripherie. Wenn auch deren Beitrag zur Leukozytose angesichts ihres
vergleichsweise geringen Anteils (5-15% der Leukozyten) weniger ins Gewicht
fallt, so kann doch ihre Zahl im Blut um 50-100% ansteigen [Bury et al 1995;
Gabriel et al 1992; Landmann et al 1984; Woods et al 1999].

Die Erkenntnisse Uber eine belastungsvermittelte Alteration der Funktionen
dieser leukozytaren Subpopulation entstammen vorwiegend Untersuchungen
an Gewebsmakrophagen. Eine Steigerung von Chemotaxis,
Adharenzvermégen, und Phagozytose steht hier einer geringeren Expression
des MHC-II-Proteins und der, damit verbundenen, geminderten
Antigenprasentation gegenuber [Fehr et al 1988; Fehr et al 1989; De La Fuente
1990; Forner 1994; Ortega 1997; Woods et al 1993; Woods et al 2000].
Entsprechend diesen Effekten wurde in Folge akuter Belastung bei
Makrophagen eine gesteigerte Tumorabwehr neben einer geminderten
antiviralen Kapazitat beobachtet [Davis et al 1997; Davis et al 1998; Woods et
al 2000].

Die allgemeine belastungsvermittelte, sekretorische Aktivitatssteigerung der
Leukozyten zeigt sich in der gesteigerten Produktion einiger, fir Vermittlung
einer Akute-Phase-Reaktion verantwortlicher Zytokine: Interleukin (IL) 1,

Tumornekrosefaktor (TNF) o, IL6, Interferon (IFN) a+y und IL2 [Evans et al



1986; Northoff et al 1994; Woods et al 1994], wozu auch die Monozyten einen
nicht unerheblichen Beitrag leisten [Shawn et al 2001].

Tatsachlich wird nach Ausdauerbelastung eine Akute-Phase-Reaktion
beobachtet. Diese geht mit Syntheseinduktion der entsprechenden Proteine in
der Leber, Freisetzung von IL6 aus Muskelgewebe, ACTH-Freisetzung und
para — bzw autokrin vermittelter Aktivitdtssteigerung des gesamten
Immunsystems einher. Auch partiell geschadigtes Muskelgewebe wird als
Ursache fir eine solche Reaktion vermutet [Berg et al 1992; Febbraio et al
2002].

Einen ebenfalls durch Wachstumshormon und Katecholamine vermittelten
initialen Anstieg, jedoch nach Ende der Belastung einsetzenden Abfall, zeigt
die Zahl der peripheren Lymphozyten [Bury et al 1996; Steensberg et al 2002;
Shek et al 1995; Pedersen et al 1998]. In Bezug auf die T-Lymphozyten wurde
mehrfach, ein zur Gesamtkonzentration gegensatzlich verlaufendes Verhéltnis
von T-Helfer (CD4+) zu CD8-positiven Zellen beobachtet [Shek 1995]. Eine, in
der lymphopenischen Nachbelastungsphase verminderte
Immunglobulinproduktion in vitro stimulierter B-Lymphozyten spricht ebenso,
wie der haufig beobachtete IgA-Abfall flir eine zeitweise Supprimierung von
deren Aktivitdt [Shek 1995]. Interessant verhadlt sich auch die NK-Zell-
Population. Nach initialem Anstieg hélt eine Verminderung ihrer Zahl bis zu 7
Tage nach Belastung an [Shek 1995]. Eine Steigerung der zytotoxischen
Aktivitat dieser Zellen, die einer eventuellen Immunsuppression entgegenwirken
kdnnte, kann durch, B-Endorphin vermittelt werden. Letzteres wird beim Sport
ausgeschittet und bindet unter anderem an die, auf NK-Zellen exprimierten &-
Rezeptoren [Pedersen et al 1998].

Reaktionen des Abwehrsystems sind in ihrer Auspragung von Intensitat und
Dauer des Reizes abhangig. Auch lasst sich nicht eindeutig sagen, inwiefern sie
nun Folge oder Ursache von beobachtetem, belastungsinduziertem
(oxidativem) Stress sind. Bei Betrachtung von Trainingseinfliissen kann jedoch
sowohl eine gewisse Toleranzentwicklung als auch eine allgemeine Alteration

des Immunsystems festgestellt werden.



1.2 Einflisse von Ausdauertraining

1.2.1 Trainigsbedingte Alteration von Abwehrfunktionen

Fir eine Beeinflussung der Abwehrfunktionen durch Ausdauertraining gibt es
zahlreiche Hinweise. Abhangig von Ausmaf und Intensitat des Trainings kann
die Abwehr gestarkt oder geschwacht werden [Fitzgerald 1991; Niemann et al
1990; Niemann 1994] MaBiges Ausdauertraining Ubt einen positiven Einfluss
aus [Pedersen et al 1989]. Hohe Trainingsumfange im Bereich von Gber 100 km
Laufen pro Woche bergen jedoch ein erhéhtes Risiko fir Infekte [Brenner et al
1994; Niemann 1994; Weidner 1994]. Zu hartes Training im anaeroben Bereich
filhrt zu Uberlastungen und méglicherweise zu einem Ubertrainingssyndrom mit
erhdhter Infektanfélligkeit [Fitzgerald 1991].

Immunologisch lassen sich geminderte IgA-Konzentrationen im Speichel und
eine Funktionsreduktion der neutrophilen Granulozyten feststellen [Gleeson
2000; Pyne et al 1995; Smith et al 1997]. Anders scheint sich jedoch die
Aktivitat der NK-Zellen zu verhalten , welche auch bei hoch trainierten Athleten
verstarkt ist [Niemann et al 1995 b; Pedersen et al 1989].

Abgesehen von einer Studie, bei welcher trainierte Probanden im Blut geringere
Neutrophilenzahlen aufwiesen [Blannin et al 1996], deutet wenig auf
trainingsbedingte Veranderungen der relativen Anteile peripherer Leukozyten
hin [Niemann et al 1995 a; Woods et al 1999].

Untersuchungen des Monozyten-Makrophagen-Systems zeigen zwar ebenfalls
keine Anderung der peripheren Zellzahl trainierter Athleten in Ruhe, jedoch
lassen sich Alterationen von Aktivitat und Reagibilitat beobachten [Woods2000].
Bei Makrophagen von Versuchstieren wird von gesteigerter Phagozytose und
lysosomaler Aktivitat in der Folge von Training berichtet [De La Fuente 1990;
Woods et al 2000]. Auch eine gesteigerte Stimulierbarkeit der
tumorzytolytischen Aktivitat durch LPS und IFNy zeigen Makrophagen trainierter
Mause [Lu et al 1999]. Auf einen Zusammenhang dieser Effekte mit reaktiver
NO-Produktion wird bei der Charakterisierung der induzierbaren NO-Synthase

genauer eingegangen.



1.2.2 Mechanismen zur Minderung von oxidativem Stress und seinen
Folgen

Der Vergleich trainierter und untrainierter Organismen in Bezug auf deren
Umgang mit Stressreizen weist auf einige Anpassungsreaktionen hin. So
kénnte die gedampfte Aktivitdt der neutrophilen Granulozyten ihren Sinn in
einer Minderung des oxidativen Stresses haben. Diesbezigliche Studien
weisen auf eine durch Training langfristig verminderte Produktion freier
Sauerstoff- oder Stickstoff-Radikale (reactive oxygen species und reactive
nitrogen species bzw. abgeklrzt ROS und RNS) sowohl stimulierter, als auch
unstimulierter phagozytierender Zellen hin [Blannin et al 1996; Gabriel et al
1994; Kumae et al 1999; Pyne 1994; Pyne et al 2000 Smith et al 1990; Smith et
al 1997]. Auch zeigen ausdauertrainierte Athleten eine geminderte
belastungsinduzierte Schadigung von DNA-Strangen [Asami et al 1998; Niess
et al 1996; Niess et al 1997]. AuBerdem wurde sowohl im Muskelgewebe, als
auch beispielsweise in Thrombozyten und Erythrozyten trainierter Sportler ein
erhbhtes antioxidatives Potential festgestellt, wodurch das Gleichgewicht
oxidierter und reduzierter Molekule aufrechterhalten wird [Powers et al 1999 a;
Powers et al 1999 b]. So kdnnen Ursachen flr die oben erwahnte Minderung
der ROS-Produktion bei ausdauertrainierten Athleten sowohl eine durch
Antioxidantien vermittelte geringere Zellschadigung und damit eine
abgeschwachte Akute-Phase-Reaktion als auch eine direkte Suppression der
Immunreaktion sein [Fehrenbach et al 2001]. Die, im né&chsten Abschnitt
vorgestellten Proteine vermdgen, neben weiteren Effekien, beides zu

vermitteln.

1.2.3 Stressproteine

Anderungen im Puffmuster der glanduldren Riesenchromosomen von
Drosophila buschii stellten den ersten Hinweis fiir eine Anderung der zellularen
Proteinsynthese im Zusammenhang mit der akuten Stressreaktion dar [Ritossa
1962]. Inzwischen ist sowohl die Bestimmung zahlreicher Stressoren, als auch
die terminologische Unterteilung der von diesen induzierten Proteine erfolgt.

Unter anderem durch Applikation von Temperaturen zwischen 40 und 42°C



(Hitzeschock) lassen sich die hier interessierenden, nach ihrem
Molekulargewicht benannten Hitzeschockproteine (HSP) induzieren [Samali et
al 1999]. Die definitive Abgrenzung zu anderen Stressproteinen erfolgt durch
die Gegenwart eines funktionellen Hitzeschockelementes (HSE) in ihrer
Promotorregion. Bei der Induktion der HSP unumgehbar ist die Aktivierung
eines Hitzeschockfaktors (HSF1). Dieser reagiert auf Hitzeschock und
vermutlich auf die damit verbundene Denaturierung von Proteinen. In seinem
inaktiven Zustand ist HSF1 an das 90 Kilodalton wiegende HSP90 und an
HSP70 gebunden, von welchem er, durch Stressreize vermittelt, dissoziiert.
Darauf erfolgt eine Trimerisierung, Phosphorylierung und Bindung an den, das
HSE beinhaltenden DNA-Abschnitt, wo nun die Transkription stattfinden kann.
Die hier bereits vorhandene RNA-Polymerase Il I1&sst sich schnell aktivieren und
sorgt so in Stresssituationen fir eine besonders rasche HSP-Expression
[Craegh et al 2000].

Der Vollstandigkeit wegen seien hier die, neben HSF1 bekannten
Hitzeschockfaktoren HSF2-4 erwahnt. HSF1 ist fur die Hitzeschockantwort
essentiell notwendig und kann dabei durch keinen der anderen vier Faktoren
ersetzt werden [Mc Millan et al 1998]. HSF2 reagiert nicht auf klassische
Stressreize, sondern hat eine Aufgabe in der Kontrolle der entwicklungs- und
differenzierungsspezifischen Genexpression [Pirkkala et al 2001]. Die
Vermittlung der Transkription von HSP70 gehért jedoch auch zum
Aufgabenbereich von HSF2 [Leppa et al 1997; Morimoto 1998]. Die Expression
von HSF3 wurde bisher nur bei Végeln vorgefunden [Pirkkala et al 2001]. Hier
findet bei der Reaktion auf Hitzeschock eine Kooperation von HSF1 und -3
statt, [Tanabe 1998]. Der, als neuster, bei Saugetieren entdeckte HSF ist HSF4.
Durch RT-PCR ist er zwar nicht in allen Geweben nachweisbar, eine
Expression beim Menschen ist jedoch gesichert [Nakai et al 1997; Tanabe et al
1999], wobei die Frage nach einer Reaktion auf Stressreize nicht geklart ist
[Pirkkala et al 2001].

HSF1 dagegen reagiert innerhalb von Minuten auf die Gegenwart von
denaturierten Proteinen, Hitzeschock [Fehrenbach et al 1999; Locke 1995;
Mosser et al 1988] und womdéglich auf weitere, unter anderem bei



Ausdauerbelastung auftretende Reize [Locke 1995]. Die Induzierbarkeit der
HSP durch solche Stressreize ist besonders vor dem Hintergrund ihrer
intrazellularen Aufgabe als molekulare Chaperone zu sehen. Sie sorgen in
ATP-abhangigen Reaktionen fir die korrekte Faltung, Transport, Stabilisierung
oder Abbau neusynthetisierter oder denaturierter Proteine [Fehrenbach et al
1999; Locke 1995; Morimoto et al 1994; Zugel et al 1999;].

Wie 0dbrigens auch das HSE wurden HSPs wahrend der Evolution stark
konserviert und lassen sich in Hefen und Bakterien ebenso, wie in zahlreichen
menschlichen Zellen nachweisen [Lindquist 1992]. Im folgenden sollen drei
HSPs unterschiedlichen Molekulargewichtes vorgestellt werden.

1.2.3.1 HSP72 und HSP27

Zur Gruppe der ca. 70kD wiegenden, teilweise auch konstitutiv exprimierten
HSP70 gehdrt das induzierbare HSP72. HSP27 andererseits gehért zu den
sogenannten small HSP und unterscheidet sich weniger in seinen
Induktionsmechanismen, mehr jedoch in seiner intrazellularen Aufgabe von
HSP72. Die Expression beider Proteine nach sportlicher Belastung ist in
zahlreichen Geweben nachgewiesen, wobei mehrere Faktoren bei der Induktion
beteiligt sind [Fehrenbach et al 1999]. Temperaturunabhangige
Induktionsmechanismen spielen jedoch auch hier eine bedeutende Rolle [Locke
1995]. Neben den oben genannten Stressoren (erhdhte kérperliche Belastung
und erhdhte Koérper-Kerntemperatur) reagiert besonders HSP27 im Muskel
bereits auf den, durch Kontraktion verursachten Stressreiz [Locke 2002]. Im
Unterschied zu HSP70 ist das, auch als Homologes des oB-Crystallin
bezeichnete HSP27 in der Lage, zellulare Mikrofilamente vor dem ZerreiBBen zu
bewahren [Welsh et al 1998 ; Head et al 2000]. Die HSP72-Expression im
Skelettmuskel kann andererseits auch durch eine verminderte Verflgbarkeit
von Glucose in Gang gesetzt werden [Febraio et al 2002].

Wie bereits oben erwéhnt besteht ein enger Zusammenhang zwischen
stressassoziierter Beeintrachtigung des Koérpers und der Immunantwort. Die
komplexe Bedeutung der HSP fir das Abwehrsystem ist daher keineswegs
erstaunlich. Unterschieden werden muss hier zwischen einer intrazellularen,



zytoprotektiven, immunsuppressiven und einer extrazellularen
immunstimulatorischen Wirkung. Letztere besteht in einer Aktivierung von
Immuneffektorzellen und einer Steigerung der Zytokinfreisetzung, worauf an
dieser Stelle jedoch nicht weiter eingegangen werden soll [Asea et al 2000;
Palliser 2001].

Intrazellular steigt die HSP-Produktion infolge der Einwirkung von Zytokinen,
was mit einer Toleranz der Zelle gegenlber sonst letalen Dosen von
beispielsweise TNFa verbunden ist. Gleichzeitig wird die zelleigene Produktion
immunmodulatorischer Botenstoffe gehemmt [Hirvonen et al 1996; Moseley
2002].

HSP tragen intrazellular zu Toleranzentwicklung der Zellen gegenlber sonst
mdoglicherweise letalen Bedingungen bei [Morimoto et al 1994]. In zahlreichen
Geweben wurde dieser Effekt im Hinblick auf verschiedene Reize
nachgewiesen. Den Untersuchungsergebnissen ist eine, intrazellulare HSP-
Akkumulation gemeinsam [Marini et al 1996; Morimoto et al 1994; Moseley
1994; Moseley 1997; Perdrizet 1995], die mit einer erhdhten
Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir die Zelle verbunden ist. Wenn ein subletaler
Hitzereiz durch Anreicherung protektiver Stoffe vor ansonsten letalem Hitze-
Stress schitzt, wird dies als Entwicklung von Thermotoleranz bezeichnet.

Eine intrazellulare Akkumulation von HSP bewirkt Thermotoleranz isolierter
Zellen und spielt auBerdem eine Rolle bei der Hitzeadaptation ganzer
Organismen [Maloyan et al 1999]. So wird im Zuge der Akklimatisation von
Versuchstieren das schitzende System der Hitzeschockproteine zu einer
schnelleren Reaktion pradisponiert [Maloyan et al 1999].

Die gesteigerte HSP-Expression in Leukozyten nach akuter Ausdauerbelastung
wurde mehrfach, sowohl auf mMRNA — als auch auf Proteinebene nachgewiesen
und ist in der Regel von Leukozytose und gesteigerter Zytokinfreisetzung
begleitet [Fehrenbach et al 2000 a; Niess et al 2000; Fehrenbach et al 2001 a;
Fehrenbach et al 2000 b; Niess, et al 1999 b; Ryan et al 1991].

Wie bereits erwahnt, sind hier nicht nur stoffwechselbedingte
Temperaturanstiege bei der Induktion beteiligt [Pedersen 1997].



Bei Betrachtung der komplexen Effekte akuter Reize stellt sich die Frage nach
dem Einfluss von Training auf Induzierbarkeit und Expression der
Hitzeschockproteine. Obwohl sich der relative Stress einer Belastung bei
Wiederholung durch Anpassung vermindert, wurden von Liu et al. in der
Skelettmuskulatur wahrend einer Trainingsphase persistierend erhdéhte HSP-
Konzentrationen beobachtet [Liu et al 1999] .

Fehrenbach et al. untersuchten diesbezlglich periphere Leukozyten. Bei maBig
trainierten Athleten fanden sich auf Proteinebene niedrigere basale
Konzentrationen an HSP27 und HSP70, als dies bei untrainierten Personen der
Fall war. Die mRNA-Analyse ergab bei den Trainierten zwar weniger fur HSP27
codierende Transkripte, an HSP70-mRNA fand sich jedoch bei maBig
trainierten Athleten mehr, als bei der Kontrollgruppe. Eine Stimulation durch
Hitzeschock zeigte, zumindest auf Transkriptionsebene ebenfalls je nach
Trainingszustand der Probanden ein unterschiedliches Expressionsverhalten im

Sinne starkerer Anstiege bei trainierten Probanden [Fehrenbach et al 2000 a].

1.2.3.2 HSP32 oder Himoxygenase-1 (HO-1)

In einigen Eigenschaften den HSP72 und 27 ahnlich ist ein weiteres, 32 kD
schweres Hitzeschockprotein, welches auch als induzierbare Hamoxigenase
oder HO-1 bekannt ist. Wahrend die beiden anderen Isoenzyme HO-2 und HO-
3 konstitutiv exprimiert werden, lasst sich die Expression der HO-1 neben
Hitzeschock bzw. dessen biochemischen Folgen durch verschiedene weitere
Stressoren induzieren. Unter anderem sind dies oxidativer Stress, Zytokine und
Bakterientoxine, aber auch die Gegenwart von Ham und Fe?* [Galbraith 1999;
Keyse 1997]. Von einer direkten Induktion der HO-1 durch Hitzeschock kann
man beim Menschen nicht ohne weiteres ausgehen, da fraglich ist, ob das
zugehdrige Heat- Shock- Element hier tatsachlich aktiv ist [Okinaga et al 1996].
Die HO wirkt als Schrittmacherenzym beim Hamabbau, indem sie die Reaktion

Ham+3NADPH+3H*+30,—Biliverdin+CO+Fe**+3NADP*+3H,0



katalysiert. FUr die antioxidative Wirkung werden hier vor allem Biliverdin und
das daraus entstehende Bilirubin verantwortlich gemacht [Belanger et al 1997;
Clarc et al 2000]. Eine weitere Aufgabe der Hdmoxigenase ist allerdings auch
die Induktion der Ferritinsynthese, durch deren, auch zu den Akute-Phase-
Proteinen zahlendes Produkt Ferritin die intrazellulare Bindung von Fe?*
moglich wird [Clark 2000; Galbraith 1999; Vile 1993]. Eine weitere
Reaktionsmdglichkeit der HO-1 ist ihre Interaktion mit Stickoxid (NO), wobei
letzteres sowohl als Induktor wirken, als auch reziprok durch HO in seiner
eigenen Synthese gehemmt werden kann [Motterlini et al 1996; Takahashi et al
1997; Willis et al 1995]. Das beim Hamabbau entstehende CO hat Ubrigens
zum Teil ganz ahnliche Wirkungen, wie NO [Maines 1997]. Eine Induktion der
Hamoxigenase durch sportliche Tatigkeit wurde sowohl in Muskelgewebe
[Essig et al 1997], als auch in peripheren Leukozyten nachgewiesen [Niess
1999 b]. Da jedoch letzteres im Anschluss an einen Langstreckenlauf erfolgte,
spielt hier der Einfluss einer gesteigerten Hamolyse auf die HO-Induktion neben
einigen anderen, mit Belastung verbundenen Stressoren (Oxidativer Stress,
Zytokinfreisetzung, LPS) ebenfalls eine Rolle.

