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Kapitel 1
Einleitung

Eine in regelméfiigen Absténden sich wiederholende korperliche Belastung wird
als Training bezeichnet. Anpassungsprozesse an diese Art von Beeinflussung des
Organismus scheinen aus 6konomischen Griinden sinnvoll. Diese Arbeit geht der
Frage nach, inwieweit sich diese Okonomisierung bei Ausdauertrainierten auf Im-

munsystem und Organismus auswirkt.

1.1 Hitzeschockproteine 27 und 70 (HSP27
/HSP70)

Hitzeschockproteine sind Teil einer grofleren Familie von Proteinen, die auch als
Stressproteine bekannt sind, da sie eine essentielle Rolle fiir das Uberleben der
Zellen unter Stress spielen. Sie sind ausfiihrlich studiert worden beziiglich ihrer
Regulierung, Lokalisation und Funktion in der Zelle. Eingeteilt werden die HSPs
nach ihrem Molekulargewicht, das zwischen 27 und 110 kDa erreichen kann (Mo-
SELEY, 1997). Die Proteine kommen in Hefen, Prokaryonten und auch Eukaryon-
ten vor (CRAIG, 1985) und wurden zum ersten Mal in Drosophila beschrieben,
wo sie auf steigende Temperaturen mit Konzentrationserh6hungen im Zytoplas-
ma reagierten (RITOSSA, 1962)). Neben Hitze, die als eine der ersten Stressoren
in Bezug auf zunehmende HSP-Synthese beschrieben wurde, und dem die Pro-
teine auch ihren Namen verdanken, sind mittlerweile eine Vielfalt von Stresso-
ren, physikalisch, chemischen und auch metabolischen Ursprungs bekannt. Ne-
ben Ischdmie ((MARBER et al., 1995)), UV-Bestrahlung (BARBE et al., 1988) und

Schwermetallverbindungen, seien erhohte Kalziumkonzentrationen, reaktive Sau-
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erstoffverbindungen, abnormal gefaltete oder degradierte Proteine (WELCH, 1992)
und entziindungsfordernde Faktoren wie Cytokine, insbesondere der Tumornekro-
sefaktor a (C1occCA et al., 1993), als die Stressoren genannt, die eine Hitzeschock-
proteinantwort initiieren. Eine grofle Bedeutung kommt den Hitzeschockproteinen
dahingehend zu, daf sie wesentlich an Erkennungs-, Reparatur- und Beseitigungs-
prozessen denaturierter oder funktionslos gewordener Proteine, die ihrerseits als
sogenannte Stressfaktoren die Bildung der HSPs anregen, beteiligt sind (Chem-
netius et al. (1993), Craig et al. (1994), Hartl et al. (1994)). Zusétzlich zu dieser
Art Proteinmanagment sind weitere Funktionen der Hitzeschockproteine zu nen-
nen, wie die Stabilisierung des Zytoskeletts der Zelle und Proteintranslokationen
zu Bestimmungsorten innerhalb der Zelle, zum Beispiel iiber die &uflere Membran
der Mitochondrien (MOSELEY, 1997), oder dem endoplasmatischem Retikulum
(CHIRICO et al., 1988), wobei die HSPs als schiitzende Begleiter fiir die Proteine
dienen. Diese Eigenschaft wird auch als Chaperone-Funktion beschrieben, die vor
allem bei regelméfigem sportlichen Training im Hinblick auf optimierte Regene-
ration und Anpassung bei steigenden Trainings- und Wettkampfbelastungen zum
Einsatz kommt (LEHMANN et al., 1997).

Was Ausdauertraining betrifft, so stellt sich seit lingerem die Frage, wie Ausdau-
ertrainierte mit dem physischen Stress, dem sie sich regelméflig aussetzen, fertig
werden. Auf zelluldrer Ebene entwickelt der Ausdauertrainierte in diesem Zusam-
menhang adaptive und protektive Mechanismen, die die zelluldre Homeostase auf-
rechterhalten. Da die HSPs als Antwort auf akute korperliche Belastung in den
Leukozyten exprimiert werden (FEHRENBACH und NORTHOFF, 2001)), scheint ih-
nen eine wesentliche Aufgabe im Hinblick auf Schutz vor Hyperthermie und oxi-

dativem Stress oder inflammatorischen Prozessen zuzukommen.

Der ebenfalls in Zusammenhang mit Hitzeschockproteinen genannte Begriff der
Thermotoleranz meint, dafl nach reiner nicht iberméfig dosierter erster Hitzeex-
position eine im Anschlufl folgende zweite Hitzebelastung besser von den expo-
nierten Zellen vertragen wird, selbst dann, wenn die Temperaturen im zweiten
Fall hoher liegen (L1, 1985). Dies stellt auch einen Adaptationsprozefl da. Eben-
falls ist eine Beteiligung der HSPs an Alterungsprozessen bekannt (HOLBROOK
und UDELSMANN, 1994)).

In unserem Fall wurden zwei Hitzeschockproteine beobachtet, HSP70 (induzier-
bare Form, auch als HSP72 bekannt) und HSP27, wobei HSP70 das besser er-
forschte von beiden darstellt. Alle Mitglieder der HSP70- Familie sind in der Lage
Adenosintriphosphate (ATP) (WELCH und FErRAMISCO, 1985)) und Polypeptide
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(BROWN et al., 1993)) zu binden. In Zellen von Saugetieren konnten vier Hauptiso-
formen (HSC73, HSP72, GRP75, GRP78) der HSP70-Familie identifiziert werden
(BECKMANN et al., 1990), wobei auch andere gewebespezifische HSP-70-dhnliche
Proteine existieren (DOMANICO et al., 1993). Alle Hauptisoformen sind an spezifi-
schen zellularen Wirkorten lokalisiert (Zytoplasma, Zellkern, Mitochondrium, En-
doplasmatisches Retikulum), wo sie mit Hilfe von Proteinen bestimmte Funktionen
vermitteln (BECKMANN et al., 1990). Eine bekannte Isoform stellt HSC73 dar, was
in den meisten Zellen synthetisiert wird, jedoch nur schwach stressinduzierbar ist
(LOCKE et al., 1990). Eine zweite Isoform ist HSP72, welches eng verwandt mit
HSC73 ist und als die induzierbare Isoform der HSP70-Familie betrachtet werden
kann (LOCKE et al., 1990)). Gerade dieses Protein ist auch in den letzten Jah-
ren verstirkt auf seine Rolle in Immunprozessen hin untersucht worden. So wurde
von G. Fincato (1991) entdeckt, dafi hitzeinduzierte Proteine vom Typ HSP70
in mononukledren Phagozyten exprimiert werden und in Zusammenhang mit der
Aktivitiat von bakteriellen Produkten wie Lipopolysaccharid (LPS) und Zytokinen
vermehrt gebildet werden, bzw. von diesen zur Synthese angeregt werden koénnen.
Die Beziehung der Hitzeschockproteine vom HSP70-Typ zu Zytokinen und dem
von Bakterien exprimierten Endotoxin (LPS) erscheint im Zusammenhang mit
schweren systemischen Entziindungsreaktionen (Sepsis) sehr interessant. Viele in
vitro-Studien haben gezeigt, dal die Expression von HSP70 die LPS-induzierte
Produktion von Interleukin1 und TNF « in humanen Monozyten und Maus-
Makrophagen herabsetzt (Hall et al. (1994), Jadttela et al. (1993), Klostergaard et
al. (1989)), was sich in Bezug auf die Sepsis giinstig auswirken kénnte. Schroeder
et al. (1999) konnten jedoch demonstrieren, dafl auch die Kapazitdt des HSP70
erschopfbar ist, namlich abhéngig von Menge und Inkubationszeit des zugefiihrten
Endotoxins. Somit sind die genauen Mechanismen, die bei der Entziindungskaska-
de in Interaktion mit HSP70 ablaufen, noch nicht geklart.

Deutlich wird jedenfalls, daf; neben der Rolle als intrazellulirem molekularem
Chaperone, das Hitzeschockprotein 70 als ein potenter Helfer bei Immunantwor-
ten wirken kann, indem es laut Asea (2000) auch im extrazelluldren Milieu als
Zytokin agiert, welches die funktionellen Eigenschaften immunkompetenter Zellen
beeinflult. Dariiberhinaus ist HSP70 auch durch seine Interaktion mit verschiede-
nen Proteinen und Stabilisierung von Proto-Onkogenen bei Krebskrankheiten und
ihrer Therapie involviert (FULLER et al., 1994)).

Fiir das kleinere HSP27 ist eine Beteiligung insbesondere an Signaltransduktions-,

Wachstums-, Differenzierungs- und Transformationsprozessen belegt (ARRIGO und
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WELCH, 1987)). Aulerdem wird es mit dem schon bereits beschriebenen Vorgang
der Thermotoleranz assoziiert (LANDRY et al., 1989). Zytokine und Wachstums-
faktoren bewirken eine Phosphorylierung des Proteins (GUESDON et al., 1993)),
was die Resistenz der Zellen gegeniiber TNF a erhoht (MEHLEN et al., 1995). Die
molekularen Mechanismen, die einen méglichen Schutz gegen TNF « bilden sollen,
sind jedoch noch unbekannt (MEHLEN et al., 1995)). In Hinblick auf immunologi-
sche Funktionen wird HSP27 haufig in Krebszellen gefunden. In endometrischen
Karzinomen zum Beispiel ist seine Anwesenheit mit dem Grad der Tumordifferen-
zierung, ebenso wie mit dem Vorhandensein von Ostrogen- und Progesteronrezep-

toren korreliert (CIOCCA et al., 1993)).

1.2 Induzierbare Himoxygenase (HO-1)

Die Hamoxygenase (HO) ist hauptverantwortlich fiir den physiologischen Abbau
des Hams zu dquimolaren Mengen von Biliverdin, Kohlenmonoxid und Eisen. Sie
ist deshalb hauptséchlich in Organen (Leber, Milz) zu finden, in denen aufgrund
des hohen Abbaus an veralteten Erythrozyten besonders viele Himmolekiile anfal-
len. Mittlerweile sind drei Isoformen der Hamoxygenase (HO-1, HO-2, und HO-3)
(ELBIRT und BONKOVSKY, 1999) identifiziert worden, wobei HO-1 immer noch
die einzige Form ist, die ubiquitdr vorkommt und induzierbar ist. Zu den che-
mischen und umweltbedingten Stimulatoren, die dafiir bekannt sind, die HO-1-
Expression zu induzieren, gehtren das Ham-Molekiil (Lincoln et al. (1988), Gabis
et al. (1996)), andere Metalloporphyrine (CABLE et al., 1994), Zytokine (FUKU-
DA und SASSA, 1993)), Prostaglandine (ROSST und SANTORO, 1995)), ultraviolettes
Licht (Keyse und Tyrrell (1989)), Vile et al. (1994)), Wasserstoffperoxid (KEYSE
und T'YRRELL, 1989), Lipopolysaccharide (LPS) (CAMHI et al., 1995a), oxidativer
Stress (Applegate et al. (1991)), Stocker (1990)) und Hitzeschock (Shibahara et al.
(1987), Gabis et al. (1996)).

Aufgrund all dieser Faktoren ist es nicht verwunderlich, da} die HO-1 auch auf-
grund ihrer genetischen Struktur zur Familie der Stressproteine gezihlt wird und
wegen ihrer Induzierbarkeit durch Hitzeschock, die bislang allerdings nur in Zellen
von Ratten signifikant nachgewiesen wurde, auch als Hitzeschockprotein (HSP32)
bekannt ist (SHIBARA et al., 1989). Eine bedeutende Rolle spielt das Enzym durch
seine antioxidativ wirkende Schutzfunktion, die im Abwehrapparat jeder Zelle zum

Ausdruck kommt (MAINES, 1988). Die Expression der HO-1 wurde in vielen Stu-
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dien (Applegate et al.(1991)), Stocker (1990), Maines (1997)), Abraham (1996))) in
Zusammenhang mit oxidativem Stress in unterschiedlichsten Geweben von Sauge-
tieren untersucht. Auch als Antwort auf sportliche Belastung, die als Stressfak-
tor eine Anhdufung oxidativ schidigender Substanzen, wie ROS (reaktive Sauer-
stoffradikale) auslosen kann, wird die Schutzfunktion der HO-1 angenommen (Es-
SIG et al., 1997). Ebenso konnte ein Zusammenhang der HO-1 zu regelméafigem

Ausdauertraining im Rahmen eines wettkampfméflig absolvierten Halbmarathons
hergestellt werden (NIESS et al., 1999), (PASSEK, 2000).

Interessanterweise kommt bei der Himabbaukaskade auch dem Endprodukt, dem
Bilirubin, eine niitzliche Rolle zu. Es wird als sehr effektives Antioxidans betrach-
tet, das Schutz vor wasserloslichen Peroxiden bietet und vor allem in Membranen
sehr potent (STRYER, 1996) ist. Clark et al. (2000) haben die zytoprotektive Wir-

kung des Bilirubins gegeniiber oxidativem Stress verdeutlicht.

Abschlielend soll die Funktion der HO-1 im Entziindungsstoffwechsel aufgezeigt
werden, wobei sie einen fiir die Uberwindung des Prozesses mitentscheidenden
Platz einnimmt (WILLIS et al., 1996)). Bei schwerer Sepsis, die aufgrund der ex-
zessiven systemischen Entziindung zu oxidativem Stress mit daraus resultierenden
Multiorganversagen fithren kann, wird vermutet, dafi HO-1 eine der Schliisselfunk-
tionen einnimmt (TAKAHASHI et al., 1999)). Takahashi et al. beobachteten dazu die
HO-1 Expression in Ratten nach vorangegangener intraperitonealer Lipopolysac-
charid (LPS)-Injektion. Dabei zeigte sich etwa drei Stunden nach LPS-Injektion

eine signifikante Expression der HO-1 in Leber, Lunge und Nieren der Ratten.

1.3 Induzierbare Stickoxidsynthase (iNOS)

Stickstoffmonoxid (-NO) ist ein kurzlebiges, gasférmiges freies Radikal, welches als
wichtiger Botenstoff bei Signaliibertragungsprozessen von Vertebraten, innerhalb
einer Zelle oder zwischen zwei benachbarten Zellen, fungiert. Es wird aus Arginin
in einer komplexen Reaktion mit Hilfe von NADPH und Os gebildet und nimmt
damit eine zellschiitzende Rolle ein, da es die Bildung reaktiver, toxisch wirkender
Sauerstoffradikale (ROS) durch das Superoxidradikal O; zunéchst verhindert. In
hoheren Konzentrationen jedoch wirkt auch -NO, in seiner Eigenschaft als freies

Radikal, auf kérpereigene Strukturen und Gewebe schédigend.

Als Katalysator der -NO-Reaktion dient die Stickstoffmonoxidsynthase (NOS),

die in drei Isoformen bekannt ist. Wahrend ¢cNOS (Isoform 1) in neuronalen Zel-
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len gefunden wure und eNOS (Isoform 3) seine Bedeutung als endotheliale Va-
riante bei Gefidfrelaxation findet, konnte die iNOS als einzige induzierbare Iso-
form bislang in neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, in T-Lymphozyten,
in mesangialen Zellen (Weinberg et al. (1995), Wallerath et al. (1997)) und in
Monozyten/Makrophagen isoliert (REILING et al., 1994) werden. Vor allem die
Anwesenheit der iNOS im zuletzt genannten Zelltyp deutet darauf hin, dafl sie
bzw. -NO in Abwehrprozessen immunkompetenter Zellen als mitwirkender Faktor

anzusehen ist.

Aufgrund dieser Tatsache ist seit langem die Regulation der iNOS, die weitgehend
auf Transkriptionsniveau erfolgt, in Zusammenhang mit entziindlichen, autoim-
munologischen und chronischen Erkrankungen (Barnes and Liew (1993), Danner
et al.(1995), Kashem et al.(1996), Birks and Yacoub (1997)) untersucht worden.
In in-vitro Studien, die vor allem in Nagerzellen erfolgreich durchgefiihrt werden
konnten, bediente man sich zum Beispiel Zytokinkombinationen aus IL-1 5, TNF «
und INF v als iNOS-Induktoren (KROENCKE et al., 1995)). Desweiteren sind Li-
popolysaccharide (LPS) (NUSSLER und BILLIAR, 1993), geringe Mengen an -NO
selbst (SHEFFLER et al., 1995)), sowie Hitzeschock (KROENCKE et al., 1995)) und
Hypoxie (MELILLO et al., 1995) als regulierende Faktoren bekannt.

Trotzdem gehen die Meinungen iiber die Stimulierbarkeit der iNOS mit LPS und
Zytokinen in humanen Blutzellen v.a. in Monozyten/Makrophagen auseinander.
Es wird angenommen, daf die klassischen iNOS-Induktoren (IFN~, TNF «, LPS),
die in Makrophagen von Nagern einen deutlichen -NO-Anstieg hervorrufen, in hu-
manen Makrophagen jedoch aufgrund eher geringer iNOS-, bzw -NO-Expression
andere Wege zur -NO-Generierung gehen (Konur et al. (1996), Oliveira et al.
(1999), Weinberg et al.(1995)).

Angeblich spielt auch die Anwesenheit des Transkriptionsfaktors Nuklear Factor
kappaB (NF kB), der das Ansprechen der Gene auf Stimulatoren wie LPS und
IFN v fordern soll (ZHANG et al., 1996)), eine wichtige Rolle bei der iNOS-Gen-

Expression auf Transkriptionsebene.

Der Einflul korperlicher Belastung auf die Expression der iNOS- und -NO-
Produktion in immunkompetenten Zellen ist noch weitgehend ungeklért. Es wur-
den z. B. erhohte Nitratausscheidungen im Urin von Triathleten nach einem
Wettkampf gefunden (BROUWER et al., 1997)), was auf eine erhchte -NO-Bildung
wéahrend und nach der Belastung hinweist. Zusétzlich zu anderen Quellen, wie der

endothelialen und neuronalen -NO-Synthase, kénnte dies das Ergebnis einer gestei-
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gerten -NO-Erzeugung iiber die iNOS in Leukozyten sein. In einer neueren Studie
zeigten Niess et al. (2003), daB sich in Leukozyten von Ausdauertrainierten erhohte
iNOS-Konzentrationen nach Stimulation mit Stressoren wie LPS und Cytokinen

befanden.

