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Einleitung
1. Einleitung
1.1. Allgemeine Einleitung

Es ist weithin bekannt, dass korperliche Aktivitidt gesundheitsfordernde Effekte bewirkt,
weshalb Sport, vor allem in Form von aerobem Ausdauertraining, sowohl aus
medizinischer als auch aus psychologischer und sozialokonomischer Sicht zu empfehlen
ist. So konnen neben einer Steigerung des allgemeinen Wohlbefindens auch eine
Gewichtsreduktion und eine Verbesserung der kardiopulmonalen Fitness erzielt werden.
Die stimmungsauthellende bzw. -stabilisierende Wirkung von korperlicher Betédtigung, vor
allem im Freien, macht man sich in der Behandlung von Krankheitsbildern wie der
Depression zu Nutze.

RegelméBiges Training reduziert die Gesamtmortalitdt, was hauptsiachlich auf einen Schutz
vor Atherosklerose und Typ II Diabetes mellitus zuriickzufiihren ist (Blair et al., 1989;
Engstrom, Hedblad, Janzen, 1999; Church et al., 2004; Kokkinos et al., 2009). Dieser
Schutz wird, wie man heute wei3, hauptsidchlich durch die positive Auswirkung von
Ausdauertraining auf die komplexen Vorgdnge des Immunsystems in Form einer
Reduktion geringgradiger chronischer systemischer Entziindungsvorginge gewihrleistet
(Geftken et al., 2001; Abramson, Vaccarino, 2002; Halle et al., 2004). In den letzten
Jahren wurden diese als Hauptgrund und somit maBlgeblicher Risikofaktor fiir das
Auftreten degenerativer GefaBBverdnderungen sowie von Insulinresistenz diskutiert und
konnten in Zukunft einen wichtigen Angriffspunkt fiir préaventive und therapeutische
Malnahmen gegen Atherosklerose bzw. Diabetes mellitus darstellen (Pradhan et al., 2001;
Festa et al., 2002; Alexandraki et al., 2008; Tsiotra et al., 2008).

Dass auch das Auftreten von Akutereignissen wie Myokardinfarkt oder Apoplex mit
Inflammationsgeschehen vergesellschaftet ist, konnten Smeeth et al. 2004 zeigen. In den
ersten Tagen nach einem Atem- oder Harnwegsinfekt war das Risiko ein solches akutes
Ereignis zu erleiden signifikant erhoht (Smeeth et al., 2004).

Da die Mediatoren dieser Inflammationsreaktion nicht nur von zirkulierenden Zellen des
Immunsystems sezerniert werden, sondern, wie Studien gezeigt haben, auch von
Adipozyten und von ins Fettgewebe eingewanderten Makrophagen, liegt die besondere
Bedeutung fiir adipdse Patienten auf der Hand (Hotamisligil, Shargill, Spiegelman, 1993;
Rotter, Nagaev, Smith, 2003; Weisberg et al., 2003; Fain et al., 2004). Hier gilt es zu

zeigen, inwiefern sportliche Betdtigung solche Inflammationsgeschehen beeinflussen kann
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und somit insbesondere fiir iibergewichtige Risikopatienten als nichtmedikamentdser
praventiver und therapeutischer Angriffspunkt dienen kann.

Kontrovers diskutiert wird jedoch noch, in welchem Malle korperliche Aktivitdt als
gesundheitsfordernd einzustufen ist. Nieman und seine Arbeitsgruppen beschrieben in den
frithen neunziger Jahren eine durch intensive Belastung induzierte Immunsuppression, die
in einer hoheren Suszeptibilitdt fiir Infekte der oberen Atemwege resultierte, wohingegen
moderates Training einen immunsupportiven Effekt hatte (Nieman et al., 1990a; Nieman et
al., 1990b; Nieman et al., 1993). Andere Studien haben gezeigt, dass intensive korperliche
Belastungen mit entscheidenden Alterationen des Immunsystems in Form von
Entziindungsgeschehen einhergehen, die einer Akute-Phase-Reaktion bei einer Sepsis
entsprechen oder zumindest mit einer solchen ndherungsweise vergleichbar sind
(Bosenberg et al., 1988; Ostrowski et al., 1998; Camus et al., 1998).

Das  Bewiltigen der  Marathondistanz  stellt als  Konigsdisziplin  des
Langstreckenlaufsportes eine der grofBtmoglichen Belastungen dar, bei der es neben den
Risiken fiir Verletzungen und Uberlastungen des Bewegungsapparates und einer starken
Belastung des kardiovaskuldren Systems auch die Auswirkungen auf das
Inflammationsgeschehen zu untersuchen gilt.

Da sich sowohl das Ausdauerlaufen ohne Wettkampfziel als auch der Marathonlauf immer
groferer Beliebtheit erfreuen und inzwischen als Volkssport gelten, sind nicht mehr nur
gesunde, trainierte Personen auf den Straflen und in den Wildern und Parks unterwegs,
sondern auch solche mit erhohtem kardiovaskuldrem Risikoprofil.

Herauszufinden, wie sich zehnwochiges aerobes Ausdauertraining und ein Marathonlauf
auf Inflammationsprozesse auswirken und inwiefern Kérpermasse und Leistungsfahigkeit

diese Verdanderungen beeinflussen, ist Ziel dieser Arbeit.

1.2. Literaturiibersicht der untersuchten Biomarker
1.2.1. Die Belastungsleukozytose

Typischerweise fiihrt korperliche Aktivitdt zu einer biphasischen Leukozytose. Bereits
kurz nach Beginn der Belastung kommt es zu einer ersten, katecholamininduzierten
Leukozytose durch Rekrutierung nicht zirkulierender Leukozyten aus dem ,,marginalen
Pool“ (Gabriel, Urhausen, Kindermann, 1992; Nieman et al., 1992; Gabriel et al., 2003).

Sie betrifft alle Leukozytensubpopulationen, wobei jedoch bei den Natiirlichen
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Killer-Zellen (NK-Zellen), Monozyten und Lymphozyten, unter ihnen vor allem
zytotoxische T-Zellen und T-Suppressorzellen, wegen ihrer im Vergleich zu Granulozyten
hoheren Katecholaminsensitivitit ein prozentual hdoherer Anstieg bei steigender
Belastungsintensitit festzustellen ist (Nieman et al., 1991; Nieman et al., 1992; Gabriel et
al., 1992; Gabriel, Urhausen, Kindermann, 1992; Gray et al., 1993; Gabriel et al., 2003;
Dimitrov, Lange, Born, 2009). Diese sofortige Leukozytose stoppt in den ersten Minuten
der Nachbelastungsphase und normalisierte Werte finden sich bereits nach einer halben
Stunde (Nieman et al., 1992; Fry et al., 1992; Gabriel et al., 2003). Vor allem nach
intensivem Training kommt es in der Nachbelastungsphase haufig zu einem Abfall der
Leukozytenzahlen bis unter das Ausgangsniveau, was vor allem einer erniedrigten Anzahl
natiirlicher Killerzellen und zytotoxischer T-Zellen zuzuschreiben ist und in einem
Zeitraum supprimierter Immunfunktion, dem sog. ,,open window “ resultiert. Dieses dauert
bis zu 72 Stunden an und kann zu einer erhohten Anfalligkeit fiir Infekte fiihren (Pedersen
et al.,, 1988; Nieman et al., 1992; Tvede et al., 1993; Gray et al., 1993; Gleeson, Bishop,
2005). In den ersten Nachbelastungsminuten kommt es zu einem zweiten,
kortisolvermittelten Leukozytenanstieg, der nun hauptsdchlich durch eine Neutrophilie
gekennzeichnet ist und bis zu 24 Stunden anhilt (Gabriel, Urhausen, Kindermann, 1992;
Haq et al., 1993; Scharhag et al., 2002; Gabriel et al., 2003). Hatte die Belastungsdauer
zwei Stunden {iberschritten, verstreichen die Grenzen der sofortigen und verzogerten
Belastungsleukozytose und ein typischer biphasischer Verlauf ist nicht mehr zu erkennen.
Dies ist dadurch zu erkldren, dass schon wéhrend der Belastung die verzégerte Wirkung
des Kortisols zum Tragen kommt und bereits bei Beendigung der Aktivitit eine Erhohung

der neutrophilen Granulozyten vorliegt (Scharhag et al., 2002).