1.2.4 Induzierbare NO-Synthase (i-NOS oder NOS2)

Ebenso komplex, wie die Bedeutung ihres Produktes Stickoxid (NO) sind
Verbreitung und Aufgaben der verschiedenen Formen der NO-Synthase (NOS).
Wie bei der Hamoxigenase sind auch fiir die NOS drei Isoenzyme bekannt.
Entgegen friiheren Vermutungen spielen neben der induzierbaren NOS (iNOS)
auch die beiden konstitutiv exprimierten Formen neuronale NOS (nNOS) oder
NOS1 und epitheliale NOS (eNOS) oder NOS3 eine Rolle im Immunsystem
[Bogdan 2001]. Alle drei Isoformen katalysieren dieselbe Reaktion, bei welcher
aus L-Arginin in Gegenwart von molekularem Sauerstoff Citrullin und NO
entstehen [Lincoln 1997]. Neben vielen neu entdeckten Aufgaben hat NO in
Nervengewebe unter anderem transmitterahnliche Funktionen und in glatten
GefaBmuskelzellen eine relaxierende  Wirkung. Jedoch auch die
immunologische Bedeutung des von der INOS im Monozyten-

Makrophagensystem, in neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, sowie in
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Natural Killer (NK) Zellen synthetisierten NO ist bereits sehr vielseitig [Lincoln
1997; Weinberg et al 1995; Xiao et al 1995]. Unterschieden werden kann hier
eine Effektorfunktion von immunregulatorischen Aufgaben. Die Effektorfunktion
besteht in der Erregerabwehr, welche vorwiegend durch das bereits erwéahnte
toxische Potential von NOe und dessen Reaktionsprodukten erfolgt. Aber auch
Tumorzellen und gesunde, kérpereigene Zellen kdnnen so abgetdtet werden
[Lowenstein et al 1994]. Immunregulatorisch sind zumindest bei Nagetieren
Einflisse auf zahlreiche Zytokine, und eine dadurch vermittelte Regulation von
Lymphozyten (vorwiegend T-Helfer-Typ1 Zellen) bekannt [Barnes et al 1995].
Interessant ist der antiinflammatorische, immunsuppressive Charakter dieser
NO-Funktion [Langrehr et al 1993]. So kommt es im Tierversuch zu einer INOS-
bzw. NO-vermittelten Hemmung autoimmun aktiver T-Lymphozyten [Bogdan
1998; Bogdan 2000]. Neben einer Induktion durch Hitzeschock [Kréncke et al
1995] und ROS [Bogdan 2001] stellt diese entziindungshemmende Eigenschaft
der iINOS eine weitere Gemeinsamkeit mit den Hitzeschockproteinen dar. Auch
eine Expression infolge Ausdauerbelastung lasst sich nachweisen. In
peripheren Leukozyten erfolgte dies im Anschluss an Langstreckenlaufe [Niess
et al 2000 a).

Die fur Regulation der iINOS bekannten Mediatoren sind neben den bereits
genannten ROS (reactive oxygen species) Zytokine wie TNFa, IFNy, IL1, IL2
und bakterielle Membranbestandteile wie LPS [Bogdan 2001; Lincoln 1997].
Neben einer Aktivierung kationischer Aminosauretransporter (CAT) und
konsekutiver Aufnahme von L-Arginin in die Zellen und einigen weiteren
Wirkungen binden letztere an den, unter anderem von Monozyten exprimierten
Rezeptor CD14 und induzieren so die Synthese von iNOS mRNA [Bogdan
2001].

Im Zusammenhang mit trainingsinduzierter Steigerung der antitumoralen
Aktivitdt von Makrophagen bei Versuchstieren wird von einer iNOS - und NO-
Syntheseinduktion berichtet [Lu 1999]. Lu et al. verglichen parallel zur
zytolytischen Kapazitat die, durch LPS und IFNy induzierte Synthese von iNOS
und NO2-. Der Vergleich stimulierter iINOS-Produktion von Makrophagen
trainierter und untrainierter Mause erfolgte hier mit Hilfe der Reversen-
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Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR). Parallel zu einer
trainingsbedingten Steigerung der iINOS-Aktivierung auf RNA-Ebene kann eine
verstarkte Tumorabwehr festgestellt werden [Lu et al 1999]. Bei trainierten
Nagetieren wurde eine Drosselung der basalen INOS Expression in
Makrophagen nicht beobachtet. Ein derartiger Effekt zeigte sich jedoch beim
Vergleich von humanen Leukozyten trainierter und untrainierter Probanden
[Niess et al 2002 b]. Ebenfalls mit Hilfe einer RT-PCR wurden von Niess et al.
die Werte der unstimulierten iNOS Produktion verglichen, wobei sich bei den
ausdauertrainierten Athleten weniger mRNA in Leukozyten nachweisen lieB.
Wie sich der Einfluss von Ausdauertraining auf die induzierte Expression der
iINOS in humanen PBMC verhalt ist eine der Fragen, denen in dieser Arbeit
nachgegangen werden soll.

1.3 Fragestellungen:

Die Aufgaben der vorgestellten Proteine in Stressmomenten sind offensichtlich
ebenso zahlreich, wie bedeutungsvoll. Die Induktion dieser Proteine durch
akute sportliche Belastung wurde in verschiedenen Geweben nachgewiesen.
Bereits beschriebene trainingsbedingte Veranderungen von Regulation und
Expression der HSP in Leukozyten weisen jedoch auf eine  maogliche
Beteiligung weiterer Anpassungsmechanismen hin. Andererseits ist aber auch
ein direkter Zusammenhang von HSP-Akkumulation und Resistenz von Zellen
und Geweben bekannt [Moseley 2002].

Auch die induzierbare NO-Synthase zeigt im Tiermodell eine
trainingsabhangige Alteration ihrer Expression, welche bei trainierten
Nagetieren mit einer gesteigerten Zytotoxizitat der Makrophagen einhergeht [Lu
et al 1999].

Um genauere Erkenntnisse Uber Modulationen von Stressreaktionen in
leukozytaren Subpopulationen des Menschen zu erhalten, soll in der
vorliegenden Arbeit folgender Frage nachgegangen werden:
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Wie wirkt sich regelméaBiges Ausdauertiraining auf basale und stimulierte
mRNA- Expression von HSP und iNOS in peripheren mononukledren Zellen

aus?

Als Untersuchungsgut diente vendses Vollblut unbelasteter Probanden einer
trainierten (TR) und einer untrainierten (UT) Personengruppe.
Auf Transkriptions- bzw. mRNA-Ebene geklart werden sollten:

1. Trainingseinfliisse auf mdgliche Prozesse einer Toleranzentwicklung (HSP-
Produktion):

Kann Ausdauertraining die Hitzeschockantwort, d.h. die Stimulierbarkeit der
Synthese von HSP27, HO-1 und HSP72 in mononuklearen Zellen verandern?

2. Trainingseinflisse auf Abwehrfunktionen der Zellen (iNOS-Produktion):
Beeinflusst Ausdauertraining die Stimulierbarkeit der iINOS-Produktion in

mononuklearen Zellen?

Die Expression der iNOS wurde in vitro durch Stimulation von PBMC mit den
Zytokinen TNFa und IFNy und mit LPS induziert.

Weitere PBMC-Proben wurden entweder dem Phorbolester PMA oder ebenfalls
einem Hitzereiz ausgesetzt.

Auch hier fand der Vergleich von TR und UT anschlieBend auf mRNA-Ebene
statt.
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2. Material

2.1 Probanden

Die Gruppe der Probanden bestand aus 42 stoffwechselgesunden,
nichtrauchenden, mannlichen Personen im Alter von durchschnittlich 30,2
(27,9-32,4) Jahren (Tab. 3).

In den Tagen vor der Blutabnahme waren sie keinem auBergewdhnlichen
physischen oder psychischen Stress ausgesetzt und hatten wahrend der
vorangegangenen Wochen sowohl auf die Einnahme von Vitaminpraparaten als
auch auf Saunabesuche und andere Aufenthalte in warmer Umgebung
verzichtet.

Einen Teil der Probandengruppe bildeten 22 ausdauertrainierte Sportler (TR),
welche pro Woche regelméBig und wettkampforientiert seit mindestens 5
Jahren Lauftraining oder allgemeines Ausdauertraining (Laufen, Schwimmen,
Radfahren; durchschnittlich 10,2 h/Woche) absolvierten. Die individuelle
anaerobe Schwelle lag bei einem, in dieser Gruppe durchgefihrten Routine-
Laufbandtest durchschnittlich bei 4,1 m/s, was flr einen recht guten
Trainingszustand spricht [Roecker 1998].

Die andere Halfte bestand aus 20, nicht spezifisch trainierten Kontrollpersonen,
welche wéchentlich weniger als 2 Stunden sportlich aktiv waren.

2.2 Zellmaterial
Es wurden aus vendsem Vollblut isolierbare, periphere mononukleare Zellen
(PBMC) verwendet. Im einzelnen sind dies:
-Lymphozyten
- B-Lymphozyten
- T-Lymphozyten
- CD8/zytotoxische Zellen
- CD4/T-Helfer Zellen
- Null-Zellen und nattrliche Killerzellen (NK-Zellen)
-Monozyten
-Reste von Erythrozyten, Granulozyten und Thrombozyten
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Anzahl der Zellen bei trainierten und untrainierten Probanden sind in Tabelle 2

aufgefahrt.

2.3 Testkits
GeneAmp®RNA
Components

Rneasy Mini Blood Kit

PCR-KIT

2.4 Gerate
2219
Circulator
EBA 12R Zentrifuge
Gelelektrophoresekammern und

Multitemp.2, Termostatic

Spannungsgerat

Gene Amp® PCR System 9700
Thermal Cycler

MP4 Land Camera mit UV-Leuchttisch
Photometer

-20°CSchrank

-80°C Schrank

Raytest UV-Kammer

mit angeschlossener
DIANA/95 1,6

Digitalcamera

2-D Densitometrie Programm AIDA
Version 2.0
Laserdrucker
Wasserbad

Stericult 200 Incubator
Vortex-Gerat Typ REAX top
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Perkin Elmer, Weiterstadt

Quiagen Germany, Hilden

LKB Bromma, Schweden

Hettich, Tuttlingen
Life Technologies, Karlsruhe

Perkin Elmer, Weiterstadt

Biometra, Goéttingen

Pharmacia, Freiburg

Linde, Siegen

Labotec, Géttingen

Raytest Isotopenmessgerate GmbH,
Straubenhardt

Raytest isotopenmessgerate GmbH,
Straubenhardt

Raytest isotopenmessgerate GmbH,
Straubenhardt

Hawlett and Packhard

GFL-GmbH, Burgwedel

Forma Scientific, USA
Heidolph, Kehlheim



Sterile Werkbank Heraeus Sepatech GmbH, Hanau
Pipetus Hirschmann, Eberstadt

DurchfluBzytometer Cell Dyn Abbot GmbH, Wiesbaden-Delkenheim

2.5 Chemikalien

Agarose Sigma-Aldrich, Steinheim
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim
Ethanol, absolut Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Stammlésung Sigma-Aldrich, Steinheim
(10ng/ml)

Na-EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim
Dichtegradient Lymphoflot Biotest, Dreieich
Heparin-Natrium ,Multi“ 10000 I.E./ml B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim

2.6 Festmaterialien

EDTA-S-Monovette® Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf-Pipetten  (1-10, 10-100, Eppendorf, Hamburg
100-1000 pl)

Eppendorf PCR tube (0,2ml) Eppendorf, Hamburg
Eppendorf 1,5 und 2 ml Tubes Eppendorf, Hamburg
Falcon, 50 ml Blue Max™Polypropylen Becton Dickinson, USA
Falcon, 15ml Becton Dickinson, USA
Polaroid-Filme, T667 ISO 7000 Polaroid
Safe Seal-Tips® Sterile Filter (10, 100, Biozym Diagnostik, Oldendorf
1000 pl)

Nitro-Handschuhe Nitra-Touch Ansell GmbH, Minchen
Fortuna® Pasteurpipetten Poulten & Graf GmbH, Wertheim
MiniMACS-Separator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Darin enthalten:
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MiniMACS
Hochleistungs-Dauermagnet,
MACS-Stander,

Saulen fur positive Trennung,

2.7 Puffer und Lésungen
DEPC-Wasser:

0,1% DEPC (Diethylpyrokarbonat) in
a.bidest 15’
Danach autoklavieren

DTT (Dithiothreitol)

Mit DEPC-Wasser 2,5 molar ansetzen.
Bei —20°C dFNrieren

50xTAE-Puffer

2M Tris und 0,05 M Na,EDTA

mit Eisessig auf pH 7,5-8,0 einstellen
Tris-Puffer

10 mM Tris-Cl

PBS (phosphate buffered saline)

unter RUhren I0sen.

Aqua dest.
RPMI
Institute)

(Rosewell Park  Memorial
Medium

Hepes 1M

PBS-Puffer

PBS mit jeweils bezogen auf die
Endmenge 0,5% BSA

(Bovine Serum Albumin) und

2mM EDTA mischen

2.8 Immunstimulatoren
IFNYy (Interferon-y)
LPS (Lipopolysaccharid) von
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Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Life Technologies, Eggenstein
Delta Pharma, Boehringer Ingelheim
Biochrom KG, Berlin

Biochrom KG, Berlin

Life Technologies, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

R&D Systems, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Steinheim



Salmonella Minnesota

PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate)

TNFo (Tumornekrosefaktor-o)

2.9 Molekularbiologie
2.9.1 Oligonukleotide

Sigma-Aldrich, Steinheim

R&D Systems Wiesbaden

Die mittels Standard-HPLC gereinigten Oligonukleotidprimer

der

Interaktiva, Ulm wurden in aqua bidest. zu 100 pmol/ul gelést und konnten so

bei —80°C aufbewahrt werden.

Tabelle 1: Stressprotein-Oligonukleotidprimersequenzen

Stressprotein _ _ Amplifikat
Antisense Primer
Sense Primer (bp)
HSP27 CAGTGGCGGCAGCAGGG 085
CACGAGGAGCGGCAGGACGAG |GTGG
HSP72 ACGGTGTTGTGGGGGTTC 034
CTCCAGCATCCGACAAGAAGC AGG
HO-1 GATGTTGAGCAGGAACGC -
CAGGCAGCGAATGCTGAGTTC AGT
I-NOS
GGTGCTGCTTGTTAGGAG
CGGTGCTGTATTTCCTTACGAGG 258
GTCAAGTAAAGGGC
CGAAGAAGG
B-Aktin AGGGGCCGGACTCGTCAT 002
GGCGGCACCACCATGTACCCT ACT

2.9.2 Enzyme
MuLV Reverse Transkriptase
RED TAQ DNA Polymerase (1U/ul)

2.9.3 Sonstige Materialien
RNAse Inhibitor

Perkin Elmer, Weiterstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Perkin Elmer, Weiterstadt

- 18 -

Firma




Oligo-d(T)16-Primer Perkin Elmer, Weiterstadt

dGTP, 10mM Perkin Elmer, Weiterstadt
dATP, 10mM Perkin Elmer, Weiterstadt
dTTP, 10mM Perkin Elmer, Weiterstadt
dCTP, 10mM Perkin Elmer, Weiterstadt
10xPCR Puffer Perkin Elmer, Weiterstadt
100 bp DNA-Leiter (Bandenmarker) Life Technologies

Magnetgelabelte AntiCD-14 IgG2a der Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Maus (MACS-MikroBeads)
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3. Methoden

3.1 Studiendesign

Um eine besonders gute Vergleichbarkeit zu erreichen und um eventuelle
Einflisse tagesabhangiger methodischer Variabilitdt ausschlieBen zu kénnen,
wurde an den Versuchstagen jeweils 2 trainierten und 2 untrainierten
Probanden Blut abgenommen. Die Blutabnahmen erfolgten morgens zwischen
8:00 und 9:00 Uhr in sitzender Position. Von den 80 ml in EDTA-Monovetten
abgenommen vendsen Blutes wurden 40 ml fir die RNA-Isolierung eingesetzt.
Weitere 40 ml standen fir die, parallel zur Reversen Transkription und PCR
ablaufende Analyse auf Proteinebene zur Verfligung.

Um Hinweise auf eventuell vorangegangene Stressmomente zu erhalten,
wurden flr jeden Probanden eine Blutbildanalyse, sowie die Bestimmung
relevanter Laborparameter, durchgefihrt. Mit Hilfe von Fragebdgen wurden
sowohl anthropometrische als auch anamnestische und trainingsspezifische
Daten erhoben. Gefragt wurde auBerdem nach ungewdéhnlicher Anstrengung,
Medikamenteneinnahmen, Tabakkonsum, Saunabesuchen oder Krankheiten,
welche als Ausschlusskriterien galten.

Die Werte sind in den folgenden Tabellen (Tab. 2 und 3) als Mediane mit den
zugehorigen 95% Konfidenzintervallen zusammengestellt:

Tabelle 2: Anzahl der Zellen leukozytarer Subpopulationen bei TR und UT

Leukozytare Zellzahl (10° /1) bei Zellzahl (10° /1) bei
Subpopulation Trainiert (TR) n=22 Untrainiert (UT) n=20
Neutrophile Granulozyten | 2,64 (2,32 - 2,96) 2,75 (2,42 - 3,09)
Lymphozyten 1,93 (1,69 - 2,18) 1,90 (1,64 - 2,16)
Monozyten 0,43 (0,38 - 0,49) 0,49 (0,43 - 0,55)
Eosinophile Granulozyten | 0,25 (0,20 - 0,30) 0,20 (0,14 - 0,26)
Basophile Granulozyten |0,06 (0,03 — 0,06) 0,05 (0,05 - 0,06)
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Tabelle 3: Anthropometrische Daten, Trainingsumfange und Laborwerte

der Probanden

Parameter Trainiert (TR) n=22 Untrainiert (UT) n=20
Alter (Jahre) 31,5 (28,5-34,6) 28,5 (25,4-31,6)
GroBe (cm) 177 (175-181) 181 (178-184)
Gewicht (kg) 68 (64,3-71,7) 77,9 (74,1-81,7)

BMI (kg/ m?) 21,6 (20,6-22,7) 23,7 (22,8-24,7)
Ausdauertraining [10,2 (8,7-11,9) <2

(h/Woche)

CRP (mg/l) 0,19 (0,10-0,29) 0,21 (0,11-0,31)

Cortisol (pg/dl)

20,1 (17,7-22,4)

17,8 (15,4-20,3)

Harnstoff (mg/dl)

33,1 (29,5-36,6)

28,8 (25,3-32,3)

Harnsaure 5,5 (4,9-6,0) 5,1 (4,5-5,7)
(mg/dl)

CK (un 88 (62-113) 63 (36-90)
3.2 Statistik

Die Statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Software-Pakets JMP 4.0
(SAS Institute, Cary, USA).