Diese wenigen verfiigbaren Daten scheinen darauf hinzuweisen, dafl die Expression
der iNOS in Leukozyten durch groflere korperliche Anstrengung bzw. Ausdauer-

training induziert werden kann.

1.4 Nuklear Faktor Kappa B (NFx-B)

Der redoxsensitive Transkriptionsfaktor Nuklear Faktor Kappa B ist ein Hetero-
dimer, das sich aus zwei Untereinheiten p50 und p65 zusammensetzt. Uber eine
weitere Komponente, den sogenannten inhibitory subunit-s-B (I-x-B) wird der
Transkritionsfaktor im Zytoplasma in inaktivem Zustand gehalten. Extrazellulare
Stimuli wie Cytokine, Mitogene, Bakterien, Viren und reaktive Sauerstoffradikale
(ROS) koénnen eine Inaktivierung von I-x-B einleiten. Beim Abbau von I-x-B wan-
dert NFx-B zum Zellkern, um dort in seiner transkriptorischen Eigenschaft, die Ex-
pression von Zielgenen zu induzieren. Als wichtige Komponente fiir die Ausiibung
dieser Expression benotigt NFx-B einen intermediéren zelluldren Redoxstatus, da

zu hohe Konzentrationen von ROS seine Funktion wiederum hemmen.

NFk-B-assoziierte Zielgene kodieren fiir eine Vielzahl immunrelevanter Protei-
ne wie Cytokine, Adhésionsmolekiile, Akute-Phase-Proteine, Immunrezeptoren,
Stressproteine und auch die iNOS (ROEBUCK, 1999)). Es wird also deutlich, daf§
NF-k-B eine wichtige Rolle bei Immunreaktionen und inflammatorischen Prozes-

sen inne hat.

1.5 Korperliche Belastung und Immunsystem

Seit mehreren Jahren wurden die Einfliisse sportlicher Ausdauerbelastung auf den
menschlichen Korper in einer Vielzahl von Studien untersucht (BRINES et al.,
1996)), (HOFFMAN-GOETZ, 1996), (KEAST et al., 1988)). Dies geschieht nicht zu-
letzt deshalb, weil koperliche Belastung hormonelle und immunologische Verédnde-
rungen hervorrufen kann, wie sie auch durch klinische kérperliche Stressfaktoren
(zum Beispiel Trauma, Verbrennung, Sepsis, Hypoxie und Hyperthermie) verur-

sacht werden (SHEPHARD und SHEK, 1998)). Von immunologischen Verinderungen
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betroffen sind bei korperlicher Belastung die Organsysteme der Haut, des Respi-
rationstrakts, des Muskelapparats und das Blutsystem mit einer Reihe von Zel-
len unterschiedlicher Funktionen. Es gilt vor allem, diese Vielzahl an zelluldren
Verdnderungen wéhrend und nach der Belastungssituation zu betrachten, bzw.
zwischen akuten sowie mittel- und langfristigen Verédnderungen zu unterscheiden.
Im Blutsystem wird als Antwort auf Belastung eine Leukozytose erwartet, die
abhéngig von Belastungsintensitit und -umfang unterschiedlich stark ausfallt und

héufig zweigipflig verlauft.

Getragen wird dieser Anstieg der weilen Blutkorperchen im Wesentlichen von neu-
trophilen Granulozyten, Monozyten und einer Subpopulation von Lymphozyten,
den NK-Zellen (natiirliche Killerzellen)(McCARTHY und DALE, 1988)). Bei der
Freisetzung dieser Zellen aus RES-kompetenten Organen (Lunge, Darm, Leber,
Knochenmark und Milzsinusoiden) sind neurohumorale Ausléser wie Katecholami-
ne, Cortisol, Wachstumshormone, S-Endorphine sowie Cytokine als auch ein gestei-
gertes Herz-Zeit-Volumen als hamodynamischer Initiator beteiligt. Wenn man nun
diese Mechanismen und Vorgénge betrachtet, die bei der Freisetzung von Leukozy-
ten als Antwort auf korperliche Belastung ablaufen, fillt eine gewisse Ahnlichkeit
zu akut ablaufenden Entziindungsreaktionen oder Akute-Phase-Reaktionen auf,
wie Berg et al. (1992) beschrieben. Dem Prinzip nach folgt diese Art von Im-
munreaktion einer Entziindungsreaktion, die durch Cytokine wie IL-13, I1.-6 und
TNF« eingeleitet wird und in ihrem Verlauf mit Temperaturanstieg, Odembildung
und Permeabilitdtssteigerung der Zellmembran reagiert. Weiterhin fiithrt sie zur
Aktivierung immunkompetenter Zellen, zur Freisetzung von Arachidonsaurederi-
vaten, hepatischer Proteinaseinhibitorsynthese, Peroxidbildung und konsekutivem
Verbrauch von Oxidationsinhibitoren, zu denen auch die Stressproteine zéhlen. In
welchem Zusammenhang stehen nun aber diese zelluldren Verédnderungen zu In-
tensitdt und Umfang der Belastung, und welche Verédnderungen der Organsysteme

wurden in Abhéngigkeit davon beobachtet?

Hier werden zunéchst die neutrophilen Granulozyten betrachtet, die als prozen-
tualer Hauptvertreter der Leukozyten eine bedeutende Rolle im unspezifischen
zelluldren Immunsystem spielen, da sie zu den sehr frithen Schutzmechanismen
zéhlen, die als Antwort auf Verletzung oder Entziindung zum Einsatz kommen. Ei-
ner Infektion wirken diese Zellen durch ihre Fahigkeit zur Adhérenz, Chemotaxis,
Phagozytose, oxidativem Burst, Degranulation und Vernichtung von Erregern ent-
gegen. Wahrend korperlicher Belastung und vor allem in der Nachbelastungsphase,

wie ein 1920 durgefiihrter Boston-Marathon schon zeigte, ist eine ausgeprégte Neu-
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trophilie zu erwarten. Zur Funktion der neutrophilen Granulozyten 14t sich als
Antwort auf moderate korperliche Belastung eine Verstérkung hinsichtlich Che-
motaxis, Phagozytosefdhigkeit und oxidativem Burst feststellen (PEDERSEN und
HOFFMAN-GOETZ, 2000). Extreme korperliche Berlastung allerdings reduziert die-
se Funktionen mit Ausnahme der Chemotaxis und Degranulierfihigkeit (ORTEGA
et al., 1993), (SMITH et al., 1992). Studien in Bezug auf Ausdauersport berich-
ten, daf§ die Neutrophilen-Funktion (oxidativer Burst und Phagozytoseféhigkeit)
bei Ausdauerathleten der Norm entspricht, hingegen in sehr intensiven Trainings-
zeiten dieser Athleten deutlich vermindert ist (BAJ et al., 1994), (HACK et al.,
1994).

Fiir die Monozytenpopulation konnte ebenfalls ein belastungsinduzierter Anstieg
im Blut ermittelt werden, der unabhéngig von Dauer und Intensitat des gewéhlten
Belastungsprotokolls ist (FIELD et al., 1991)). Thre Funktion und Enzymausstat-
tung dhnelt sehr derjenigen neutrophiler Granulozyten, wobei der Schwerpunkt der
Monozyten in der Ausdifferenzierung zum Makrophagen mit ausgepréigter Phago-
zytosefahigkeit liegt.

Beide Zellpopulationen kénnen bei Aktivierung zu vermehrter Generierung und

Freisetzung reaktiver Sauerstoffverbindungen fithren (HALLIWELL, 1998)), was un-

ten naher erlautert werden wird.

Wihrend nun die Konzentration der neutrophilen Granulozyten im Blut sowohl
wihrend als auch nach korperlicher Belastung erhoht ist (PEDERSEN, 1991)),
verhilt sich dies nicht bei allen Subpopulationen der Leukozyten gleich. Zum Bei-
spiel zeigen die Lymphozyten mit ihrer Hauptpopulation, den NK-Zellen, einen
deutlichen Anstieg wihrend der akuten Belastungsphase, allerdings einen ebenso
signifikanten Abfall nach sehr intensiver akuter Belastung. Dieser Abfall kann die
Lymphozytenzahl im Vergleich zur Vorbelastungsphase noch unterschreiten und
ist in seiner Dauer abhéingig von Belastungsumfang und -intensitéit (HOFFMAN-
GOETZz und PEDERSEN, 1994)). Fiir diesen Abfall der NK-Zellen als auch ihrer
Aktivitdt nach intensiver Belastung machen Tvede et al. (1993) Prostaglandine
verantwortlich, die durch die erh6hte Monozytenzahl ausgeschiittet werden. Da
NK-Zellen eine wichtige Rolle in der Immunabwehr von akuten und chronischen
Entziindungen einnehmen und ebenso bei der Einddmmung maligner Prozesse be-
teiligt sind, miissen diese Verdnderungen in Bezug auf sehr intensiv trainierende

oder gar iibertrainierte Sportler kritisch betrachtet werden.

Demnach sind in den letzten Jahren zahlreiche Studien (CANNON, 1993), (FRI-
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MAN und ILBACK, 1992), (NIEMAN und PEDERSEN, 1999) aufgestellt worden,
um den Zusammenhang von korperlicher Belastung und moglicherweise dadurch
induzierte Infektionen des menschlichen Korpers zu untersuchen. Vor allem bei
Ausdauertrainierten scheinen Infektionen des oberen Respirationstraktes (URTI)
nicht selten zu sein, zumindest ist das Risiko zu URTT in Phasen extremen Trai-
nings oder Wettkampfsituationen erhoht (NIEMAN, 2000). Erklarbar sind diese
Prozesse unter anderem durch den schon erwéhnten Abfall immunkompetenter Zel-
len (Lymphozytenabfall hauptséichlich nach intensivem Kurzdauertrainig, Abfall
der Neutrophilen Granulozyten nach extremer Ausdauerbelastung) als auch durch
supprimierte [gA-Konzentrationen. IgA wird normalerweise als Hauptvertreter in
der Schleimhaut des Atmungstraktes gefunden (TVEDE et al., 1989). Da die IgA-
produzierenden B-Zellen, so konnte in einer in vitro Studie nachgewiesen werden,
nicht belastungsinduziert supprimiert sind, vermutet man auch hier, dafl die IgA-
Verminderung durch von Monozyten produzierte Prostaglandine beeinflufit wird.
Zu diesem IgA-Verlust unter Belastung kénnen auch Mikroblutungen im Bereich
des Intestinaltraktes gerechnet werden, infolge derer es zu einer Dysfunktion der
Intestinalschleimhaut kommt und unter Umstéanden zu einer daraus resultierenden
Einschwdmmung korpereigener Bakterientoxine (BOSENBERG et al., 1988]). Diese
Endotoxine, die auch als Lipopolysaccharide (LPS) bekannt und in gramnegativen
Stdbchenbakterien zu finden sind, verursachen eine Makrophagenanflutung und

somit eine Entziindungsreaktion des Darmes (NORTHOFF und BERG, 1991)).

In jede lokale Antwort auf Entziindung oder Infektion und vor allem auf Gewe-
beverletzung wie zum Beispiel Muskelgewebe ist die Produktion und Freisetzung
von Cytokinen involviert. Wie schon weiter oben erwéhnt sind sie als eine der er-
sten Faktoren an der sogenannten Akute-Phase-Reaktion beteiligt, indem sie die
Ausschiittung immunkompetenter Zellen, wie neutrophile Granulozyten, Lympho-
zyten und Monozyten bzw. Makrophagen zur Antigenbeseitigung und Reparatur
von Gewebeschéden erleichtern. Man unterscheidet inflammatorische (z. B. IL-6)
und proinflammatorische Cytokine (z. B. TNFa und IL-17), die gemeinsam mit
C-reaktivem Protein (CRP), ap-Makroglobulin und Transferrin an dieser inflam-

matorischen Reaktion beteiligt sind.

Der Zusammenhang zwischen korperlicher Belastung und dadurch induzierte
Cytokin-Ausschiittung ist in mehrfachen Studien diskutiert worden (NORTHOFF
und BERG, 1991), (OSTROWSKI et al., 1998), (VANTITIS und GRAAFSMA, 1991)),
(DurAUx und ORDER, 1989)). Der Nachweis von multiplen Cytokinen wie TNF«,
IL-13, 1L-6, IL-2-Rezeptoren und INF+~ im Urin nach korperlicher Belastung zeigt,
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daB die Expression von einem breiten Spektrum von Cytokinen als Antwort auf
korperliche Belastung moglich ist (SPRENGER et al., 1992). Die unterschiedli-
che Cytokin-Freisetzung im Rahmen von sportlichen Tétigkeiten kann mit der
Art der korperlichen Aktivitdt, ebenso wie mit Intensitat und Ausdauer zusam-
menhéngen (PEDERSEN et al, 1998). Demnach wurden zum Beispiel erhohte
Cytokin-Werte hauptsichlich nach exzentrischer Belastung gefunden (BRUUNS-
GAARD et al., 1997)). Weiterhin zeigen neuere Arbeiten, daf§ die Cytokin-Antwort,
die durch belastungsinduzierten Muskelschaden auftritt, derjenigen &hnelt, wie sie
bei Traumapatienten beobachtet wurde (OSTROWSKI et al., 1999). Auch wenn es
gewisse Parallelen in der inflammatorischen Reaktion bei korperlicher Belastung
sowie bei Trauma und auch Sepsis gibt, wird durch kérperliche Belastung allein
keine Sepsis ausgelost, was fiir eine Anpassung des Korpers an die Cytokinfrei-
setzung unter Belastung und entsprechende Gegenreaktionen spricht (PEDERSEN
und HOFFMAN-GOETZ, 2000)).

1.6 Korperliche Belastung und oxidativer Stress

Die Bildung reaktiver Sauerstoff (ROS)- und Stickstoffderivate (RNS) ist eine ge-
nerelle Begleiterscheinung oxidativer Prozesse bei hoheren Organismen. Zu den
wichtigsten Vertretern dieser auch unter dem Oberbegriff freie Radikale zusammen-
gefafiter Derivate gehoren das Superoxid- (O3 ) und das Stickoxidradikal (-NO).
Desweiteren sind das Hydroxyl-Radikal (OH), die Hypochlorsdure (HOCL) und
Wasserstoffperoxid (HyO5) zu nennen. Untersuchungen der letzten Jahre lassen
erkennen, dafl freie Radikale in der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen eine
bedeutende Rolle spielen und auch unter kérperlicher Belastung vermehrt gebildet
werden. Generierungsmechanismen von ROS/RNS, ihre schidigende Wirkung und
mogliche Schutzmechanismen, sowie der Zusammenhang zu korperlicher Belastung

und Immunfunktion sollen im Verlauf naher erlautert werden.

Méogliche Generierungsmechanismen fiir ROS/RNS kénnen durch die mit-
ochondriale Atmung, das Xantinoxidasesystem und im Rahmen Metallionen-
katalysierter Reaktionen entstehen. Ersterem obliegt eine Entstehung von Super-
oxidradikalen (O ) infolge unvollstandiger Reduzierung des bei der Atmung aufge-
nommenen Sauerstoffs (CAMHI et al., 1995b), (DOLL, 1994). Da unter sportlicher
Belastung vermehrt Sauerstoff umgesetzt wird, entsteht auch vermehrt Superoxid

in den Mitochondrien der Muskelzellen (SJODIN et al., 1990). Das Enzym Xan-
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tinoxidase wird beim Abbau von AMP eingesetzt, welches durch den gesteigerten
ATP-Abbau aufgrund unter képerlicher Belastung erhéhtem ATP-Bedarf entsteht.
Dabei katalysiert die Xanthinoxidase die beiden letzten Schritte (Hypoxanthin zu
Xanthin und Xanthin zu Harnsidure) im Purinbasenabbausystem unter Bildung von
O5 (SuMIDA et al., 1989). Ein weiterer Mechanismus der ROS-Bildung wird durch
die Umwandlung von HyO5 zu dem wesentlich aggressiveren Hydroxyl-Radikal OH
mit Hilfe der Fenton-Reaktion in Anwesenheit von Eisen dargestellt (FENTON,
1894). Diese Umwandlung kann mit Hilfe der Superoxiddismutase (SOD) iiberall
dort stattfinden, wo es zu einer gesteigerten Freisetzung von Eisen, dem End-
produkt des Himoglobinabbaus kommt. Ein belastungsinduzierter Muskelschaden
kann eben diesen Abbau begiinstigen und die Fentonreaktion einleiten, wie O.
Heine et al. (1995)) im Rahmen eines Langstreckenlaufs zeigten. ROS/RNS kénnen
also nach korperlicher Belastung durch unterschiedlich ablaufende Reaktionen im

biochemisch-physiologischen System des Menschen entstehen.

Weiterhin kann es zur Bildung von ROS/RNS durch immunkompetente Zellen,
wie neutrophile Granulozyten sowie Monozyten/Makrophagen kommen, was zum
Zwecke der Abwehr von Mikroorganismen geschehen kann und damit positiv
auf den Schutz des Immunsystems wirkt (DOLL, 1994). Die Zellen werden un-
ter korperlicher Belastung aktiviert (GABRIEL und KINDERMANN, 1997), (PYNE,
1994). An ihrer Fahigkeit zur Bildung und Freisetzung reaktiver Sauerstoffradika-
le sind Cytokine beteiligt, die zum Beispiel die Stimulierbarkeit von neutrophilen
Granulozyten zur Freisetzung von ROS steigern kénnen (GOUGEROT-PODICALO
et al., 1996).

Eine wichtige Funktion dieser freien Radikale wurde schon genannt, namlich die
Fahigkeit zur Immunabwehr von pathogenen Mikroorganismen und Tumorzellen
im unspezifischen Immunsystem, was am Krankheitsbild der chronischen Granu-
lomatose verdeutlicht werden kann. Aufgrund eines Defektes der NADPH-Oxidase
bleibt den Neutrophilen die Moglichkeit zur O -Produktion versagt (MALECH
und GALLIN, 1987)), ein Zustand, der mit einer erhthten Infektinzidenz einhergeht.
Dariiberhinaus spielen ROS eine wichtige Rolle bei der Stimulation von Transkrip-
tionsfaktoren wie des oben beschriebenen NFx-B, sie leiten die Zellapoptose ein

und sind an adaptiven Trainingprozessen beteiligt (ROEBUCK, 1999).