1.2.2. Interleukin 6, Tumornekrosefaktor a und C-reaktives Protein — die klassischen

Inflammationsmarker
Interleukin 6

Interleukin 6 (I1-6) gilt als einer der bedeutendsten Mediatoren der Inflammationsreaktion,
da es auf der einen Seite ein Bindeglied in den Regelkreisen von angeborenem und
erworbenem Immunsystem darstellt, auf der anderen Seite als Briicke zwischen Zellen des
Immunsystems und den Effektororganen fungiert. Seine Transkription findet — konstitutiv

oder nach Stimulation durch Tumornekrosefaktor oo (TNF-a), Interleukin 1 (IL-1), oder
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Interferon (IFN) (Kohase et al., 1986; Kohase et al., 1987) — in diversen Zelltypen statt. Zu
thnen zédhlen periphere mononukledre Zellen (engl.: peripheral blood mononuclear cells;
PBMC) (Hirano et al., 1986; Vaquero et al., 1986; Tosato et al., 1988), Fibroblasten
(Weissenbach et al., 1980), Endothelzellen (May et al., 1989), Osteoblasten (Littlewood et
al.,, 1991), Neuronen und Gliazellen (Yan et al., 1992; Benveniste et al., 1990), sowie
neoplastische Zellen (Wong, Goeddel, 1986). Seine Multifunktionalitdt zeigt sich unter
anderem in einer Steigerung der Lipolyse im Fettgewebe (Lyngse, Simonsen, Biilow,
2002), in der Induktion der Knochenresorption (Kotake et al., 1996), und durch Effekte auf
das hdmatopoetische System (Ikebuchi et al., 1987), das zentrale Nervensystem (Tancredi
et al.,, 2000; Vallicres et al., 2002; Braida et al., 2004) sowie das Immunsystem. In
Letzterem fungiert es durch unterschiedliche pro- und antiinflammatorische Effekte als
wichtiger Immunmodulator und -regulator. So fiihrt es zur Reifung von B-Zellen (Okada et
al., 1983; Beutler, Falkoff, Fauci, 1984; Muraguchi et al., 1988), Differenzierung von
T-Lymphozyten (Garman et al., 1987; Okada et al., 1988; Kawakami et al., 1989) und in
der Leber zur Induktion der Expression von Akute-Phase-Proteinen wie dem C-reaktiven
Protein (CRP) als Hauptvertreter (Gauldie et al., 1987; Andus et al., 1988; Castell et al.,
1988). Es stimuliert jedoch auch die Synthese des antiinflammatorischen Zytokins
Interleukin 10 (IL-10) (Steensberg et al., 2003) und hemmt im Sinne einer negativen
Riickkopplung die Produktion von TNF-a (Schindler et al., 1990).

Im Rahmen der Inflammationshypothese zur Atiologie der Atherosklerose spielt IL-6 eine
ambivalente Rolle. Einerseits scheint seine Plasmakonzentration ein potenter Risikofaktor
und Indikator fiir das Auftreten kardiovaskulédrer Ereignisse zu sein (Cesari, 2003; Haddy
et al., 2003). Es wird lokal in atherosklerotischen Plaques von Schaumzellen und glatten
Muskelzellen der GefiBwand produziert und fiihrt zum Fortschreiten und zur
Destabilisierung von Plaques (Schrader et al., 1991; Seino et al., 1994; Schieffer et al.,
2000; Wang, Castresana, Newmann, 2001; Yamagami et al., 2004; Chen et al., 2009).
Andererseits kommt es bei hypercholesterindmischen IL-6 knockout Mausen zu einer
Progression atherosklerotischer Plaques, was durch den Wegfall antiinflammatorischer
Effekte von IL-6, wie der Stimulierung der IL-10-Sekretion, zu erklédren ist (Schieffer et
al., 2004). Die gesteigerte Bedeutung fiir adipdse Patientengruppen wird deutlich, wenn
man die Tatsache betrachtet, dass IL-6 in relevanten Mengen auch von Adipozyten
sezerniert wird. Mohamed-Ali et al. konnten zeigen, dass etwa ein Anteil von 30% des

zirkulierenden IL-6 aus dem Fettgewebe stammt (Mohamed-Ali et al., 1997). Hierbei sind
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vor allem Patienten mit zentraler Fettverteilung betroffen (Fried, Bunkin, Greenberg, 1998;
Perry et al., 2008).

Wie mehrere Studien belegen konnten, kommt es wéihrend und auch noch kurze Zeit nach
korperlicher Belastung zu einem bis zu 100-fachen Anstieg von zirkulierendem IL-6, bei
Extrembelastungen wie einem Ultramarathonlauf bis auf das 8000-fache, was
hauptsichlich durch eine Freisetzung aus Myozyten der Skelettmuskulatur zu erkléren ist
(Ostrowski et al., 1998; Steensberg et al., 2000; Keller et al., 2001; Margeli et al., 2005).
Diese fungieren hierbei als endokrines Organ, welches Zytokine, die auch als Myokine
bezeichnet werden, sezerniert. Durch die Induktion von Lipolyse und Gluconeogenese
spielt IL-6 eine wichtige Rolle in der Adaptation des Metabolismus an den gesteigerten
Energieumsatz (van Hall et al., 2003; Banzet et al., 2009). Da weniger die Art der
Belastung, als ihre Dauer und Intensitit von Bedeutung zu sein scheint, geht man
inzwischen davon aus, dass eine Sekretion von IL-6 zum Zwecke der Reparatur von
zugrunde gegangenen Myozyten nur eine untergeordnete Rolle spielt und nicht mal3geblich
zu den enorm erhdhten Plasmaspiegeln beitrdagt (Phillips et al., 1996; Nieman et al., 1998;
Ostrowski, Schjerling, Pedersen, 2000). Kontrovers diskutiert wird jedoch der Effekt von
Ausdauertraining auf den IL-6-Spiegel und somit die langfristige Beeinflussung von
geringgradiger systemischer Inflammation. Mehrere Studien konnten eine Reduktion der
basalen Serumkonzentrationen von IL-6 durch Ausdauertraining im Sinne einer Adaptation
feststellen (Cesari et al., 2004; Panagiotakos et al., 2005; Arai, Duarte, Natale, 2006). In
anderen Studien wiederum konnten keine Verdnderungen der IL-6-Spiegel durch das
Training festgestellt werden (Larsen et al., 2001; Bruunsgaard et al., 2004; Niessner et al.,
2006). Insgesamt scheint der schmale Grad zwischen dem Uberwiegen der pro- oder
antiinflammatorischen bzw. der gesundheitsfordernden oder -schiadlichen Effekte von IL-6
stark von seiner Konzentration abhidngig und nur in Zusammenschau mit den anderen

beteiligten Zytokinen zu beurteilen zu sein.

Tumornekrosefaktor o

TNF-a ist ein proinflammatorisches Zytokin, das in erster Linie von PBMC und
Makrophagen sezerniert wird. Es bewirkt, wie auch IL-6, sowohl lokale als auch
systemische Effekte (Mathews, 1978; Minnel, Moore, Mergenhagen, 1980; Degliantoni et
al., 1985; Pawelec et al., 1989). Seinen Namen verdankt es der Eigenschaft zytotoxisch auf

malignes Zellwachstum zu wirken. Es ist bei der Immunantwort auf Infektionen das erste
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ansteigende Zytokin, wobei seine Freisetzung z. B. durch Lipopolysaccharide (LPS) aus
Bakterienwédnden stimuliert wird, und leitet unter anderem die Akute-Phase-Reaktion ein
(Carswell et al., 1975; Baumann et al., 1987; Mabika, Laburn, 1999). Neben der
Stimulierung der CRP-Synthese in PBMC (Haider et al., 2006) fiihrt es zu einer
Aktivierung von Neutrophilen (Shalaby et al., 1985; Klebanoff, 1986) und Thrombozyten
(Bevilacqua et al., 1986; Bussolino, Camussi, Baglioni, 1988), einer Aktivititssteigerung
von Makrophagen und NK-Zellen (Urban et al., 1986; Ostensen, Thiele, Lipsky, 1987),
sowie der Sekretion weiterer Zytokine, unter ihnen auch IL-6 (Plomgaard et al., 2005).
Letzteres wiederum hemmt die LPS-abhidngige TNF-Synthese in PBMC im Sinne einer
negativen Riickkopplung (Schindler, 1990). Als weitere natiirliche Inhibitoren wirken der
l6sliche TNF-Rezeptor (engl.: soluble TNF receptor; sTNF-R) (Gatanaga et al., 1990;
Loetscher al., 1991) sowie das antiinflammatorische Zytokin IL-10 (Chernoff et al., 1995).
Neben der Antwort auf Infektionen mit Bakterien, Viren und Parasiten, die bis zur Sepsis
reichen kann, ist TNF-o an vielen weiteren physiologischen und pathologischen
Immunreaktionen beteiligt. So spielt es eine Schliisselrolle im Pathomechanismus von
Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis, Spondylarthritis, Psoriasis und
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (Tracey et al., 1987; Hopkins, Meager, 1988;
Braun et al., 1995; Ettehadi et al., 1994; Mackay et al., 1998).