3.2.1 Vergleich der basalen Expression

Um Unterschiede des basalen Expressionsverhaltens der Stressproteine bei
trainierten und untrainierten Probanden zu erkennen wurden Mittelwerte und
95% Konfidenzintervalle errechnet. Eine Darstellung derselben erfolgte mit
rautenférmigen, sogenannten Diamonds, deren Querachse auf Hohe der
Mittelwerte liegt, wahrend die senkrechte Achse Lage und AusmalB der
Konfidenzintervalle reprasentiert. Zusétzlich erscheinen alle Einzelwerte in den
Diagrammen (Abb. 7-10).

Eine eventuelle Uberlappung der Konfidenzintervalle wird bereits bei
Betrachtung der Diamonds sichtbar. Die Priifung von Signifikanzen jedoch

erfolgte zusatzlich durch Anwendung des zwei-Proben t-Test flr ungepaarte
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Betrachtungen. Bei p<0,05 wurde von einem statistisch signifikanten
Unterschied ausgegangen.

3.2.2 Einfluss der in vitro Stimulationen

Ahnlich wie die Expression in unstimulierten Zellen wurden die Effekte der in-
vitro  Stimulation durch  Errechnung von Mittelwerten und 95%-
Konfidenzintervallen verglichen. Auch die Darstellung der individuellen
Differenzen zwischen Stimulations- und Kontrollbedingungen erfolgte in einem
Diagramm mit eingezeichneten Diamonds. Von einem signifikanten Einfluss der
Reize auf das Expressionsverhalten wurde ausgegangen, wenn die Raute
keine Verbindung zum Nullpunkt zeigte, wenn die Nulllinie also auBerhalb des
95%-Konfidenzintervalles lag (Abb. 11, 13-15, 17, 18, 20 und 23) [Gardner
1986]. Der Signifikanzlevel fir Unterschiede zwischen TR und UT wurde bei
Anwendung des t-Test ebenfalls bei p<0,05 festgelegt.

Die Normalverteilung der errechneten Differenzen wurde mit Hilfe des Shapiro-
Wilk-Test gepruft [Royston 1982]. Eine ausreichende Signifikanz wurde far
p>0,01 bzw. W>0,01 angenommen. Bei fehlender Normalverteilung bzw.
W<0,01 erfolgte eine erneute Prifung nach Logarithmierung der Werte (Abb. 12
und 16).

3.3 Zellisolation und Stimulation
FOr die Expressionsanalyse der verschiedenen Stressproteine wurde auf
unterschiedliche Art mit den Blutproben verfahren.

3.3.1 Isolation mononuklearer Zellen aus Vollblut

Falcon Réhrchen mit dem Fassungsvermdgen 15ml wurden mit 5-7ml des
gekuhlten Dichtegradienten Lymphoflot gefillt. AnschlieBend wurde das in
sterilen  EDTA-R6hrchen  gewonnene  Vollblut im  Verhaltnis  1:1
darlbergeschichtet.

Nach 20 min. Zentrifugation bei 400xg und ohne Bremse entstand ein Ring aus
mononukledren Zellen in den Falcon Rdhrchen, welcher mit Pasteurpipetten

abgetragen wurde. Der aus Plasma, und den Ubrigen Blutzellen bestehende
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Rest wurde hier nicht weiter verwendet. In 2 Waschgangen mit jeweils 50 ml
PBS wurden die Zellen von restlichem Lymphoflot und darin suspendierten
Thrombozyten gereinigt. Im ersten Waschgang wurden die Zellen in 1x PBS
suspendiert und 10 Minuten lang bei 230xg zentrifugiert. Darauf folgte das
Abschiitten des Uberstandes und Resuspension des entstandenen Zellpellets
mit dem Vortex-Gerat. Beim zweiten Waschgang wurden die Zellen erneut in
PBS suspendiert und mit 110xg zentrifugiert.

3.3.2. Stimulation

3.3.2.1. Stimulation mit LPS + Zytokinen und mit Phorbolester

Die Expression des Enzyms induzierbare NO-Synthase in peripheren
mononukledren Zellen wurde einerseits mit Hilfe von LPS und den Cytokinen
TNFo und IFNy und andererseits mit dem Phorbolsdureester PMA (Phorbol-
Myristat-Azetat) stimuliert. Durch einige Vorversuche wurden auf Proteinebene
die, far die gegebenen Versuchsbedingungen effektivsten
Stimulationsverhaltnisse bestimmt [Waldvogel 2005].

Etwa 0,8-2 x 10’ gereinigte, mononukledre Zellen wurden nun in je 2ml RPMI
suspendiert und in 50ml Falcon Blue Caps mit den Stimulatoren versehen. Eine
der 3 Suspensionen verblieb als Negativkontrolle ohne Zugabe weiterer
Substanzen.

Um eine Kontamination der Negativkontrollen und des Labors zu vermeiden
wurden die folgenden Schritte an der sterilen Werkbank bei laminarem Luftzug
durchgeflhrt.

Zur zweiten der 3 Suspensionen wurden LPS (100ng/ml), TNFa (50ng/ml) und
IFNy (50ng/ml) gegeben. Zur dritten Suspension wurde 1mM PMA (3080ng/ml)
pipettiert. Danach war besonders wegen der Neigung des LPS zu Adhérenz an
Kunststoffflachen auf gutes Durchmischen zu achten.

Die Proben wurden nun flr einen Zeitraum von 3h bei 37°C inkubiert. Danach
fand zur Reinigung von Stimulatoren fir 15 Minuten eine weitere Zentrifugation
bei 200x g in 50 ml PBS statt. Der Uberstand wurde dekantiert und das

Zellpellet resuspendiert und weiterverarbeitet.
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3.3.2.2. Expression der Hitzeschockproteine HSP27, HSP72 und HSP32

Um Hinweise auf eine, trainingsabhangig unterschiedliche Induzierbarkeit der
HSP-Expression zu erhalten, wurden die Zellen einem Hitzereiz unterzogen.
Das Blut aus den EDTA-Réhrchen wurde zu je 5ml auf zwei 50ml Falcon Blue
Caps verteilt. Eines der Aliquots wurde zunéachst fir 2h bei 41,8°C im
Wasserbad und danach fir 1h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Das andere
diente als Negativkontrolle und verblieb ohne Hitzereiz fir 3h bei 37°C im
Brutschrank.

Die Isolierung der mononuklearen Zellen folgte hier im Anschluss an die
Stimulation, wobei genauso verfahren wurde, wie im Falle der Stimulation durch
Cytokine, LPS und PMA.

3.3.3. Separation von Monozyten und Lymphozyten mittels magnetischer
Antikorper (MACS)

3.3.3.1. Prinzipien der Zellseparation mittels magnetischer Antikorper

Im Gegensatz zu Lymphozyten exprimieren Monozyten, Makrophagen und zum
Teil auch Granulozyten an lhrer Oberflache den CD14-Rezeptor.

Zur Auftrennung der PBMC in Lymphozyten und Monozyten werden letztere mit
monoklonalen Anti- CD14 Antikérpern (CD14 MicroBeads) markiert.
CD14-MicroBeads sind monoklonale Antikérper aus Mauseserum, welche am
menschlichen CD14-Rezeptor ankoppeln. Es handelt sich dabei um Mause-
lgG2a, welche mit ihrem Fc-Ende an molekulare Mikromagneten gebunden
sind. Wahrend der 15minltigen Inkubation binden diese mit dem Fab-Ende an
die suspendierten Zellen. Der auch als LPS-Rezeptor bekannte CD14 ist auf
der Membranoberflache von Monozyten und Makrophagen besonders stark
exprimiert, was eine positive Selektion dieser Population ermdglicht.

Die Separation erfolgt in einer Sdule, welche in einem Magnetfeld (MACS-
Separator) platziert wird. Die magnetisch markierten CD14-positiven Zellen
(hier vorwiegend Monozyten) verbleiben in der Saule, wahrend die CD14-
negativen Zellen (Lymphozyten) hindurchlaufen und aufgefangen werden
kdnnen. Nach Entfernung der Saule aus dem Magnetfeld kénnen die CD14-
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positiven Zellen (Monozyten) diese ebenfalls passieren und aufgefangen
werden.

3.3.3.2. Ablauf der Separation von Monozyten und Lymphozyten

Die im Folgenden erlauterten Arbeitsschritte und Inkubationen fanden alle bei 6-
12 °C bzw. auf Eis statt.

Mit Hilfe des miniMACS Separators der Firma Miltenyi Biotec kénnen bis zu
2x10” Leukozyten in Subpopulationen aufgetrennt werden. Dies entspricht in
etwa der aus 9ml Vollblut isolierbaren Menge an PBMC.

Nach Stimulation und Reinigung wurden jeweils ca. 10’ Zellen in 80ul
gekuhltem PBS-Puffer (siehe Material, 2.7.) suspendiert. Dazu wurden 20l
einer Suspension von magnetisch markierten CD14 Antikérpern (MACS CD14-
Beads) gegeben. Nach gutem Durchmischen wurde 15 Minuten im Kihlschrank
(bei 6-12°C) inkubiert. AnschlieBend wurden die PBMC zur Entfernung nicht
gebundener Antikdrper in 1-2ml Puffer gewaschen und fir 10 min. bei 300xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Vor der darauffolgenden
Resuspension der Zellen in 500ul Puffer wurde grindlich im Vortexgerat
geschdttelt, um eventuelle Zellaggregate aufzulésen.

Eine Saule wurde im Magneten platziert und zunachst mit 500pl zellfreien PBS-
Puffers benetzt. Der Durchfluss wurde verworfen. AnschlieBend wurde ein
sauberes 1,5ml Eppendorf-GefaB unter der Saule platziert. Die Suspension aus
teilweise markierten PBMC und 500ul PBS-Puffer wurde auf die Saule
pipettiert. Am unteren Ende der Saule wurden nicht markierte, CD14-negative
Zellen aufgefangen. Nach Durchlauf der Suspension wurde 3 mal mit jeweils
500ul PBS-Puffer nachgespult, um restliche Lymphozyten aus der S&ule zu
waschen. Dieser Durchfluss wurde ebenfalls aufgehoben.

Die Monozyten wurden gewonnen, indem die Saule aus dem Manetfeld entfernt
und Uber einem frischen 1,5ml Eppendorf-Gefa3 platziert wurde. 1ml PBS
Puffer wird aufgetragen und mit einem Stempel durch die Saule gepresst. Der
Durchfluss wurde als Monozyten-Eluat aufgefangen.
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Eine Verbesserung der Trennungsergebnisse lieB sich durch Drosselung der
Durchlaufgeschwindigkeit erreichen: Applizierte man am unteren Ende der
Saule eine Kandile, erhéht sich die Verweildauer der Zellen im Magnetfeld,
wodurch die markierten Monozyten und Makrophagen effektiver zurlickgehalten
wurden.

Die Zusammensetzungen sowohl des Lymphozyten-, als auch des Monozyten-
Eluates wurden mit dem Cell-Dyn bestimmt. AnschlieBend wurde 10 Minuten
bei 300xg zentrifugiert, die Uberstande wurden verworfen und das Zellpellet mit

Hilfe des Vortex-Geréates aufgeldst.

3.4 Isolierung der RNA

Die RNA-Extraktion aus PBMC wurde fir alle Proben unabhangig von der
vorangegangenen Stimulationsart auf dieselbe Art und Weise durchgeflhrt. Die
gereinigten Zellen erfuhren zu diesem Zweck eine Verarbeitung mittels des
RNeasy Blood Kit.

Je 15 x 10" Zellen wurde 1ml des stark denaturierenden, weil
Guanidinisocyanat enthaltenden RLT-Puffers auf die, nach der Zentrifugation
und Resuspension bzw. Desintegration am Boden des Réhrchens befindlichen
mononukledren Zellen pipettiert. AnschlieBend wurde kurz geschuttelt. Die
Zugabe des RLT-Puffers erfolgte zum Zweck sowohl einer vollstdndigen Lyse
der Leukozyten als auch einer Zerstérung ubiquitdrer RNAsen. Dem RLT-Puffer
musste initial noch das wegen seiner Fahigkeit Disulfidbriicken zu spalten,
ebenfalls denaturierend wirkende DTT (Dithiotheitol) zugegeben werden (10l
DTT/ml RLT-Puffer). AnschlieBend wurden je zwei 500ul Aliquots des
zahflissigen Lysates auf jeweils einen QIAshredder pipettiert und UGber 2
Minuten bei maximaler Geschwindigkeit in der Mikrozentrifuge homogenisiert.
Als nachstes wurde 70%iges Ethanol im Verhélinis 1:1 (500ul) dem
Homogenisat zugegeben. Ethanol schafft glnstige Bedingungen fir die
Bindung der RNA an die spater verwendete Silikatmembran. Zu demselben
Zweck wurde fir alle Arbeitsschritte bis zur Eluierung der RNA,
Raumtemperatur eingehalten und im Kihlschrank aufbewahrte Chemikalien in

der benétigten Menge auf ca. 20°C gebracht, beva sie eingesetzt wurden.
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Es wurden von den, zu diesem Zeitpunkt im 2ml Tube enthaltenen 1000pul Lysat
500ul auf die Saule (QIA-spin-column) aufgebracht und 15 Sekunden bei
8000xg zentrifugiert. Nach Verwerfung des Durchflusses wurde mit der zweiten
Halfte auf die gleiche Art verfahren. Die RNA war nun an der in der Saule
befindlichen Membran gebunden. Um mdéglicherweise vorhandenes,
kontaminierendes Material zu entfernen wurden nun weitere Waschschritte
durchgefinhrt.

Die Membran wurde zunachst mit 700 ul RWI-Puffer bei 8000xg 15 Sekunden,
dann zweimal mit jeweils 500 ul RPE-Puffer gewaschen (erst 15 Sekunden bei
8000xg dann 2 Minuten bei 20000xg bzw. bei maximaler Geschwindigkeit). Der
Durchfluss wurde jeweils verworfen. Nach dem Waschschritt mit RWI-Puffer
wurde die Saule auf ein neues, RNAse-freies 2 ml Tube aufgebracht.

Nachdem die Saulen nach dem zweiten RPE-Durchlauf nochmals auf ein neues
1,5ml tube aufgebracht worden waren, wurden nun 30ul des RNAse-freien
Wassers unter sorgféaltiger Blickkontrolle direkt auf die Membran pipettiert.
Durch zweiminitiges Einwirken des Wassers auf der Membran konnte die
Effizienz des Eluierens noch weiter gesteigert werden. Die RNA-Isolierung war
schlieBlich nach einminttigem Zentrifugieren bei 8000xg und Auffangen des
Eluates abgeschlossen.

Falls die in 30pul RNAse-freiem Wasser geléste RNA nicht direkt weiter

verarbeitet wurde, wurde sie bei —70°C aufbewahrt .

3.5 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Um die Konzentration der extrahierten, in RNAse-freiem Wasser gel6sten RNA
zu bestimmen, erfolgte eine Messung der Absorption bei 260nm (Aze ). Dabei
war zu beachten, dass nur Uber 0,1 liegende Absorptionswerte ein
aussagekraftiges Messergebnis garantieren. In einer  70ul-Quarzkivette
wurden 4pl Probe (im Verhéltnis 1:17,5) verdinnt mit 66ul Tris-Cl-Puffer
vermessen, nachdem das Photometer mit letzterem geeicht worden war.

Einer Absorption von 1 bei 260nm entspricht eine Konzentration von 40ug
RNA/mI.
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Aus den gegebenen GrdBen Verdinnungsfaktor, Absorptionswert (Ags) und
optische Dichte der RNA kann die RNA-Konzentration nach folgender Formel

berechnet werden:

Crna= Verdiinnungsfaktor(=17,5) x A 269 X [Lichtabsorption/pg]” (=40pg/ml)
=Aosgo X 700 (ug/ml)

Durch Multiplikation mit dem Probenvolumen (30ul) lasst sich dann die
Gesamtausbeute  berechnen. Letztere ist gewissen Schwankungen
unterworfen; In der Regel konnten Ausbeuten von 0,5-1,0 ug RNA pro ml
Vollblut erreicht werden.

Um den Reinheitsgrad der gewonnenen RNA abzusché&tzen wurde eine weitere
Absorptionsbestimmung bei 280nm Wellenlange durchgefiihrt. Der aus Ageo
und Aggo gebildete Quotient sollte mdglichst keinen Wert unterhalb von 1,7
annehmen, da reine RNA Werte von 1,8-2,1 liefert. Eine zu starke Absorption
bei 280nm weist auf Kontamination mit Proteinen hin. Dieser Quotient hangt
jedoch auch von den herrschenden pH-Verhaltnissen ab, weshalb flr die
Verdinnung vor den Messungen 10mM Tris-Cl-Puffer verwendet wurde.

Eine Kontamination mit DNA ist im durchgefihrten Versuchsablauf zwar
unwarscheinlich, da keine DNAsen eingesetzt wurden jedoch denkbar. Eine
Kontamination der gewonnenen RNA mit DNA kann photometrisch nicht
ausgeschlossen werden da DNA, wie auch RNA vorwiegend Licht der
Wellenlange 280nm absorbiert.

3.6 Reverse Transkription und Polymerasen-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die Reverse Transkription und die anschlieBende Polymerasen-Kettenreaktion
wurden mittels des GeneAmp-RNA-PCR Kits der Firma Applied Biosystems
durchgefinhrt.

3.6.1 Prinzipien der Reversen Transkription

Bei der RNA- Isolation erhalt man die Gesamtheit zytoplasmatischer RNA. Fur
die Reverse Transkription (RT) soll aber nur mRNA eingesetzt werden. Letztere
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enthalt an ihrem 3’Ende eine, bis zu 200 Adenylreste enthaltende Sequenz
(Poly-A-Schwanz), was man sich bei der spezifischen Umschreibung von
MRNA in c-DNA zunutze macht.

Der Oligo-dT-Primer bindet hier vor Beginn der Reversen Transkription und
markiert so den Ansatzpunkt der RNA-abhangigen Polymerase. Letztere
katalysiert nun die Umschreibung von RNA in komplementare DNA (c-DNA
oder copy-DNA).

3.6.2 Prinzipien der Polymerasen-Kettenreaktion (PCR)
Folgende drei Reaktionsschritte laufen wahrend jedes einzelnen
Replikationszyklus der PCR ab:

1. DNA-Denaturierung oder Melting: Die anfangs doppelstrangig
vorliegende DNA wird in zwei Einzelstrange ,aufgeschmolzen®.

2. Primer-Annealing: Die spezifischen Primer docken an die
entsprechende, komplementare DNA-Sequenz an und markieren hier die
Startposition der Polymerase.

3. Primer-Extension: Entlang des Einzelstranges werden mit Hilfe einer
DNA-abhangigen, DNA-Polymerase die komplementaren DNA-
Sequenzen mit im Reaktionsansatz enthaltenen  Nukleotiden
polymerisiert. Es entsteht wieder ein Doppelstrang.

Das Risiko falsch-positiver Resultate  durch Kontamination ist bei der
Polymerasen-Kettenreaktion relativ hoch. Um dieses zu minimieren ist die
Verwendung von ausschlieBlich gestopften Pipettenspitzen und autoklavierten
Lésungen obligatorisch. AuBerdem sollten Handschuhe getragen und die Arbeit
an einem eigenen, sauberen Laborplatz durchgefihrt werden. Zur Kontrolle
wird zur PCR auch ein Ansatz ohne hinzugefligte c-DNA eingesetzt, in welchem
sich spater kein Amplifikat finden darf.
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3.6.3 Quantifizierung

3.6.3.1 Kinetik: der Plateau-Effekt

Da mit jedem Zyklus das Ausgangsmaterial verdoppelt wird, steigt die Menge
der Nukleinsduren im Verlauf einer Polymerasen-Kettenreaktion der Theorie
nach exponentiell an. In der Praxis zeigt sich jedoch, dass die Amplifikation
zwar initial tatsachlich exponentiell verlauft, im weiteren Verlauf jedoch
zunehmend an Effizienz verliert und schlieBlich sogar ganz zum Erliegen
kommen kann. Fir dieses als Plateau-Effekt bekannte Ph&nomen werden
folgende, teilweise nur unvollstdndig kontrollierbare Faktoren verantwortlich
gemacht:

1. Abnehmende Effizienz des Denaturierungsvorganges

Besonders bei grenzwertigen Schmelztemperaturen steigt mit steigender DNA-
Konzentration die Gefahr einer unvollstdndigen Auftrennung der Doppelstrange.
Als melting-temperature empfiehlt es sich daher 94-95°C zu wéhlen.