Allerdings sind diese destruierenden Effekte der freien Radikale im Sinne der Im-
munabwehr nur so lange als positiv zu bewerten, solange es nicht zu erhohten
Konzentrationen von ROS/RNS kommt und damit zu einem Uberwiegen freier

Radikalbildner, welche nun nicht mehr durch die antioxidativen Schutzmechanis-
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men (weiter unten erldutert) ausgeglichen werden konnen. Diesen Zustand nennt
man oxidativen Stress, dessen Entstehung durch Krankheit, Umwelteinfliisse oder
korperliche Belastung hervorgerufen werden kann (DOLL, 1994), (T1ibus und
HousToN, 1995), (WINNEFELD, 1996). Die Folge sind Schidden an Proteinen, Nu-
kleinsduren und Membranlipiden. Die oxidativen Eigenschaften von ROS/RNS
fithren zur Oxidation zum Beispiel von Membranlipiden, was auch als Lipidper-
oxidation bezeichnet wird. Dabei wird aus dem betroffenen Lipid selbst durch
Abzug von Wasserstoffatomen ein sehr reaktives Peroxylradikal (ARUOMA, 1994),
was weitere oxidative Kettenreaktionen an Lipiden der Zellmembran und auch an
anderen Stellen des Organismus einleiten kann. Durch die Peroxidation dndert sich
die Membranfluiditdt und -funktion, letztendlich kommt es iiber einen unkontrol-
lierten Calcium-Einstrom zum Zelltod (WINNEFELD, 1996). Eine Oxidation von
Proteinen fithrt sowohl zu beschleunigter Proteindegradation als auch zu Stérung
der physiologischen Funktion, was am Beispiel der Glutaminsynthetase demon-
striert werden kann (LEVINE, 1983). Ebenfalls eine funktionelle Beeintréchtigung
erfahren Enzyme mit Thiolgruppen. Und auch die Beschdadigung der DNA durch
ROS/RNS durch Oxidation kann einen potentiellen Faktor in der Karzinogenese
darstellen (Simic, 1992). Neben Karzinogenese und Arteriosklerose (siche Lipid-
peroxidation) scheint oxidativer Stress in gewissem Mafle auch an Alterungspro-
zessen sowie entziindlichen und neurovegetativen Erkrankungen beteiligt zu sein
(HALL, 1994), auch wenn nicht geklart ist, ob oxidativer Stress Ursache oder Folge

dieser Erkrankungen ist.

In Bezug auf korperliche Belastung koénnen oben genannte Verdnderungen
natiirlich eine Gefahr fiir Sportler und vor allem fiir Hochleistungssportler darstel-
len, da es aufgrund der Erhchung der Korperkerntemperatur (PEDERSEN et al.,
1997) und aufgrund des erhchten Sauerstoffumsatzes unter korperlicher Belastung
zur Bildung freier Radikale (ROS/RNS) kommt.

Aus diesem Grund beschiiftigen sich Forschungsgruppen seit lingerem mit den
antioxidativen Schutzmechanismen des Korpers, die ROS/RNS entgegenwirken.
Hierbei kann man exogene Antioxidantien wie zum Beispiel Vitamin A, C und E
von endogenen unterscheiden, zu denen neben der schon erwéhnten Superoxiddis-
mutase (SOD), die Catalse, die Glutathionperoxidase und schlielich unsere bereits

oben beschriebenen Stressproteine gehdren.
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1.7 Fragestellung

Alle genannten Stressproteine, zu denen auch die Stickoxidsynthase gezéhlt werden
kann, kénnen wichtige Funktionen im Immunsystem von Leistungssportlern iiber-
nehmen. Vor allem in Bezug auf inflammatorische Prozesse stellt sich immer wie-
der die Frage, ob Sportler gut oder vielleicht sogar besser abgehértet (geschiitzt)
sind als Normalpersonen. Viele Studien, die die immunkompetenten Zellen von
Sportlern unmittelbar nach korperlicher Belastung untersucht haben, bekréftigen
die Annahme, dal die Stressproteine auf die Belastung zytoprotektiv reagieren.
Allerdings gibt es nach wie vor nur wenige Studien, die die Expression von Stress-
proteinen in Ruhe bzw. unter Trainigsbedingungen jedoch nicht unmittelbar nach
der Akutbelastungsphase untersucht haben und mit der Reaktion von untrainier-

ten Probanden verglichen haben.
In diesem Zusammenhang ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Lassen sich die Stressproteine (HSP27, HSP70, HO-1, iNOS) in mononukleédren
Zellen von Trainierten und Untrainierten (im Ruhezustand) mit LPS stimulieren?

Was zeigt sich auf Proteinebene?

2. LaBt sich die iNOS in mononuklearen Zellen von Trainierten und Untrainierten
(im Ruhezustand) mit Cytokinen und LPS stimulieren? Welche Ergebnisse und

Unterschiede lassen sich auf Proteinebene erkennen?

3. Wie sieht die Expression der Stressproteine nach Stimulation mit Hitzeschock

aus?

4. Gibt es Unterschiede in der Basalexpression aller oben genannten Enzyme in mo-
nonukledren Zellen von trainierten und untrainierten Probanden im Ruhezustand?

Welche Unterschiede zeigen sich auf Proteinebene?

5. Gibt es Unterschiede bei Trainierten und Untrainierten (im Ruhezustand) im

Anstieg der Stressproteine in mononukleéiren Zellen durch Hitzeschockexposition?

6. Gibt es Unterschiede bei Trainierten und Untrainierten (im Ruhezustand) hin-
sichtlich iNOS-Expression nach Cytokin- und LPS-Stimulation?

7.Welchen Einflufl hat regelméfBiges, intensives Laufausdauertraining auf die Stref3-
reaktion der Leukozyten gemessen anhand ihrer intrazelluldren Proteinexpression
von HSP27, HSP70, HO-1, iNOS. In einer Querschnittstudie wurden Leukozyten

von trainierten und untrainierten Probanden verglichen.



Kapitel 2

Material

2.1 Probanden

Die Versuchspersonen setzten sich zusammen aus einer Gruppe von 22 trainierten
ménnlichen Sportlern (TR), die seit mehr als 5 Jahren mindestens 50 km Lauftrai-
ning oder 7 Stunden Ausdauertraining (laufen, schwimmen, radfahren) pro Wo-
che absolvierten und einer Kontrollgruppe von 20 nicht trainierten (UT) ebenfalls
méannlichen Normalpersonen, deren sportliche Aktivitdten weniger als 2 Stunden

pro Woche betrugen.

Alle Probanden waren einen Tag vor der Blutentnahme wenig oder iiberhaupt
nicht korperlich aktiv, hatten sich keinem auflergewohnlichen psychischen Stress

ausgesetzt und auf Aufenthalte in warmen Gefilden oder in der Sauna verzichtet.

Ebenso waren alle Studienteilnehmer Nichtraucher und stoffwechselgesund und

konsumierten weder Medikamente noch Vitaminpréparate.

Das Durchschnittsalter der Probanden betrug 30,2+7,1 Jahre.

2.2 Zellmaterial

Es wurden aus humanem, venosem Vollblut isolierte mononukleére Zellen (PBMC)
zur Antikérpermarkierung und durchflulzytometrischen Auswertung verwendet.

Zu dieser Zellgruppe gehoren
e Lymphozyten (70-95%)

— B-Lymphozyten

21
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Lipopolysaccharid (LPS) Sigma, Steinheim
Tumornekrosefaktor o (TNF «v) R & D Systems, Wiesbaden
Interferon~y (INF ) R & D Systems, Wiesbaden

Tabelle 2.1: Verwendete Stimulatoren

Mouse IgG1 Isotyp Kontrolle Biozol Diagnostica, Eching

Anti-Heme Oxygenase-1 (= HO- | Biomol, Hamburg
1), IgG1
Anti-Hitzeschockprotein 27 (= | Biomol, Hamburg
HSP27), IgG1

Anti-Hitzeschockprotein 70 (= | Biomol, Hamburg
HSP70), IgG1
Anti-NOS2(C-11) (= iNOS), | Santa Cruz Biotechnology, Hei-
[gG1 delberg

Anti-Mouse IgG+IgM (= Se- | Dianova, Hamburg
kundérantikorper),  Fluorescein
(DTAF) konjugiert

CD 14 (= Oberflichenmarker), | Becton Dickinson, USA
PE konjugiert
Anti-NF Kappa B, p65 (RelA), | Biomol, Hamburg
polyklonal
Anti-Rabbit IgG (= Sekundéran- | Dianova, Hamburg
tikorper) Fluorescein (DTAF)
konjugiert,

Tabelle 2.2: Verwendete Antikorper

— T-Lymphozyten
* CD8/zytotoxische Zellen

« CD4/T-Helferzellen
« Null-Zellen, K-Zellen und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)

e Monozyten (5-16%)

Venoses Blut wurde den Probanden in EDTA-Rohrchen immer morgens zwischen
8.00 und 9.00 Uhr zu gleichen Zeiten in sitzender Position aus der Ellbeugenvene

abgenommen.



2.2 ZELLMATERIAL

23

Lymphoflot

Fa. Biotest, Dreieich

Fix & Perm (= Reagenz A & B)

An der Grub, Kaumberg

Natriumazid (= NaN30,1 %)

Merck, Darmstadt

Bovines Albumin (= BSA 0,1 %)

Sigma, Steinheim

Tabelle 2.3: Verwendete Chemikalien

PBS

Life Technologies, Eggenstein

Aqua dest.

Delta Pharma, Boehringer Ingel-
heim

RPMI (zuziiglich Hepes)

Biochrom, Berlin

Tabelle 2.4: Verwendete Pufferldsungen und Medien

Zentrifuge mit Platteneinsatz

Heraeus Sepatech GmbH, Ostero-
de

Wasserbad

GFL-GmbH, Burgwedel

Stericult 200 Incubator

Forma Scientific, USA

Mikroshaker, Mikromix 4

Milenia

Vortex-Gerét Typ REAX top

Heidolph, Kehlheim

Durchflufizytometer Epics XL2-
MCL

Coulter, Krefeld

Sterile Werkbank (Flow)

Heraeus Sepatech GmbH, Hanau

Tabelle 2.5: Verwendete Gerate

EDTA-Blutentnahmemonovette

Sarstedt, Niimbrecht

Eppendorf Pipetten

Eppendorf, Hamburg

50 ml Blue Caps

Greiner, Frickenhausen

Falcon, 15 ml

Becton Dickinson, USA

FACS-Roéhrchen (Falcon)

Becton Dickinson, USA

Pipetus

Hirschmann, Eberstadt

Einmalpipetten ( 5, 10, 25 ml)

Costar Bodenheim

Pipettenspitzen gelb, blau

Eppendorf Hamburg

Eppendorf 1,5ml und 2ml Tubes

Eppendorf, Hamburg

Mikrotiterplatte, Rundboden

Cellstar, Greiner Labortechnik,
Frickenhausen

Tabelle 2.6: Verwendete Labormaterialien
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Methoden

3.1 Studienaufbau

Allen 42 Probanden wurden nach deren schriftlich gegebener Einverstédndniser-

klarung morgens zwischen 8.00 und 9.00 Uhr jeweils 80 ml peripheres EDTA-Blut

in EDTA-Monovetten in sitzender Position abgenommen.

Ebenso wurde von jedem Probanden eine Blutbildanalyse durchgefiihrt, sowie ein-
zelne Laborparameter bestimmt, die Aufschluf} iiber vorangegangene Streflsitua-
tionen geben konnten. Der Trainingszustand des einzelnen Studienteilnehmers und

entsprechende anthropometrische Daten wurden in Fragebogen ermittelt.

Folgende Tabellen stellen dazu séamtliche Werte als Mediane mit 95% Konfidenz-

intervall dar.

Leukozytire Trainiert (TR) | Untrainiert
population (10%/1) (UT) (10°/1)
Neutrophile 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 0.25 (0.20-0.30) 0.20 (0.14-0.26)
Basophile 0.06 (0.03-0.06) 0.05 (0.05-0.06)
Gesamtleukozyten | 5.36 (4.55-6.18) 5.40 (4.13-6.67)

Tabelle 3.1: Anzahl der Zellen leukozytarer Subpopulationen bei Trainierten (n = 22) und

Untrainierten (n = 20)
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Parameter Trainiert (TR) Untrainiert
(UT)
Anthropometrische Daten

Alter (Jahre)

31.5 (28.5-34.6)

28.5 (25.4-31.6)

Grofle (cm)

177 (175-181)

181 (178-184)

Gewicht (kg)

68.0 (64.3-71.7)

77.9 (74.1-81.7)

Laborwerte

CRP (mg/1)

0.19 (0.10-0.29)

0.21 (0.11-0.31)

Cortisol (ug/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)

Harnséure (mg/dl)

5.5 (4.9-6.0)

5.1 (4.5-5.7)

CK (U/1)

88 (62-113)

63 (36-90)

Tabelle 3.2: Anthropometrische Daten und Laborwerte bei Trainierten und Untrainierten
3.2 Abfolge der Arbeitsschritte

Da die durchgefithrten Analysen eine unterschiedliche Reihenfolge der Arbeits-
schritte erforderten wird an dieser Stelle eine Ubersicht vorangestellt. Stimuliert
wurde auf zwei verschiedene Arten; zum einen mit Hitzeschock, zum anderen mit
Cytokinen und LPS. Die Stimulation mit Hitzeschock lief nach folgendem Schema
ab:

1. Blutabnahme

2. Stimulation mit Hitzeschock

3. Inkubation

4. Auftrennen der Zellen mit Dichtegradient
5. Analyse (HSP27, HSp70, HO-1, iNOS)

Die LPS-, und Cytokin-Stimulation wurde durchgefiihrt wie folgt:

1. Blutabnahme
2. Auftrennen der Zellen mit Dichtegradient

3. Stimulation der PBMC mit LPS und Cytokinen
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4. Inkubation

5. Analyse (iNOS, NFx-B)

Man beachte den Unterschied der Hitzeschockstimulation zur LPS- und Cytokin-
Stimulation in Schritt 2 und 3. Die Uberlegungen dazu und die Durchfithrung der

Stimulationen wird in den nachsten Abschnitten im Detail beschrieben.

3.3 AntikOrper

Es wurden insgesamt vier verschiedene monoklonale Antikorper verwendet: gegen
die Hitzeschockproteine HSP 27 und HSP 70, gegen die HO-1 (bzw. HSP 32) und
gegen die iNOS.

Die mit Hitzeschock stimulierten Zellen wurden mit jeweils allen vier Antikérpern
markiert. Die Zellen, die mit Cytokinen und LPS stimuliert wurden, wurden nur

mit Antikorpern gegen die iNOS markiert.

3.4 Stimulation mit Hitzeschock

Zunéchst wurden von jedem Probanden jeweils 5ml EDTA-Blut auf zwei 50 ml
Falcon Blue Caps verteilt, wovon ein Blue Cap als Negativkontrolle 3h lang bei
37 °C inkubiert wurde, wihrend die zweite Blutprobe 2 h lang in einem Wasserbad
bei 41,8°C einem in-vitro Hitzestress ausgesetzt wurde und danach eine weitere
Stunde im Brutschrank bei 37°C inkubierte.

Im Anschlufl an die Stimulation konnten mononukleére Zellen von den restlichen
Zellen des EDTA-Blutes mit Hilfe des Dichtegradienten Lymphoflot isoliert wer-
den. Hierzu wurde das inkubierte Blut im Verhéltnis 1:1, in unserem Fall 5ml
Blut auf 5 ml vorgelegten Dichtegradient aufgetragen und 20 Minuten bei 400 x g
und 20 °C ohne Bremse zentrifugiert. Der entstandene Zellring aus mononukledren
Zellen wurde darauthin abpipettiert. Nach 2 ergdnzenden Waschschritten mit je-
weils 50 ml PBS-Puffer konnten die Zellen fixiert und anschlieBend mit Antikérpern

markiert werden.

Ein Waschschritt setzt sich zusammen aus Auffiillen der Zellen mit PBS-Puffer,
anschlieBender Zentrifugation, danach Abschiitten des Uberstandes und Resuspen-

dierung des Zellpellets mit dem Vortex-Gerét.
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Beim Auftrennen der Zellen mit Lymphoflot sind die Dauer und Zentrifugenumdre-
hungen festgelegt, demnach wird im ersten Waschschritt 10 Minuten mit 230 x g

und im zweiten Schritt 10 Minuten mit 110 x g zentrifugiert.

3.5 Stimulation mit Cytokinen und LPS in iso-
lierten PBMC

Da zahlreiche Vorversuche von LPS- und Cytokin-Stimulation im Vollblut kaum
Effekte gezeigt haben, sind wir dazu iibergegangen, die mononukledren Zellen
(PBMC) erst nach Isolierung aus dem Vollblut zu stimulieren (beides wird im
Ergebnisteil gezeigt).

Es wurden dazu 2malig je 5ml Blut iiber je 5ml Lymphpflot im Verhéltnis 1:1
geschichtet. Nach 20-miniitiger Zentrifugation bei 400 x g konnte der Zellring ab-
getragen werden und nach 2maligem Waschen mit PBS-Puffer (Waschschritte siehe
Hitzeschockstimulation) wurde der Zellbestand mit je 2ml RPMI-Medium resus-
pendiert. In diesem Medium wurde eine Zellprobe mit LPS (End-Konz.: 100 ng/ml)
und Cytokinen stimuliert. Als Cytokine wurden TNF« in einer Konzentration von
50ng/ml und INFv ebenso mit 50 ng/ml verwendet. Die 2. Probe stellte die Ne-

gativkontrolle ohne Stimulation dar.