Eine entscheidende Rolle wird ihm auch in der Entstehung von Insulinresistenz,
Hypertonus und endothelialer Dysfunktion zugesprochen. Diese pathologischen Zustinde
fiihren im Verlauf zu Diabetes mellitus und Atherosklerose (Uysal et al., 1997; Lee, Kim,
Moon, 2009; Bhagat, Vallance, 1997). Laut Cesari et al. ist TNF-a hinter IL-6 als
zweitstarkster pradiktiver Marker fiir das Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse
einzustufen, noch vor CRP (Cesari et al., 2003). Mehrere Studien konnten zeigen, dass als
Quelle von erhdhtem TNF-o vor allem das Fettgewebe anzusehen ist und Ubergewicht im
Sinne vermehrten Fettgewebes zu erhohten TNF-a-Spiegeln fithren kann (Hotamisligil et
al., 1995; Hotamisligil, Shargill, Spiegelmann, 1993; Kern et al., 1995). Dass es dennoch
nicht immer zu erhdhten systemischen Werten kommt, erklart sich dadurch, dass dort lokal
TNF-a sezerniert wird, welches als Folge erhohte Plasmakonzentrationen an CRP und
IL-6 nach sich zieht, es selbst jedoch eine relativ geringe Halbwertszeit besitzt (Beutler,
Milsark, Cerami, 1985).

Auch die Skelettmuskulatur konnte als Syntheseort von TNF-a beschrieben werden

(Saghizadeh et al., 1996). Wihrend nach akuter korperlicher Belastung IL-6 und
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konsekutiv auch der Interleukin 1-Rezeptor-Antagonist (IL-1RA), IL-10 und sTNF-R
ansteigen, bleibt jedoch der TNF-a-Spiegel relativ unbeeinflusst und nimmt hdchstens
leicht zu (Ostrowski et al., 1999; Starkie et al., 2001). Hier scheint ein wichtiger
Unterschied der Inflammationsreaktion nach Belastung und der nach Trauma oder
Infektion vorzuliegen, da bei Letzteren TNF-a die Schliisselrolle zur Einleitung der
Inflammationsantwort spielt. Interessanterweise sinkt die Plasmakonzentration von TNF-a.
sowohl bei chronisch Herzinsuffizienten (Larsen et al., 2001) als auch bei jungen gesunden
Minnern (Sloan et al., 2007) durch dreimonatiges Ausdauertraining. Gesteigerte
korperliche Aktivitdt in der Freizeit steht in direktem Zusammenhang mit niedrigeren
TNF-a-Werten, sowohl bei Gesunden, als auch bei Personen mit metabolischem Syndrom
(Panagiotakos et al., 1995; Pitsavos et al., 2004; Colbert et al., 2004). Die Expression von
TNF-o im Skelettmuskel, die bei Alteren im Vergleich zu Jiingeren gesteigert ist, konnte
bei den Alteren durch regelmiBiges Krafttraining reduziert werden (Greiwe et al., 2001).
Ahnliches konnten Gielen et al. bei Patienten mit Herzinsuffizienz zeigen, die ein
sechsmonatiges Ausdauertraining absolvierten (Gielen et al., 2003). Auch bei Ratten kam
es durch Ausdauertraining zu einer Reduktion der Expression von TNF-a im
Skelettmuskel (Lira et al., 2009b). Als Ursache hierfiir wird sowohl der inhibitorische
Effekt von IL-6 diskutiert, als auch eine IL-6-unabhidngige Suppression, bei der
angenommen wird, dass Epinephrin eine Rolle spielt (Keller et al., 2004; Galbo, Holst,
Christensen, 1975; van der Poll et al., 1996).

C-reaktives Protein

Das C-reaktive Protein ist heute der in der Klinik relevanteste und am héufigsten
bestimmte Marker fiir unspezifische Inflammationsgeschehen. Er wird herangezogen, um
Entziindungsvorgidnge, wie sie durch Infektionen oder Traumata hervorgerufen werden,
nachzuweisen und deren Verlauf zu kontrollieren. Das CRP wurde zum ersten Mal 1930
von Tillett und Francis beschrieben. Thre Arbeit zeigte, dass im Serum von Patienten mit
Lobédrpneumonie, aber auch einigen anderen Infektionskrankheiten, wéhrend der
Akutphase der Krankheit bei Zugabe des Zellwandbestandteiles C-Polysaccharid von
Pneumococcus ein Prézipitat entsteht. Dieses Phdnomen zu erkldren war Ziel zahlreicher
Folgestudien und so wusste man bald, dass die Ursache eine Reaktion des
C-Polysaccharids mit einem endogenen Akute-Phase-Protein, dem C-reaktiven Protein,

war (Tillett, Francis, 1930; Abernethy, Avery, 1941; MacLeod, Avery, 1941). In seiner
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Funktion als Opsonin bindet CRP an Polysaccharide von Bakterien und aktiviert zum
einen das Komplementsystem, zum anderen leitet es {iber eine Bindung an den
Fcy-Rezeptor von Immunglobulin G (IgG) die =zellvermittelte Komponente der
Immunreaktion ein. (Siegel, Rent, Gewurz, 1974; Hundt, Zielinska-Skowronek, Schmidt,
2001; Mold, Gresham, DuClos, 2001; Mold, Baca, DuClos, 2002; Mold et al., 2002). In
PBMC wird nach CRP-Kontakt die Expression der Zytokine IL-6, TNF-a und Interleukin
1B (IL-1B) gesteigert (Ballou, Lozanski, 1992). Als Stimulus fiir die vornehmlich in der
Leber stattfindende Synthese von CRP dient das proinflammatorische Zytokin IL-6, wobei
seine Wirkung synergistisch durch IL-1B verstarkt wird (Kushner et al., 1995). Wie Haider
et al. zeigen konnten, wird CRP auch konstitutiv in PBMC exprimiert. Dort wird seine
Expression durch Stimulation mit dem Bakterienwandbestandteil LPS, sowie den
Zytokinen Interleukin 1o (IL-1A), TNF-a und IL-6 gesteigert, wiahrend IL-10 zu einem
inversen Effekt fiihrt und die CRP-Expression drosselt (Haider et al., 2006). Als weitere
Syntheseorte gelten Neurone und atherosklerotische Plaques, aber einen entscheidenden
Beitrag zum schnellen, bis zu 1000-fachen Anstieg der Plasmakonzentration bei
Infektionen leistet die extrahepatische CRP-Synthese wohl nicht (Yasojima et al., 2000;
Jabs et al., 2003; Calabro, Willerson, Yeh, 2003).

Wihrend lange Zeit das Augenmerk auf den raschen, hohen Anstieg von CRP als Zeichen
eines akuten Entziindungsgeschehens gerichtet war, ist in den letzten Jahren das Phdnomen
von chronisch leicht erhohten CRP-Plasmawerten ndher in den Fokus geriickt. Diese sind
als Ausdruck eines geringgradigen chronischen systemischen Inflammationsgeschehens
mit einem erhdhten Risiko fiir diverse Erkrankungen, so z. B. kardiovaskulédre Ereignisse,
assoziiert. Da es sich im Gegensatz zur Akute-Phase-Reaktion, bei der die
CRP-Konzentration auf mehrere Hundert mg/LL ansteigen kann, hierbei um
Konzentrationen im Bereich von wenigen mg/L handelt, werden zu seiner Erfassung
sensible Methoden eingesetzt, die es ermoglichen, dieses high-sensitivity CRP (hsCRP) zu
erfassen (Roberts et al., 2001; Ockene et al., 2001).

Es wird angenommen, dass CRP sowohl direkt als auch indirekt an der Pathophysiologie
der Atherosklerose beteiligt ist, sprich sowohl zu ihrer Entstehung beitragen, als auch als
Folgeerscheinung dieser auftreten soll. Das im Gegensatz zur gesunden Intima in
atherosklerotischen Lésionen vermehrt vorkommende CRP iibt dort proatherogene Effekte
aus (Yasojima et al., 2001). Es induziert die Synthese von Adhédsionsmolekiilen und fordert
somit die Einwanderung von Blutmonozyten in die GefaBwand (Pasceri, Willerson, Yeh,

2000), fordert die Aufnahme von low-density Lipoproteinen (LDL) durch Makrophagen

8
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(Zwaka, Hombach, Torzewski, 2001), aktiviert das Komplementsystem (Torzewski et al.,
1998) und drosselt die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) (Verma et al., 2002).
Zusétzlich werden in den Plaques proinflammatorische Zytokine wie IL-6 ausgeschiittet,
die fiir eine systemische inflammatorische Beteiligung sorgen, indem sie u. a. die Synthese
von CRP stimulieren (Seino et al., 1994; Gauldie et al., 1987). Im Rahmen dieses
Forschungsgebietes konnten zahlreiche Studien belegen, dass hsCRP ohne
Beriicksichtigung seines Wirkmechanismus und nach Korrektur fiir diverse Confounder
einen starken unabhingigen Pradiktionswert fiir das Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse
hat (Curb et al., 2003; Pai et al., 2004; Boekholdt et al., 2006). Ob es deshalb kiinftig
standardmiflig im Rahmen von Screeningverfahren eingesetzt werden soll, wird im
Moment dennoch kontrovers diskutiert. Es konnte bisher nicht eindeutig gezeigt werden,
ob CRP direkt fiir die Entstehung von Atherosklerose ursichlich ist, oder ob es lediglich
Indikator der bestehenden Krankheit ist. Des Weiteren besteht kein klarer Zusammenhang
zwischen den Konzentrationen von CRP im Blut und im Gewebe. Wihrend man von
einem geringen, mittleren oder hohen kardiovaskuliren Risiko bei Patienten mit
Plasma-CRP-Konzentrationen von <I mg/L, 1-3 mg/L bzw. >3 mg/L spricht, konnen in
atherosklerotischen Plaques Konzentrationen bis zu 900 mg/L gemessen werden (Pearson
et al., 2003).