2.Kompetitive Hemmung des Primer-Annealing
Zu einer Anderung des Verhéltnisses Primer/DNA-Strange im Laufe der
Reaktion kommt die Fahigkeit der entsprechenden Sequenzen, auch

untereinander ein sogenanntes Reannealing durchzufihren.

3.Inaktivierung der DNA-Polymerase und Substratiiberschuss

Die frei geléste Enzymmenge nimmt unter anderem auch temperaturbedingt
mit fortschreitender Reaktion ab. Méglicherweise kommt es auch zu einer
Akkumulation von Polymerase-Inhibitoren, wie zum Beispiel Pyrophosphat.
Zugleich steigt mit wachsender Zahl an DNA-Strangen die Substratmenge.

Nach welchem Replikationszyklus die Vermehrung ihren exponentiellen
Charakter verliert hangt sowohl von der Menge an eingesetztem
Ausgangsmaterial als auch von der untersuchten Sequenz ab. Nur zwischen
Sequenzen, die im exponentiellen Bereich amplifiziert wurden, kénnen

quantitative Vergleiche angestellt werden. Die Anzahl an exponentiell
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vermehrenden Zyklen muss fiir jede Sequenz in kinetischen Vorversuchen
ermittelt werden, damit die Reaktionen vor Eintritt des Plateaueffektes beendet

werden kénnen.

3.6.3.2 3-Aktin als endogener Standard

Um bei der Expressionsanalyse der Stressproteine mdéglichst nur die Effekte
der verschiedenen Reize zu quantifizieren, wird die Menge an exprimierter,
amplifizierter Sequenz zu der eines Standards ins Verhaltnis gesetzt.

Selbst nach photometrischer Vermessung und Konzentrationsbestimmung der
isolierten RNA sind gewisse Schwankungen der in die RT-PCR
eingeschleusten Menge nicht auszuschlieBen. Durch die Polymerase-
Kettenreaktion werden diese Differenzen potenziert und kdénnen bei der
Quantifizierung schlieBlich zu falschen Ergebnissen fihren.

Um solche Fehler zu vermeiden hat sich vielfach die parallel durchgefuhrte
Analyse der exprimierten B-Aktin-Sequenz bewéhrt. Dabei handelt es sich um
ein in seiner Expression von auBeren Einflissen, insbesondere aber auch von
den gewahlten Versuchsbedingungen, weitgehend unabhangiges, so
genanntes housekeeping gene.

Trotz der in humanen Leukozyten relativ strikt konstitutiven Expression des j-
Aktin-Gens, muB seine Unabhangigkeit von den Versuchsbedingungen speziell
Uberprift werden s. Abb. 1.

Aus der spater flir das Target gemessenen Signalintensitdt und dem
entsprechenden Wert fiir B-Aktin wird ein Quotient gebildet. Dieser reprasentiert
dann die in der Probe vorhandene, relative, mRNA-Menge der jeweiligen
Sequenz. Es kdnnen so semiquantitative Vergleiche angestellt werden.

Ein moglicher Expressionsanstieg (oder —abfall) IFNolge der Stimulation wird
bei Betrachtung der Differenz der relativen mRNA-Mengen in stimulierter Probe
und Negativkontrolle berechenbar.

Ein weiterer Vorteil des mit dem Primer far p-Aktin amplifizierten, 202
Basenpaare betragenden, PCR-Produktes ist die Mdbglichkeit, eine
Probenkontamination mit DNA-Material auszuschlieBen. Grund hierflr ist die
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Tatsache, dass das gewahlte Fragment eine Exon4/Intron5/Exon5-Sequenz
des B-Aktingens umspannt. Somit wirde bei Amplifizierung eines
kontaminierenden DNA-Molekils ein langerer, wegen Einbeziehung der
Intronsequenz 312 Basenpaare enthaltender Abschnitt amplifiziert. In der spater

durchgefihrten Gelelektrophorese lieBe sich dieser abgrenzen.

3.6.3.3 Amplifikationseffizienz

Die Amplifikationseffizienz ist der bei jedem Zyklus tatsachlich replizierte Anteil
an Template. In der Realitat wird keine Effizienz von 100% erreicht, wobei diese
selbst bei identischen Bedingungen und identischer Sequenz zwischen 80%
und 99% schwanken kann [Wiesner R.J. et al 1992 ].

Bei exponentiell verlaufender Amplifikation haben bereits sehr kleine
Effizienzunterschiede eine groBe Auswirkung auf die Produktausbeute [Siebert
P.D. 1993], was bei Betrachtung folgender, den PCR-Ablauf beschreibender
Formel deutlich wird:

N=No(1+E)"

Die nach Einsatz einer bekannten initialen DNA-Molekullzahl Ny nach Ablauf
von n Zyklen im Produkt enthaltene finale Molekulzahl N lasst sich in
Abhangigkeit von der Amplifikationseffizienz E berechnen.

Einfluss auf eine unvollstandige Verarbeitung der Targets haben unter anderem
folgende Faktoren:

- Die Zusammensetzung der zu amplifizierenden Sequenz hat durch den
variierenden Anteil an Cytosin- und Guaninbasen einen Einfluss auf den
Schmelzpunkt der Doppelstrang-DNA. AuBerdem kdnnen dadurch auch die
Effektivitat von Primerbindung und Polymeraseaktivitat beeintrachtigt werden.
Mit der Bedeutung der Sequenz des Primers verhalt es sich &hnlich.
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- Die Lange des Targets spielt in vitro in erster Linie bei Sequenzen von Uber
3000 Basenpaaren eine problematische Rolle. Allerdings haben manche
Untersuchungen auch fur Targets von weniger, als 1000 Basenpaaren eine mit
der Sequenzlange absinkende Effektivitdt der Tag-DNA-Polymerase gezeigt
[Coker G. T. etal 1990 ].

- Probenverunreinigung kann zum Beispiel zu reversibler oder irreversibler

Polymerasehemmung oder zu Konformationsédnderungen der Targets fuhren

Diese Tatsachen machen eine Optimierung der eingesetzten Chemikalien- und
Enzymkonzentrationen sowie der Temperatur- und Zeitprofile fir die einzelnen
Sequenzen erforderlich [Sardelli A. D. 1993 ]. Dennoch durfen, selbst wenn
diese Optimierungen durchgefihrt werden, trotz Ubereinstimmender Zyklenzahl
und Zielsequenz auftretende sogenannte ,tube to tube variations® bei
Interpretation der Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden [Gilliland G. 1990,
Kellog D.E. 1990 ].

3.7 Durchfliihrung der Reversen Transkription (RT)

Da RNA das Ausgangsmaterial darstellte, musste zunachst mit Hilfe von
unspezifischen Oligo-dT-Primern und einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase
eine aus Desoxyribonukleotiden bestehende Kopie (copy-DNA) hergestellt
werden. Der folgende Reaktionsansatz wurde aus den im Kit der Firma Perkin
Elmer gelieferten Reagenzien hergestellt:

Tabelle 4 : Komponenten fir den RT-Ansatz

Komponente Volumen Endkonzentration in 10yl
25mM MgCI2 2,0ul 5mM
10xPCR Puffer 1,0ul 1imM
DEPC-Wasser je nach RNA-Volumen
0-1,4ul
dDATP 1,0ul 1imM
dDCTP 1,0ul 1mM
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dDGTP 1,0pl 1mM
dDTTP 1,0pl 1mM
Komponente Volumen Endkonzentration in 10pl
RNAse Inhibitor 0,5ul 1,0U/pl
MulV 0,5ul 2,5U/ul
Reverse Transkriptase
Oligo-dT 0,5ul 2,5U/ul
RNA Je nach Konzentration 10ng/ul
0,1-1,5ul

Den 5 untersuchten Proteinen (HSP27, HO-1, HSP72, iNOS und [-Aktin)
entsprechend wurden je RNA-Probe 5 RT-Ansétze bendtigt. Um die Aquivalenz
der Bedingungen zu optimieren wurde zunachst ein gemeinsamer sechsfacher
Ansatz hergestellt. Nach Ablauf der RT konnte dieser auf 5 PCR-Tubes verteilt
werden. Der sechste Teil ging durch Verdunstung und Adharenz an
Pipettenspitzen verloren.

Zu einer Probe gehdérende, in 9ul DEPC- und RNAse-freiem Wasser geléste
600ng RNA (6x1,5ul=9ul) wurden mit 51pl (=6x8,5ul) RT-Reaktionsansatz
durchmischt und im Thermal Cycler der Firma Perkin Elmer in cDNA
umgeschrieben [Veith 2000].

Die Temperaturen und Zeiten alterierten je nach Phase der Reaktion
folgendermafBen:

20°C 10 Minuten

— Inkubation/ Reverse Transkription
42°C 15 Minuten — Reverse Transkription
99°C 5 Minuten — Denaturierung
5°C 5 Minuten — Kihlen

3.8 Durchfiihrung der Polymerase-Kettenreaktion
Zu 10ul RT-Produkt wurden hinzugefugt:

4ul 10xPCR-Puffer

31,5ul aqua bidest.
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2ul der beiden Primer ( je 1ul sense und antisense 10pM konzentriert)

2,5ul Tag-Polymerase (1U/ul).

Das fur die PCR im GeneAmp® PCR System 9700 Thermal Cycler eingesetzte
Gesamtvolumen betrug schlieBlich 50pl.

Fir die Prozessierung jeder der 5 Sequenzen sind verschiedene
Temperaturbedingungen optimal.

Tabelle 5: PCR-Bedingungen bei der Amplifikation der Stressproteine

Target-Gen Melting Annealing Extension
HSP27 95°C 69°C 72°C
HSP72 95°C 62°C 72°C
iINOS 94°C 77°C 68°C
HO-1 94°C 56°C 72°C
B-Aktin 94°C 64°C 72°C

Den Reaktionszyklen ging zu Beginn bei jeder Sequenz ein 4 Minuten
dauerndes einleitendes Aufschmelzen bei 94°C voraus. Auch die letzten 10
Minuten liefen flr jede Sequenz nach der jeweils unterschiedlichen Zyklenzahl
einheitlich bei 72°C ab. Hier sollte die Fertigstellung aller begonnenen
Amplifikate sichergestellt werden [Veith 2000].

3.9 Gelelektrophorese

Zur Identifikation der funf verschiedenen Amplifikate bedient man sich ihrer
Basenpaarlange und der in Lésung negativen Ladung von Nukleinsduren. Es
erfolgt eine elektrophoretische Auftrennung in der Horizontalgelkammer. Je
kirzer ein DNA-Fragment ist, desto weiter wandert es nach Anlage eines
Spannungsfeldes im Gel in Richtung Anode.

Bei FragmentgréBen von 200-550 Basenpaaren bietet sich die Verwendung von
2% Agarosegelen an [Veith 2000]. In 100ml des Laufpuffers (in diesem Falle
TAE-Puffer) wurden 2g Agarose aufgekocht und ca. 2 Minuten lang
geschwenkt. Sobald keine Blasen mehr entstanden, wurde das Gel in die
vorbereitete Kammer gegossen, wo es durch Polymerisation der Agarose nach
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ca. 45 Minuten fest wurde. Durch vorher applizierte Kunststoffeinsatze waren im
Gel Aussparungen (sogenannte Slots) entstanden, in welche nun jeweils exakt
13ul PCR-Produkt pipettiert wurden. In einem der Slots wurden DNA-
Standardfragmente mit bekannter Anzahl an Basenpaaren (DNA-
Basenpaarleiter) appliziert, welche als Referenzbanden fir den
GréBenvergleich dienten. Nach ca. 45 min. langer Applikation einer Spannung
von 70 Volt waren die Nukleinsduren im Gel soweit gewandert, dass ihre
Basepaarlange identifiziert werden konnte. Zu diesem Zweck wurde die
zurlickgelegte  Strecke der Amplifikate mit derjenigen der DNA-
Standardfragmente verglichen.

Direkt im Anschluss an die Elektrophorese wurden alle DNA-Fragmente 5
Minuten lang geférbt, indem das Gel in eine L6sung von 1ug/ml Ethidiumbromid
verbracht wurde. Nicht an DNA gebundenes Ethidiumbromid wurde wéahrend
weiterer 5 Minuten in aqua dest. ausgewaschen. Ethidiumbromid ist eine stark
mutagene Substanz, weshalb bei Kontakt immer die undurchlassigen Nitra-
Handschuhe getragen werden mussten.

Unter UV-Licht (312nm) imponierten die Banden nun in, je nach DNA-Menge
unterschiedlicher Intensitat. Vor der Auswertung in der UV-Kammer der Firma
Raytest erfolgte eine Abbildung auf Polaroidfilm.

3.10 Auswertung der Signalintensitaten

Ethidiumbromid ist eine dbliche, fur Doppelstrang-DNA verwendete
Fluoreszenzfarbung. Es interkaliert zwischen DNA Basen und emittiert in
diesem Zustand bei Bestrahlung mit UV Licht (312nm) orange bis rosarotes
Licht (595nm).

Eine direkt an die UV-Kammer angeschlossene, mit dem entsprechenden Filter
versehene DIANA (Digital Image Analyzer) CCD-Kamera der Firma Raytest
verarbeitete die Emissionsintensitdten der Banden in ein Tagged Image File
Format (tiff). Die Daten kénnen so der Messung und Auswertung mittels des
AIDA (advanced image data analyzer) 2D-Densitometrie-Programmes
zugefuhrt werden. In einem bestimmten Intensitatsbereich sind die erhaltenen

Werte direkt proportional zur Emissionsintensitat und somit auch zu der, in den
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einzelnen Banden enthaltenen DNA-Menge. Die Einhaltung des linearen
Intensitatsbereiches war durch die Optimierung der Belichtungszeit und durch
die Kalibrierung des Gerates gewahrleistet. Die aus der Messung
resultierenden Werte werden als arbitrary units (a.u.) angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 Vorversuche

411 Ergebnisse der Trennungsversuche von Lymphozyten und
Monozyten

Trotz zahlreicher Versuche konnten mit Hilfe magnetisierter Antikérper (MACS)
keine reinen Populationen von Monozyten und Lymphozyten gewonnen
werden.

Eine Messung mit Hilfe des Cell-Dyn-Geréates der Firma Abbot ergab folgende
Schwankung der Zusammensetzung einzelner Durchlauffraktionen:

Tabelle 6: Mit MACS-Trennung erzielte Reinheitsgrade

Population 1.Durchlauf mit Magnet | 2.Durchlauf ohne Magnet
Monozyten 3,7-19,6% 22,1-84,4%
Lymphozyten 71,5-85,9% 14,6-58,4%

Die, mit dieser Methode erzielten Reinheitsgrade wurden fir nicht ausreichend
befunden.

Inclusive MACS-Trennung dauerte die in-vitro Verarbeitung der Zellen bis zur
RNA-Isolierung ca 15 h. Im Anschluss durchgefiihrte photometrische RNA-
Quatifizierungen und —Reinheitsbestimmungen (s. Kap. 3.5.) zeigten folgende
Ergebnisse.

Tabelle 7: RNA-Ausbeute nach MACS-Trennung

Eluat durchschnittliche | Verhaltnis |durchschnittliche | durchschnittliche
Absorption  bei|260/280 RNA- RNA-Ausbeute
260nm Konzentration (ng/ml Vollblut)

(ug/ml)
Lymphoeluat |0.079 >1,7 3,15 0,26
Monoeluat |[0.035 >1,7 1,4 0,06

Nach MACS-Trennung isoliete RNA wurde unverdinnt photometrisch
vermessen. Dennoch lagen die Absorptionswerte unter dem Grenzwert (0,1) far
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ein aussagekraftiges Messungsergebnis. Dennoch berechnete RNA-
Konzentrationen und —Ausbeuten sind daher mit Vorbehalt zu betrachten.
Die Tatsache, dass der Quotient der Absorptionswerte bei 260nm und 280nm

durchweg gréBer war, als 1,7, spricht gegen eine Kontamination mit Proteinen.

4.1.2 Abhangigkeit der Transkription des p-Aktin-genes von der
Stimulationsart

9004 - ‘ i
800
5 700-
< ]
= 600- -
Z500] . : i L
< 400" < - 5
T 3004 ¥ : ; e
200+ ! : I i '
100 :
I - I I I =
C+ C-/P- H+ H- P+
Stimulationsart

Abbildung 1 : B-Aktin-mRNA-Expression in PBMC in Abhangigkeit von der

Stimulationsart.

C+: Stimulation mit LPS und Cytokinen
C-/P-: Negativkontrolle fur C+

H+: Stimulation mit Hitzeschock

H-: Negativkontrolle far H+

P+: Stimulation mit PMA

a.u.. arbitrary unit

Fir genauere Erlauterung der verschiedenen Verarbeitungs- und
Stimulationsformen des Zellmaterials siehe Kapitel 3.3.
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Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle aller behandelter Proben wurden
errechnet. Eine Darstellung der Werte erfolgte mit rautenférmigen, sogenannten
Diamonds, deren Querachse auf H6he der Mittelwerte liegt, wahrend die
senkrechte Achse Lage und AusmaB der Konfidenzintervalle reprasentiert.
Zusatzlich erscheinen alle Einzelwerte im Diagramm. Zusétzlich erscheint der
Gesamtmittelwert (380 a. u.) als Linie. Da B-Aktin selbst der Standartparameter
ist, konnte eine Korrektur der Messungenauigkeit von Pipetten und Photometer
in diesem Falle nicht durchgefiihrt werden.

In Abb. 1 zeigt sich zumindest bezogen auf die Mittelwerte aller Proben, dass
die Transkription des B-Aktin-genes durch die verschiedenen Stimulationsarten

weitgehend unbeeinflusst war.

4.1.3 Bestimmung des Bereiches der exponentiellen Amplifikation

FOr die Zusammensetzung der Reagenzien und die Menge an eingesetzter
RNA (100 ng) konnten die Verhalinisse einer bereits etablierten RT-PCR
dubernommen werden. Die optimalen Zyklenzahlen bedurften jedoch wegen der
leicht abweichenden Versuchsbedingungen einer wiederholten experimentellen
Bestimmung.

Die Ergebnisse sind in folgenden Diagrammen (Abbildung 2-6) dargestellt.

Auf der Abszisse sind die verschiedenen Zyklenzahlen eingetragen, wéahrend
auf der Ordinate die Signalintensitdten der PCR-Banden in der Einheit arbitrary

units (a.u.) abzulesen sind.
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Abbildung 2: Zyklentest i-NOS

Zyklentest HSP27

600

500 /// = u

400 ///
. ——Pr 1
3 300 / obe

/ —=— Probe 2
200

100 //

15 20 25 30 35 40
Zyklenzahl

Abbildung 3: Zyklentest HSP27

Far INOS und HSP27 lieB3 sich der Bereich der hdchsten Steigung der Kurve,
welcher der exponentiellen Vermehrungsphase entspricht, nach einer Serie (A)
nicht klar erkennen, weshalb hier jeweils ein zweiter Test mit anderen
Intervallen und mRNA eines anderen Probanden (¢) durchgefihrt wurde.
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Abbildung 4: Zyklentest HSP72
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Abbildung 5: Zyklentest Hamoxigenase-1
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Zyklentest Aktin
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Abbildung 6: Zyklentest B-Aktin

Far die PCR wurden schlieBlich folgende Zyklenzahlen ausgewahlt:

Tabelle 7: Zyklenzahlen der PCR

iINOS 30 Zyklen
HSP 27 28 Zyklen
HSP 70 28 Zyklen
HO-1 25 Zyklen
B-Aktin 24 Zyklen

4.2 Stressproteinexpression in PBMC
In PBMC exprimiete mRNA verschiedener Stressproteine wurde in
Abhangigkeit von den jeweiligen Bedingungen semiquantitativ verglichen.