Im Anschlufl daran wurden die Proben 3h lang (siche Ergebnisteil zur Erlduterung)
bei 37°C inkubiert, bevor sie weiterverarbeitet wurden. Damit die Fixierung er-
folgen konnte, wurden die Zellen, die mit LPS und Cytokinen stimuliert wurden,
nach abgelaufener Inkubationszeit durch einen zusétzlicher Waschschritt mit je-
weils 50 ml PBS-Puffer von dem RPMI-Medium gereinigt. Dieser Schritt dauerte

15 Minuten bei einer Zentrifugenumdrehung von 200 x g.

3.6 Zellfixierung der mononukleiren Zellen

Zur Zellfixierung diente die formaldehydhaltige Losung Reagenz A aus dem Fix
& Perm Kit. Je nach Anzahl der Ansiitze (1 Ansatz entspricht 1 x 10° Zellen)
wurde im 15 ml-Réhrchen dem resuspendierten Zellpellet die entsprechende Menge

an Reagenz A (50 ul Reagenz A/ 1 x 10° Zellen) zugesetzt.

Im Anschlufl daran, wurden die Zellen im Vortex-Gerét kurz aufgeschiittelt und

15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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Mit 15 ml modifiziertem PBS-Puffer (zuziiglich je 0,1% NaN3 und 0,1 % BSA;
= FACS-Pulffer) folgte ein Waschschritt mit einer 5-miniitigen Zentrifugation von
200 x g, der Uberstand wurde abgeschiittet und das Pellet gevortext. Daraufhin
wurde den Zellen pro Ansatz 200 pul modifizierter PBS-Puffer zugesetzt und nach
erneutem Durchmischen im Vortex-Gerat konnten die Zellen auf die Mikrotiter-
platte iibertragen werden, indem in jedes Well 200 ul Zellsuspension pipettiert

wurde.

Ein letzter Waschschritt wurde nun in der Mikrotiterplatte durchgefiihrt, indem
wie oben 5 Minuten bei 200 x g zentrifugiert wurde. Die Uberstéinde wurden ab-
geschiittet und die Zellen im Mikroshaker resuspendiert. In allen weiteren Wasch-
schritten, die in der Mikrotiterplatte erfolgten, wurde 200 ul gekiihlter FACS-
Puffer je Well aufgetragen, anschlieSfend bei 10°C mit der zuletzt beschriebenen
Zentrifugeneinstellung zentrifugiert und wieder nach Abgeschiitten des Uberstan-

des im Mikroshaker resuspendiert.

3.7 Intrazellulire Antikorpermarkierung

Fiir die durchfluBzytometrische Messung und Auswertung der relevanten Parame-

ter war eine intrazelluldre, indirekte Antikérpermarkierung notwendig.

Hierfiir wurde das Detergenz Reagenz B aus dem Fix & Perm Kit als Permeabi-
lisator benotigt, um die Zellmembran fiir die Antikoérper durchldssig zu machen.
Dabei wurden pro Well 50 pl Reagenz B und 1 pug des entsprechenden Priméran-
tikorpers, der in 20 ul FACS-Puffer gelost war, unmittelbar nach der Permeabili-
sierung aufgetragen und bei Raumtemperatur 15 Minuten inkubiert. Der Inkuba-

tionszeit schlossen sich zwel weitere Waschschritte an.

Daraufhin erfolgte die Markierung mit dem Fluorescein-konjugierten Sekundéran-
tikorper, wobei pro Ansatz mit 1 ug, gelost in 20 ul FACS-Puffer, markiert wurde.
Eine 20-miniitige Inkubation im Dunkeln und zwei weitere Waschschritte bildeten

den Abschlufl der intrazellularen Antikérpermarkierung.
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3.8 Intrazellulire Antikérpermarkierung;:
NFx-B

Zur Verifizierung der Stimulierbarkeit sprich der Reaktionsfiahigkeit der Zellen auf
LPS- und Cytokinstimulation wurde die Expression des LPS-sensitiven Transkrip-
tionsfaktors NFx-B gemessen. NFx-B stellt in menschlichen Makrophagen die Ba-
sis fiir die NO-Produktion durch LPS- und INF~-Stimulation dar, wie Zhang et al.
(1996) vermuten. Im weiteren Verlauf wird dies noch ausfiihrlich diskutiert wer-
den. Im Wesentlichen gab es keine groflen Unterschiede in der Methode zu der
oben beschriebenen Stimulation mit Cytokinen und LPS. Es wurde mit denselben
Konzentrationen einmal mit LPS allein und einmal mit LPS plus Cytokinen in
RPMI resuspendierten Zellen stimuliert. Die Inkubationszeit betrug allerdings 12
Stunden. Der NFx-B Antikorper wurde mit 1ug, gelost in 20 ul FACS-Puffer ein-
gesetzt, als Zweitantikorper verwendeten wir einen Rabbit-Antikorper ebenfalls 1
ug, gelost in 20 pl FACS-Puffer pro Well.

3.9 Doppelmarkierung (Oberfliche und intrazel-

lulér)

Bei der Doppelmarkierung wurde nach stattgefundener Auftrennung der Zellen
mit Hilfe des Dichtegradienten (Mengenangaben sowie Waschschritte entsprechen
den gleichen Arbeitsschritten wie in Stimulation mit Hitzeschock beschrieben) und
der anschlieBenden Ubertragung auf die Mikrotiterplatte ein zusitzlicher Arbeits-
schritt eingefiigt, noch bevor die Zellen mit Reagenz A fixiert wurden. In die-
sem Schritt wurden die Zellen mit 1 pg, gelost in 20 ul FACS-Puffer PE-CD14-
Oberflichendirektmarker pro well bzw 1 ug, gelost in 20 pul FACS-Puffer der ent-
sprechender PE-Negativkontrolle markiert. Nach einer 20-miniitigen Inkubations-
zeit im Dunkeln und auf Eis und zwei nachfolgenden Waschschritten(je 5 Minu-
ten, 200 x g) erfolgten dann die Zellfixierung und intrazelluldre Markierung (siehe
oben). Diese Doppelmarkierung erlaubt die Klassifizierung der beiden eingefafiten
Zellpopulationen Monozyten und Lymphozyten und wird im Ergebnisteil anhand

der Abbildung Doppelmarkierung verdeutlicht.
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3.10 Stimulation mit LPS im Vollblut im Rah-

men der Vorversuche

Zur LPS-Stimulation im Vollblut wurden 2-3ml Blut aus den EDTA-
Blutentnahmemonovetten in je zwei 50ml Falcon Blue Caps verteilt. Ein Blue
Cap davon wurde mit LPS in Konzentrationen von 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100
ng/ml stimuliert (siehe Zeit-Konzentrationsreihe im Ergebnisteil), das andere Blue
Cap stellte die Negativkontrolle dar. Aufgefiillt wurde das Blut mit RPMI-Medium
und Heparin (300 ul Heparin pro 100 ml RPMI) und fiir 3, 6, 12 und 24 h bei 37°C
im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen 5 Minuten bei 230 x g zentri-
fugiert, der Uberstand abgeschiittet und die Zellen im Vortexgerit resuspendiert.
Anschlieflend wurde mit PBS-Puffer aufgefiillt und weitere 5 Minuten bei 230 x g
zentrifugiert, der Uberstand erneut abgeschiittet und die Zellen gevortext. Die ver-
bliebene Menge an Zellsuspension wurde nun auf die gleiche Menge Lymphoflot
aufgetragen und nach den gleichen Schritten wie sie bei der Hitzeschock-und Cy-
tokinstimulation nédher beschrieben wurden zentrifugiert und desweiteren fixiert

und markiert nach oben beschriebenem Schema.

3.11 Durchfluf3izytometrie

Die Zellen aus den Mikrotiterplatten wurden mit jeweils 200 pl modifiziertem
PBS-Puffer in fiir die durchfluBzytometrische Analyse geeignete Reagenzglaser
iiberfithrt und mit weiteren 400 pl normalem PBS-Puffer je Reagenzglas aufgefiillt.

In unserer Versuchsanordnung diente als Lichtquelle ein Argonlaser mit einer Emis-
sionswellenléinge von 488 nm, der auf die hydrodynamisch ( Zellsuspension wird
mit Hilfe von Uberdruck in die MeBkiivette gepreBt) fokussierte Zellsuspension
gerichtet wurde. Somit konnte nach Eingabe der Probe das opto-elektronische
Detektionssystem die Streulicht- und Fluoreszenzlichtdaten jeder einzelnen die
MefBkiivette passierenden Zelle ermitteln. Entsprechend des Fluoreszenzspektrums
des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffs (Fluorescein) wihlten wir einen Filter mit
525 nm Wellenldnge. Pro Probe wurden 100.000 positive Ereignisse, was einer
Auswertung von 100.000 Zellen entspricht von den mit Hitzeschock stimulierten
Zellen gemessen und 40.000 Ereignisse von den mit LPS und Cytokinen stimulier-
ten Zellen. Mit Hilfe des Vorwérts- und Seitwértsstreulichtes, die am Zytometer

eingestellt werden, war es nun moglich, die zwei Hauptpopulationen der mononu-
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kledren Zellen (PBMC), nach Gréfle und Granularitdt zu bestimmen. Hierzu er-
folgte eine Darstellung im Zwei-Parameter-Streulichthistogramm (Abb. . Die
einzelnen Leukozytenpopulationen wurden nun durch Umschlielen amorpher Re-
gionen (Gating) ausgewihlt und die Fluoreszenzdaten jedes einzelnen dieser Gates
der weiteren Auswertung zugefithrt. Das Gating bietet also die Moglichkeit, Zell-
populationen getrennt zu untersuchen und schlieit tote Zellen aus. Zur genauen
Verifizierung der mittels Gating eingegrenzten Leukozytenpopulationen wurden
stichprobenweise Doppelmarkierungen durchgefiihrt, die gegen das entsprechende
intrazelluldre Protein und gleichzeitig gegen CD 14, ein spezifisches Oberflachen-

antigen der Monozyten, gerichtet waren.

Die Darstellung der aus den einzelnen Gates stammenden Daten der Einzel-
Fluoreszenzmessung erfolgte im Ein-Parameter-Histogramm mit einer logarithmi-
schen Skalierung der x-Achse von 0,1 bis 100.000, Abbildung zeigt zur Ver-
anschaulichung eine logarithmischen Skalierung der x-Achse von 0,1 bis lediglich
1000. Mittels einer parallelen Mitdarstellung der Daten der Negativkontrolle konn-
te eine Trennung in negative und positive Ereignisse vorgenommen werden, was
dem Abgleich der Hintergrundfluoreszenz bzw. der Verringerung unspezifischer
Bindungen diente. Die Angabe der Daten der Fluoreszenzmessung erfolgte in Pro-
zent positiver Zellen und als Mittelwert der Fluoreszenzintensitét aller positiver

Ereignisse (mfc).

3.12 Statistik

Die statistischen Berechnungen und die graphischen Darstellungen der erhobenen
Daten wurden mit Hilfe des Software-Pakets JMP (SAS Institute Inc., USA) fiir

Windows98 vorgenommen.

3.13 Vergleich der basalen Expression

Um Unterschiede des basalen Expressionsverhaltens bei trainierten und untrai-
nierten Probanden zu erkennen, wurden Mittelwerte und 95%- Konfidenzinterval-
le errechnet. Mit Hilfe von Rauten (Diamonds) (Abb. [3.2), deren Querachse auf
Hohe der Mittelwerte liegt, wihrend die senkrechte Achse Lage und Ausmafl der
Konfidenzintervalle représentiert, wurden diese Werte dargestellt. Die einzelnen

Punkte stellen die jeweiligen Probanden nach ihrem Expressionsverhalten dar.
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Abbildung 3.1: .Die linke Graphik ziegt das Beispiel eines Streulichthistogramms
(Zweiparameter-Punkthistogramm) von Leukozyten. Die einzelnen Zell-
populationen werden nach ihren Unterschieden hinsichtlich ZellgroBe
(Vorwartsstreulicht= FS) und Granularitat (Seitwértsstreulicht=SS) im
DurchfluBzytometer differenziert. Die rechte Graphik stellt ein Haufigkeits-
histogramm der Fluoreszenzintensitdt dar. Die x-Achse reprasentiert die
Signalstarke (logarithmischen Skalierung von 0,1 bis 1000), die y-Achse
die Zellzahl. Das Histogramm links stellt die Daten der Negativkontrol-
le dar, das Histogramm rechts die positiven Ereignisse des untersuchten
Proteins.

Eine eventuelle Uberlappung der 95%-Konfidenzintervalle wird schon bei Betrach-
tung der Diamonds sichtbar und zeigt, dafl Messwerte/Gruppen nicht signifikant
verschieden sind (GARDNER und ALTMAN, 1986)). Die Priifung der Signifikanzen
erfolgte zusétzlich durch Anwendung des 2-Proben t-Tests fiir ungepaarte Betrach-
tungen. Bei p < 0,05 wurde von einem statistisch signifikanten Unterschied aus-

gegangen.

3.14 Vergleich der verschiedenen in vitro Stimu-
lationen
Auch hierbei wurden Mittelwerte mit 95%-Konfidenzintervall gegeneinander be-

trachtet. Ebenso wurden die Differenzen vor und nach Stimulation in Diamonds

dargestellt. Von einem Einflufl der Reize auf das Expressionsverhalten wurde dann
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Abbildung 3.2: Die in den Abbildungen verwendeten Symbole und ihre Entsprechungen

ausgegangen, wenn die Raute keine Verbindung zum Nullpunkt aufwies, dieser so-
mit auBerhalb des 95%-Konfidenzintervalls lag. Der Signifikanzlevel fiir Unterschie-
de zwischen TR und UT wurde bei Anwendung des t-Tests ebenfalls bei p < 0,05
festgelegt.



Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Vorversuche

4.1.1 Stimulation mit LPS im Vollblut

Die Vorversuche zu dieser Studie dienten der Etablierung der Stimulation mit
LPS im Vollblut. Die Zeit-Konzentrationskurven in den folgenden Abbildungen
geben ndher Aufschlufl dariiber. Es ist ein reprisentatives Beispiel aus mehreren
Wiederholungen der Experimente fiir die iNOS und fiir HSP70 dargestellt.

Die Abbildungen zeigen die Expression von HSP70 und der iNOS in
Abhéngigkeit von Inkubationszeit und LPS-Konzentration. Die Inkubationszei-
ten betrugen 3, 6, 12 und 24 Stunden, die LPS-Konzentrationen reichten von 0
ng/ml (Negativkontrolle) iiber 1 ng/ml, 10 ng/ml bis hin zu 100 ng/ml LPS. Die
Abszisse zeigt die Inkubationszeit in Stunden. Die Ordinate stellt die Expression
des entsprechenden Proteins in Lymphozyten (Diagramm links) und Monozyten
(Diagramm rechts) gemessen an der Fluoreszenzintensitit (mfc) dar. Die einzel-
nen Kurven beschreiben die unterschiedlichen LPS-Konzentrationen, die bei der

Stimulation verwendet wurden.

Abbildung [£.1] beschreibt die HSP70-Expression nach Stimulation. Die Monozyten
scheinen eine ansteigenden Tendenz in Abhéngigkeit der Inkubationszeiten aufzu-
zeigen. Jedoch zeigt sich nach der Inkubationszeit von 6 Stunden vor allem bei
der Konzentration von 100 ng/ml eher ein Abfall der HSP70-Expression als ein
Anstieg. Signifikante Ergebnisse konnten auch nach mehrfacher Wiederholung der

Messungen nicht erfafit werden.

34
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Abbildung 4.1: HSP70-Expression in Abhangigkeit von Inkubationszeit und LPS-
Konzentration gemessen als Fluoreszenzintensitat (mfc)

Auch die Abbildung der iNOS-Expression [4.2] weist sehr geringfiigige Verédnderun-
gen auf. Ahnlich der Ergebnisse der HSP70-Expression zeigt sich hauptséchlich bei
den Monozyten aber auch bei den Lymphozyten ein geringer Anstieg der Konzen-

trationskurven der jedoch insgesamt nicht wesentlich ins Gewicht fallt.
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Abbildung 4.2: iINOS-Expression in Abhingigkeit von Inkubationszeit und

Konzentration gemessen als Fluoreszenzintensitat (mfc)

Mit unserer Methode (siche auch Material und Methoden) der LPS-Stimulation
im Vollblut konnten weder durch unterschiedliche LPS- Konzentrationen noch
durch unterschiedliche Inkubationszeiten signifikante Ergebnisse erzielt werden,
was fiir alle verwendeten Stressproteine gleichermaflen gilt. Dies soll anhand der
Zeit-Konzentrations-Kurven der HSP70- und der iNOS-Expression (Abb. und
Abb. demonstriert werden. Die Abbildungen lassen keine Abhéngigkeit von
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der LPS-Konzentration erkennen. Eine Abhéngigkeit zur Inkubationszeit scheint

in geringem Mafle zu bestehen, ist jedoch ebenfalls nicht signifikant.

Aus diesem Grund setzten wir zusétzliche Stimulatoren wei Cytokine vor allem
zur Induktion der iNOS ein und versuchten neben der Vollblutstimulation, PBMC

isoliert zu stimulieren (siehe unten).

4.1.2 Stimulation mit Cytokinen in Kombination mit LPS
im Vollblut im Vergleich zu PBMC

Da sich bei der LPS-Stimulation im Vollblut insgesamt wenig Effekte zeigten sind
wir dazu iibergegangen, alle vier Stressproteine letztendlich mit Hitzeschock zu
stimulieren. Fiir die iNOS allerdings setzten wir zusétzlich weitere Stimulatoren wie
Cytokine (TNFa und INF7) ein, die auch in Kombination mit LPS zum Einsatz
kamen. Bei der Stimulation mit Cytokinen machten wir auch hier den Versuch mit
unterschiedlichen Konzentrationen und Inkubationszeiten und stimulierten sowohl
im Vollblut als auch vorher isolierte PBMC direkt.

Die Abbildungen beschreiben die Expression der iNOS nach Stimulation
mit Cytokinen (TNFa und INF7 in einer Konzentration von je 50 ng/ml) und
nach Stimulation mit denselben Cytokinen in Kombination mit LPS (100 ng/ml).

Jede der Abbildungen stellt einen reprasentativen Versuch aus drei Versuchen dar.