Im Gegensatz zu Normalgewichtigen haben Ubergewichtige und Adipdse signifikant
hohere Plasma-CRP-Spiegel, was auf eine gesteigerte Zytokinproduktion in Adipozyten
zuriickzufiihren ist und ihr erhohtes kardiovaskuldres Risikoprofil erklirt (Visser et al.,
1999). In diesem Rahmen konnten mehrere Studien zeigen, dass Ausdauertraining zwar zu
einer Reduktion der CRP-Spiegel fiihren kann, jedoch hauptsichlich dann, wenn es mit
einer signifikanten Gewichtsreduktion einhergeht (Dekker et al., 2007; Campbell et al.,
2008; Wong et al., 2008; Church et al., 2009; Esposito et al., 2003a). Korperliche Aktivitat
per se stellt somit wohl keinen relevanten unabhdngigen Faktor zur Senkung der
CRP-Plasmakonzentration dar. Dennoch scheinen physisch Aktive niedrigere systemische

CRP-Spiegel zu haben, als Inaktive (Timmerman et al., 2008).



Einleitung
1.2.3. Weitere Zytokine
Interleukin 18

Das proinflammatorische Zytokin IL-1B gehort zusammen mit IL-1A und dem IL-RA zur
IL-1-Genfamilie, wobei die ersten beiden als Agonisten, letzterer als Antagonist am
Interleukin 1-Rezeptor (IL-1R) fungieren. Wéhrend II-1A hauptsdchlich an lokalen
Inflammationsgeschehen beteiligt ist, kann IL-1B auch in groBeren Mengen systemisch
gefunden werden (Endres et al., 1989). Es wird vor allem von Monozyten und
Makrophagen nach Stimulierung durch bakterielle Endotoxine sezerniert, jedoch auch in
relevanten Mengen von Neutrophilen, Endothelzellen und diversen anderen Zelltypen
(Endres et al., 1989; Lee, Wong, Mclntyre, 1981; Miossec, Cavender, Ziff, 1986; Lord et
al., 1991). Auch nicht-mikrobielle Agentien wie Komplementfaktoren, CRP, TNF-a und
IL-1 selbst induzieren die Synthese von IL-1B (Warner, Auger, Libby, 1987; Libby et al.,
1986; Dinarello et al., 1987; Schindler, Gelfand, Dinarello, 1990; Ballou, Lozanski, 1992).
Inhibitorisch auf seine Synthese hingegen wirken IL-6 und Interferon y (IFN-y) (Ghezzi,
Dinarello, 1988; Schindler et al., 1990). In seinen Wirkungsweisen ist es denen von TNF-a
sehr dhnlich. So stimuliert es zum Beispiel, ebenso wie TNF-a, die Synthese von IL-6, was
seine pyrogene Wirkung erklirt (LeMay et al., 1990). Auch die Synthese von TNF-a in
PBMC wird durch IL-1B induziert (Ikejima et al., 1990). Erhohte Plasmaspiegel von
IL-1B sind bei diversen Krankheitsbildern, v. a. aber beim septischen Schock zu sehen
(Casey, Balk, Bone, 1993). Dass diese Werte jedoch weit unter denen von IL-6 oder
TNF-a bleiben, liegt unter anderem daran, dass ein Teil des transkribierten IL-1 als
Vorstufe in der Zelle zuriickbleibt, ein anderer Teil zwar sezerniert wird, jedoch zum
Grofteil an Proteine gebunden vorkommt (Borth et al., 1990; Aznar, Fitting, Cavaillon,
1990; Higgins, Foster, Postlethwaite, 1994).

Bei der Entstehung der Atherosklerose wird auch diesem Zytokin eine Beteiligung
zugesprochen. Es wird in Endothelzellen und glatten Muskelzellen der GefaBwand
exprimiert und fiihrt hier zur Sekretion von Wachstumsfaktoren, vasoaktiven Substanzen,
weiteren Zytokinen und Adhédsionsmolekiilen, die eine Leukozyteninvasion in die
Gefaflwand und somit einen lokalen Inflammationsprozess herbeifiihren (Schmidt et al.,
1982; Miossec, Cavender, Ziff, 1986; Moyer et al., 1991; Filonzi et al., 1993; Wang et al.,
1995). Eine Reduktion des Fortschreitens atherosklerotischer Lasionen konnten sowohl

Kirii et al. mit IL-1B-defizienten ApoE -/- knockout Méusen nachweisen, als auch Chi et
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al. mit Médusen, deren IL-1-Rezeptoren geblockt waren (Kirii et al., 2003; Chi et al., 2004).
Merhi-Soussi et al. zeigten dhnliche Ergebnisse mit ApoE -/- knockout Mausen, die den
IL-1R-Antagonisten iiberexprimierten (Merhi-Soussi et al., 2005). Thomas et al. wiesen
nach, dass oxidiertes LDL zu einer vermehrten Expression von IL-1B in PBMC fiihrt
(Thomas et al., 1994).

IL-1B wird unter Belastung im Skelettmuskel produziert und angereichert (Fielding et al.,
1993). Wie mehrere Studien zeigen konnten, kommt es jedoch durch kérperliche Aktivitét,
im Gegensatz zur akuten postinfektiosen oder posttraumatischen Inflammationsreaktion,
zu keinem oder hiochstens einem geringen nachweisbaren Anstieg der Plasma-IL-1B-Werte
(Ullum, 1994; Ostrowski et al., 1998; Ostrowski et al., 1999; Nehlsen-Cannarella et al.,
1997).

Interleukin 2

Auch Interleukin 2 (IL-2) zdhlt zu den proinflammatorischen Zytokinen. Es wird in erster
Linie von aktivierten T-Zellen (Gillis, Ferm, Smith, 1978), in geringeren Mengen auch von
B-Zellen (Walker, Leemhuis, Roeder, 1988) und dendritischen Zellen (Granucci et al.,
2001) sezerniert und gilt als autokrines und parakrines Wachstumshormon. IL-2 bewirkt
iiber die Bindung an den Interleukin 2-Rezeptor (IL-2R), der nach Antigen-Kontakt auf der
Zelloberfliche exprimiert wird (Bonnard, Yasaka, Jacobson, 1979; Larsson 1981), die
Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von T-Zellen (Gillis et al., 1978; Smith,
Gilbride, Favata, 1980), aber auch von B-Zellen (Blackman et al., 1986; Gaffen, Wang,
Koshland, 1996) und NK-Zellen (DiSanto et al., 1995; Khatri et al., 1998).

Im Rahmen degenerativer GefaBBerkrankungen zéhlt IL-2 zu den atherogenen Zytokinen
und spiegelt vor allem die Beteiligung des erworbenen Immunsystems wider, da die
Population der T-Lymphozyten einen groBlen Anteil an Zellen in atherosklerotischen
Plaques ausmacht. Simon et al. konnten zeigen, dass IL-2-Plasmakonzentrationen bei
Patienten mit stabiler Angina pectoris signifikant erhoht sind (Simon et al., 2001).
Patienten mit instabiler Angina pectoris wiesen in verschiedenen Studien erhdhte oder
unveranderte Werte im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe in den Plasma-IL-2-
Werten auf (Simon et al., 2001; Ozeren et al., 2003; Mazzone et al., 1999). Im Mausmodell
mit ApoE -/- knockout Maiusen fiihrte eine Zufuhr von IL-2 zu einer Zunahme
atherosklerotischer Lédsionen, wihrend die Behandlung mit IL-2-Antikorpern eine

Abnahme hervorrief (Upadhya et al., 2004). Es konnte aulerdem gezeigt werden, dass
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IL-2 bei der Destruktion von B-Zellen im Pankreas und somit an der Entstehung von
Diabetes mellitus beteiligt ist (Zhou, Zhang, Aune, 2003).