4.2.1 Expressionsverhalten vor- und nach Hitzeschock

4.2.1.1 Vergleich der thermoneutralen Expression

Nach dreistindiger thermoneutraler Inkubation des vendsen Vollblutes lie3 sich
folgendes Expressionsverhalten in PBMC erkennen:

TR: ausdauertrainierte Probanden

UT: Kontrollgruppe
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Auf der Ordinate der Diagramme sind jeweils die, mittels AIDA und DIANA
errechneten Signalintensitaten in der Einheit arbitrary units (a.u.) aufgetragen.
Diese stehen quantitativ im proportionalen Verhéltnis zu, aus der RT-PCR
resultierenden DNA-Mengen.

Bei den Ordinatenwerten handelt es sich um Verhaltniswerte. Die, fir die
untersuchten Proteine erhaltenen Signalintensitdten wurden mit den
entsprechenden Werten fir das konstitutiv exprimierte B-Aktin ins Verhaltnis
gesetzt. So konnte daflr gesorgt werden, dass relative mRNA-Quantitaten zur
Darstellung kommen.

Einzelwerte der Probanden erscheinen als schwarze Punkte, wéhrend die 95%
Konfidenzintervalle durch die senkrechte Achse der Rauten bzw. Diamonds
reprasentiert werden.

Mittelwerte der Gruppen liegen jeweils auf Hohe der Querachsen besagter
Rauten.
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Abbildung 7: Relative HSP27-mRNA-Expression in unstimulierten PBMC
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Abbildung 8: Relative HSP72-mRNA-Expression in unstimulierten PBMC
TR: ausdauertrainierte Probanden

UT: Kontrollgruppe

In Abb. 7 und 8 zeigen sich bezlglich HSP27 und HSP72 kaum Unterschiede
im Expressionsverhalten von unstimulierten PBMC beider Gruppen.
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Abbildung 9: Relative HO-1-mRNA-Expression in unstimulierten PBMC
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Abbildung 10: Relative INOS-mRNA-Expression in unstimulierten PBMC
TR: ausdauertrainierte Probanden

UT: Kontrollgruppe

Bei keiner der vier untersuchten mRNAs lieBen sich, bezlglich der
thermoneutralen Expression signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
feststellen. Durch die Lage der Rauten ist sichtbar, dass sich die 95%

Konfidenzintervalle Uberlappten.

4.2.1.2 Vergleich des Einflusses der Hitzebelastung auf die HSP27-
Expression

Eine zweistlindige Inkubation des vendsen Vollblutes bei 41,8°C mit darauf
folgender einstindiger Lagerung bei 37°C hat, je nach Probandengruppe
unterschiedliche Auswirkungen auf die anschlieBend isolierte Menge an
spezifischer mRNA.

Die, bereits dargestellten Nativwerte wurden von den, nach Hitzeschock
erhaltenen Signalintensitaten subtrahiert. Auf diesem Wege wurden die, im
folgenden Abschnitt aufgeflihrten Differenzen (Diff) errechnet. Letztere
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reprasentieren den Einfluss der Hitzeapplikation auf die Expression von HSP
und iNOS in PBMC.
Die Ordinatenwerte tragen auch hier die Einheit arbitrary unit (a. u.).
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Abbildung 11: Einfluss der Hitzestimulation auf die relative HSP27-mRNA

Expression

Dass die Hitzestimulation sowohl bei TR, als auch bei UT zu vermehrter
HSP27-Expression flhrte zeigte sich an der Lage der 95%-Konfidenzintervalle
Uber der Nulllinie. Bei TR erstreckt sich das 95%-Konfidenzintervall der
Differenzen Uber (gerundete) Werte von ca. 0,004 — 0,291 (a.u.).

Die relativ geringe Streuung der Einzelwerte beider Gruppen sah man auch an
der Kirze der senkrechten Achsen, bzw. der schmalen Form der Rauten.
Dennoch erscheinen, besonders bei TR auch einige negative A-Werte, wodurch
eine Minderung der, nach Hitzeschock isolierbaren mRNA Menge in PBMC
dieser Probanden signalisiert wird. Wenige, weit Gber dem Mittelwert liegende
A-Werte bei UT deuten eine besonders starke Reaktion auf die Hitzestimulation
bei diesen Probanden hin.

Ein Unterschied zwischen den Gruppen TR und UT zeigte sich ebenfalls bereits
bei visueller Prifung, da sich die senkrechten Achsen der Rauten nicht
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Uberlappen. PBMC trainierter Athleten wiesen auf mRNA-Ebene einen weit
geringeren Anstieg der HSP27-Expression vor, als dies bei der Kontrollgruppe
der Fall war. Zusatzliche Anwendung des ungepaarten t-Test (p<0,05) ergab

einen signifikanten Unterschied zwischen TR und UT.

0_

log Diff HSP27: Hitzeschock

TR uTt

TR/UT

Abbildung 12: Einfluss der Hitzestimulation auf die relative HSP27-mRNA
Expression. Darstellung mit logarithmierten Werten

FUr die errechneten Differenzen zwischen nativen und hitzestimulierten Proben
ergab sich bei Anwendung des Shapiro-Wilk-Test nur eine unzureichende
Ubereinstimmung mit einer Normalverteilung (p bzw. W>0,01). Nach
Logarithmierung der Werte waren diese jedoch ausreichend normal verteilt (p
bzw. W<0,01). Ein daraufhin erneut durchgefihrter ungepaarter t-Test ergab
ebenso einen signifikanten Unterschied zwischen TR und UT (Abb. 12; p<0,05).
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Abbildung 13: Abhéangigkeit der Stimulierbarkeit von HSP27 vom
Trainingszustand in beiden Gruppen

Die beiden Gruppen TR und UT lassen sich je nach kérperlicher Betatigung in
zwei Untergruppen aufteilen und zeigen eine tendenziell untergruppen- bzw.
trainingsabhangig unterschiedliche Stimulierbarkeit durch Hitzeschock.

In der Gruppe der ausdauertrainierten Probanden (TR) war das
Zuordnungskriterium zu  Untergruppe 2 bzw. 3 ein wdchentlicher
Trainingsumfang unter bzw. Uber 70 km Ausdauertraining/ Woche. Die
untrainierten Probanden (UT) wurden bei gelegentlicher sportlicher Tatigkeit der
Untergruppe 1 und bei génzlicher Verneinung einer solchen der Untergruppe 0
zugeordnet.

Abbildung 13 zeigt Ubereinstimmend mit Abb. 11 hdhere (bzw. Uber dem
Gesamtmittelwert liegende Mittelwerte in der Gruppe UT, bzw den
Untergruppen 0 und 1, als in der Gruppe TR, bzw. den Untergruppen 2 und 3.
Eine leichte Steigerung der koérperlichen Aktivitat, wie in Untergruppe 1 hat
bereits einen bemerkbaren Einfluss auf die Stimulierbarkeit der HSP27-

Expression in mononukledren Zellen.
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Andererseits wird in den ausdauertrainierten Untergruppen 2 und 3 kein
bedeutender Unterschied der Stimulierbarkeit zwischen den mehr oder weniger

umfangreich trainierten Untergruppen deutlich.

4.2.1.3 Vergleich des Einflusses der Hitzebelastung auf die HSP72-

Expression
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Abbildung 14: Einfluss der Hitzestimulation auf die relative HSP72-

Expression

Auch auf die HSP72-Expression hatte der Hitzeschock bei der Mehrheit der
Probanden einen stimulierenden Einfluss: Die Rauten lagen in beiden Gruppen
dber der Nulllinie. In der Gruppe TR erstreckte sich das 95%Konfidenzintervall
der Differenzen Uber (gerundete) Werte zwischen ca. 0,027 — 0,242.

Einige negative Einzelwerte waren jedoch auch hier in beiden Gruppen
vorhanden.

Die bildliche Darstellung der unterschiedlichen Induzierbarkeit von HSP72 zeigt
zwar eine geringe Uberlappung der beiden Konfidenzintervalle, Signifikanzen
des Unterschiedes zwischen TR und UT wurden jedoch bei Anwendung des

ungepaarten t-Test (p<0,05) deutlich.
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Wie in Abb. 13 am Beispiel des HSP27 gezeigt wurde, lassen sich die beiden
Gruppen TR und UT je nach kérperlicher Betatigung in zwei Untergruppen
aufteilen.  Eine  tendenziell —untergruppen-  bzw. trainingsabhangig
unterschiedliche Stimulierbarkeit durch Hitzeschock trifft flr die Expression des
HSP72 jedoch in weit geringerem MaBe =zu. Mittelwerte und 95%
Konfidenzintervalle der Untergruppen 0 und 1 bzw. 2 und 3 entsprechen sich

hier weitgehend.

4.2.2 Vergleich der hitzeinduzierten Expression der Himoxigenase-1
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Abbildung 15: Einfluss der Hitzestimulation auf die Expression der HO-1

Die Hitzestimulation fiihrte nur in der Gruppe UT zu einem signifikanten Anstieg
der Expression der HO-1, was durch die Lage der 95%Konfidenzintervalle
deutlich wird. Bei TR schloss letzteres den Nullpunkt ein.

Dennoch lag die Mehrzahl der Einzelwerte beider Gruppen im positiven
Bereich.

Die Prifung auf Signifikanz des Unterschiedes zwischen TR und UT mittels des
ungepaarten t-Test (p<0,05) fiel auch flr die Expression der HO-1 positiv aus.
In PBMC untrainierter Probanden lieB sich die isolierbare Menge an fir HO-1
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kodierender mRNA durch Hitzeapplikation effektiver steigern, als dies in Zellen
der Gruppe TR der Fall war.
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Abbildung 16: Einfluss der Hitzestimulation auf die Expression der HO-1.
Darstellung mit logarithmierten Werten

FUr die errechneten Differenzen zwischen nativen und hitzestimulierten Proben
ergab sich bei Anwendung des Shapiro-Wilk-Test nur eine unzureichende
Ubereinstimmung mit einer Normalverteilung (p bzw. W>0,01). Nach
Logarithmierung der Werte waren diese jedoch ausreichend normal verteilt (p
bzw. W<0,01). Ein daraufhin erneut durchgefihrter ungepaarter t-Test ergab
ebenso einen signifikanten Unterschied zwischen TR und UT (p<0,05).

Wie in Abb. 13 am Beispiel des HSP27 gezeigt wurde, lassen sich die beiden
Gruppen TR und UT je nach kérperlicher Betatigung in zwei Untergruppen
aufteilen. Eine entsprechende untergruppen- bzw. trainingsabhéngige
Stimulierbarkeit durch Hitzeschock trifft auch fur die Expression der HO-1 zu.

In Untergruppe 0 (ganz ohne Training) war die Reaktion auf Hitzeschock bzw.
der errechnete Expressionsanstieg der HO-1 am starksten ausgepragt.
Mittelwert der Differenzen: 0,228 (0,113-0,344) a.u.
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Untergruppe 1 (gelegentliche sportliche Betatigung) zeigte bereits niedriger
liegende Werte. Mittelwert der Differenzen: 0,160 (0,012-0,309) a.u.

Beinahe genau auf der Nulllinie lag der Mittelwert des errechneten
Expressionsanstieges bei Untergruppe 2 (weniger, als 70
Laufkilometer/Woche). Mittelwert der Differenzen: 0,008 (-0,129 - 0,146)

In Untergruppe 3 (mehr, als 70 Laufkilometer/ Woche) lagen Mittelwert und 95%
Konfidenzintervall ~der errechneten Expressionsanstiege etwas héher, als in
Untergruppe 2 jedoch nicht so hoch wie bei den Untergruppen 0 und 1 der
Gruppe TR. Mittelwert der Differenzen: 0,058 (-0,079-0,196).
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Abbildung 17: Abhéangigkeit der Stimulierbarkeit der HO-1 vom
Trainingszustand in beiden Gruppen
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4.2.3 Vergleich der thermoneutralen und hitzeinduzierten Expression der
iNOS
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Abbildung 18: Einfluss der Hitzestimulation auf die Expression der iNOS

Die INOS reagierte bei Hitzeschock bezlglich ihrer Expression auf mRNA-
Ebene anders, als die Hitzeschockproteine.

Die Konfidenzintervalle beider Gruppen schlossen den Nullpunkt ein, obgleich
bei TR sogar zahlreiche negative Einzelwerte zu sehen waren.

Weder die Lage der Rauten, noch eine Anwendung des ungepaarten t-Test
zeigten einen signifikanten Unterschied des Verhaltens der PBMC beider

Gruppen.

4.2.4 Zusammenfassung der Hitzestimulation

Waéhrend sich die, aus unstimulierten PBMC isolierte, relative mRNA-Menge
nicht signifikant zwischen den Gruppen TR und UT unterschied (Abb. 7-10),
zeigten Zellen trainierter und untrainierter Probanden bei Hitzeschock
Differenzen bezlglich ihrer HSP-Expression.

Die isolierte, relative Menge an, fir HSP27 und HSP72 kodierender mRNA lie3
sich in beiden Gruppen durch Hitzeapplikation steigern. Signifikant héhere
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Expressionsanstiege beider Hitzeschockproteine zeigten jedoch PBMC
untrainierter Probanden (Abb. 11-14).

Die induzierbare Hamoxigenase (HO-1) erfuhr nur in der Gruppe UT einen
signifikanten Expressionsanstieg durch Hitzeschock. Wie auch bei HSP27 und
HSP72 reagierten PBMC untrainierter Probanden auch in Bezug auf die HO-1
Expression auf mRNA-Ebene starker auf die Hitzeapplikation, als Zellen der
Gruppe TR (Abb. 15-17).

Weder vor, noch nach Hitzeschock unterschied sich die Expression der
induzierbaren NO-Synthase zwischen den Gruppen TR und UT (Abb. 10 und
18).

Mit dem Alter der Probanden zusammenhangende Unterschiede im
Expressionsverhalten lieBen sich weder bei den untersuchten HSP, noch bei
der HO-1 oder der iINOS erkennen.

Auf folgender Abbildung eines, mit Ethidiumbromid gefarbten Agarosegels sind
die Produkte der RT-PCR als Banden zu sehen. Nativproben sind auf der linken
Seite aufgetragen, hitzestimulierte Proben jeweils rechts.

Im oberen Bild handelt es sich um Produkte, aus PBMC eines untrainierten
Probanden isolierter mRNA, wahrend die PCR-Produkte darunter aus mRNA
eines trainierten Probanden gewonnen wurden.

Bei den verschiedenen Amplifikaten handelt es sich - von links nach rechts -
um: A: B-Aktin, B: HO-1, C: HSP27, D: HSP72 und E: iNOS. Ganz rechts wurde
die Basenpaarleiter (M) aufgetragen.
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Abbildung 19: Beispiel Eines Agarosegels. Einfluss der Hitzestimulation

Auf der linken Seite wurden jeweils Nativproben aller vier untersuchten Proteine
und des Standards, p-Aktin aufgetragen. Rechts sind die Banden
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hitzestimulierter Proben zu sehen. Der obere Ausschnitt des Gels zeigt das
Beispiel eines untrainierten Probanden, der untere das eines trainierten.

Auf der Photographie zu erkennen ist:

1. Die unveranderte Expression von [B-Aktin: Bei beiden Probanden zeigt
sich die Bande des p-Aktin in ihrer Auspragung kaum durch die
Hitzestimulation beEinflusst. Dies spricht fir den konstitutiven Charakter
der B-Aktin-Expression in PBMC.

2. Die, durch Hitzestimulation gesteigerte Expression der
Hitzeschockproteine beider Probanden: Auf der rechten Seite sind die
Banden der Hitzeschockproteine (B-D) in beiden Bildausschnitten starker

ausgepragt.

3. Der, bei UT héhere Anstieg der HSP-Expression: Bei einem Vergleich
der rechten und linken Bildseite lasst sich im oberen Abschnitt eine

ausgepragtere Differenz der Bandenintensitaten erkennen.

4.3. Induzierbarkeit der iNOS mit LPS und Zytokinen oder mit PMA
Bereits isolierte und in RPMI-Medium resuspendierte PBMC wurden der
dreistiindigen Inkubation mit

1. LPS (100 ng/ml), IFNy (50 ng/ml) und TNFa (50 ng/ml)

2. PMA (3080 ng/ml)

3. keinem der Stoffe (=Negativkontrolle)
ausgesetzt.
Der semiquantitative Vergleich anschlieBend isolierter, fur die INOS kodierender
mMRNA ergab folgende Unterschiede zwischen den Gruppen TR und UT.

4.3.1.Stimulation mit LPS und Zytokinen

Bei Untersuchung eines Einflusses der Stimulation wurden, wie auch im Falle
des Hitzeschocks die Werte der unstimulieten Kontrollen von denen
stimulierter Proben abgezogen. Die resultierenden Differenzen (A-Werte) sind
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in Abbildung 20 als Mittelwerte (waagerechte Achse der Rauten) und 95%
Konfidenzintervalle (senkrechte Achse der Rauten) dargestellt.

—
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Diff INOS: LPS+Zytokine [a.u.]
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g

TR urt

TR/UT

Abbildung 20: Einfluss der Stimulation mit LPS und Zytokinen auf die
iNOS-Expression

Nur bei der Gruppe TR liegt die Raute Uber dem Nullpunkt, was fir eine
signifikante Steigerung der iINOS-Expression in PBMC dieser Gruppe spricht.
Bei UT zeigt sich kein, durch LPS und Zytokine induzierter Anstieg der iNOS-
Expression. Die waagerechte Achse der Raute liegt hier auf Hbéhe des
Nullpunktes.

Der Unterschied zwischen den Gruppen wird auBerdem trotz Uberlappung der
Rauten bei Anwendung des ungepaarten t-Test (p<0,05) deutlich.
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4.3.1.1. Abhangigkeit der Reaktion auf Stimulation mit LPS und Zytokinen
vom Alter des Probanden
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Abbildung 21: Abhangigkeit der Reaktion auf Stimulation mit LPS und
Zytokinen vom Alter des Probanden

Die Differenzen der Werte stimulierter Proben und der zugehdrigen
Kontrollwerte erwiesen sich bei visueller Prifung als, vom Alter des Probanden
weitgehend unabhéngig. Dies wurde durch die unabhéangige Verteilung der
Einzelwerte in Abbildung 21 sichtbar.

4.3.1.2. Abhangigkeit der Reaktion auf Stimulation mit LPS und Zytokinen
vom Trainingszustand in beiden Gruppen
Die Stimulierbarkeit der iINOS-Expression stieg nicht proportional zum

Trainingszustand.
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Abbildung 22: Abhangigkeit der Reaktion auf die Stimulation mit LPS und
Zytokinen vom Trainingszustand in beiden Gruppen

Wie bereits in Abschnitt 4.2.1.2. am Beispiel des HSP27 gezeigt lassen sich die
beiden Gruppen TR und UT je nach Kkorperlicher Betéatigung in zwei
Untergruppen aufteilen.

In der Gruppe der ausdauertrainierten Probanden (TR) war das
Zuordnungskriterium zu  Untergruppe 2 bzw. 3 ein wdchentlicher
Trainingsumfang unter bzw. Uber 70 km Ausdauertraining/ Woche. Die
untrainierten Probanden (UT) wurden bei gelegentlicher sportlicher Tatigkeit der
Untergruppe 1 und bei génzlicher Verneinung einer solchen der Untergruppe 0
zugeordnet.

Abbildung 22 zeigt Ubereinstimmend mit Abb. 20 und 24 hdhere (bzw. Uber
dem Gesamtmittelwert liegende Mittelwerte in der Gruppe TR, bzw den
Untergruppen 2 und 3, als in der Gruppe UT, bzw. den Untergruppen 0 und 1.
Eine leichte Steigerung der koérperlichen Aktivitat, wie in Untergruppe 1 hat
kaum einen bemerkbaren Einfluss auf die Stimulierbarkeit der INOS-Expression

in mononukleéren Zellen.
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Ahnlich wird in den ausdauertrainierten Untergruppen 2 und 3 kein bedeutender
Unterschied der Stimulierbarkeit zwischen den mehr oder weniger umfangreich
trainierten Untergruppen deutlich.