Abbildung zeigt die iNOS-Expression von PBMC, die vor Stimulation mit
Cytokinen und LPS aus dem Vollblut mittels Lymphoflot isoliert wurden, und im
Vergleich dazu von im Vollblut stimulierten Zellen. Dabei ist deutlich zu sehen,
da LPS-stimulierte PBMC eine hohere iNOS-Expression aufweisen als die LPS-
stimulierten Zellen im Vollblut. Auflerdem zeigen sich die groiten Effekte bei der
kombinierten Stimulation von Cytokinen und LPS, mehr Effekte also als bei der
Cytokinstimulation alleine. Im weiteren Studienverlauf wurden aufgrund dessen
die mononukleédren Zellen mit Cytokinen plus LPS direkt stimuliert, also nachdem
sie vorher aus dem Vollblut mit Hilfe des Dichtegradienten Lymphoflot isoliert

wurden.

Zusiétzlich zu dem Vergleich von im Vollblut und in PBMC stimulierten Zellen wur-
de in Abbildung[.4] der Versuch mit unterschiedlichen Inkubationszeiten erbracht.
Hierbei ist eine Zunahme der iNOS-Expression bei den Zellen erkennbar, die iiber
3 Stunden inkubiert wurden. Bei der Inkubationzeit von 12 Stunden gewinnt man

eher den Eindruck, daf§ die iNOS-Expression de Zellen herrunterreguliert wird.
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Abbildung 4.3: iNOS-Expression nach Stimulation mit Cytokinen (Cyt (TNFa, INFv))
und LPS (Cyt + LPS) im Vollblut und in PBMC. Das linke Drittel der
Abszisse stellt die Negativkontrolle dar, das mittlere Drittel die Cytokinsti-
mulation und das rechte Drittel die Stimulation mit Cytokinen plus LPS.
Die Ordinate steht fiir die iINOS-Expression gemessen als Fluoreszenzin-
tensitdt (mfc) im DurchfluBzytometer.

Beides waren in diesem Fall stimulierte PBMC.

Ein weiterer Vergleich wurde durch den Versuch mit unterschiedlichen Cytokin-
konzentrationen dargestellt. Abbildung 4.5 stellt die iINOS-Expression in PBMC in
Abhéngigkeit von unterschiedlichen Cytokinkonzentrationen, zum einen 50 ng/ml
je Cytokin und zum anderen 80 ng/ml je Cytokin, dar. Ein Anstieg 148t sich bei
50 ng/ml erkennen, bei 80 ng/ml nimmt die iNOS-Expression ab.

Nach diesen Vorversuchen wéhlten wir fiir die Untersuchung der iNOS bei trainier-
ten und untrainierten Probanden folgende Bedingungen: eine kombinierte Stimu-
lation von Cytokinen und LPS in den Konzentrationen von 50 ng/ml je Cytokin
und 100 ng/ml fiir LPS und eine Inkubationszeit von 3 Stunden zur Stimulation
von isolierten PBMC.

4.1.3 NFk-B als Kontrolle

Da alle bisher dargestellten Vorversuche eine unbefriedigende Expression insbe-
sondere der iNOS durch die LPS-Stimulation zeigten, wurde der Transkriptions-
faktor NFx-B als Zusatz herangezogen, um die Ansprechbarkeit der Zellen durch
LPS zu iiberpriifen. NFx-B ist ein Transkriptionsfaktor, dessen LPS-bedingte Re-

gulation verschiedenen Verdnderungen auf Proteinebene vorangeht inklusive der
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Abbildung 4.4: iNOS-Expression nach Stimulation mit Cytokinen (Cyt (TNFa, INF~))
und LPS (Cyt +LPS) in PBMC im Vergleich mit unterschiedlichen In-
kubationszeiten. Das linke Drittel der Abszisse stellt die Negativkontrolle
dar, das mittlere Drittel die Cytokinstimulation und das rechte Drittel die
Stimulation mit Cytokinen plus LPS. Die Ordinate steht fiir die iNOS-
Expression gemessen als Fluoreszenzintensitat (mfc) im DurchfluBzyto-
meter.

iNOS-Produktion (BAEUERLE und HENKEL, 1994)). Deshalb dient er als Kontrolle
fiir eine erfolgte BeeinfluBung der Zellen durch LPS. Diese Kontrolle erschien ge-
rade wegen der heterogenen Ergebnisse auf Proteinebene notwendig. Wie sich nun
in Abbildung zeigt, sind sowohl im Vollblut als auch in PBMC signifikante
Anstiege vor allem bei den Monozyten festzustellen, was die Frage der Stimu-
lierfahigkeit positiv beantwortet. Deutlichere Anstiege von NFx-B sind allerdings
auch hier in den direkt stimulierten PBMC im Vergleich zur Vollblutstimulation

zu beobachten.

4.1.4 Doppelmarkierung (Oberfliche und intrazellulir)

Bei der durchflulzytometrischen Auswertung im Scattergramm wurden die beiden
Zellpopulationen (Lymphozyten und Monozyten) anhand von Geréfle (Vorwérts-
streulicht=FS) und Granularitét (Seitwértsstreulicht=SS) differenziert und durch
sogenannte Gates eingefafit. Zur Verifizierung der Monozyten wurde zusétzlich
zur intrazelluldren Antikorpermarkierung eine Oberflichenmarkierung mit dem
Monozyten- spezifischen CD14-Antikorper durchgefiihrt. Abbildung stellt die
intrazelluldare HSP70-Markierung und die Oberflaichen-CD14-Markierung dar. Das

linke obere Diagramm stellt die von uns eingefaf3ten Zellpopulationen in der Ne-
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Abbildung 4.5: iNOS-Expression in PBMC nach Stimulation mit Cytokinen (Cyt (TNF¢,
INF~)) und LPS (Cyt +LPS) mit unterschiedlichen Cytokinkonzentratio-
nen. Das linke Drittel der Abszisse stellt die Negativkontrolle dar, das
mittlere Drittel die Cytokinstimulation und das rechte Drittel die Stimula-
tion mit Cytokinen plus LPS. Die Ordinate steht fiir die iNOS-Expression
gemessen als Fluoreszenzintensitdt (mfc) im DurchfluBzytometer.

gativkontrolle dar. Das rechte obere Diagramm stellt in der mit dem Rechteck (a)
eingefaiten Population die Zellen dar, welche sowohl HSP70- als auch CD14-positiv
sind und demnach HSP70-positiven Monozyten entsprechen. Die Darstellung die-
ser Population im Scatter beweist die Identitdt der Monozyten. Desgleichen kénnen
die HSP-70-/CD14-markierten Zellen per Ausschlu die Lage der Lymphozyten im
Scatter belegen. Rechteck (b) fait die Zellen ein, die im Scatter vorwiegend den
Lymphozyten zugeordnet werden konnen. Die beiden unteren Diagramme beschrei-
ben die entsprechenden Ausschnitte der beiden Zellpopulationen. Betrachtet man
die Lage der Zellpopulationen in den unteren Diagrammen, so stimmen diese mit
der Negativkontrolle iiberein, was bestétigt, dafl die von uns bestimmten Zellpo-

pulationen den Mono- und Lymphozyten entsprechen.

4.2 Stressproteinexpression in PBMC nach Sti-

mulation

4.2.1 Expressionsverhalten durch Hitzeschockstimulation

In den Abbildungen sind die Expressionen der vier Stressproteine vor und
nach Hitzeschockstimulation im Vergleich der Gesamtheit der Probanden (TR und
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Abbildung 4.6: NF x-B-Expression nach Stimulation mit Cytokinen (Cyt (TNFe, INFv))
und LPS (Cyt 4+ LPS). Das linke Drittel der Abszisse stellt die Negativ-
kontrolle dar, das mittlere Drittel die Cytokinstimulation und das rechte
Drittel die Stimulation mit Cytokinen plus LPS. Die Ordinate steht fiir die
NFx-B-Expression gemessen als Fluoreszenzintensitit (mfc) im DurchfluB-
zytometer.

UT nicht getrennt) dargestellt. Bei der Expression der HO-1, in Abbildung zei-
gen sich keine signifikanten Unterschiede. Die 95% Konfidenzintervalle iiberlappen
sich sichtbar.

Signifikante Ergebnisse der Hitzeschockstimulation werden bei der HSP27- und
HSP70-Expression (Abbildung und demonstriert. Abbildung be-
schreibt die stimulierte HSP27-Expression durch Hitzeschock, die in Monozyten
signifikant angestiegen ist, aber nicht in Lymphozyten (siche Uberlappung der
Rauten). Die Expression von HSP70 (Abbildung zeigt sowohl fiir die Lym-
phozyten als auch fiir die Monozyten signifikante Ergebnisse. Die Konfidenzin-
tervalle iiberlappen sich nicht und es ist ein deutlicher Anstieg durch die Hitze-
schockstimulation festzustellen. Wir finden hiermit unsere Hitzeschockstimulation
als methodisch korrekt bestétigt.

Bei der iNOS-Expression nach lassen sich nach Hitzeschockstimulation hingegen
keine signifikanten Effekte nachweisen (Abbildung [4.11]). Bei den Lymphozyten
(Diagramm links) scheint die iNOS-Expression durch Stimulation mit Hitzeschock

tendenziell eher abzunehmen.
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4.2.2 Expressionsverhalten durch Cytokinstimulation
zuziiglich LPS

Da die iNOS sich im Gegensatz zu den Hitzeschockproteinen (insbesondere HSP
27 und HSP 70), nicht sehr gut durch LPS allein und auch nicht durch Hitzeschock
signifikant stimulieren lief3, sind wir dazu iibergegangen, weitere mogliche Stimu-
latoren wie TNFa und INF~ (siehe auch Vorversuche) in Kombination mit LPS

zu verwenden.

Abbildung [4.12] stellt die Expression der iNOS in Lymphozyten (Diagramm links)
und Monozyten (Diagramm rechts) nach Stimulation mit Cytokinen (TNFa +
INF~) und LPS bei der Gesamtheit aller Probanden dar. In den beiden oberen
Diagrammen der Abbildung zeigt die Lage der 95% Konfidenzintervalle ins-
gesamt keine Signifikanzen auf. Bei den Monozyten ist eine leichte Tendenz zu
erhohter iNOS-Expression durch die Cytokinstimulation (plus LPS) erkennbar.
Die 95% Konfidenzintervalle sind dabei geringgradig in ihrer Senkrechtachse ver-

schoben.

In den beiden unteren Diagrammen sind die Werte vor und nach Stimulation mit
Cytokinen und LPS jedes einzelnen Probanden durch Linien miteinander verbun-
den, so dafl genauere Aussagen zur Stimulierbarkeit der Zellen des einzelnen Pro-
banden sowie seines Trainingszustandes gemacht werden kénnen. In den Lympho-
zyten zeigt sich ein sehr heterogener Einfluss der Stimulation auf die intrazelluldre
Expression der iNOS. Bei den Monozyten gibt es einige ganz deutliche Anstie-
ge durch die Stimulation mit Cytokinen und LPS. Unter den Probanden, deren
iNOS-Expression durch Stimulation zunimmt, befinden sich vier Trainierte und
ein Untrainierter. Von diesem untrainierten Probanden lief sich ermitteln, dafl
er bis vor einem halben Jahr noch regelméfliges Ausdauertraining absolviert hat,
demnach einen eher grenzwertig Untrainierten darstellt, sich aber dennoch im Rah-
men unserer Studienkriterien befand. Alle Trainierten, die sich in den Diagrammen
voneinander abgrenzen lielen, befanden sich in einem sehr hohen Trainingszustand

(60-80 km/Woche).
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4.3 Basalexpression der Stressproteine im Ver-
gleich TR/UT

Die Expression der einzelnen Stressproteine im unstimulierten Blut der Proban-
den wird als Basalexpression bezeichnet. Diese Basalexprssion wurde nicht sofort
nach Abnahme des Blutes bestimmt, sondern erst nach einer dreistiindigen In-
kubationszeit des vendsen Blutes bei 37°C im Brutschrank. Aus diesem Grund
ist hier auch von thermoneutraler Expression die Rede, welche in den Abbildun-
gen jeweils dargestellt ist. In keinem der unten aufgefiithrten Abbildun-
gen sind beziiglich der thermoneutralen Expression (Basalexpression)
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen. Die Lage der 95%-
Konfidenzintervalle weisen bei der Expression aller vier Stressproteine sowohl bei
Lymphozyten als auch Monozyten deutliche Uberlappungen auf. Jedoch sind bei
der HO-1-Expression (Abb. und der iNOS-Expression (Abb. in den
Lymphozyten sowie bei der Expression aller vier Stressproteine (Abbildungen
4.16|) in den Monozyten tendenzielle Verédnderungen hinsichtlich geringerer ther-

moneutraler Expressionen in der Gruppe der Trainierten (TR) erkennbar.

4.4 Stressproteinexpression nach Hitzeschock-
stimulation im Vergleich TR/UT

In den Abbildungen sind die Expression der vier Stressproteine in Lym-
phozyten und Monozyten nach Hitzeschockstimulation im Vergleich TR/UT dar-
gestellt. Es sind jeweils die Differenzn zwischen Hitzeschock-stimulierten Daten
minus entsprechender kontrolle bei 37°C dargestellt. Abbildung zeigt auf-
grund der sich iiberlappenden Konfidenzintervalle (siche Lage der Rauten) keine
signifikanten Ergebnisse, die auf einen Unterschied in der HO-1-Expression in Ant-

wort auf den Hitzeschock bei Trainierten und Untrainierten hindeuten konnten.

Abbildung zeigt, daf die in vitro-Reaktion der HSP27 auf den Hitzeschock
in den Monozyten der Trainierten-Gruppe (TR) im Vergleich zur Untrainierten-
Gruppe (UT) tendenziell geringer ist. Signifikante Unterschiede kénnen nicht be-

obachtet werden.

Ebenso verhélt es sich auch in Abbildung Es gibt keine signifikanten Unter-
schiede der HSP70-Reaktion auf die Hitzeschockstimulation in vitro bei TR/UT.



4.5 STRESSPROTEINEXPRESSION NACH CYTOKINEN UND LPS 43

Fiir die Stressreaktion der iNOS nach Hitzeschock, die in Abbildung darge-
stellt ist, gilt fiir TR/UT &hnliches. Tendentiell exprimiert die Gruppe der Trai-
nierten (TR) sowohl in den Lymphozyten als auch in den Monozyten weniger iNOS
als die Gruppe der Untrainierten (UT). Aber auch hier sind keine Signifikanzen

erkennbar, die 95%-Konfidenzintervalle iiberlappen sich.

4.5 Stressproteinexpression (iNOS) nach Stimu-
lation mit Cytokinen und LPS im Vergleich
TR/UT

Abbildung zeigt die Expression der iNOS in Lymphozyten und Monozyten
nach Cytokin- und LPS-Stimulation bei TR und UT. Die Abszisse zeigt auch hier
wieder die beiden zu vergleichenden Gruppen TR/UT, die Werte der Ordinate
setzen sich zusammen aus den Differenzen der Signalintensitéten der Zellen vor und

nach Stimulation. Die Lage der 95%-Konfidenzintervalle zeigt keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich TR/UT.
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Abbildung 4.7: Intrazellulare HSP70-Antikdrpermarkierung und CD14-Markierung auf der
Oberflache zur Bestimmung der Monozyten. Das linke obere Diagramm
stellt die von uns eingefaBten Zellpopulationen in der Negativkontrolle dar.
Das rechte obere Diagramm stellt in der mit dem Rechteck (a) eingefaBten
Population die Zellen dar, welche sowohl HSP70- als auch CD14-positiv
sind und demnach HSP70-positiven Monozyten entsprechen. Ihre Lage im
Scattergramm ist im linken unteren Diagramm dargestellt. Das im rechten
oberen Diagramm eingefaBte Rechteck (b) enthélt CD14/HSP70-negative
Zellen, die sich im Scattergramm als Lymphozytenpopulation darstellen,
deren Lage im rechten untere Diagramm sichtbar wird. Diese Doppelmar-
kierung bestatigt die korrekte Zuordnung der beiden eingefaBten Zellpo-
pulationen.
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Abbildung 4.8: Expressionsverhalten der HO-1 vor (H-) und nach (H+) Stimulation mit

Hitzeschock. Das linke Diagramm stellt die Expression in den Lymphozy-
ten, das rechte Diagramm die Expression in den Monozyten dar. Auf der
Abszisse besteht die linke Halfte aus der Hitzeschockstimulation, die rech-
te Halfte aus der dazugehorigen Negativkontrolle. Die Ordinate zeigt die
Expression von HO-1 gemessen als Fluoreszenzintensitat (mfc) im Durch-
fluBzytometer. Die Einzelwerte der Probanden sind in Form der schwarzen
Punkte dargestellt.
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Abbildung 4.9: Expressionsverhalten von HSP27 vor (H-) und nach (H+) Stimulation

mit Hitzeschock. Das linke Diagramm stellt diese Expression in den Lym-
phozyten, das rechte Diagramm die Expression in den Monozyten dar.
Auf der Abszisse besteht die linke Halfte aus der Hitzeschockstimulation,
die rechte Halfte aus der dazugehdrigen Negativkontrolle. Die Ordinate
zeigt die Expression von HSP27 gemessen als Fluoreszenzintensitat (mfc)
im DurchfluBzytometer. Die Einzelwerte der Probanden sind in Form der
schwarzen Punkte dargestellt.
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Abbildung 4.10:

Expressionsverhalten von HSP70 vor (H-) und nach (H+) Stimulati-
on mit Hitzeschock. Auf der Abszisse besteht die linke Halfte aus der
Hitzeschockstimulation, die rechte Halfte aus der dazugehorigen Nega-
tivkontrolle. Die Ordinate zeigt die Expression von HSP70 gemessen als
Fluoreszenzintensitat (mfc) im DurchfluBzytometer. Die Einzelwerte der
Probanden sind in Form der schwarzen Punkte dargestellt.
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Abbildung 4.11:

Expressionsverhalten der iNOS vor (H-) und nach (H+) Stimulation mit
Hitzeschock. Auf der Abszisse besteht die linke Hélfte aus der Hitze-
schockstimulation, die rechte Halfte aus der dazugehdrigen Negativkon-
trolle. Die Ordinate zeigt die Expression der iNOS gemessen als Fluores-
zenzintensitidt (mfc) im DurchfluBzytometer. Die Einzelwerte der Pro-
banden sind in Form der schwarzen Punkte dargestellt.
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Abbildung 4.12: Expressionsverhalten der iNOS vor (Cyt/LPS-) und nach (Cyt/LPS+)
Stimulation mit Cytokinen und LPS von allen Probanden. Die Abszisse
kann in zwei Bereiche eingeteilt werden. Die linke Halfte soll die Stimu-
lation mit Cytokinen plus LPS darstellen, die rechte Halfte die entspre-
chende Negativkontrolle. Auf der Ordinate stellt sich die Expression der
iNOS gemessen als Fluoreszenzintensitit (mfc) dar. Die Punkte sind die
Einzelwerte der Probanden, die in den unteren Diagrammen teilweise in
Trainierte (TR) und Untrainierte (UT) differenziert wurden. Die Rauten
(Diamonds) stellen die 95% Konfidenzintervalle dar.
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Abbildung 4.13: Basalexpression von HO-1 bei Trainierten (TR=22) und Untrainierten
(UT=20) im Vergleich. Die Abszisse enthilt die beiden Gruppen TR
und UT. Die Ordinate zeigt die Expression von HO-1 gemessen als Fluo-
reszenzintensitat (mfc) im DurchfluBzytometer.
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Abbildung 4.14:

Basalexpression von HSP27 bei Trainierten (TR=22) und Untrainierten
(UT=20). Die Abszisse enthilt die beiden Gruppen TR und UT. Die
Ordinate zeigt die Expression von HSP27 gemessen als Fluoreszenzin-
tensitat (mfc) im DurchfluBzytometer.
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Abbildung 4.15: Basalexpression von HSP70 bei Trainierten (TR=22) und Untrainierten
(UT=20). Die Abszisse enthilt die beiden Gruppen TR und UT. Die
Ordinate zeigt die Expression von HSP70 gemessen als Fluoreszenzin-
tensitdt (mfc) im DurchfluBzytometer.
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Abbildung 4.16: Basalexpression der iNOS bei Trainierten (TR=22) und Untrainierten
(UT=20). Die Abszisse enthilt die beiden Gruppen TR und UT. Die Or-
dinate zeigt die Expression der iNOS gemessen als Fluoreszenzintensitat

(mfc) im DurchfluBzytometer.
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Abbildung 4.17: Expression von HO-1 bei Trainierten (TR) und Untrainierten (UT) im

Vergleich. Dabei stellen sich die beiden Gruppen (TR/UT) auf der Ab-
szisse dar. Die Ordinate stellt die Expression von HO-1 (gemessen als
Fluoreszenzintensitdt (mfc)) als Differenz von durch Hitzeschockstimu-
lation resultierenden Signalintensitdten und den dazugehdrigen Nativ-
werten (siehe Basalexpression) dar. Die Punkte sind die Einzelwerte der
Probanden, die Rauten (Diamonds) wie in den obigen Abbildungen die
95% Konfidenzintervalle.
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Abbildung 4.18: Expression von HSP27 bei Trainierten (TR) und Untrainierten (UT)

im Vergleich. Dabei stellen sich die beiden Gruppen (TR/UT) auf der
Abszisse dar. Die Ordinate stellt die Expression von HSP27 (gemessen
als Fluoreszenzintensitat (mfc)) als Differenz von durch Hitzeschocksti-
mulation resultierenden Signalintensitaten und den dazugehorigen Na-
tivwerten (siehe Basalexpression) dar. Die Punkte sind die Einzelwerte
der Probanden, die Rauten (Diamonds) wie in den obigen Abbildungen
die 95% Konfidenzintervalle.
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Abbildung 4.19: Expression von HSP70 bei Trainierten (TR) und Untrainierten (UT)

AINOS in Lymphozyten (mfc): Hitzeschock

im Vergleich. Dabei stellen sich die beiden Gruppen (TR/UT) auf der
Abszisse dar. Die Ordinate stellt die Expression von HSP70 (gemessen
als Fluoreszenzintensitat (mfc)) als Differenz von durch Hitzeschocksti-
mulation resultierenden Signalintensitdten und den dazugehdrigen Na-
tivwerten (siehe Basalexpression) dar. Die Punkte sind die Einzelwerte
der Probanden, die Rauten (Diamonds) wie in den obigen Abbildungen
die 95% Konfidenzintervalle.

4 AINOS in Monozyten (mfc): Hitzeschock
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Abbildung 4.20: Expression von iNOS bei Trainierten (TR) und Untrainierten (UT) im

Vergleich. Dabei stellen sich die beiden Gruppen (TR/UT) auf der Ab-
szisse dar. Die Ordinate stellt die Expression der iNOS (gemessen als
Fluoreszenzintensitit (mfc)) als Differenz von durch Hitzeschockstimu-
lation resultierenden Signalintensitdten und den dazugehdrigen Nativ-
werten (siehe Basalexpression) dar. Die Punkte sind die Einzelwerte der
Probanden, die Rauten (Diamonds) wie in den obigen Abbildungen die
95% Konfidenzintervalle.
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AINOS in Lymphozyten (mfc): Cyt + LPS AINOS in Monozyten (mfc): Cyt + LPS
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Abbildung 4.21: Expression von iNOS bei Trainierten (TR) und Untrainierten (UT) im
Vergleich (Abszisse). Die Ordinate stellt die Expression der iNOS als
Differenz von Cytokin- plus LPS-Stimulation und Negativkontrolle ()
dar, gemessen als Fluoreszenzintensitat (mfc).



Kapitel 5
Diskussion

Sinn und Zweck dieser Studie war es, die Effekte in Leukozyten hinsichtlich Ad-
aptation an Training zu erfassen. Unser Interesse galt insbesondere den moglichen
adaptiven Mechanismen der Zellen, wie wir sie als Langzeiteffekte auf Ausdauer-
training vermuten wiirden. Wir untersuchten dazu die Zellen von Sportlern in der
Ruhephase ihres Ausdauertrainings nicht unmittelbar nach den akuten Belastungs-
phasen. Als Parameter wihlten wir zum einen vier Strefiproteine (HO-1, HSP27,
HSP70, iNOS), die in Leukozyten exprimiert werden. Zum anderen dienten uns
als Stimulatoren bzw. Stressoren fiir diese Proteine Hitzeschock, LPS, IFN v und
TNF a.

5.1 Diskussion der Vorversuche

Im Rahmen der Vorversuche dieser Studie ging es zunéchst um die Etablierung der
besten Bedingungen fiir die Stimulation der gewihlten Parameter (HO-1, HSP27,
HSP70,iNOS) mit LPS und Cytokinen (IFN v und TNF «). Den Schwerpunkt setz-
ten wir dabei hauptséchlich auf die Bestimmung der Stimulierbarkeit der iNOS, da
LPS, IFN v und TNF « als klassische Induktoren der iNOS zumindest in Nagetier-
zellen angesehen werden. Die Methode hierzu soll an dieser Stelle kurz diskutiert

werden.

5.1.1 Stimulation mit LPS und Cytokinen

Die verwendeten Stimulationskonzentrationen von LPS betrugen 0, 1, 10 und 100

ng/ml, die Inkubationszeiten dieser Konzentrationen im Vollblut waren mit 3,

33
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6, 12 und 24 Stunden angesetzt. Dabei orientierten wir uns an #hnlich ange-
legten Zeit-Konzentrationsreihen der LPS-Stimulation wie sie durch Schroeder
et al. (1999) in einer in vitro-Studie beschrieben wurden, welche das Verhalten
der HSP70-Expression in mononukledren Zellen bei Patienten mit schwerer Sep-
sis untersuchte. In dieser Studie wurde eine Vollblutstimulation durchgefiihrt und
anschlieBend PBMC isoliert und mittels ELISA die Proteinexpression bestimmt
(siche Materiel und Methoden). Schroeder et al. (1999) konnten mit dieser Me-
thode eine Verminderung der HSP70-Expression in PBMC in Abhéngigkeit von
Inkubationszeit und LPS-Konzentration sowohl bei den Patienten mit schwerer
Sepsis als auch bei der Kontrollgruppe bestehend aus gesunden Probanden fest-
stellen. Interessanterweise zeigen dabei geringe Dosen an LPS im Vergleich zu der
nicht stimulierten Probe eine Expressionszunahme von HSP70, wohingegen héhe-
re LPS-Konzentrationen (gréfier 10 ng/ml) und auch ldangere Inkubationszeiten
(groBer 12 Stunden) eine Abnahme der HSP70-Expression aufwiesen. Wir folgten
den Methoden von Schroeder et al. (1999), allerdings gelang es nicht, bei den un-
tersuchten Stressproteinen signifikante Expressionsveridnderungen zu erzielen, die
in einem Abhéngigkeitsverhéltnis zu Inkubationszeit und LPS-Konzentration ste-
hen. Gerade bei HSP70 1483t sich ndmlich in unseren Ergebnissen eher bei ldngeren
Inkubationszeiten eine ansteigende Expressionstendenz erkennen (Abb. . Bei-
nahe iibereinstimmend mit den Ergebnissen von Schroeder et al. (1999)) fanden
wir dennoch eine tendenzielle, jedoch keine signifikante Abnahme der Expression
von HSP70 mit steigender LPS-Konzentration (siche Abb. [1.1)). Ebenso konnten
wir auch HSP70-Expressionen bei PBMC entdecken, die nicht mit LPS stimuliert
wurden, was in Abbildung deutlich wird und wofiir Fincato et al. (1991) ei-
ne gewisse Adhérenz der PBMC auf plastikhaltige Zellkulturgefifie verantwortlich
machen. Auch waren es Fincato et al. (1991)), die 1991 erhohte HSP70-mRNA
in Monozyten und Granulozyten und in sehr spérlichen Mengen auch in Lym-
phozyten nach LPS-Stimulation entdeckten, was wir in unseren Vorversuchen auf
Proteinebene nur in geringem Mafle nachvollziehen konnten. Auch konnten wir
die Stimulationskonzentration von LPS, die Fincato et al. (1991) bei 10 pg/ml
ansetzten nicht nachvollziehen, da unter dieser Konzentration unsere Zellen deut-
lich vermindert und beschédigt waren, so dafl sie in der durchflulzytometrischen
Auswertung schlecht bzw. nicht mehr registriert werden konnten. Auch eine Kon-
zentration von 1 pg/ml LPS, wie sie von Oliveira et al. (1999) zur Stimulation von

PBMC verwendet wurde, beeintriachtigten unsere Zellen zu stark.

Ebenso untersuchten wir die Expressionen von HSP27 und HO-1 nach LPS-
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Stimulation, wobei sich ein sehr heterogenes Bild ergab, welches die Festlegung auf
bestimmte LPS-Konzentrationen oder -Inkubationszeiten nicht erlaubte. Aufgrund
dessen haben wir uns entschieden, HSP70, HSP27 und HO-1, zur Durchfiihrung
unserer Studie mit Hitzeschock zu stimulieren, was eine etablierte Methode dar-

stellt (FEHRENBACH et al., 2001)), (FEHRENBACH et al., 2000a).

Auch der Stimulierbarkeit der iNOS-Expression durch LPS galt unser Interesse,
da LPS wie schon erwidhnt bei der iNOS einen potentiellen Induktor darstellt
(NUSSLER und BILLIAR, 1993). Die Abbildung zeigt die Expression der iNOS
nach LPS-Stimulation im Vollblut. Nach oben beschriebenen Vorbild wurden auch
hier unterschiedliche LPS-Konzentrationen und Inkubationszeiten eingesetzt. Al-
lerdings sind auch hier nur schwache Verdanderungen erkennbar, die auf einen An-
stieg der iNOS-Expression mit zunehmender Inkubationszeit hindeuten. Daf je-
doch eine Aktivierung der Zellen durch LPS-Stimulation erfolgte beweist die Be-
stimmung der NF xB-Expression. Wie schon im Ergebnisteil erwéhnt ist NFx-B ein
Transkriptionsfaktor, dessen LPS-bedingte Regulation der Verédnderung auf Pro-
teinebene vorangeht und in die iNOS-Regulation involviert ist (BAEUERLE und
HENKEL, 1994)). Deshalb dient er als Kontrolle fiir eine erfolgte Beeinflufung der
Zellen durch LPS. Abbildung zeigt dazu signifikante Anstiege von NFx-B vor
allem bei den Monozyten. Wir diirfen also davon ausgehen,dafl die Stimulierfahig-
keit unserer Zellen in Ordnung war. Daf3 die Ergebnisse der LPS-induzierten iNOS-
Expression jedoch nicht signifikant und auch nicht zeit-konzentrations-abhéngig
waren lafit vermuten, dafl entweder die LPS-Stimulation im Vollblut nicht effektiv
genug ist, oder dafi LPS als Stimulator alleine gerade bei der iNOS-Expression in
humanen mononukleédren Zellen nicht ausreicht. In diesem Zusammenhang unter-
suchten mehrere Studien das Verhalten der iNOS in mononukledren Zellen unter
Stimulation mit LPS und Cytokinen wie IFN~ und TNF « als Zusatz (Konur
et al. (1996), Weinberg et al.(1995), Hirvonen et al. (1996), Schneemann et al.
(1993)) und fanden widerspriichliche Ergebnisse hinsichtlich der Stimulierbarkeit
der iNOS.

Die Abbildungen [£.3H4.5] beschreiben dazu unsere Vorversuche zur Etablierung der
Cytokinstimulation zunéchst IFN + und TNF a gemeinsam und dann dieselben in
Kombination mit LPS. Dabei beriicksichtigten wir zunéchst, dafl die Stimulation
von LPS im Vollblut nach obigem Beispiel wenig Erfolge im Hinblick auf die iNOS-
Expression gezeigt hat und fiihrten aus diesem Grund einen Versuch durch, bei

dem die mononukleédren Zellen auf zwei verschiedene Arten stimuliert werden, was
Abbildung [4.3] zeigt. Die Abbildung verdeutlicht, dal mehr Effekte bei isolierten
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PBMC als im Vollblut zu finden sind, ebenso wie die Kombination von Cytokinen
und LPS deutlichere Anstiege der iNOS-Expression zeigt als die Cytokinstimulati-
on alleine. Bei der Konzentration von LPS lehnten wir uns an Konur et al. (1996))
sowie Zhang et al. (1996) an, die in ihren Studien 100 ng/ml LPS einsetzten.
Die Konzentrationen der einzelnen Cytokine bestimmten wir in mehreren Versu-
chen unterschiedlicher Konzentrationen, von denen die beiden iibrigblieben, die in
Abbildung dargestellt sind. Da die deutlichsten Effekte bei Cytokinkonzentra-
tionen von jeweils 50 ng/ml (Abb. und einer Inkubationszeit von 3 Stunden
(Abb. lagen, entschieden wir uns fiir diese.

5.2 Diskussion der ermittelten Ergebnisse

Als Antwort auf korperliche Belastung wurden im Laufe der Zeit die meisten Ver-
suche im Hinblick auf zelluldre und intrazelluldre Verdnderungen durchgefiihrt. In
dieser Studie galt unser Interesse der Bestimmung von bestimmten Stressprote-
inen und ihrer Expression in mononukledren Zellen von ausdauertrainierten und
untrainierten Probanden im Ruhezustand. Untersucht wurden die Hitzeschock-
proteine HSP27 und HSP 70 (induzierbare Form), die im Hinblick auf regelméafi-
ges sportliches Training eine Art Chaperone-Funktion ausiiben und damit gewisse
schiitzende Begleitfunktionen fiir die Zellen darstellen (LEHMANN et al., 1997)),
ebenso wie das Hitzeschockprotein HO-1, dessen antioxidative Schutzfunktion als
Antwort auf sportliche Belastung zum Tragen kommt (ESSIG et al., 1997). Auch
die iNOS, die als Katalysator der -NO-Reaktion gilt, kann man in gewisser Weise
als Stressprotein bezeichnen, da sie zunéchst eine zellschiitzende Wirkung gegen
die unter korperlicher Belastung gebildeten freien Radikale hat. Es sollte unter-
sucht werden, ob Adaptation der Zellen an regelméfligen sportlichen Stress in vivo,
einen Einflufl auf die Stressantwort in vitro hat, demnach auf die Stimulierbar-
keit der Zellen. Dazu wurde fiir jeden zu untersuchenden Parameter der geeignete
Stimulator bzw. Stressor gesucht und dementsprechend getestet. Deshalb wurde
die iNOS-Expression in dieser Studie im Hinblick auf Induktoren wie Cytokine,
LPS und Hitzeschock, die zumindest in Makrophagen von Nagern deutliche -NO-
Anstiege hervorrufen (KROENCKE et al., 1995)), (NUSSLER und BILLIAR, 1993,
bei TR und UT im Vergleich untersucht. Die Ergebnisse zu diesen intrazelluldren

Verdnderungen werden im Folgenden diskutiert.

Zu den zellularen Verdnderungen 148t sich sagen, dal sich im Hinblick auf die
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Zahl der Leukozyten sowie deren Subpopulationen keine Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen TR und UT feststellen lieen (Tabelle . Dies entspricht
im Wesentlichen den Erfahrungen von Nieman et al. (1995a) in einer Studie, welche
Leukozytenzahl von Athleten und Nicht-Athleten vergleicht. Allerdings berichten
Nieman et al. (1995b)) an anderer Stelle auch iiber eine eher verminderte Zahl der

neutrophilen Granulozyten bei Marathonldufern im Vergleich zu Nicht-Sportlern.

Physische Stressmomente wie z. B. Infektionen, Traumata oder ungewohnt hohe
Trainingsbelastungen kurze Zeit vor dem Versuchstag konnten anamnestisch und
laborchemisch ausgeschlossen werden. Die Plasmaspiegel von Kreatinkinase, Cor-
tisol, C-reaktivem Protein und Harnstoff lagen bei beiden Gruppen durchgehend
im Normbereich. Es zeigten sich diesbeziiglich bei TR und UT keine signifikanten
Unterschiede (Tabelle [3.2) .

5.2.1 Expression von HSP27 und HSP70 auf Hitzeschock-
stimulation, Vergleich TR/UT

Zweistiindige Hitzeexposition fithrte zu der erwarteten Expressionszunahme der
Hitzeschockproteine HSP27 und HSP70 (Abbildungen und sowohl in
Lymphozyten als auch in Monozyten. Signifikante Unterschiede im Vergleich trai-
nierter und untrainierter Probanden (Abbildung und Abbildung dazu
ergaben sich allerdings keine. Auch was die Basalexpression der Proteine (Ab-
bildung und Abbildung betrifft blieben signifikante Unterschiede bei

Trainierten und Untrainierten im Vergleich aus.