Mehrere Studien haben den Einfluss von korperlicher Belastung auf die Produktion von
IL-2 untersucht. Waihrend die einen Arbeitsgruppen keinen signifikanten Einfluss
feststellen konnten (Prestes et al., 2008; Cox et al., 2007; Nieman et al., 2001; Zaldivar et
al., 2006; Haahr et al., 1991), zeigte sich in den Versuchen der anderen ein Abfall der
Plasma-IL-2-Werte nach korperlicher Aktivitit, wobei deren Dauer und Intensitdt keine
entscheidende Rolle zu spielen schien (Radom-Aizik et al., 2007; Gleeson, Bishop, 2005;
Suzuki et al., 2000; Rhind et al., 1996; Bury et al., 1996; Lewicki et al., 1988). Castell et
al. hingegen fanden 16 Stunden nach einem Marathonlauf erhohte I1L-2-Werte (Castell et
al., 1997). Den Effekt von regelméBiger korperlicher Betédtigung untersuchten Navarro et

al. und stellten einen Anstieg an zirkulierendem IL-2 fest (Navarro et al., 2010).

Interleukin 10

Als antiinflammatorisches Zytokin hat IL-10 im Inflammationsprozess einen grof3en
Stellenwert, da es dafiir sorgt, dass es zu keiner liberschieBenden und somit fiir den
Organismus schéddlichen Entziindungsreaktion kommt. Kiihn et al. konnten beispielsweise
nachweisen, dass IL-10 knockout Maiuse vermehrt entziindliche Darmerkrankungen
entwickelten (Kiihn et al., 1993). Wihrend man friiher davon ausging, dass IL-10 nur in
Th2-Zellen exprimiert wird und durch Inhibition der Zytokinexpression in Thl-Zellen
seinen antiinflammatorischen Effekt ausiibt (Fiorentino, Bond, Mosmann, 1989), weil man
heute, dass die Aktivitdten und Wirkungsweisen von IL-10 um einiges komplexer sind. Als
Syntheseort gelten inzwischen diverse Zellen aus der Familie der PBMC und man nimmt
an, dass viele der Effekte auf T-Zellen indirekter Natur sind und durch direkte Effekte auf
Monozyten bzw. Makrophagen vermittelt werden (de Waal Malefyt et al., 1991a;
Fiorentino et al., 1991; Ding, Shevach, 1992). So inhibiert IL-10 deren Synthese von
IL-1A, IL-1B, IL-6, Interleukin 8 (IL-8), IL-10 selbst, Interleukin 12 (IL-12), TNF-a,
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF), stimuliert hingegen die Synthese des antiinflammatorischen
IL-1RA (de Waal Manefyt et al., 1991b; Cassatella et al., 1994; Chernoff et al., 1995).

Die antiinflammatorische Wirkungsweise von IL-10 ist wichtiger Bestandteil des Schutzes
vor degenerativen GefaBBerkrankungen. Hierbei spielt es eine entscheidende Rolle bei der

Beeinflussung von und dem Zusammenspiel mit LDL. Zum einen verhindern erhohte
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Plasmakonzentrationen an IL-10 eine durch minimal modifizierte LDL induzierte
Interaktion von Monozyten mit der GefiaBwand, welche einen frithen Schritt im
Pathomechanismus der Entstehung atherosklerotischer Plaques darstellt (Pinderski Oslund
et al., 1999). Zum anderen konnte gezeigt werden, dass hochoxidiertes LDL, nicht aber
minimal modifiziertes LDL, die Sekretion von IL-10 in Monozyten steigert (Uyemura et
al., 1996). Im Mausmodell stellte sich heraus, dass IL-10 knockout Maéuse
fortgeschrittenere atherosklerotische Plaques bilden als Wildtypen, diese jedoch wiederum
ein hoheres Risiko fiir den Krankheitsprogress haben als transgene Maiuse mit
IL-10-Uberproduktion (Pinderski Oslund et al., 1999). Bei adipdsen Menschen sind die
Mengen an zirkulierendem IL-10 erhdht (Esposito et al., 2003b). Auch wenn Fain et al.
zeigen konnten, dass IL-10 von Adipozyten sezerniert wird, trdgt dieses kaum zu den
erhohten Serumspiegeln bei (Fain et al., 2004). Vielmehr geht man davon aus, dass seine
Expression hochreguliert wird, um erhohten Werten an proinflammatorischen Zytokinen
entgegenzuwirken. Es zeigte sich jedoch, dass bei Patienten mit metabolischem Syndrom,
unabhingig vom Korpergewicht, die Serum-IL-10-Spiegel erniedrigt sind (Esposito et al.,
2003b). Mehrere Studien, die die Auswirkung von Gewichtsreduktion auf die
IL-10-Konzentration zeigen sollten, erzielten kontroverse Ergebnisse (Jung et al., 2008;
Esposito et al., 2003b; Manigrasso et al., 2005).

Zu einem Anstieg der Plasmakonzentration an IL-10 kommt es nach akuter korperlicher
Belastung, was wohl hauptsédchlich auf eine Stimulation durch vermehrt gebildetes 1L-6
zuriickzufiihren ist (Ostrowski et al., 1999). Ahnliches konnte fiir lingerfristiges Training
gezeigt werden. So fiihrte achtwochiges Ausdauertraining bei Ratten zu einem

signifikanten Anstieg an zirkulierendem IL-10 (Lira et al., 2009).

1.2.4. Die Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2

Chemokinrezeptoren gehoren zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren mit sieben
Transmembrandoménen. Thre Liganden, die Chemokine, werden entsprechend ihrer
Cysteinreste am aminoterminalen Ende in vier Gruppen eingeteilt, den CXC, C, CC und
CX3C Chemokinen. Analog dieser Einteilung erfolgt diejenige ihrer Rezeptoren in die vier
Gruppen CXCR, CCR, XCR und CX3CR (Holmes et al., 1991; Bacon et al., 2002).
Chemokine und ihre Rezeptoren sind an verschiedensten physiologischen und
pathologischen Prozessen beteiligt, unter ihnen die Migration von Leukozyten (Constantin

et al., 2000), die Angiogenese (Strieter et al., 1995), die Infektion mit dem HI-Virus
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(Oberlin et al., 1996) und die Himatopoese (Keller et al., 1994). Die im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 werden hauptsidchlich auf
Neutrophilen exprimiert, sind aber auch auf Lymphozyten, NK-Zellen und Monozyten zu
finden. Bonecchi et al. konnten jedoch zeigen, dass relevante Mengen auf Letzteren erst
nach Stimulation durch Interleukin 4 (IL-4) und Interleukin 13 (IL-13) zu messen sind
(Chuntharapai et al., 1994; Bonecchi et al., 2000). In Neutrophilen wirken LPS, TNF-a
und IFN-y inhibitorisch auf ihre Expression (Lloyd et al., 1995). Wihrend CXCRI1
hauptsidchlich chemotaktische Effekte induziert, ist CXCR2 an der angiogenetischen
Aktivitdit von Chemokinen beteiligt (Hammond et al., 1995; Addison et al., 2000). An
CXCRI1 und CXCR2 binden die iiberwiegend proinflammatorischen Chemokine CXCL1
(CXCRI1, CXCR2), CXCL2 (CXCR2), CXCL3 (CXCR2), CXCLS5 (CXCR2), CXCL6
(CXCRI1, CXCR2), CXCL7 (CXCR2) und CXCLS8 (CXCRI1, CXCR2) (Lee et al., 1992;
Ahuja, Murphy, 1996; Bacon et al., 2002). Letzteres war frither besser unter dem Namen
IL-8 bekannt und stellt einen Liganden dar, der mit etwa gleicher Affinitdt an beide
Rezeptoren bindet, und die veralteten Synonyme Interleukin 8-Rezeptor oo (IL-8RA) und
Interleukin 8-Rezeptor B (IL-8RB) fiir CXCR1 bzw. CXCR2 erklart (Lee et al., 1992).