4.3.2 Stimulation mit PMA
Auch hier handelt es sich bei den errechneten A-Werten um Differenzen der

stimulierten Proben und der unstimulierten Kontrollen.
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Abbildung 23: Einfluss der Stimulation mit PMA auf die iNOS-Expression

Die Stimulation der PBMC mit PMA fiihrte in keiner der beiden Gruppen zu
einem signifikanten Anstieg der iINOS-Expression: Die 95%Konfidenzintervalle
schliessen den Nullpunkt ein.

Dass sich die beiden Gruppen bezlglich der INOS-Expression bei Stimulation
mit PMA nicht unterschieden, wird durch die Lage der Rauten sichtbar. Sowohl
Mittelwerte, als auch 95%Konfidenzintervalle entsprechen sich weitgehend.

4.3.3. Zusammenfassung der Reaktion auf PMA oder LPS und Zytokine

Bei den ausdauertrainierten Probanden (TR) lieB sich die Expression der iNOS
in PBMC durch Inkubation mit LPS und Zytokinen steigern (Abb. 20, 22 und
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24). Dieses Verhalten zeigte sich als unabhangig vom Alter der Probanden
(Abb. 21). In der Gruppe TR flihrte ein Trainingsumfang von mehr oder weniger
als 70 km zu keinen unterschiedlichen Ergebnissen (Abb. 22).

Die Reaktion der PBMC auf Inkubation mit PMA zeigte keine Unterschiede
zwischen den Gruppen TR und UT (Abb. 23)

uTt TR

B-Aktin iNOS B-Aktin iNOS

300bp
200bp
300bp
200bp
l+Z PMA - |[L+Z PMA - |L+Z PMA - |(L+Z PMA - | M
UT = Proben zweier untrainierter Probanden
TR = Proben zweier trainierter Probanden

L+Z = Mit LPS und Zytokinen stimulierte Proben
PMA = Mit PMA stimulierte Proben

(-) = unstimulierte Proben
M = Basenpaarmarker
bp = Basenpaare

Abbildung 24: Ausschnitt eines Agarosegels: zwei trainierte und zwei

untrainierte Probanden

Bei Betrachtung der Photographie Iasst sich erkennen:
1. B-Aktin-Banden zeigen sich in unveranderter Auspragung
2. Die, auf der linken Seite liegenden Banden der beiden untrainierten
Probanden (UT) sind im Falle der Stimulation mit LPS und Zytokinen
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(L+Z) nicht starker ausgepragt, als diejenigen, welche zu den Kontrollen
(-) gehéren.

3. Die, rechts liegenden Banden der trainierten Probanden sind im Falle der
Stimulation mit LPS und Zytokinen starker ausgepragt, als unstimulierte
Kontrollen reprasentierende Banden.
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5. Diskussion

Auswirkungen korperlichen Trainings auf den Organismus sind vielfaltig.
Nahezu alle Organsysteme und Kompartimente des Koérpers werden
beeinflusst. In der vorliegenden Arbeit wurden gewisse Modulationen des
Immunsystems untersucht.

MaBiges Ausdauertraining kann das Abwehrsystem starken, wahrend
andererseits intensive Ausdauerbelastungen das Risiko von Infektionen
besonders der oberen Atemwege steigern (Nieman D.C.). Auch bei Betrachtung
der physiologisch messbaren Reaktionen des Kérpers muss sowohl zwischen
moderatem und intensivem Sporttreiben, als auch zwischen akuter Belastung
und regelm@Bigem Training unterschieden werden. Letzteres stellt eine
standige Wiederholung akuter Reize dar. Zur Okonomisierung des Umganges
mit diesen, das Gleichgewicht beeinflussenden Reizen erfolgt eine
Anpassungsreaktion, sodass die, bei trainierten Personen beobachteten
Langzeitveranderungen als Folge von Anpassungsprozessen gesehen werden

kdnnen.

5.1 Stressreize bei Ausdauersport (Ausdauersport und Immunsystem)

Das Stoffwechselgleichgewicht von Zellen und Gesamtorganismus sind bei
dynamischer Belastung unter anderem durch zwei, das Immunsystem
betreffende Veranderungen bedroht [Pedersen et al 1997]. Zum einen kommt
es zur Erhéhung der Korperkerntemperatur und zum anderen zu einer
Steigerung des Sauerstoffumsatzes und einer damit verbundenen vermehrten
Entstehung freier Radikale.

Freie Radikale sind hochreaktive Verbindungen oder Atome, welche ein freies,
ungepaartes Elektron besitzen [Asmus et al 2000; Halliwell et al 1989]. Durch
oft spontane Reaktionen entstehen daraus zum Teil noch aggressivere
Verbindungen, welche organische Molekile oxidieren und somit zerstéren
[Halliwell 1998]. Biochemisch wird zwischen Sauerstoffderivaten (Reactive
Oxygen Species /ROS) und Stickstoffderivaten (Reactive Nitrogen Species
/RNS) unterschieden. Die wichtigsten Vertreter der ROS sind mit

zunehmendem Gefahrdungspotential Superoxidanionen Oye”,
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Hydrogenperoxid H>O,, Singulettsauerstoff 10, und Hydroxylradikale OHe™ . Bei
den RNS spielen direkte Produkte der NO-Synthase (NOe, NO™, NO*) und
deren Reaktionsprodukte (u.a. NO,, NOo™, NO3™ ,N2O3z, N2O4, ONOO™ ) eine
Rolle im Immunsystem [Bogdan 2001]. Im einzelnen handelt es sich bei ROS
und RNS jedoch um zahlreiche Stoffe unterschiedlicher Herkunft.
Untersuchungen menschlichen Serums mit Hilfe von Elektronen-Spin-
Resonanzspektroskopie nach erschdpfender kdrperlicher Arbeit zeigen eine
vermehrte Entstehung freier Radikale bei korperlicher Belastung [Ashton 1998].
Eine weitere Studie liefert Daten fir linear ansteigende F2-lsoprostan
Konzentrationen wahrend einer Ausdauerbelastung. Dabei handelt es sich um
Peroxidationsprodukte der Arachidonsaure im Serum, welche indirekt auf die
Gegenwart oxidierenden Potentials hinweisen [Steensberg 2002].

Eine der Ursachen fir die Radikalanreicherung ist der gesteigerte ATP-Abbau
infolge des erhéhten ATP-Bedarfs. Als Nebenprodukt der Atmungskette
entstehen in Mitochondrien auch unter Ruhebedingungen Superoxide (~4% des
O, werden zu Oz¢™ ). So kommt es allein durch den gesteigerten Energieumsatz
des arbeitenden Muskels zu einer verstarkten O.e™ -Produktion. [Benzi 1993;
Boveries et al 1973; Halliwell et al 1989; Halliwell, 1994; Niess et al 1999]. Der
entstehende AMP-Uberschuss verursacht auBerdem folgende Anderung des
Purinstoffwechsels. Aus AMP entsteht Gber die Zwischenprodukte IMP und
Inosin Hypoxanthin, welches mit Hilfe der Xanthinoxidase zu Xanthin und
schlieBlich zu Harnsdure und O.¢” umgesetzt wird. Die normalerweise in
Dehydrogenaseform vorliegende Xanthinoxidase erfahrt ihre Konversion zur
Oxidase durch weitere, beim Sport auftretende Faktoren [Niess et al 1999;
Fehrenbach et al 2001]. Es sind dies unter anderem Veranderungen der
intrazelluldren Ca®**Menge und Hyperthermie [Sutton et al 1980; Hellsten-
Westing et al 1991; Parks 1986].

Eine Quelle fur die besonders toxischen, weil nicht vom Kérper inaktivierbaren
Hydroxylradikale stellt die Fenton Reaktion dar. Das dafiir benétigte freie Fe®*
reagiert mit H,O» zu Fe®*, OHe und OH™ [Fenton 1894]. Besonders bei, mit

partieller Hamolyse verbundenen Belastungen, wie zum Beispiel

- 65 -



Langstreckenlauf, kann es unter Umstanden zu einem gesteigerten Angebot an
freiem Eisen kommen [Heine 1995].

Auch die weiter unten ausflhrlicher dargestellte spontane Aktivitatssteigerung
phagozytierender Zellen [Guarnieri 1992] flhrt besonders zu einer
Anreicherung sowohl extra -, als auch intrazellularer RNS [Suzuki et al 1996].
Katalysiert durch die NADPH-Oxidase von Monozyten, neutrophilen und
eosinophilen  Granulozyten entsteht aus NADPH'H* und O, das
Superoxidradikal O.e~ [Bellavite 1988; Lindsay 1997], welches von der
Superoxiddismutase (SOD) teilweise zu H>O, und von der Myeloperoxidase
weiter zu hypochloriger S&dure (HOCI) umgesetzt wird. AuBerdem entstehen aus
L-Arginin durch die induzierbare NO-Synthase unter anderem in Monozyten,
Neutrophilen und Eosinophilen und in T-Lymphozyten NOe + Zitrullin [Lincoln
1997]. Ersteres kann mit Oz~ zu Peroxinitrit ONOO™ reagieren [Asmus et al
2000; Halliwell et al 1989; Lincoln 1997; Niess et al 1999 a].

Bei der Betrachtung belastungsabhéangiger Anderungen des
Sauerstoffmetabolismus ist zu beachten, dass nicht nur ein gesteigerter O, -
Umsatz, sondern auch intermittierende Ischdmiezustande das Immunsystem zu
aktivieren vermogen [Klokker et al 1995]. Wenngleich die Mehrzahl der unter
Trainingsbedingungen entstehenden  hochreaktiven Verbindungen von
essentieller Bedeutung fur das Abwehrsystem ist, stellen sie doch eine nicht
unwesentliche Gefahrdung koérpereigener Biomolekile dar. Oxidation von
Lipoproteinen niedriger Dichte (LDL) erhéht das Atheroskleroserisiko, mehrfach
ungesattigte Fettsduren verlieren durch Peroxidation ihre Fahigkeit, flur die
Membranintegritdt zu sorgen. Ebenfalls eine funktionelle Beeintrachtigung
erfahren Enzyme mit Thiolgruppen. Nicht zuletzt ist die mutagene Kapazitat der
Radikale infolge der DNA-Schéaden, die sie verursachen kénnen von Bedeutung
[Niess et al 1999 a; Heine 1995; Hartmann1998].

Ebenfalls zu oxidativem Stress und Denaturierung organischer Molekile flhrt
die, bei Ausdauerbelastung haufig beobachtete Uberwarmung [Pedersen et al
1997]. Ein Anstieg der Kérperkerntemperatur bis auf 41°C ist keine Seltenheit,
was angesichts der Tatsache, dass bei Muskelarbeit 80% der aus 02
gewonnenen Energie in Warme Ubergehen nicht verwunderlich ist [Gleeson
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1998; Hargreaves et al 1998]. Gegen Fieber als Ursache der
Temperaturanstiege spricht auBerdem deren Reproduzierbarkeit nach Gabe
von  Prostaglandininhibitoren,  durch  welche eine fieberbedingte
Temperatursteigerung verhindert wird [Pedersen et al 1997]. Eine der von
hypothalamischen Regelzentren ergriffenen MaBnahmen zur Wiederherstellung
des niedriger liegenden Sollwertes ist die Aktivierung des sympathischen
Nervensystems, die wunter anderem eine Aktivierung der ekkrinen
SchweiBdrisen zur Folge hat [Armstrong et al 1998]. Neben einer weiteren
Steigerung metabolischer Aktivitat und des damit verbundenen O,-Verbrauches
kénnen Katecholamine auch Zahl und Aktivitat der Leukozyten beeinflussen,
wobei die Steigerung des Blutflusses einen bedeutenden Beitrag zur
Ausschwemmung der Zellen aus temporaren Speichern leistet [Tvede et al
1994; Woods et al 1999]. Bei akuter extremer Uberwdrmung beobachtete
Ischamiezustande des Intestinaltraktes sind vermutlich ebenfalls als Wirkung
des Sympathikus zu verstehen. Durch Mikroblutungen kommt es hier zur
Einschwemmung von Lipopolysacchariden (LPS), welche auf der Zellwand
gramnegativer Bakterien lokalisiert sind [Bosenberg et al 1988]. LPS qilt als
einer der potentesten Aktivatoren von Monozyten und Makrophagen und
stimuliert unter anderem durch Bindung an den CD14-Rezeptor deren iNOS-
Produktion [Bogdan 2001].

5.2 Trainingsbedingte Anpassungsmechanismen zur Minderung von
oxidativem Stress und seinen Folgen

Sowohl im Muskelgewebe, als auch beispielsweise in Thrombozyten und
Erythrozyten trainierter Sportler wurde ein erhéhtes antioxidatives Potential
festgestellt, wodurch das Gleichgewicht oxidierter und reduzierter Molekile
aufrechterhalten wird [Powers et al 1999 a; Powers et al 1999 b]. So kdnnen
Ursachen fur die oben erwahnte Minderung der ROS-Produktion bei
ausdauertrainierten Athleten sowohl eine durch Antioxidantien vermittelte
geringere Zellschadigung und damit eine abgeschwachte Akute-Phase-
Reaktion als auch eine direkte Suppression der Immunreaktion sein
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[Fehrenbach et al 2001]. Die, im nachsten Abschnitt vorgestellten Proteine
vermdgen, neben weiteren Effekten, beides zu vermitteln.

Hitzeschockproteine (HSP) sorgen intrazellular fir korrekte Faltung, Transport,
Stabilisierung oder Abbau, sowohl neusynthetisierter, als auch denaturierter
Proteine [Morimoto et al 1994; Fehrenbach et al 1999; Zugel et al 1999, Locke
et al 1995 b]. Exprimiert werden sie, wenn die Zelle Stressreizen, wie z.B.
Hitzeschock ausgesetzt wird [Locke et al 1995 b; Mosser et al 1988].

Mit Akkumulation von HSP geht eine gesteigerte Toleranz der Zellen gegenuber
sonst eventuell letalem Stress einher [Samali et al 1999].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Hitzeschockproteine HSP72, HSP27 und
HSP32 untersucht, wobei letzteres meist unter dem Namen Hamoxigenase-1
(HO-1) erwahnt wird.

Die induzierbare NO-Synthase (iINOS) oder NOS2 hat eine komplexe
immunologische Bedeutung [Lincoln et al 1997; Weinberg et al 1995; Xiao et al
1995]. In erster Linie der Abwehr dient die von der iINOS katalysierte Synthese
des toxischen NOe [Lowenstein et al 1994]. Wie auch die HSP wird die iNOS
unter anderem durch ROS oder Hitzeschock induziert. AuBerdem wurde infolge
akuter Ausdauerbelastung eine verstarkte Expression in peripheren Leukozyten
nachgewiesen [Niess et al 2000].

5.3 Stimulation mit Hitzeschock

Die Expressionsanalyse der Hitzeschockproteine HSP27, HSP70 und HO-1
bzw. HSP32 auf mRNA-Ebene ergab bei unstimulierten peripheren
mononukledren Zellen (PBMC) keine signifikanten Unterschiede zwischen TR
und UT (Abb. 7-10 ).

Zweistindige  Hitzeexposition  jedoch  fohrte zu der erwarteten
Expressionszunahme. Allerdings lieB sich mittels RT-PCR in den Zellen
untrainierter Probanden mehr, fir HSP kodierende mRNA detektieren, als dies
bei trainierten Personen der Fall war (Abb. 11-17 und 19).
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Fir einen Einfluss regelmaBiger Belastung (Training) auf die HSP-Expression in
Leukozyten gibt es bereits Hinweise. Fehrenbach et al beobachteten bei einer,
an Gesamtleukozyten durchgefihrten Analyse von HSP70 und HSP27 auf
Proteinebene  Trainingseffekte im Sinne einer Drosselung basaler
(unstimulierter)  Expression. Die, in zitierter Studie  durchgefiihrte
semiquantitative RT-PCR zeigte bei Trainierten eine geringere basale
Expression des HSP27, jedoch hbéhere Werte fir HSP70, als dies bei der
Kontrollgruppe der Fall war. Bei trainierten Probanden wurden auBerdem
infolge in vitro Hitzeschock vergleichsweise gesteigerte Expressionsanstiege
bzw. Stimulierbarkeiten vermerkt [Fehrenbach et al 2000 a].

Das Verhalten von ausschlieBlich mononuklearen Zellen in Bezug auf ihre
mRNA —Produktion in Abh&ngigkeit vom Trainingszustand des Probanden
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit unseres Wissens erstmalig
untersucht.

Die oben erwédhnten friheren Analysen des Expressionsverhaltens mittels RT-
PCR fanden an Gesamtleukozyten statt.

Getrennte Untersuchungen der Subpopulationen Monozyten, Lymphozyten und
Granulozyten auf Proteinebene geben jedoch Hinweise auf erhebliche
Unterschiede in der HSP-Expression. So fanden Fehrenbach et al. mittels
DurchfluBzytometrie, bzw. FACS-Analyse nach akuter Ausdauerbelastung
kaum HSP27 und HSP70-positive Lymphozyten, wohl aber
belastungsinduzierte Anstiege der HSP in Mono- und Granulozyten
[Fehrenbach et al 2000 a],

Parallel zu der, in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten RT-PCR fand mit
einem Teil derselben Blutproben ebenfalls eine Expressionsanalyse auf
Proteinebene mittels DurchfluBzytometrie (FACS) statt [Fehrenbach et al 2003,
Waldvogel 2005]. Das FACS-Geréat erlaubt eine getrennte Betrachtung der zu
den PBMC gehérenden Lymphozyten und Monozyten.

Zum Zweck einer besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde auch vor der
mRNA-Analyse eine Trennung der Zellen durchgefiihrt. Nach Isolation der
PBMC mittels des Dichtegradienten Lymphoflot wurde eine weitere Auftrennung
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in Lymphozyten und Monozyten mittels magnetischer CD14-Antikérper (MACS)
durchgeflhrt.

In der eigentlichen Versuchsreihe wurde schlieBlich jedoch aus einigen
Grinden auf diese Art der Leukozytentrennung verzichtet:

1. Eine wiederholte Stimulation des monozytaren CD14-Rezeptors durch
LPS einerseits und durch Bindung der magnetischen Antikdrper
andererseits sollte vermieden werden.

2. Die hohe Anzahl an zusatzlichen Zentrifugations — und Inkubatioszeiten
stand in Bezug auf die damit verbundenen Stressreize in unglinstigem
Verhaltnis zur eigentlich untersuchten Stimulation der Zellen. Zum
Beispiel kann die Adharenz der Zellen an verschiedene PlastikgefaBe
und —sdulen einen unefinierbaren Stimulationsreiz darstellen.

3. Die Verarbeitung der Leukozyten in vitro dauerte inclusive MACS-
Trennung bis zur Isolierung der mRNA ca. 15 h. Vorsichtsmassnahmen,
wie teilweise Verarbeitung auf Eis und unter laminarem Luftzug wurden
weitgehend eingehalten. Dass vermutlich dennoch ubiquitdre RNAsen
wirksam wurden zeigt die geringe RNA-Ausbeute nach MACS-Trennung
(Tab 7).

4. FUr die Gewinnung einer ausreichenden RNA-Menge aus Monozyten ist
auBerdem wegen ihres relativ Geringen Anteils an der Zahl der PBMC
(ca 10%) das 10fache Volumen an Vollblut erforderlich.

Aus diesen Griinden wurde in der vorliegenden Arbeit mittels RT-PCR das
Expressionsverhalten von Lymphozyten und Monozyten nicht getrennt

untersucht.

Im Gegensatz zu den, aufgrund der Ergebnisse der Studie von Fehrenbach et
al bestehenden Erwartungen fand sich in PBMC ausdauertrainierter Probanden
weder signifikant weniger, fur HSP27, noch mehr, far HSP70 kodierende
mRNA, als in den Zellen nicht spezifisch trainierter Kontrollpersonen
[Fehrenbach et al 2000 a]. Auch die Applikation eines Hitzereizes zeigte bei
Betrachtung mononukleérer Zellen andere Effekte, als aufgrund der genannten
Untersuchung erwartet werden konnte. So folgte zwar auf den Hitzeschock der
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Ubliche Expressionsanstieg aller untersuchten Proteine, war jedoch in seinem
AusmalB bei trainierten Probanden bei weitem weniger ausgepragt. Statistisch
signifikant wurde dieser offensichtliche Trainingseffekt bei Vergleich der
Induzierbarkeit von HSP27, HSP72 und HO-1.