Die experimentellen Hitzeschockbedingungen von 41,8 °C im Wasserbad waren so
gewihlt, dafl eine intensive Stressantwort erzielt werden konnte, die ohne Beschédi-
gung der Zellen stattfand (RYAN et al., 1991), (MARINI et al., 1996), (FLANAGAN
et al., 1995)). Hitzechock in vitro erhoht die HSP-Expression sowohl in TR als auch
in UT, was in fritheren Studien in Gesamtleukozyten beobachtet werden konnte
(FEHRENBACH et al., 2001), (FEHRENBACH et al., 2000a) und stellt somit einen

adequaten Stressreiz dar.

Was den Vergleich von TR und UT anbelangt, so war in unserer Studie von be-
sonderem Interesse, ob regelméfliges Ausdauertraining Langzeiteffekte im Hinblick
auf mogliche adaptive Mechanismen auslésen kann. Aus diesem Grund schlossen
wir in unserem Studienprotokoll akute Belastungssituationen aus, indem wir eine

Zeitspanne von mindestens 24 Stunden zwischen der letzten Trainingsphase und
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der Blutentnahme festsetzten und den Studienteilnehmern der TR-Gruppe nur

moderate Trainingseinheiten 3 Tage vor Blutentnahme gestatteten.

Zuséatzlich zu den in dieser Studie ermittelten Ergebnissen auf Proteinebene, die
keine Unterschiede hinsichtlich der beiden Gruppen TR/UT ergaben, wurde eine
Parallelstudie mit den gleichen Probanden und Stimulationsbedingungen auch auf
Transkriptionsebene durchgefithrt (VOGEL, in Vorbereitung). Dabei zeigen sich
deutliche Unterschiede nach Hitzeschockstimulation im Vergleich TR/UT. Beide
HSPs sind auch auf Transkriptionsebene durch Hitzeschock induzierbar, allerdings
ist ihre Expressionszunahme im Vergleich TR/UT in den Zellen der Trainierten
signifikant vermindert. Die Basalexpression bei TR/UT zeigt wie auf Proteinebene

jedoch keine signifikanten Unterschiede.

Die Ergebnisse der Basalexpression, wie sie hier priasentiert sind, widerlegen die Er-
gebnisse anderer Studien. So konnten zum Beispiel Shastry et al. (2002) auf Trans-
lationsebene in Gesamtleukozyten eine verminderte Basalexpression fiir HSP70
in einer Gruppe von TR im Vergleich zu UT feststellen, was sie als chronisch
adaptive Mechanismen in Bezug auf Training deuteten. Auch Fehrenbach et al.
(2000b)) konnten eine verminderte Prozentzahl HSP27- und HSP70-positiver Zellen
(Gesamtleukozyten) auf Proteinebene bei einer Gruppe von Halbmarathonlaufern
(TR) im Vergleich zu UT beobachten. In einer &dhnlichen Studie (FEHRENBACH
et al., 2000a)) auf Transkriptionsebene ist zumindest fiir HSP27 mRNA ebenfalls
eine verminderte Basalexpression in den Leukozyten von Athleten festgestellt wor-

den.

Die Ergebnisse auf Transkriptionsebene (Parallelstudie (VOGEL, in Vor-
bereitung)), die nach Hitzeschockstimulation signifikant verminderten HSP-
Expressionen der TR zeigen, diirfen als adaptive Mechanismen oder auch im Rah-
men des Begriffs der Thermotoleranz als Antwort auf intensives Ausdauertraining
gedeutet werden ((M1zZEN und WELCH, 1988)), (MOSELEY, 1997)). Eine trainings-
bedingte adaptive HSP-Antwort wurde auch schon im Muskelsystem des Menschen
(L1u et al., 1999), (LOCKE und NOBLE, 1995)), (THOMPSON et al., 2002)), in Leu-
kozyten (FEHRENBACH et al., 2001) und im Herzmuskel von Ratten (DEMIREL
et al., 2001), (HARRIS und STARNES, 2001)), (POWERS et al., 2001) beschrie-
ben. Gerade Fehrenbach et al. (2001) konnten in Monozyten und Granulozyten
von Sportlern nach zwei aufeinanderfolgenden Ausdauerldufen demonstrieren, dafl
nach dem zweiten Lauf eine verminderte HSP-Antwort auf in vitro Hitzeschock
stattfindet, was fiir einen neu erworbenen thermotoleranten Zustand der HSPs

spricht. Diese Studien zeigen, dal den HSPs neben anderen Systemen eine bedeu-
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tende Rolle hinsichtlich Anpassung und Schutz des zelluldren Gleichgewichts auf
sich sténdig wiederholende Strefisituationen zukommt, wie sie durch regelméafliges
intensives Ausdauertraining hervorgerufen werden kénnen. Allerdings beobachte-
ten diese oben beschriebenen Studien nicht den Langzeiteffekt, den intensives Aus-
dauertraining auf die Hitzeschockantwort von mononukleéren Zellen in vitro haben

kann.

Warum sich nun auf Proteinebene im Gegensatz zur Transkriptionsebene in kei-
nem der hier durchgefiihrten Versuche signifikante, trainingsbedingte Effekte als
Antwort auf Hitzeschock (Abbildung und Abbildung [4.19)) zeigten, mag ver-
schiedene Ursachen haben. Zum einen kann von einem verbesserten Translations-
system in Trainierten die Rede sein, andererseits kann es sich auch um ein Zeit-
problem handeln zwischen Stimulation und Expression der mRNA und Proteine.
Auf Translationsebene weisen zumindest die Monozyten der TR tendenziell ver-
minderte HSP27- und HSP70-Expressionen auf, was ungefdhr den Ergebnissen auf
Transkriptionsebene entspricht, und auch denen von Fehrenbach et al. (2000Db)).
Moglicherweise wurde auf Translationsebene durch zu kurze Inkubationszeiten die
eigentlichen Effekte der HSP-Expression der TR nach Hitzeschock nicht mehr er-
faBt. Demgegeniiber stehen wiederum die Aussagen von Boshoff et al.(2000), die

die Induzierbarkeit von HSP70 als abhéngig von der Basalexpression beschreiben.

DiDomenico et al. (1982) fanden auBerdem Hinweise darauf, dal die Hitze-
schockantwort sich sowohl auf Transkriptionsebene als auch posttranskriptionell
selbst reguliert und somit die HSP mRNA in Abhéngigkeit von der HSP-Expression
im Zytoplasma (Proteinebene) iiber Feed-back-Mechanismen moglicherweise her-
unterreguliert wird. Vielleicht tritt durch Ausdauertraining auch eine gewisse Oko-
nomisierung auf Translationsebene ein, so dafl geringere Mengen an mRNA eine
groflere Menge an Proteinen synthetisieren kénnen, was eine verbesserte Transla-
tionsleistung bedeuten wiirde. Diese Hypothese kénnen wir jedoch durch die hier

durchgefiithrten Experimente nicht beweisen.

Weiterhin konnte der Grad an Stress auf Proteinebene, mit dem HSP70 korrelie-
ren soll (DIDOMENICO et al., 1982), durch Hitzeschock nicht ausreichend wirk-
sam auf die beiden zu unterscheidenden Gruppen TR/UT sein, bzw. ein unter
Umsténden trainingsbedingt geringerer oxidativer Stress (BENONI et al., 1995)
fiir die trainingsunabhéngige HSP-Antwort auf Proteinebene verantwortlich sein.
In diesem Zusammenhang fanden Essig et al. (1997) Hinweise darauf, daf}, sobald
ROS schiadigende Wirkung auf Proteine ausiibt, was wihrend aufeinanderfolgen-

den Muskelkontraktionen der Fall sein kann, zusétzlich zu den ohnehin schon exi-
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stierenden antioxidativen Schutzsystemen die Synthese von Hitzestressproteinen
(HSPs) angeregt werden kann. ROS selbst soll in diesem Fall durch eine gestei-
gerte mitochondriale Atmung gebildet worden sein. Essig et al. (1997) setzten
demnach voraus, dafl ein gewisses oxidatives Potential, also eine gewisse Menge
an ROS bestehen muf}, damit die Hitzeschockproteine produziert werden koénnen,
um dann den antioxidativen Systemen hinsichtlich Schutz der Proteine vor De-
naturierung entgegenkommen zu konnen. Ubertragen auf unsere Studie kinnte
demnach das oxidative Potential zu gering gewesen sein, so daf3 die HSPs infolge
des Hitzeschocks zwar produziert wurden, jedoch aufgrund des Ruhezustands der
Trainierten den HSPs im Gegensatz zu den bestehenden antioxidativen Schutzsy-

stemen keine weitere Rolle hinsichtlich Proteinmanagment zukam.

Eine trainingsbedingt verminderte ROS-Produktion wurde schon in anderen Stu-
dien beschrieben. Sowohl Pyne et al. (1995)) als auch Smith et al. (1990) berichten
iiber trainingsabhéngig verminderte oxidative Aktivitdten in neutrophilen Granu-

lozyten.

Wahrscheinlich ist auch, dafi antioxidative und protektive Schutzsysteme in TR
zuséatzlich aktiviert werden. In diesem Zusammenhang beschreiben Mena et al.
(1991)), Criswell et al. (1993) sowie Powers et al. (1999) erhohte Werte von Super-
oxiddismutase (SOD), Gluthationperoxidase und Catalase in Abhéngigkeit von

regelméfBigem Training.

Zuo et al. (2000) vermuten auBerdem, dafl Hitzestress neben der Beteiligung an
erhohter ROS/RNS -Bildung (FEHRENBACH und NORTHOFF, 2001)) auch der Sti-
mulator ist, der sowohl extra- als auch intrazellulér fiir die Produktion der antioxi-
dativ wirkenden Superoxiddismutase (SOD) verantwortlich sein kann. Dies deutet
darauf hin, daf§ die HSPs in ihrer physiologischen Antwort auf Training in Zusam-
menhang mit Hitzeschock offensichtlich durch andere Schutzsysteme unterstiitzt
werden konnen, was eine weitere Erklarung fiir die trainingsunabhéngige Antwort
auf Proteinebene bedeuten kann. Die Frage stellt sich, bis zu welchem Ausmafl an
Stress diese moglicherweise stattfindende Zusammenarbeit bestehen kann. In einer
Studie wurden promonozytische Zellen einem letalen Hitzestref3 ausgesetzt. Durch
Zugabe von Antioxidantien konnte die hitzebedingt induzierte Apoptose jedoch
nicht mehr vermindert werden (GALAN et al., 2001).

Schliellich kénnen auch methodische Unterschiede eine Rolle spielen. Zum einen
wurden in fritheren Studien die Basalexpression der Zellen unmittelbar nach

Blutentnahme untersucht. In unserem Fall wurden die unstimulierten Proben, die
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als Negativkontrolle zu den mit Hitzeschock stimulierten Proben verwendet wur-
den, parallel zur 3-stiindigen Hitzeschockstimulation im Brutschrank bei 37°C in
50 ml Plastikrohrchen gelagert. Wie Fincato et al. (1991)) berichten, gibt es Hin-
weise auf HSP-Expression, zumindest bei HSP70, die aufgrund von Adhérenz der
Zellen an Plastikgefafie zustandekommt. Demnach wére natiirlich eine signifikante
Unterscheidbarkeit der Basalexpression von TR und UT nicht mehr gewéhrleistet.
Auch das Prozedere zur Gewinnung der PBMC aus Vollblut kann als Einfluf3-
faktor nicht ausgeschlossen werden und die Differenzierung geringer Unterschiede

verdecken.

Von grofier Bedeutung ist auch die Tatsache, da die beiden Gruppen TR/UT
ihrem Alter nach entsprechend verglichen wurden, da es Hinweise darauf gibt, dafl
mit zunehmendem Alter auch die HSP-Expression steigt, sowie die Antwort auf
externen Hitzeschock mit steigendem Alter reduziert wird ((HALL et al., 2000),
(MCARDLE et al., 2002), (VASILAKI et al., 2002)). In einer fritheren Studie (FEH-
RENBACH et al., 2000b) hatte der Altersunterschied zwar keinen signifikanten Ein-
flu, kénnte aber zu den Unterschieden TR/UT beigetragen haben.

Weiterhin diirfte auch Intensitdt und Trainingsdauer eine Rolle spielen. In unse-
rer Studie betrieben die Athleten mehr und intensiveres Ausdauertraining als in
frither untersuchten Studien. Moglicherweise sind die TR mit intensiveren Trai-
ningsphasen so gut adaptiert, dal Unterschiede zwischen TR und UT zumindest
auf Proteinebene nicht mehr auffallen. Diese vorliegende Studie zeigt, daf§ auf Pro-
teinebene die HSP-Funktion hinsichtlich Ausdauertraining offensichtlich keine so
starke Beeintrachtigung in ihrer Expression erfahrt, als daf sie sich im Vergleich

zu Nicht-Ausdauertrainierten unterscheiden 1afit.

5.2.2 Expressionsverhalten der HO-1 auf Hitzeschocksti-
mulation, Vergleich TR/UT

Sowohl in Lymphozyten als auch in Monozyten sind so gut wie keine Unterschiede
der HO-1-Expression vor und nach der Stimulation mit Hitzeschock erkennbar.
Die HO-1 148t sich durch Hitzeschock demnach nicht stimulieren (Abbildung |4.8)).

Diese Tatsache deckt sich mit Beobachtungen, wie sie zum Beispiel Shibahara et
al. (1989) und Okinaga et al. (1996) gemacht haben, ndmlich daf es zwar ein Hit-
zeschockelement im menschlichen HO-Gen gibt, jedoch vermutet wird, dafl dieses
Hitzeschockelement entweder beim Menschen nicht funktionsfihig ist (SHIBARA
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et al., 1989)) oder potentiell funktioniert, allerdings in vivo unterdriickt wird (OKI-
NAGA et al., 1996). In Zellen von Ratten jedoch gelang Shibahara et al. (1987)
schon 1989 der signifikante Nachweis der HO-1-Expression als Antwort auf Hitze-
schock.

Aber nicht nur die Funktion der HO-1 in seiner zellschiitzenden Wirkung als Ant-
wort auf Warmestref, sondern vor allem seine Wirkung als antioxidatives Stress-
protein, was bei hoherem Anfall von ROS, sprich oxidativem Stress, zum Einsatz
kommt, ist von grofer Bedeutung, wie Studien an Tiermodellen zeigten (STOCKER,
1990), (VoaT et al., 1995)). In diesem Zusammenhang ist die Fragestellung, wie

die HO-1 auf korperliche Belastung reagiert, natiirlich interessant.

Sowohl bei der Basalexpression der HO-1 (Abbildung , sprich HO-1-
Expression im unstimulierten Zustand, als auch bei der HO-1-Expression nach 2
Stunden Hitzeschockstimulation (Abbildung [.17)), zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen TR un UT. Bei beiden ist die Expression in den Lympho-
zyten der Trainierten geringer als bei den Untrainierten, jedoch nicht signifikant

unterscheidbar. Die Monozyten weisen keine Unterschiede auf.

Diese Ergebnisse stimmen nicht mit denen iiberein, die Niess et al. (1999) in ei-
ner dhnlichen Studie ermittelten. Das Studiendesign bestand dabei ebenfalls aus
einer Gruppe von trainierten Probanden im Vergleich mit einer untrainierten Kon-
trollgruppe. Es zeigte sich in dieser Studie eine verminderte Basalexpression der
HO-1 bei den Trainierten, wofiir Niess et al. (1999) adaptive Mechanismen ver-
antwortlich machten. Auf der anderen Seite konnten sie eine deutliche HO-1-
Expressions-Zunahme in der Trainierten-Gruppe nach einem absolvierten Halb-
marathon ausmachen. Wahrscheinlich bedarf es dieser ldngeren Stimulationsphase
(Halbmarathon), damit die HO-1 induziert werden kann, was auch Fehrenbach et
al. (2003) beobachteten, die in der Gegeniiberstellung verschiedener Belastungs-
protokolle herausfanden, dafi nach absolviertem Halbmarathon eine signifikante
HO-1-Expression zu erwarten ist, was sich nach Kurzzeitbelastung unabhéngig

davon, wie erschopfend die Belastung war, nur geringgradig einstellt.

Offensichtlich war also in unserer Studie Hitzeschock nicht der richtige Stimulator
zur Induktion der HO-1. Jedoch haben wir dhnliche Ergebnisse wie Niess et al.
(1999) erwartet, was die Basalexpression der HO-1 betrifft. Moglicherweise sind fiir
diese nicht identischen Ergebnisse verschiedene methodische Bearbeitungsschritte
verantwortlich. Niess et al. (1999) bestimmten die Basalexpression unmittelbar

nach Blutabnahme im Vollblut, bestimmten demnach die eigentlichen Nativwerte,
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wohingegen unsere unstimulierten Proben als Negativkontrolle zu den parallel mit
Hitzeschock stimulierten Proben zunidchst 3 Stunden bei 37°C im Brutschrank

inkubierten, bevor sie gemessen wurden.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen auf Proteinebene jedoch konnten in einer
Parallelstudie auf Transkriptionsebene (VOGEL, in Vorbereitung) signifikante An-
stiege der HO-1-mRNA durch Hitzeschockstimulation festgestellt werden. In die-
sem Zusammenhang kénnten bislang noch nicht identifizierte supprimierende Ef-

fekte der Hitzeschockstimulation auf Proteinebene eine Rolle spielen.

Auflerdem scheint die HO-1 auf Proteinebene von Ausdauertrainierten
hauptséchlich als Antwort auf belastunginduzierten oxidativen Stress exprimiert
zu werden, worauf Niess et al. (1999) letztendlich ihre Ergebnisse zuriickfithrten.
Dies deutet darauf hin, daf§ zumindest auf Proteinebene von Ausdauersportlern
der HO-1 in ihrer Wirkung als antioxidativem Schutzfaktor grofiere Bedeutung

zukommt als in ihrer Funktion als Hitzeschockprotein.