Im Rahmen der Entstehung von Atherosklerose spielen aus dem Blut in die GefaBwand
eingewanderte Makrophagen eine entscheidende Rolle. Um eine solche Diapedese moglich
zu machen, bedarf es der Adhdsion von Monozyten am Endothel, wobei die Interaktion
von Chemokinen und ihren Rezeptoren von grof3er Bedeutung ist. Interessanterweise spielt
hierbei nicht nur das fiir Monozyten chemotaktische monocyte chemotactic protein-1
(MCP-1) eine Rolle, sondern wie Gerszten et al. zeigen konnten auch die eigentlich
vornehmlich an der Chemotaxis von Neutrophilen beteiligten Rezeptoren CXCR1 und
CXCR2 und deren Liganden IL-8 und growth regulated oncogene a (GROa) (Gerszten et
al., 1999; Breland et al, 2008). Einen Erkldrungsansatz hierfiir lieferte die Arbeitsgruppe
um Nabah, die zeigen konnte, dass die Bindung von CXCLs an ihre Rezeptoren zu einer
Induktion der Freisetzung von CC-Chemokinen wie MCP-1 fiihrt (Nabah et al., 2007). Im
Mausmodell kommt es bei atherosklerose-suszeptiblen Maidusen mit Deletion im
CXCR2-Gen, sowie auch mit knockout fir den Liganden zu einer verringerten
Makrophageninvasion in den Subendothelialraum und zu einer reduzierten Anzahl an
GefaBlasionen (Boisvert et al., 1998).

Nachdem Akerstrom et al. gezeigt hatten, dass nach konzentrischer korperlicher Belastung

zwar die Menge der Boten-RNA (engl.: messenger RNA; mRNA) von IL-8 im
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Skelettmuskel zunimmt, jedoch nicht die Menge an zirkulierendem Protein, postulierten
sie einen lokalen angiogenetischen Effekt von IL-8 im Muskel. Frydelund-Larsen et al.
bekréftigten diese Annahme durch den Nachweis von CXCR2-Expression im vaskuldren
Endothel und in den Muskelfibrillen im Skelettmuskel und deren Steigerung nach
dreistiindigem Training auf dem Ergometer (Akerstrom et al., 2005; Frydelund-Larsen et
al., 2007). Andere Studien konnten jedoch zeigen, dass auch die Plasmakonzentrationen
von IL-8 durch korperliche Aktivitit beeinflusst werden konnen. Wéhrend sie nach akuter
exzentrischer Belastung signifikant ansteigen (Nieman et al., 2001; Peake et al., 2008), ist
nach mehrwdchigem Ausdauertraining ein Absinken der IL-8-Plasmaspiegel zu

verzeichnen (Treseid et al., 2004; Spruit et al., 2005).

1.2.5. Toll-like Rezeptoren

Die elf bis dato bekannten humanen 7o/l-like Rezeptoren (TLR) sind eine Familie hoch
konservierter Proteine, die auf und in Zellen des Immunsystems, sowie in Zellen, die eine
wichtige Barrierefunktion fiir Pathogene ausiiben, exprimiert werden (Rock et al., 1998;
Takeuchi et al., 1999a; Chuang, Ulevitch, 2000; Chuang, Ulevitch, 2001; Zhang et al.,
2004; Abreu et al., 2001). Ihren Namen verdanken sie ihrer Homologie zum Toll-Protein
der Spezies Drosophila, das urspriinglich als Regulationsprotein der embryonalen
Entwicklung entdeckt worden war. 1996 konnten Lemaitre et al. jedoch seine Bedeutung
fiir die Wirtsabwehr von Drosophila, welche nur ein angeborenes Immunsystem besitzt,
zeigen (Lemaitre et al., 1996). Nur ein Jahr spiter fanden Medzhitov und seine
Arbeitsgruppe ein entsprechendes Protein in Sdugern, das sie hToll nannten und das heute
unter dem Namen 7oll-like Rezeptor 4 (TLR 4) bekannt ist (Medzhitov, Presten-Hurlburt,
Janeway, 1997). TLRs spielen als pattern recognition Rezeptoren bei der Erkennung
korperfremder Stoffe in Form mikrobieller Bestandteile wie z. B. LPS (TLR 4) (Hoshino et
al., 1999), doppelstrangiger Ribonukleinsdure (engl.: ribonucleic acid; RNA) (Toll-like
Rezeptor 3 (TLR 3)) (Alexopoulou et al., 2001), Lipoproteinen (Aliprantis et al., 1999)
und Lipopeptiden (7oll-Like Rezeptor 2 (TLR 2)) (Ozinsky et al.,, 2000) eine
entscheidende Rolle und leiten die Infektabwehr ein. Bemerkenswert ist hierbei, dass an
den einzelnen Rezeptor unterschiedlichste Liganden binden, die untereinander keinerlei
strukturelle Ahnlichkeit aufweisen. Die Expression der verschiedenen TLR-Subtypen auf
diversen Zelltypen und die Vielzahl derer Liganden gewihrleistet somit die

flichendeckende Erkennung und Bekdmpfung diverser Bakterien, Viren, Pilze und
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Protozoen (Takeuchi et al., 1999b; Tabeta et al., 2004; Heil et al., 2004; Meier et al., 2003;
Campos et al.,, 2001). Uber unterschiedliche Signaltransduktionswege kommt es nach
Bindung des Liganden letztlich zu einer intrazelluliren = Erhohung des
Transkriptionsfaktors Nuclear Factor Kappa B (NFkB), was zu einer Aktivierung sowohl
des angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems fiihrt (Medzhitov et al., 1998;
Keating et al., 2007). Bindet ein Ligand an den TLR einer antigenprisentierenden Zelle
(APC), kommt es zur Aktivierung dieser. Dies fiihrt zu einer Sekretion von
Stickstoffmonoxid und diverser Zytokine, sowie zur gesteigerten Expression von
Oberflichenmolekiilen, die kostimulatorisch auf Zellen des erworbenen Immunsystems
wirken. So werden einerseits die Erreger direkt abgetotet, andererseits wird die Reifung
weiterer APC angeregt und die sezernierten Zytokine aktivieren T-Lymphozyten und
induzieren deren Differenzierung zu Thl- oder Th2-Zellen (Medzhitov, Presten-Hurlburt,
Janeway, 1997; Michelsen et al., 2001; Agrawal et al., 2003; Barr et al. 2007).

Doch auch endogene Liganden binden an TLRs wund setzen &dhnliche
Signaltransduktionswege in Gang wie im Zuge einer Infektion. Diese Liganden kdénnen
Desoxyribonukleinsdure (engl.: deoxyribonucleic acid; DNA) (Means et al., 2005),
Fibrinogen (Smiley, King, Hancock, 2001) oder Hitzeschockproteine (Vabulas et al., 2001)
sein, die bei sterilen Infektionen von geschidigtem Gewebe freigesetzt werden und im
Rahmen von Autoimmunerkrankungen auftreten. Auch minimal modifiziertes LDL und
oxidiertes LDL binden an TLRs (Miller et al., 2003; Xu et al., 2001) und liefern einen
Erklarungsansatz fiir die Beteiligung dieser an degenerativen GefaBerkrankungen, wobei
hierfiir vor allem die im Rahmen dieser Arbeit unersuchten TLR 2 und TLR 4 von
Bedeutung zu sein scheinen. TLRs werden in atherosklerotischen Plaques auf
Makrophagen, glatten Muskelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten der Adventitia
exprimiert (Xu et al., 2001; Edfeldt et al., 2002; Vink et al., 2002) und induzieren die
Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, die Aktivierung von Zellen
des adaptiven Immunsystems, einen Expressionsanstieg von Adhdsionsmolekiilen und
somit eine gesteigerte Leukozytenadhidsion, sowie die Proliferation glatter Muskelzellen
(Sasu et al., 2001; Vink et al., 2002; Nakamura et al., 2007; Heo et al., 2008). Monaco et
al. konnten zeigen, dass in kultivierten Zellen atheromatoser Plaques die Expression von
Zytokinen durch eine antikorper-induzierte Blockade des TLR 2 reduziert wird (Monaco et
al., 2009). Diverse Studien am Mausmodell belegten die Beteiligung von TLRs an
Entstehung und Fortschreiten von Atherosklerose. So entwickelten

Atherosklerose-gefahrdete ApoE -/- knockout Méuse mit zusdtzlicher Deletion im
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TLR 4-Gen weniger Lisionen als Méuse der Kontrollgruppe (Michelsen et al., 2004). Ein
dhnliches Ergebnis erbrachte eine TLR 2 knockout Mutation im Modell mit
LDL-Rezeptor-defizienten Mausen (Mullick, Tobias, Curtiss, 2005). Auf PBMC ist die
Expression von TLR 2 und TLR 4 bei akutem Koronarsyndrom, nicht aber bei stabiler
Angina pectoris erhoht (Ashida et al., 2004; Methe et al., 2005). Offen ist noch die Frage,
inwiefern Pathogene direkt an der Progression atherosklerotischer Léasionen beteiligt sind.
Cao et al. konnten zeigen, dass Chlamydia pneumoniae, von denen nachgewiesen worden
war, dass sie die Bildung von Schaumzellen induzieren, iiber den TLR 2 agieren

(Kalayoglu, Byrne, 1998; Cao et al., 2007).