Ein bedeutender methodischer Unterschied zwischen beiden Studien besteht in
der Untersuchung von Gesamtleukozyten bei Fehrenbach et al und der
Untersuchung von ausschliesslich PBMC in der vorliegenden Arbeit
[Fehrenbach et al 2000 a]. Eventuelle Trainingseffekte auf neutrophilen
Granulozyten, welche nicht zu den PBMC gehéren haben hier im Gegensatz zu
der zitierten Studie keinen Einfluss auf die Ergebnisse.

Nach Berichten einiger Autoren sind sich die beiden phagozytierenden
Subpopulationen, Monozyten und Granulozyten in ihrem Verhalten nach akuter
Ausdauerbelastung bezlglich charakteristischer Aspekte recht &hnlich
[Fehrenbach et al 2000 b; Niess et al 1999 a; Niess et al 1999 b; Niess et al
2000 a; Smith et al 1990].

Dies betrifft auch eine Steigerung der Phagozytose, welche mit der, fir
Verdauung und Abtétung aufgenommener Fremdkdrper notwendigen ROS- und
RNS-Produktion verbunden ist. In den beiden, zum Phagozytensystem
zahlenden Subpopulationen ist nun auch die reaktive Synthese von HO-
1[Niess,Passek1998], HSP27 und HSP70 stark ausgepragt [Fehrenbach
Passek 2000]. Zu erklaren ist dies durch einen, angesichts der intrazellularen
Radikalanreicherung  gesteigerten  Bedarf ~an  antioxidativem  und
proteinschitzendem Potential [Fehrenbach et al 2000 b; Kantengwa et al 1991;
Kilgore et al 1998]. Die isolierte Betrachtung mononukleadrer Zellen bezlglich
trainingsbedingter Modulation der Hitzeschockreaktion lasst also &hnliche
Ergebnisse wie eine Untersuchung ohne Entfernung der Neutrophilen
Granulozyten erwarten.

Far die, im Vergleich zu der Untersuchung von Fehrenbach et al
widersprlchlichen Ergebnisse kann neben der Abtrennung der neutrophilen
Granulozyten auch noch ein weiterer methodischer Unterschied eine Rolle
spielen:
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Die Nativproben (=unstimulierte Kontrollen) verblieben bei den Experimenten
dieser Arbeit flir 3h bei 37°C im Brutschrank, sodass ein potentieller Einfluss
der dreistlindigen Lagerung ausgeschlossen werden konnte. Demzufolge fand
der Vergleich von TR und UT in Bezug auf die basale Expression erst nach
besagter Inkubation statt. Sie spiegelt daher nicht wirklich die Expression der
Nativproben wider, sondern ist ein Vergleich der Expression nach 3h Lagerung.
Denkbar ware also eine bei TR, verglichen mit UT relativ starkere HSP-
Expression wahrend jener 3h zwischen Blutentnahme und RNA-Isolierung. D.h.
eine Stimulation der so genannten, basalen Expression durch die
Inkubationszeit per se. Die schwacheren Anstiege durch Hitzeschock bei TR
wiederum lieBen sich durch trainingsbedingte Adaptation an wiederholte
Stressreize im Sinne einer ,Downregulation® zelleigener Radikalproduktion und
vermehrte Bildung antioxidativ wirksamer Stoffe in dieser Gruppe erklaren.
Eine dritte Abweichung im Studiendesign der vorliegenden Arbeit von dem der
zitierten Studie von Fehrenbach et al ist ein gréBerer Anteil an sehr
umfangreich (> 70 km/Woche) trainierten Probanden.

Um genauere Erekenntnisse Uber den Einfluss der wdchentlichen
Trainingskilometer auf die HSP-Expression bei Hitzeschock zu erhalten wurden
die Gruppen UT und TR nach ansteigendem Trainingsumfang in die vier
Untergruppen 0-3 aufgeteilt.

Die Stimulierbarkeit der HSP-Expression in Untergruppe 2 der Trainierten
Probanden (TR) deren Laufumfang im letzten Vierteljahr weniger als 70
Wochenkilometer betragen hatte konnte so getrennt analysiert werden.

Wie in Abb. 13 am Beispiel des HSP27 sichtbar wird, zeigte sich jedoch auch
bei ausdauertrainierten Probanden der Untergruppe 2 eine geringere Reaktion
auf Hitzeschock, als dies in der Gruppe UT der Fall war.

5.3.1 Stressoren bei Hitze

Wie auch in ganzen Organismen bewirkt die Temperaturerh6hung eine
Anregung des Zellstoffwechsels [Moseley1994]. Interessanterweise kann Hitze
zusatzlich zu einer Entkoppelung der oxidativen Phosphorylierung fuhren. In

Kombination mit einer Steigerung metabolischer Aktivitat fihrt dies zur
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Anreicherung von Adenosinderivaten aus dem ATP-Abbau. Dies sind in erster
Linie Xanthin und Hypoxanthin, welche im Zuge ihrer Verstoffwechselung durch
die Xanthinoxidase zur Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beitragen
[Moseley 1994].

Die Lagerung in den geschlossenen Kunststoffrohrchen kann auBerdem zu
Stressreizen, wie Hypoxie, Nahrstoffmangel, Anderung des pH-Wertes,
partieller Hamolyse und Adharenz an die Fremdoberflache flihren, um nur
einige Beispiele zu nennen [Iwaki et al 1993; Webb et al 2001; Welch et al
1991]. Durch Hitzeapplikation kdnnen diese, teilweise das Redoxgleichgewicht
der Zelle stérenden Faktoren vermutlich potenziert werden.

Eine weitere Folge der Uberwarmung ist auBerdem eine gewisse Verfliissigung
und Destabilisierung der Zellmembranen [Mejia et al 1995; Revathi et al 1994],
was ebenfalls zu einer Induktion der HSP-Synthese flhrt [Vigh et al 1998].
Zusatzlich kénnen erhdhte Temperaturen direkt denaturierend auf Proteine der
Membranen, des Zytoskeletts oder des Enzymapparates wirken [Moseley
1994]. Die, das Zytoskelett schiitzende Funktion von HSP27 [Head et al 2000]
die antioxidative Wirkung der Hamoxigenase-1 [Marini et al 1996; Niess et al
1999 b; Stocker 1990] und der allgemeine Beitrag der HSP zu Schutz,
Neufaltung, Transport und Recycling oder Abbau denaturierter Proteine [Essig
et al 1997] kommen so in Uberwarmten Zellen zum Einsatz.
Hitzeschockproteine stellen jedoch trotz ihrer vielen Aufgaben und ihrer groBen
Bedeutung keineswegs das gesamte protektive Arsenal der Zelle dar. Im
Hinblick auf Oxidationsschutz gibt es einige Berichte Uber trainingsbedingte
Aktivitdtserhdhung antioxidativer Systeme, sowohl im Muskel, als auch in
Blutzellen. Ein gesteigertes Angebot an Superoxiddismutase,
Glutathionperoxidase und Glutathion wurde bei trainierten Versuchstieren in
der Muskulatur festgestellt [Powers et al 1999]. Aber auch in humanen
Erythrozyten, Muskelzellen oder im Serum ausdauertrainierter Probanden
lassen sich, teilweise sogar in Korrelation mit dem Trainingsumfang, erhdhte
Werte von Giluthationreduktase, -peroxidase und -—schwefeltransferase,
Katalase, Superoxiddismutase und Glutathion selbst nachweisen. [Evelo et al
1992; Hellsten Y.1994; Higuchi et al 1985, Kanter et al 1985; Mena et al 1991;
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Robertson et al 1990]. Ein Einfluss dieser Stoffe ist insofern wahrscheinlich, als
Glutathion und Superoxiddismutase direkt zur Entwicklung von Hitzetoleranz
beitragen kénnen [Mitchell et al 1983; Privalle et al 1987]. Im Zusammenhang
mit der, bei trainierten Athleten schwéacheren Hitzeschockantwort ist dies
deswegen interessant, weil sich die HSP —Expression durch einige antioxidativ
wirksame Stoffe drosseln lasst [Hamilton et al 2002]. Eine, durch Antioxidantien
abgeschwachte oder aufgehobene Stimulierbarkeit der Expression von HSP27
und HSP72 durch Hitzeschock oder sportliche Belastung wurde bereits
mehrfach festgestellt [Gormann et al 1999; Hamilton et al 2002; Niess et al
2002 a; Ushakova et al 1996].

Als ein weiterer Trainingseffekt wird, neben der verstarkten Ausbildung
reduzierender Systeme bei Athleten eine Drosselung des oxidativen Potentials
phagozytierender Zellen beobachtet [Blannin et al 1996; Pyne et al 2000; Smith
et al 1997], was mdglicherweise zu einem verringerten Bedarf an protektivem
Material fUhrt.

Wahrscheinlich spielen aber noch weitere, bisher nicht vollstdndig bekannte
Faktoren bei der Entwicklung der Thermotoleranz eine Rolle. Uber
Unterschiede in der tatsachlichen Beeintrachtigung der PBMC durch die
Hitzeapplikation kdnnen hier keine sicheren Aussagen gemacht werden. Auch
scheint die allgemeine Minderung des prooxidativen Zustandes bei
ausdauertrainierten Personen kaum Folge einer gesteigerten HSP-Expression
zu sein. Ein umgekehrter Zusammenhang im Sinne der geringeren
Radikalanreicherung [Benoni et al 1995; Smith et al 1990] und Molekul-
Denaturierung als Ursache eines geminderten HSP Bedarfes erscheint, wie
bereits von Fehrenbach et al. vermutet [Fehrenbach et al 2000 b] auch
angesichts der vorliegenden Ergebnisse wahrscheinlicher.

Die Tatsache, dass sich durch Training nicht nur eine erhdhte Toleranz der
Zellen, sondern auch eine Anpassung des ganzen Kérpers an Hitzeexposition
erreichen lasst, wurde bereits in anderen Studien nachgewiesen [Fehrenbach et
al 2001 a; Ryan et al 1991]. Begleitet wird diese Adaptation an eine Belastung
unter Hitzebedingungen sowohl von einem rascheren Abfall der HSP72-

Expression in peripheren Leukozyten, als auch - Ubereinstimmend mit den
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Ergebnissen dieser Arbeit - von einer geringeren Reaktion der angepassten
Leukozyten auf in vitro Hitzeschock [Fehrenbach et al 2001 a; Ryan et al
1991]. Dies deutet ebenfalls auf eine Beteiligung anderer Faktoren bei der
Adaptation und bei der Entwicklung von Hitzetoleranz hin. Zugleich wird die
These einer durch wiederholte Reize gebahnten Hitzeschockantwort und ihrer
essentiellen Notwendigkeit fur die Toleranzentwicklung angegriffen.

Die parallel mittels DurchfluBzytometrie durchgeflihrte Untersuchung von
Monozyten und Lymphozyten auf induzierte Expression der HSP ergab zwar
kaum Unterschiede zwischen TR und UT, Konzentrationsanstiege waren nach
Hitzestimulation jedoch deutlich erkennbar [Fehrenbach et al 2003, Waldvogel
2005]. Auch die Vermutung einer, in Lymphozyten relativ geringen HSP70-
Expression konnte durch differenzierte Betrachtung der Subpopulationen auf
Proteinebene erneut belegt werden. Die Tatsache eines in PBMC trainierter und
untrainierter Personen gleichermaBen stattfindenden  Anstieges der
Proteinsynthese steht nun einer unterschiedlichen mRNA Expression
gegenuber. Ursachlich kénnte hier eine, bei regelmaBigem Ausdauertraining
stattfindende Okonomisierung der Translation beteiligt sein, sodass weniger
mRNA fir die Synthese einer gréBeren Proteinmenge ausreicht [Fehrenbach et
al 2003, Waldvogel 2005].

Auch im  Muskel des hoch trainierten Ruderers ruft eine akute
Trainingsbelastung keinen Anstieg von HSP72 hervor. Weder auf mRNA- noch
auf Proteinebene. Dies weist ebenfalls auf eine trainingsbedingte Adaptation
hin [Nething et al 2004]

Das Ergebnis einer, bei trainierten Ausdauersportlern abgeschwachten
Hitzeschockantwort gilt aufgrund der ausschlieBlichen Untersuchung
mannlicher Probanden nicht ohne weiteres fiir die Gesamtbevélkerung. Ein
Grund dafr ist das, im weiblichen Organismus ungleich hdhere
Ostrogenvorkommen. Zumindest fiir Muskelgewebe sind Interaktionen des
moglicherweise antioxidativ wirksamen Hormons mit HSP70 bekannt [Tiidus
1995; Bar et al 1997]. Im Herzmuskel der Ratte lieB sich neuerdings eine
direkte Hemmung belastungsvermittelter HSP72-Expression durch Ostrogene

nachweisen [Paroo et al 2002]. Verantwortlich flr diesen Effekt ist vermutlich
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eine membranstabilisierende und damit, fur die Zelle stressreduzierende
Ostrogenwirkung [Wiseman 1994]. Auch HSP27 zeigt Interaktionen mit
Ostrogen, wobei das Hormon hier einen induzierenden Effekt hat. Im
Promotorabschnitt von HSP27 findet sich auch tatsachlich ein &strogen-
responsiver Abschnitt [Hickey et al 1986; Locke 1997].

5.3.2 Hamoxigenase-1

Auf mRNA-Ebene, nicht jedoch auf Proteinebene [Fehrenbach et al 2003,
Waldvogel 2005] erfuhr die HO-1 ebenfalls einen Expressionsanstieg infolge
der zweistlindigen Hitzeapplikation in vitro (Abb.15). Auch hier war der Effekt
bei untrainierten Probanden deutlicher ausgepragt. In PBMC nachgewiesene
mRNA stammt vermutlich gréBtenteils aus Monozyten. Das Enzym ist zwar
auch in Lymphozyten nachweisbar, liegt dort jedoch in geringerer Menge vor
[Niess 1999 b].

Expressionsanstiege infolge Hitzeschock kénnen ihre Ursache in einer in vitro
stattfindenden partiellen Hamolyse und damit verbundener Freisetzung der
Induktoren H&m und Eisen haben [Galbraith 1999]. Ersteres stellt neben
seinem Derivat Hamin einen der potentesten Induktoren der HO-1 dar [Clark et
al 2000; Galbraith 1999; Okinaga et al 1996; Shibahara et al 1989]. Freies
Eisen stellt (wie bereits in Kap. 5.1 erldutert) Gber die Fenton Reaktion
auBerdem eine Quelle fir die besonders toxischen, weil nicht vom Kérper
inaktivierbaren Hydroxylradikale dar. Fe?* reagiert mit H,O2 zu Fe®*", OHe und
OH" [Fenton 1894]. Bei, mit partieller Hamolyse verbundenen Belastungen, wie
zum Beispiel Langstreckenlauf, kommt es in vivo unter anderem zu einem
gesteigerten Angebot an Ham und freiem Eisen [Heine 1995]. Trainierte
Ausdauersportler haben deshalb vermutlich auch hier
Kompensationsmechanismen entwickelt, welche sich auf mRNA-Ebene in einer
geringeren HO-1-Expression widerspiegeln kénnen. Eine Unterdrickung der
HO-1-Expression ist in vitro ebenfalls mittels antioxidativ wirksamer Substanzen
moglich [Okinaga et al 1996]. Auch zeigen HO-1-positive Leukozyten in
Stresssituationen eine verbesserte Uberlebensrate [Kurata et al 1996].
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In vitro sind auBerdem Zytokinfreisetzung und konsekutive HO-1 Expression
denkbar. Die direkte Aktivierung des zugehérigen Heat shock elementes, wie
sie der Transkription von, fur HSP27 und HSP70 kodierenden Abschnitten
vorangeht ist zwar in Geweben der Ratte [Raju et al 1994], nicht jedoch beim
Menschen nachgewiesen [Okinaga et al 1996]. Die Induktion in Zellen des
humanen Makrophagensystems allein durch Hitze wird daher kontrovers
diskutiert [Okinaga et al 1996]. Fur trainingsabhéngige Differenzen der
Expressionsanstiege kdnnen, angesichts der ebenfalls stressmindernden
Eigenschaften von HSP32 trotzdem ahnliche Ursachen eine Rolle spielen, wie
sie zur Erklarung der HSP-Expression herangezogen werden.

5.4 Stimulation isolierter PBMC mit LPS und Zytokinen oder PMA: Analyse
der iINOS-Expression

Eine semiquantitative Analyse der induzierbaren Stickstoffoxidsynthase (iNOS)
nach Hitzeschock der mononukledren Zellen ergab weder hinsichtlich einer
Reaktion der Zellen auf die Uberwdrmung, noch in Bezug auf Differenzen
zwischen TR und UT ein signifikantes Ergebnis (Abb. 18). Uber eine Induktion
der iNOS durch Hitzeschock wird zwar berichtet [Goldring et al 2000], das als
Costimulator eingesetzte LPS spielt in der erwahnten Studie jedoch womdglich
eine grdBere Rolle, als der thermische Reiz.

Interessanter sind Ergebnisse der Stimulation mit LPS und Zytokinen. Auf allen
Ebenen (Transkription, Translation, Enzymaktivitdit und NO-Synthese ) ist die
Regulation der iINOS auBerst komplex [Bogdan 2000; Lincoln 1997; Hecker et
al 1996]. Allein in Bezug auf Ruickkoppelungsmechanismen sind sowohl
negative, als auch positive Feedbackmechanismen bekannt [Bogdan 2001].
Zwar hangt dies teilweise von Art und Starke des Reizes ab [Bogdan 2001], in
der vorliegenden Untersuchung zeigten sich jedoch zusatzlich interindividuelle
Unterschiede der Probanden bezlglich der iNOS-Expression. Dennoch I&sst
die Betrachtung der Mittelwerte beider Gruppen (TR und UT) eine
moglicherweise trainingsbedingte Alteration der iINOS Expression erkennen
(Abb. 20).

-77 -



Der semiquantitative Vergleich der basalen iINOS mRNA ergab in der
vorliegenden Studie keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Gruppen (Abb. 10). Eine, an Gesamtleukozyten durchgeflihrte Analyse von
Niess et al ergab jedoch bei trainierten Probanden weniger, fir iNOS
kodierende mRNA, als dies bei untrainierten Personen der Fall war [Niess 2002
b]. Auch die bereits erwahnte Minderung der spontanen RNS- und ROS-
Produktion phagozytierender Zellen [Blannin et al 1996; Pyne et al 2000; Smith
et al 1997] lasst eine Drosselung der INOS Expression bei trainierten Personen
sinnvoll erscheinen.

Die unterschiedlichen Ergebnisse in PBMC und Gesamtleukozyten lassen sich
womdglich durch einen besonders ausgepragten Effekt von Ausdauertraining
auf neutrophile Granulozyten erklaren.

Stimulieren 1asst sich die INOS Expression in vitro unter anderem durch LPS
und einige Zytokine (Interferon-a, -B, -y, Interleukine, TNF) und den
Phorbolester Phorbolmyristatazetat (PMA), wobei letztere mit Hilfe der
Proteinkinase-C (PKC) effektiv werden [Kroencke et al 1995; Simmons et al
1994; Tabakman et al 1998].

Bakterielles Lipopolysaccharid verursacht Uber den Toll-like Rezeptor 4
Signale, die den Transkriptionsfaktor NFkB aktivieren.

LPS wird von léslichem LPS bindendem Protein (LBP) gebunden. Dieser
Komplex aktiviert CD14 auf der Membranoberflache von Makrophagen wodurch
Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) dazu veranlasst wird, ein Signal an den Zellkern zu
geben, sodass der Transkriptionsfaktor NFkB stimuliert wird, der schliesslich

Gene der Infektionsabwehr aktiviert [Janeway et al.2001].