5.2.3 Expression der iNOS auf Hitzeschockstimulation, so-
wie auf Stimulation mit LPS und Cytokinen, Ver-
gleich TR/UT

Hinsichtlich Hitzeschockstimulation konnten wir keine Induzierbarkeit der iNOS
feststellen (Abb. . Im Vergleich TR/UT ergaben sich keine signifikanten Un-
terschiede (Abb. , auch wenn die thermoneutrale iNOS-Expression der TR
tendenziell geringer ist gegeniiber den UT. Kroencke et al. (1995) berichten schon
iiber eine Induzierbarkeit der iNOS durch Hitzeschock und auch Goldring et al.
(2000) berichten, dafl Hitzeschock in Makrophagen von M&usen eine vermehrte
Transkription des iNOS-Gens hervorruft. Allerdings fanden Goldring et al. (2000)
zusétzlich heraus, dal auch LPS im Hinblick auf die iNOS-Expression vor al-
lem in Kombination mit Hitzeschock eine bedeutende Funktion einnehmen kann.
Diese beiden potentiellen Induktoren wurden in unserer Studie jedoch getrennt
voneinander betrachtet. Wong et al. (1997) hingegen geben Hinweise darauf, daf
die iNOS-Gen-Expression durch Hitzeschockstimulation aufgrund transkriptiona-
ler Mechanismen, in denen auch der Transkriptionsfaktor NFx-B involviert ist, un-
terdriickt wird. Sie untersuchten dazu Cytokin-vermittelte (Interleukin-1 3) iNOS-
Expressionen an glatten Muskelzellen von Ratten. Ahnliche Ergebnisse werden von

Inoue et al. (2000) berichtet, die auch eine verminderte iNOS-Expression unter Hit-
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zestress zumindest auf Transkriptionsebene aufzeigen. Dafl sich auf Translations-
ebene in unseren Ergebnissen keine Induktion der iNOS durch in vitro Hitzeschock
nachweisen 148t, stimmt mit den Ergebnissen von Niess (2001)) iiberein, der eben-
falls auf Proteinebene von humanen Gesamtleukozyten fiir keine der untersuchten
Zellpopulationen einen Anstieg des iNOS-Proteins unter Hitzestress vermerken
konnte. Moglicherweise héingt dies mit strengeren regulatorischen Mechanismen
der iNOS zusammen, wie sie auf Translationsebene in menschlichen Makrophagen
im Gegensatz zu Nagetieren, von Kroencke et al. (1995)) vermutet werden. Oder
anderen Induktoren der iNOS wie LPS und Cytokinen, die schon in der Diskussion
der Vorversuche erwéahnt wurden, kommt gegeniiber Hitzestress grofiere Bedeutung

zu.

Letzteres 148t sich zumindest auf Transkriptionsebene in einer Parallelstudie zu
dieser Arbeit bestétigen (VOGEL, in Vorbereitung). Deren Ergebnisse zeigen im
Vergleich TR/UT nach Stimulation mit Cytokinen und LPS eine Expressionszu-
nahme der iNOS in der Gruppe der TR. Auf Translationsebene allerdings, so zeigt
Abbildung [£.12]148¢ sich die iNOS nur in den Monozyten vereinzelt durch LPS und
Cytokine stimulieren. Im Vergleich TR/UT (Abb. fallt dies jedoch nicht ins
Gewicht. Interessant ist jedoch, dafl diejenigen Probanden, deren iNOS-Expression
unter Stimulation mit Cytokinen und LPS zunahm (Abb. , Trainierte waren,
die sich in einem sehr hohen Trainingszustand (60-80 km/Woche) befanden. Dies
entspicht in Ansétzen den Ergebnissen der iNOS-mRNA, deren Produktion mit
zunehmendem Trainingszustand anstieg. Moglicherweise konnte auch hier die Be-
arbeitungszeit eine Rolle spielen, so dafl auf Proteinebene die Beobachtung der
iNOS-Expression zu spéteren Zeitpunkten interessant wére. Fiir den untrainierten
Probanden (Abb. , der ebenfalls sehr stark auf die Stimulation reagiert hat,
konnten wir im Nachhinein ermitteln, daf§ auch dieser bis vor einem halben Jahr
noch regelméfiges Ausdauertraining betrieben hat, demnach vielleicht zu friith zur

Kategorie der UT gezihlt wurde.

Aber wie auch in der Diskussion der Vorversuche deutlich wird, handelt es sich
wahrscheinlich nicht um ein Zeitproblem alleine, sondern eher um ein Stimulations-
oder Expressionsproblem der iNOS in humanen mononukledren Zellen auf Protei-
nebene. In diesem Zusammenhang stellen mehrere Studien die Induzierbarkeit der
iNOS zur Generierung von -NO in menschlichen Monozyten/Makrophagen in Fra-
ge. Weinberg et al. (1995) zeigen auf, dafl die klassischen iNOS-Induktoren (IFN ~,
TNF «, LPS) in Makrophagen von Nagern einen deutlichen -NO-Anstieg hervorru-

fen, in humanen Makrophagen jedoch eher geringe iNOS- bzw. -NO-Expressionen
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zu beobachten sind. Ebenso konnte demonstriert werden, dafl humane mononu-
kledre Phagozyten sowohl iNOS-mRNA als auch iNOS-Protein bilden kénnen, ihre
Fahigkeit zur -NO-Generierung jedoch sehr gering ausgeprigt ist (LIEw, 1994]).
Auch Oliveira et al. (1999), die insbesondere die Stimulierbarkeit von LPS in
PBMC beobachteten, geben Hinweise darauf, dafl LPS, was von Chen et al. (1996)
als Prototyp der Makrophagenaktivierung angesehen wird, in menschlichen Zellen
doch andere Wege zur -NO-Generierung geht. Unter anderem vermuten sie, dafl ei-
ne Korrelation von LPS und NO-Inhibitoren wie L-N-Argininmethylester besteht,
welche durch Hemmung von -NO zu vermehrter iNOS-Expression fithren kann.
Auflerdem soll die Anwesenheit bestimmter Serumfaktoren, die in vitro moglicher-
weise nicht mehr miterfa3t werden, einen positiven Einflufl auf die Induktion der
iNOS durch LPS ausiiben (OLIVEIRA et al., 1999). Dies allerdings wiirde wie-
derum fiir eine Vollblutstimulation sprechen, die wir im Rahmen der Vorversuche
(Abb. ausgeschlossen haben.

Oliveira et al. (1999) berichten auch, da8 eine kombinierte Stimulation (LPS und
Cytokine) die wahrscheinlich beste Makrophagenaktivierung induziert, was auch
Lorsbach et al. (1993]) demonstrierten und wir in unserer Studie umsetzten. Jedoch
kann auch bei kombinierter Stimulation der -NO-Effekt bzw. die iNOS-Expression
sehr gering bleiben (SCHNEEMANN et al., 1993)).

Eine weitere Erklarung fiir die geringen Effekte der iNOS-Expression in humanen
mononukledren Zellen unter Stimulation mit Cytokinen und LPS wird von Reiling
et al. (1994)) geliefert. Letztere entdeckten, daf humane Monozyten/Makrophagen
neben der iNOS auch die Isoform ¢NOS (c-konstitutiv) exprimieren konnen. Friithe-
re Studien berichten aulerdem, dafl die Induktion der iNOS méglicherweise durch
eine von ¢cNOS-Enzymen produzierte Menge an NO unterdriickt wird (COLASAN-
TI et al., 1997). Endogene NO-Konzentrationen, die von ¢cNOS gebildet werden,
konnten also durch Unterdriickung der iNOS-Induzierbarkeit fiir die geringe NO-
Freisetzung aus menschlichen Zellen wie PBMC verantwortlich sein, zumal cNOS

zumindest nicht durch Cytokine induzierbar ist.

Daf} die mononukledren Zellen durch die von uns verwendeten Stimulantien iiber-
haupt aktiviert wurden, konnten wir durch einen parallelen Anstieg von NF B
in diesen Zellen im Rahmen der Vorversuche (Abb. nachweisen. Wie schon
erwiahnt kénnen zu hohe ROS/RNS-Konzentrationen (ARRIGO, 1999) als auch ei-
ne iibersteigerte NO-Produktion (CONNELLY et al., 2001)) die Funktion von NFx-B
hemmen und damit zu einer Drosselung der iNOS-Transkription fithren (FEH-

RENBACH und NORTHOFF, 2001), was im Hinblick auf die Vorversuche jedoch in
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unserer Studie eher nicht der Fall zu sein scheint, denn NF B zeigt eine sehr deut-
liche Expression wie Abbildung bestétigt. Es gibt auch Hinweise darauf, daf3
in Makrophagen von Mausen die iNOS-Expression iiber basale Promotoren und
Verstérkerelemente gesteuert wird, welche sensibel auf LPS und INF v reagieren
((X1E et al., 1993), (LOWENSTEIN et al., 1993)), (ALLEY et al., 1995)). Laut Zhang
et al. (1996)) sind besagte Verstirkerelemente und iNOS-Promotoren méglicherwei-
se in menschlichen Makrophagen inaktiviert im Gegensatz zu Méausezellen, ebenso
wie in menschlichen Zellen gewisse komplexe Funktionen von Transkriptionsfakto-
ren wie NFx-B hinsichtlich LPS induzierter iNOS-Expression moglicherweise nicht
vorhanden sind. Eine These, die die geringe iNOS-Expression dieser Studie sowohl

auf Proteinebene als auch auf Transkriptionsebene erkldren konnte.

Im Vergleich TR/UT allerdings zeigen sich auf Transkriptionsebene (VOGEL, in
Vorbereitung)) dennoch Unterschiede. Die iNOS-Expression der TR-Gruppe 148t
sich durch Stimulation mit Cytokinen und LPS im Vergleich zu UT durchaus
anregen, was den Beobachtungen von Woods et al. (2000), ndmlich einer gestei-
gerten Makrophagenreagibilitit von ausdauertrainierten Nagern durch Cytokin-

und LPS-Stimulation, entspricht.
Obwohl Kroencke et al.(1995) die Regulation der iNOS in mensachlichen Makro-

phagen schwerpunktméflig auf Transkriptionsebene vermuten, konnten Niess et
al. (2000)) hingegen erhohte iNOS-Expressionen auf Proteinebene in Gesamtleu-
kozyten nachweisen, die als Antwort auf intensive korperliche Belastung gebildet
wurden. Parallel wurden auch erhohte Cytokinwerte (Interleukin-8, TNF «/) beob-
achtet, was fiir eine inflammatorische Antwort auf koérperliche Belastung spricht
und was ebenso eine belastunginduzierte Produktion von endogenem -NO erwarten
laBt. Moglicherweise wurde durch unsere Stimulantien eine zu geringe inflammato-
rische Reaktion simuliert, als dafl auf Proteinebene signifikante iNOS-Expressionen
hétten sichtbar werden kénnen. Aber wie schon in der Diskussion der Vorversuche
demonstriert, wirkten sich hohere Cytokin- und LPS-Konzentrationen als die von
uns verwendeten auf unsere Zellen sehr schidlich aus, was die Auswertung (mit
Hilfe des Durchfluizytometers) deutlich beeintriachtigte. Da der Grad zwischen
schiitzender und schidigender Wirkung von -NO sehr gering sein kann, ist seine
Auswirkung auf korperliche Belastung und Ausdauertraining auch im Hinblick auf

krankheitsspezifische inflammatorisch ablaufende Prozesse natiirlich interessant.

Um mogliche Langzeiteffekte von Ausdauertrainierten hinsichtlich der iNOS-
Expression zu erfahren, bestimmten wir auch die Basalexpression der iNOS bei

TR und UT im unstimulierten Zustand. Diese zeigte keine signifikanten Unter-
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schiede, was sowohl auf Proteinebene als auch auf Transkriptionsebene (VOGEL,
in Vorbereitung)) gleichermafien der Fall war. Im Gegensatz dazu konnten Niess
et al. (2002)) auf Transkriptionsebene bei einer Gruppe von TR, verminderte iNOS
mRNA-Expressionen im Vergleich zu einer Gruppe von UT nachweisen. Allerdings
wurde in dieser Studie (NIESS et al., 2002)) die iNOS-Expression in den Gesamtleu-
kozyten betrachtet und nicht in den Subpopulationen (PBMC). Womdglich sind die
Effekte auf Ausdauertraining in den neutrophilen Granulozyten ausgepréigter als in
mononukleiren Zellen. Ebenso scheint korperliches Training die iNOS-Expression
in der Aortawand von Kaninchen zu vermindern, was mit einer Verbesserung der
vaskuldren Funktion bei Atherosklerose einhergeht (YANG und CHEN, 2003). Dem-
gegeniiber berichten Yang et al. (2002)) in einer anderen Studie iiber eine trainings-
bedingt erhohte iNOS-Expression in Endothelzellen, die aus Rattenaorta isoliert
wurden. Neben der Expressionszunahme der iNOS konnten Yang et al. (2002)) aller-
dings auch erhéhte Expressionswerte fiir die eNOS im Endothel finden. Méglicher-
weise kommt hinsichtlich Ausdauertraining den beiden anderen NOS-Isoformen
doch mehr Bedeutung zu. Vassilakopoulos et al. (2003)) entdeckten in Skelettmus-
kelzellen und Muskelzellen des Zwerchfells trainierter Ratten erhohte Werte der
konstitutiven NOS-Formen (eNOS und nNOS = ¢NOS), jedoch keine Expression
des iNOS-Proteins. Ebenso konnten im Fettgewebe von Ratten trainingsbedingt
erhohte Basalexpressionen der eNOS, nicht aber der iNOS festgestellt werden (K A-
WANAMI et al., 2002)).

Hinsichtlich der Funktionen von -NO sind destruierende Effekte, die sich bei
der Abwehr von Tumorzellen und Mikroorganismen giinstig auswirken (LINCOLN
et al., 1997), aber auch negative Einfliisse, die sich bei Erkrankungen des rheu-
matischen und autoimmunen Formenkreises sowie bei Asthma bronchiale entfal-
ten(GROss, 1995), (LINCOLN et al., 1997), als auch zellschiitzende Wirkungen
(KROENCKE et al., 1995) bekannt.

Im Bezug auf Ausdauertraining und mogliche adaptive Mechanismen kann iiber
die Auswirkung von -NO anhand der iNOS-Expression in unserer in vitro Stu-
die nur spekuliert werden. Jedoch koénnen in dieser Studie auf Proteinebene bei
Ausdauertrainierten im Vergleich zu Nicht-Trainierten trainingsspezifische Effekte
auf die iNOS-Expression wahrscheinlich ausgeschlossen werden. In Bezug auf das
Immunsystem bleibt demnach auch die Frage offen, in wieweit trainingsabhéngige
relevante Effekte der durch die iNOS eingeleiteten -NO-Bildung in mononukledren

Zellen eine Rolle spielen.
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5.3 Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war es, auf Proteinebene mogliche durch Ausdauertraining be-
dingte Langzeiteffekte mittels Beobachtung der Expression von Stressproteinen in
Leukozyten bzw. PBMC des peripheren Blutes zu erfassen. Anders als in fritheren
Studien befanden sich die Trainierten dabei im Ruhezustand, um jegliche Ein-
fliilsse durch akute Strefisituationen auszuschalten. Strenge Auswahlkriterien si-
cherten die Zuordnung der Probanden in etrennte Gruppen (TR/UT). Besonderer
Wert wurde auf moglichst gleiches Alter der Gruppen gelegt. Die intrazelloulére
Expression der Stressproteine (HSP27, HSP70, HO-1, iNOS) wurde mittels Durch-

flulzytometrie analysiert.

Auf Proteinebene zeigen periphere mononukleére Zellen ménnlicher Ausdauertrai-
nierter keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu untrainierten Probanden
gleichen Alters. Dies gilt sowohl hinsichtlich der Basalexpression der Stressproteine,
also der Expression der Zellen im unstimulierten Zustand als auch der Expression

nach Stimulation der Zellen in vitro.

Trainingsbedingt beobachtete Effekte der Basalexpression scheinen sich bei Be-
trachtung anderer Studien mehr in neutrophilen Granulozyten als in mononu-

kledren Zellen zu entfalten.

Hitzeschockproteine wie HSP27 und HSP70 werden unter in vitro Hitzeschock-
stimulation verstarkt exprimiert, jedoch erweist sich die Hitzeschockantwort der
PBMC als trainingsunabhéngig, was aufgrund zusétzlich aktivierter protektiver
Systeme oder eines zu geringen oxidativen Potentials der Fall sein kann. Aufler-
dem scheint Hitzeschock zur Expression von HO-1 im Humansystem nicht der

geeignete Stimulator zu sein.

Im Hinblick auf die Expression des iNOS-Proteins in PBMC sind tendentielle
Stimulationsanstiege unter Cytokin- und LPS-Stimulation erkennbar, signifikan-
te Unterschiede im Vergleich TR/UT bleiben jedoch sowohl nach Stimulation mit
Hitzeschock als auch mit Cytokinen und LPS aus. Urséchlich mufl in diesem Fall
an eine verminderte iNOS- Stimulierbarkeit beim Menschen im Vergleich zu Na-

gerzellen gedacht werden, was auch andere Arbeitsgruppen beobachteten.

Zusammenfassend kann bei allen vier Stressproteinen ein Zeitproblem in der Be-
arbeitung und moglicherweise zu frithen Auswertung der Proteinexpression der
Zellen eine Rolle spielen. Ebenso kann es durch Plastikadhérenz zu unspezifischen

Stimulierungen wihrend der neutralen Inkubationsphase gekommen sein. Da in
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einer Parallelstudie zu dieser Arbeit Hinweise auf trainingsbedingte adaptive Me-
chanismen auf Transkriptionsebene gefunden wurden, kann auflerdem vermutet
werden, dal auf Translationsebene in menschlichen Zellen strengere regulative
Mechanismen ablaufen als es offensichtlich auf Transkriptionsebene ebenso wie
in Tiermodellen der Fall zu sein scheint. Moglicherweise laufen auf Translations-
ebene Mechanismen ab, die eine -NO-Generierung hinsichtlich Kumulation und
damit Gewebe- und Zellschidigung in stdrkerem Mafle verhindern wollen als auf

Transkriptionsebene.
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