1.2.6. Stickstoffmonoxid-Metabolismus
1.2.6.1. Die Geschichte von Stickstoffmonoxid und seine Wirkung im Organismus

1980 konnten Furchgott und Zawadzki nachweisen, dass vom Endothel eine Substanz
freigesetzt wird, unter deren Einwirkung die GefaBmuskulatur erschlafft und die seine
Arbeitsgruppe im Verlauf als endothelium-derived relaxing factor (EDRF) bezeichnete
(Furchgott, Zawadzki, 1980). In den spateren 1980er Jahren zeigte das Team von
Furchgott zeitgleich mit dem von Ignarro, dass es sich bei EDRF um NO handelt, was von
Folgestudien bestdtigt werden konnte (Ignarro et al., 1987; Palmer, Ferrige, Moncada,
1987). Man weill heute, dass NO an diversen physiologischen und pathologischen
Prozessen im Organismus beteiligt ist. Neben der oben beschriebenen Vasodilatation
behindert NO die Thrombozytenaggregation und -adhdsion (Mellion et al.,, 1981;
Radomski, Palmer, Moncada, 1987) und iibt somit groBen Einfluss auf die Homdostase im
vaskuldren System aus. Sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem dient es
nitrinergen Neuronen als Neurotransmitter und ist dort unter anderem an Lernprozessen
und Gedéachtnisfunktion sowie der Reproduktionsregulation beteiligt (Susswein et al.,
2004; Rettori et al., 1992; Rettori, Kamat, McCann, 1994). Als dritter groer Bereich des
Wirkspektrums von NO ist das Immunsystem anzusehen. Durch die Interaktion mit
zahlreichen mikrobiellen Angriffsstellen nimmt NO direkten Einfluss auf die Wirtsabwehr
und unterbindet durch Hemmung der Ribonukleotidreduktase das Wachstum von Tumoren
(Stuehr, Nathan, 1989; Kwon, Stuehr, Nathan, 1991).

Stickstoffmonoxid ist ein leicht diffusibles Gas, das die Zellmembran iiberwinden kann
und als freies Radikal eine fiir diese hochreaktive Molekiilgruppe relativ lange

Halbwertszeit von gut elf Sekunden hat (Hakim et al., 1996). Dies ermdglicht es ihm, nicht
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nur seine Funktion als intra- sondern auch interzelluldrer Botenstoff auszuiiben, bevor es
zu Nitrat und Nitrit oxidiert (Stuehr, Marletta, 1987a; Hibbs et al., 1988). Wird NO
freigesetzt, diffundiert es zu seiner Zielzelle und aktiviert dort die 16sliche Guanylatzyklase
(engl.: soluble guanylyle cyclase; sGC) (Ignarro et al., 1986), ein zytosolisches Enzym,
das, wie man heute weill, einem Plasmamembran-assoziierten Rezeptor entspricht
(Russwurm, Wittau, Koesling, 2001; Zabel et al., 2002). Obwohl mehrere Studien andere
Wirkmechanismen von NO zeigen konnten, gilt die Rezeptorbindung an die sGC als der
einzige bisher sicher belegte und am besten untersuchte Weg (Weisbrod et al., 1998;
Trottier et al., 1998; Miller et al., 2004; Yuill et al., 2010). Bindet NO an das Hdm-Eisen
der sGC, fiithrt dies zu einer Bildung des second messengers zyklisches
Guanosinmonophosphat  (engl.: cyclic guanosine monophosphate, cGMP) aus
Guanosintriphosphat (GTP). cGMP bewirkt iiber verschiedene Mechanismen ein Absinken
der intrazelluldren Calciumkonzentration und somit in den glatten GefdaBmuskelzellen eine
Vasodilatation (Stone, Marletta, 1994). Es werden auch cGMP-unabhéngige Effekte von
NO diskutiert, wie die Aktivierung der sarcoplasmic endoplasmic reticulum calcium
ATP-ase (SERCA), die die Aufnahme von Calcium ins sarko- bzw. endoplasmatische
Reticulum bewirkt (Cohen et al., 1999). Auch im zentralen Nervensystem wirkt NO als
Neurotransmitter sowohl iber cGMP-abhéngige als auch -unabhéngige Wege (Arancio et
al., 2001; Oh et al., 1999). Dagegen sind die Effekte von NO im Immunsystem groftenteils
cGMP-unabhingig und hauptsidchlich auf seine direkte Interaktion mit mikrobiellen

Bestandteilen und die daraus resultierende Zytotoxizitit zuriickzufiihren (s. oben).

1.2.6.2. Biosynthese von Stickstoffmonoxid

Die Biosynthese von NO erfolgt zum groBten Teil durch das Enzym NO-Synthase (NOS),
welches die O-abhédngige 5-Elektronen-Oxidation von L-Arginin zu Citrullin und NO
katalysiert, wobei Wasser als Coprodukt entsteht (Palmer, Moncada, 1989; Palmer,
Ashton, Moncada, 1988). Fiir diese Reaktion werden Nicotinamidadenin-
dinukleotidphosphat (NADPH), Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavinmononukleotid
(FMN), Tetrahydrobiopterin (BH4), Protoporphyrin IX (H&@m) und Calmodulin als
Cofaktoren bendtigt (Stuehr et al., 1991; Bredt, Snyder, 1990; Mayer, John, Bohme, 1990;
Klatt, Schmidt, Mayer, 1992; McMillan et al., 1992). Die NOS liegt im aktiven Zustand als
Homodimer zweier NOS-Monomere vor (Schmidt et al., 1991; Stuehr et al., 1991). Man
kennt heute drei [soformen des Enzyms, die neuronale NOS (nNOS), die endotheliale NOS
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(eNOS) und die induzierbare NOS (iNOS). nNOS und eNOS sind nach dem Gewebe
benannt, aus dem sie zuerst isoliert wurden (Bredt, Snyder, 1990; Janssens et al., 1992),
heute weill man jedoch, dass sie in diversen Zelltypen vorkommen (Tab. 1). Da sie
konstitutiv exprimiert werden, fasst man sie auch unter dem Namen konstitutive NOS
(engl.: constitutive NOS; cNOS) zusammen. Thre NO-Synthese wird hauptsdchlich durch
thre  Aktivitdit  reguliert, welche von an das Enzym  gebundenen
Calcium/Calmodulin-Komplexen abhingig ist. Steigt durch einen Stimulus (Tab. 2) die
intrazelluldre Calciumkonzentration, kommt es vermehrt zur Bildung solcher Komplexe.
Diese fiihren nach ihrer Bindung zur Dimerisierung der NOS und somit zur Uberfiihrung
in ihre aktive Form. Es kommt zu einem sofortigen, wenige Sekunden anhaltenden Anstieg
der NO-Konzentration im picomolaren Bereich (Bredt, Snyder, 1990; Schmidt et al.,
1991). Neben den konstitutiv exprimierten NO-Synthasen existiert auch eine durch
verschiedene Stimuli (Tab. 2) induzierbare Isoform, die als erstes aus murinen
Makrophagen isoliert wurde, von der man aber heute weil}, dass auch sie in zahlreichen
Zelltypen exprimiert wird (Tab. 1). Sie arbeitet, anders als die cNOS, calciumunabhéngig
und ihre NO-Produktion wird auf transkriptioneller Ebene reguliert. Deshalb kommt es im
Gegensatz zum schnellen, kurzfristigen NO-Anstieg durch die cNOS erst nach Stunden zu
erhohten NO-Spiegeln, die jedoch Stunden bis Tage anhalten konnen und auBlerdem, im
nanomolaren Bereich liegend, tausendfach hoher sind (Stuehr et al., 1991; Xie et al., 1992;
Stuehr, Marletta, 1987b; Lamas et al., 1991). Dieser Unterschied in der Regulation der
NO-Synthese liegt darin begriindet, dass die iNOS Calmodulin irreversibel und
unabhingig von Calcium bindet und somit dauerhaft als aktives Homodimer vorliegt (Cho

etal., 1992).
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Tab. 1: Expressionsorte der drei Isoformen der NO-Synthase

Einleitung

nNOS

iNOS

eNOS

Neurone (v. a. Kleinhirn,
Hippocampus, Hypothalamus)
(Bredt, Snyder, 1989; Bredt,
Hwang, Snyder, 1990)

Makrophagen
(Stuehr et al., 1991)

Endothelzellen
(Janssens et al., 1992)

Gliazellen
(Schmidt et al., 1992b)

T-Lymphozyten
(Kirk, Regan, Barbul, 1990)

Kardiomyozyten
(Schwarz et al., 1995)

Niere (Macula densa)
(Schmidt et al., 1992b; Tojo et
al., 1994)

NK-Zellen
(Cifone et al., 1999)

Thrombozyten
(Mehta et al., 1995; Wallerath et
al., 1997)