Eine Kombination von Stimulantien verspricht bei der Induktion die gréBten
Erfolge [Takeichi et al 1998; Tsukahara et al 2001; Bogdan 2001; Lorsbach et al
1993]. Die Liste der beteiligten Transkriptionsfaktoren ist recht lang und
beinhaltet unter anderem den Nuklearen Faktor Kappa-B (NF-kB) und Aktivator
Protein-1 (AP-1) [Bogdan 2001]. Beides sind auch auf oxidativen Stress
reagierende Aktivatoren von Proliferation und Synthesetétigkeit der Zelle
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[Fehrenbach et al 2001 a]. Das heterodimere NF-kB-Protein liegt im Cytosol in
Bindung an den Inhibitor IkB vor. Applizierte Stimuli - unter anderem oxidativer
Stress [Kroncke et al 1995] oder TNF-a - fUhren zu einer Veranderung von IkB,
was die Dissoziation des Komplexes, den Abbau von IkB und die Translokation
von NF-kB in den Zellkern auslést [Grimm et al 1993]. NO selbst kann in
niedrigen Konzentrationen im Sinne eines positiven Feedback zu einer
Aktivierung von NF-kB und Expression der iNOS fliihren [Umansky et al 1998;
Sheffler et al 1995]. Dieser Effekt kehrt sich jedoch sowohl bei zu groBem
oxidativem Stress [Arrigo 1999; Sen 2000] als auch bei einer Ubersteigerten
NO-Produktion [Connelly et al 2001] um, sodass die daraus resultierende
geminderte Effektivitdt von NF-kB schlieBlich zu einer Drosselung der iNOS-
Transkription fuhrt [Fehrenbach et al 2001 a].

In humanen mononuklearen Zellen der ausdauertrainierten Gruppe TR lie3 sich
im Gegensatz zur untrainierten Kontrollgruppe die iINOS Expression mit LPS
und Zytokinen anregen (Abb. 20; Abb. 22; Abb. 24). Der Mittelwert der
Expressionsanstiege lag bei den, nicht spezifisch trainierten Probanden etwa
bei Null . Einen Anstieg der iINOS Expression zeigten jedoch die Zellen der
trainierten Probanden (Abb. 20 und 22). Dies lasst auf eine, mit
Ausdauertraining korrelierte Steigerung der Reagibilitit mononuklearer Zellen
beim Menschen schlieBen, was mit der von Woods et al bei trainierten
Nagetieren gemachten Beobachtung einer gesteigerten Reagibilitdt von
Makrophagen auf Stimulation mit LPS und Zytokinen tbereinstimmt [ Woods et
al 2000].

Ursachlich kénnte hier eine trainingsbedingt vermehrte Zytokinexposition eine
Rolle spielen. Bei korperlicher Ausdauerbelastung und so auch beim Training
kommt es zu Konzentrationsanstiegen einiger Zytokine [Northoff et al 1994].
Diese Zytokinanstiege flihren zu einer Aktivierung der phagozytierenden Zellen.
Bei regelmé&Bigem, intensivem Training kommt diese Situation haufiger vor.
Angesichts der Bedeutung einer raschen NO-Produktion fir die Immunabwehr
erscheint eine erleichterte Induktion der INOS-Expression sinnvoll.
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5.4.1 Altersabhéangigkeit, Subpopulationen der Leukozyten und andere
Begleitvariablen

Eine negative Korrelation der Expressionsanstiege mit dem Alter der
Probanden, wie sie bei Versuchstieren beobachtet wird [Woods et al 2000], lie
sich bei der hier untersuchten (allerdings jedoch vergleichsweise geringen)
Altersspanne nicht feststellen (Abb. 21).

In Ubereinstimmung mit Studien von Nieman et al und Woods et al lieBen sich
im Hinblick auf die Zahl der Leukozyten, sowie deren Subpopulationen keine
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (TR =trainiert und UT= untrainiert)
feststellen (Tab. 2) [Nieman et al 1995 a; Woods et al 1999]. Dies betraf auch
die Zahl der Neutrophilen Granulozyten, was Ergebnissen einer alteren Studie
widerspricht, welche auf geminderte Neutrophilenzahlen bei regelmaBigem
Ausdauertraining hinweisen [Blannin et al 1996]. Auch die Bestimmung der
relativen Anteile an Lympho-und Monozyten im Blut der Probanden ergab
keinen Unterschied zwischen den Gruppen TR und UT. Dies ist insofern ein
wichtiger Aspekt, als die Expression der iINOS nur zu geringem Teil in
Lymphozyten stattfindet [Bogdan 2001; Niess et al 2000; Lincoln 1997] und dort
beim Menschen nur in NK-Zellen nachgewiesen ist [Xiao et al 1995; Lincoln
1997].

Der Frage nach, bei TR und UT unterschiedlichen Reifegraden der Monozyten,
wie sie bei chronisch entzindlichen Erkrankungen oder auch im Alter
vorkommen [Sadeghi et al 1999; Ziegler-Heitbrock 1996], wurde hier nicht
nachgegangen. Dennoch ist eine weitere mogliche Ursache fir die, nur bei TR
vermehrte Stimulierbarkeit durch LPS und Zytokine das, unter manchen
Umstanden auftretende, verdnderte Verhéltnis von reifen und unreifen
Monozyten.

Zellen des mononukledren Phagozytensystems bleiben in der Regel nach der
letzten Teilung der Vorlauferzelle (Promonozyt) ca. 17 Stunden im
Knochenmark, und werden dann in den Blutkreislauf abgegeben, wo sie
durchschnittlich 32 h lang als Monozyten verweilen. Nach Erreichen von
Bauchhdhle, Lunge oder anderen Organen kénnen sie dort schliesslich tber 60
Tage alt werden [Boltz-Nitulescu 1978].
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Verschiedene Reifegrade dieser Zellen lassen sich an der anteilmaBig
unterschiedlichen Expression der Membranrezeptoren erkennen [Ziegler-
Heitbrock 1996]. Bei gesunden, jungen Erwachsenen dominiert mit einem Anteil
von 80% die unreife Form. Diese Zellen exprimieren relativ viel CD14 und keine
nachweisbare Menge an CD16, welcher fir Bindung des konstanten Anteils der
schweren Kette der Immunglobuline (Fcy) zustandig ist. AuBerdem wird bei
diesen weniger reifen Zellen eine gedrosselte Expression von MHC Il neben
gesteigerter CD11b- und CD33- Expression und vermehrter IL-10-Produktion
beobachtet [Ziegler-Heitbrock et al 1993; Frankenberger et al 1996]. Reifere,
phanotypisch den Makrophagen ahnlichere Monozyten tragen dagegen weniger
CD14 und mehr CD16. Auch produzieren sie weniger IL-10 und exprimieren
mehr MHC 1l und weniger CD11b und CD33. Zudem zeigen sie eine etwas
geringere ROS-Generierung, als weniger reife Monozyten [Ziegler-Heitbrock et
al 1993]. Chronische Entziindungen und héheres Alter pradisponieren fur einen
gréBeren Anteil an peripheren Monozyten der reiferen Form [Ziegler-Heitbrock
1996; Sadeghi et al 1999]. Andererseits ist eine Vermehrung der weniger reifen
Vorstufen durch akute, anaerobe sportliche Belastung beschrieben [Steppich et
al 2000].

Bedenkt man nun den Einfluss von Ausdauerbelastungen auf hormonale und
zytotaktische Faktoren und deren potentielle Wirkung auf Reifung und
Ausschwemmung der Immunzellen, scheint eine alterierten Verteilung der
Reifegrade bei Trainierten Personen denkbar.

Physische Stressmomente wie z.B. Infektionen, Traumata oder ungewohnt
hohe Trainingsbelastungen kurze Zeit vor dem Versuchstag wurden sowohl
anamnestisch, als auch labortechnisch weitgehend ausgeschlossen. Die
Plasmaspiegel von Kreatinkinase, Cortisol, C-reaktivem Protein und Harnstoff
lagen bei beiden Gruppen durchgehend im Normbereich. AuBerdem zeigten
sich diesbezliglich keine signifikanten Unterschiede zwischen TR und UT (Tab.
3).
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5.4.2 Mogliche Einfliisse der Verarbeitung in vitro

Angesichts der bereits erwdhnten Hemmung der iNOS-Transkription durch
einen gesteigerten prooxidativen Zustand muss die mdgliche Entstehung eines
solchen Zustandes im Zuge der Stimulation in Erwdgung gezogen werden.
Sowohl Basalwerte, als auch Expressionsanstiege kénnen allein durch
Manipulation der Zellen beeinflusst werden. Im Gegensatz zum Hitzeschock
fand die Stimulation mit LPS und Zytokinen nach lIsolierung der PBMC aus
Vollblut Gber einen Dichtegradienten statt. Die zahlreichen Zentrifugations- und
Schiittelschritte kénnen allein bereits als Stressoren agieren.

AuBerdem ist zumindest fur neutrophile Granulozyten eine iINOS-Anreicherung
nach Adhé&sion an Fremdoberflachen nachgewiesen [Webb et al 2001]. Nach
dem lIsolationsprozess verblieben die Negativkontrollen ebenfalls fir drei
Stunden bei 37°C in Kuwuststoffrohrchen. Die Andeutung einer gesteigerten
basalen iINOS-Expression bei UT lieBe sich auch durch eine gréBere
Stresssensibilitdt dieser Zellen im Vergleich zu denen trainierter Personen
erklaren. Im Falle der Stimulation mit LPS und Zytokinen erreichte
maoglicherweise der toxische Einfluss dieser Stoffe bei UT bereits teilweise
einen transkriptionshemmenden Grad, wozu es jedoch in den Zellen von TR
dank der bereits erwahnten antioxidativen Systeme nicht kommen konnte.
Gegen diese These und fur einen Einfluss des trainingsbedingten, wiederholten
Kontaktes der Zellen mit LPS und Zytokinen spricht jedoch ein weiteres
Ergebnis dieser Studie: Bei Stimulation mit PMA zeigten sich
interessanterweise bezlglich der Reaktion der Zellen (entsprechend den
Ergebnissen der Hitzestimulation (Abb.18)) keinerlei Unterschiede zwischen TR
und UT (Abb.23). Neben der Stimulation mit LPS und Zytokinen wurde ein Teil
der isolierten PBMC der Inkubation mit einem Phorbolester (PMA) ausgesetzt.
PMA flhrt intrazellular zur Entstehung von oxidativem Stress (oxidative burst)
[Gabriel et al 1994] und kann ebenfalls Uber Aktivierung von NF-kB [Park et al
2002] die iINOS-Expression induzieren [Simmons et al 1994; Park et al 2002;
Tabakman et al 1998]. Die Signaltransduktion betreffende Unterschiede der
Stimulation durch PMA von derjenigen durch LPS sind teilweise jedoch auch
bekannt. So kann die Induktion der iINOS durch LPS méglicherweise auch PKC-
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unabhangig, mittels einer Thyrosinkinase ablaufen [Kwon et al 1997; Simmons
et al 1994].

5.4.3. Ausblick

Das differierende Expressionsverhalten der iINOS (im Sinne einer
Stimulierbarkeit durch LPS und Zytokine nur bei TR) lasst sich nicht eindeutig
durch die in der Regel gesteigerte Aktivitdt reduzierender Systeme bei
ausdauertrainierten Personen erklaren. So spricht die indifferente Reaktion auf
PMA- und Hitzestimulation dagegen. Aber auch Berichte Uber eine
Unterdriickung der iNOS-Expression durch Antioxidantien in vitro stehen im
Gegensatz zu den beobachteten Expressionsanstiegen bei TR [Hecker et al
1996].

Wie bereits erwahnt kann die, aus PBMC isolierte, fir iNOS kodierende mRNA
aus Monozyten oder den ebenfalls durch LPS aktivierbaren Natural Killer (NK)-
Zellen stammen [Brigl et al 2003; Weinberg et al 1995; Xiao et al 1995]. Obwohl
letztere zu den Lymphozyten gehdren, sind sie zu unspezifischer Zytotoxizitat,
ohne vorangehende Antigenprasentation fahig.

Neben einer Beeinflussung durch akute Belastung zeigen NK-Zellen trainierter
Athleten auch in Ruhe eine gesteigerte Abwehrfunktion [Nieman et al 1995 a u.
b; Pedersen et al 1989]. Der relative Anteil dieser Zellen an den untersuchten
PBMC ist jedoch verglichen mit dem der Monozyten recht gering. Eine
Beeinflussung des Ergebnisses im Sinne einer, auch in diesen Zellen bei TR
stattfindenden iNOS-Induktion ist wahrscheinlich, obwohl auf Proteinebene in
der Lymphozytenpopulation an den untersuchten Zeitpunkten keine
Stimulationseffekte festgestellt wurden [Waldvogel 2005]

Eine wichtige Aufgabe des im Immunsystem produzierten NO liegt in der
Abwehr entarteter Zellen. Wachstumshemmung und Induktion des Absterbens
von Tumorzellen durch Makrophagen waren sogar die ersten, im Immunsystem
entdeckten Funktionen von Stickoxid [Bogdan 2001; Nathan 1992]. Fir, in
Makrophagen und eosinophilen Granulozyten produziertes NO wurden in vitro
inzwischen zahlreiche verschiedene Mechanismen der Inhibition von

Tumorwachstum nachgewiesen [Bogdan 2001]. Zu diesen z&hlt unter anderem
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eine Apoptoseinduktion, oder die Hemmung lebenswichtiger Enzyme in
entarteten Zellen [Bogdan 2000; Bauer et al 2001]. AuBerdem kann sowohl eine
Ausschaltung der far iINOS kodierenden Gene, als auch eine unterdrlckte
Expression derselben in Korrelation mit geminderter Tumorabwehr beobachtet
werden [DiNapoli et al 1996; Hung et al 1998].

Bei Nagetieren wurde in der Folge von Ausdauertraining eine gesteigerte
Tumorabwehr beobachtet [Woods et al 2000]. Eine direkte Ubertragung dieser
Untersuchungsergebnisse auf den Menschen, ist jedoch nicht ohne weiteres
moglich.

Bei Ratten zeigt sich ein Anstieg der iINOS auf Proteinebene. Im Gegensatz
dazu ergibt beim Menschen die Analyse mittels Durchflusszytometrie keine
signifikanten  Anstiege INOS positiver Zellen oder ihrer mittleren
Fluoreszenzintensitat [Waldvogel 2005]. Dies kdnnte durch die beim Menschen
vergleichsweise strengere Kontrolle und Regulation der Translation bedingt sein
[Kréncke 1995]. Auch missen (bei Mensch und Ratte) mdgliche Unterschiede
zwischen Makrophagen und ihren unreifen Vorstufen, den Monozyten in
Betracht gezogen werden [James 1995].

FOr einen Zusammenhang von korperlicher Fitness, sportlicher Tatigkeit oder
friherem, trainiertem Zustand mit verminderter Inzidenz- und/oder
Mortalitatsrate einiger Krebserkrankungen gibt es zahlreiche Belege [Woods
1998]. Besonders fur Kolonkarzinome und &strogenabhé&ngige Neoplasien
weiblicher Geschlechtsorgane scheint dieser Zusammenhang zu gelten [Thune
2001]. Allerdings ist hier nicht sicher, welcher, mit Training verbundene Faktor
tatséchlich das positive Resultat bewirkt. Denkbar sind unter anderem auch
hormonelle Einflisse [Woods 1998], oder eine andere Kausalitat im Sinne einer
gemeinsamen Ursache fir sportliche Aktivitdt und Tumorresistenz. In weiteren
empirischen Studien wurden bei ,Krebs-Uberlebenden® Einfliisse von
kdrperlichem Training auf fur die Tumorabwehr spezifische Funktionen des
Immunsystems untersucht, wobei in 4 von 6 Untersuchungen eine gesteigerte
Effektivitvitat jener Abwehrsysteme beobachtet werden konnte [Fairey 2002].
Sowohl eine erhdhte Phagozytosekapazitat peripherer Monozyten [Peters

1995], als auch verstarkte zytolytische Aktivitdt von NK-Zellen [Peters et al

-84 -



1994; Na et al 2000] lassen sich nach Ausdauertraining beobachten. Leider
fehlt in letzteren Studien jedoch bisher die Untersuchung einer Auswirkung von

Training und Abwehrfunktionen auf Verlauf und Prognose der Erkrankungen

[Fairey 2002].
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6. Zusammenfassung

Training bedeutet die stdndige Wiederholung einzelner Belastungen, auf welche
der Organismus mit Anpassung reagiert. Zweck der Adaptationsprozesse ist
eine Okonomisierung des unbeschadeten Umganges mit diesen, das
Gleichgewicht bedrohenden Reizen. Nahezu alle Organsysteme und
Funktionsablaufe werden bei Ausdauersport, wie Langstreckenlauf oder
Radfahren beeinflusst. In der vorliegenden Arbeit wurden Einflisse
umfangreichen und intensiven Ausdauertrainings auf Funktionen des
Immunsystems und zwar speziell auf die Expression von Hitzeschockproteinen
und induzierbarar NO-Synthase (iNOS) in peripheren mononukledre Blutzellen
(PBMC) untersucht.

Periphere mononukledre Zellen ausdauertrainierter, mannlicher Personen (TR)
reagieren anders auf, in vitro applizierte Reize, als Zellen untrainierter
Probanden (UT).

Im Falle der Hitzeschockreaktion zeigte sich bei semiquantitativem Vergleich
der mRNA ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen TR und UT beztiglich
der reaktiven Expression der Hitzeschockproteine.

Die beobachtete, vergleichsweise geringere HSP-Expression bei TR lasst auf
eine erworbene Toleranz der Zellen schlieBen. Repetitive Ausdauerbelastungen
hatten mdglicherweise unter anderem durch die, damit verbundenen erhéhten
Kérpertemperaturen zu langfristigen, intrazellularen Veranderungen geflhrt,
wodurch der Hyperthermiereiz an Potential und stressendem Einfluss auf Zellen
der trainierten Gruppe verlor. Statistisch signifikant (p<0,05) war in vorliegender
Studie die, mittels semiquantitativer RT-PCR festgestellte, geringere Expression
von HSP27, HSP72, und HO-1 in PBMC ausdauertrainierter Probanden.

Bei Stimulation der mononukledren Zellen mittels Lipopolysaccharid (LPS),
TNF-oo und INF-y zeigten die Zellen von UT und TR bezlglich der iNOS-
Expression auf mRNA-Ebene ebenfalls signifikante Unterschiede im
Expressionsverhalten. Applikation von Phorbolmyristatazetat (PMA) oder
Hitzeschock jedoch vermochten in PBMC keine signifikante Steigerung der
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Mittelwerte, bzw. 95% Konfidenzintervalle zu induzieren. Ganz zu schweigen
von signifikanten, gruppenspezifischen Differenzen.

Fir die, bei TR signifikant gesteigerte, mittels semiquantitativer RT-PCR
erfassbare Induktion der iINOS durch LPS und Zytokine kommen einige
Ursachen infrage. Anders verteilte  Reifegrade, beziehungsweise
unterschiedliche Rezeptorausstattung besonders der Monozyten oder eine
Konditionierung der Zellen durch trainingsbedingte Zytokin-Exposition kénnen
hier unter anderem eine kausale Rolle spielen.

Die zeitgleich durchgefihrte Expressionsanalyse auf Proteinebene zeigte
sowohl fir Hitzeschockproteine, als auch fur die induzierbare NO-Synthase
weitaus geringere Unterschiede zwischen TR und UT. Deshalb muss auBerdem
die Funktion weiterer, die Regulation von sowohl Transkription als auch
Translation betreffender Feedback-Mechanismen vorhanden sein.

Ein Zusammenhang des beobachteten Expressionsmusters der PBMC mit,
nach regelmaBigem Training langfristig alteriertem Abwehrverhalten von
Monozyten und natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) sowie einem veranderten
Immunstatus der Athleten erscheint denkbar.
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