Lungenepithelien Neutrophile Granulozyten Megakaryozyten
(Schmidt et al., 1992b) (Saini et al., 2006) (Wallerath et al., 1997)
Epithelzellen des Magens Eosinophile Granulozyten Fibroblasten

(Schmidt et al., 1992b)

(Wallerath et al., 1997)

(Wang et al., 1996)

Epithelzellen des Uterus
(Schmidt et al., 1992b)

Thrombozyten
(Mehta et al., 1995; Wallerath et
al., 1997)

Keratinozyten
(Shimizu et al., 1997)

Pankreatische B-Zellen
(Schmidt et al., 1992a; Schmidt
etal., 1992b)

Megakaryozyten
(Wallerath et al., 1997)

Skelettmuskulatur
(Kobzik et al., 1994; Nakane et
al., 1993)

Endothelzellen
(Kilbourne, Belloni, 1990)

Kardiomyozyten
(Schwarz et al., 1995)

Kardiomyozyten
(Schulz, Nava, Moncada, 1992)

Neutrophile Granulozyten
(Wallerath et al., 1997; Saini et
al., 2000)

Vaskulire glatte Muskelzellen
(Busse, Miilsch, 1990; Rees et al.,
1990)

Glomerulire Mesangiumzellen
(Jansen et al., 1994; Mohaupt et
al., 1994)

Astrozyten/Mikroglia
(Galea, Feinstein, Reis, 1992)

Hepatozyten/Kupferzellen
(Billiar et al., 1990)

Pankreatische B-Zellen
(Alm et al., 1999)

Fibroblasten
(Wang et al., 1996)

Keratinozyten
(Shimizu et al., 1997)

Tumorzellen

(Cui et al., 1994; Zhao et al.,
1998; Cianchi et al., 2004; Chen
et al., 2006)
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Tab. 2: Stimulatoren der drei NOS Isoformen
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nNOS

iNOS

eNOS

Stimulatoren

L-Glutamat
(Bredt, Snyder, 1989)

LPS (iiber
Aktivierung des TLR-
Signalwegs) (Stuehr,
Marletta, 1987a; He et
al., 2006; Heo et al.,
2008)

Acetylcholin
(Furchgott, Zawadzki, 1980;
Griffith et al., 1984)

Ostrogen
(Weiner et al., 1994)

IFN-y

(Ding, Nathan, Stuehr,
1988; Stuehr, Marletta,
1987a; MacNaul,
Hutchinson, 1993)

Adenosindiphosphat
(ADP)/Adenosintriphosphat
(ATP)

(De Mey, Claeys, Vanhoutte,
1982; Houston, Shepherd,
Vanhoutte, 1985)

Mangel an
neurotrophen
Faktoren

(Wu et al., 1994,
Zhang et al., 1994)

TNF-a

(Ding, Nathan, Stuehr,
1988; MacNaul,
Hutchinson, 1993)

Bradykinin
(Chand, Altura, 1981)

IL-1B

(MacNaul, Hutchinson,
1993; Kunz et al.,
1994)

Histamin
(van de Voorde, Leusen,
1983)

IL-2
(Jyothi, Khar, 2000)

Serotonin

(Cocks, Angus, 1983;
Houston, Shepherd,
Vanhoutte, 1985)

Niedrige NO-
Konzentrationen
(Umansky et al., 1998)

Substanz P
(Wallerstedt, Bodelsson,
1992)

Thrombin
(De Mey, Claeys, Vanhoutte,
1982)

Insulin
(Steinberg et al., 1994)

Ostrogen
(Weiner et al., 1994)
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Tab. 3: Inhibitoren der drei NOS Isoformen

Einleitung

nNOS

iNOS

eNOS

Inhibitoren

7-Nitro-Indazol
(Moore et al., 1993)

Transforming Growth
Factor B (TGF-$)
(Ding et al., 1990;
Schini et al., 1992;
Oswald et al., 1992)

TNF-a

(MacNaul, Hutchinson,
1993; Goodwin et al.,
2007)

1L-4

(Al-Ramadi et al., 1992;
Oswald et al., 1992;
Bogdan et al., 1994)

LPS
(MacNaul, Hutchinson,
1993)

IL-8
(McCall, Palmer,
Moncada, 1992)

IFN-y
(MacNaul, Hutchinson,
1993)

IL-10

(Oswald et al., 1992;
Cunha, Moncada, Liew,
1992)

IL-1B
(MacNaul, Hutchinson,
1993)

MCP-1
(Rojas et al., 1993)

CRP
(Venugopal et al., 2002)

Macrophage
deactivating Factor
(MDF)

(Ding et al., 1990)

Platelet Derived
Growth Factor (PDGF)
(Schini et al., 1992)

Glucocorticoide
(Di Rosa et al., 1990)

Hohe NO-
Konzentrationen
(Umansky et al., 1998)

Methylierte Arginin-Analoge (L-NMMA, ADMA)

(McCall et al., 1989; Knowles et al., 1990; Palmer et al., 1988; Vallance et al.,

1992)

1.2.6.3. Beteiligung an Entstehung und Progression kardiovaskulirer Erkrankungen

Mehrere Studien am Mausmodell konnten zeigen, dass die NO-Produktion durch die NOS

Einfluss auf die Entstehung und Progression atherosklerotischer Ladsionen nimmt. So

fuhrten Deletionen im eNOS-Gen und im nNOS-Gen zu einer Zunahme neointimaler

Liasionen bei Atherosklerose-empfinglichen ApoE -/- knockout Méusen (Moroi et al.,

1998; Morishita et al., 2002; Kuhlencordt et al., 2001a). Umgekehrt verbesserte sich die

Gefillsituation von solchen Maiusen,

sobald die NOS-Aktivitit gesteigert wurde

(Kawashima et al., 2001; van Haperen et al., 2002). Die Untersuchung der Rolle der iNOS
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brachte im Mausmodell bisher ambivalente Ergebnisse. Wahrend Kuhlencordt et al. zeigen
konnten, dass eine Deletion im iNOS-Gen bei ApoE -/- knockout Méausen in einer
Reduktion atherosklerotischer Formationen resultierte (Kuhlencordt et al., 2001b), fiihrte
in einer Studie von Koglin et al. das Ausschalten der iNOS zur Exazerbation
pathologischer Gefallveranderungen in Herztransplantaten (Koglin et al., 1998). Wahrend
bei gesunden Miusen das Ausschalten einer Isoform alleine keine signifikanten Ergebnisse
erbrachte, hatten gleichzeitige Deletionen in allen drei NOS-Genen die spontane
Entwicklung neointimaler Lisionen, einer verdickten Media, perivaskuldrer Fibrosen und
daraus resultierende Myokardinfarkte zur Folge (Nakata et al., 2008). Die Bedeutung der
Verfligbarkeit von NO erkldrt sich durch seine =zahlreichen antiproliferativen und
antioxidativen Effekte, wie die Hemmung der Thrombozytenaggregation und -adhésion
(Mellion et al., 1981; Radomski, Palmer, Moncada, 1987) sowie der Leukozytenadhdsion
und -diapedese (Provost et al., 1994).

Adipositas und das mit ihm assoziierte metabolische Syndrom fithren oft zu
Atherosklerose. Wie man heute weil}, ist dies unter anderem auf Pathomechanismen
zuriickzufiihren, die in einer verschlechterten Bioverfiigbarkeit von NO resultieren. Hierzu
zahlen ein verringerter Insulin-induzierter NO-Output durch Diabetes mellitus (Johnstone
et al.,, 1993; Williams et al., 1996) und bei endothelialer Dysfunktion eine paradoxe
Vasokonstriktion (Ludmer et al., 1986) sowie erhohter oxidativer Stress durch Freisetzung
von Sauerstoffradikalen, die mit NO zum schédlichen Peroxnitrit reagieren (White et al.,
1996, Ohara, Peterson, Harrsion, 1993). AuBlerdem weist geschiddigtes Endothel eine
verringerte Verfiigbarkeit des NOS-Cofaktors BH4 (Stroes et al., 1997; Pieper, 1997)
sowie eine gesteigerte Produktion von NOS-Inhibitoren wie Asymmetrisches
Dimethylarginin (ADMA) auf (Boger et al., 1997). Dies eroffnete in den letzten Jahren ein
neues Forschungsgebiet um ADMA als kardiovaskuldren Risikomarker und die fiir seine
Hydrolyse verantwortlichen Isoenzyme der Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase
(DDAH) (Tran, Leiper, Vallance, 2003; Fiedler, Wojciak-Stothard, 2009).

Wenngleich Niebauer et al. zeigen konnten, dass in ApoE -/- knockout Méusen eine durch
NOS-Inhibition getriggerte Vergroerung atherosklerotischer Léasionen durch korperliche
Aktivitdt reversibel war (Niebauer et al., 2003), konnten Studien iiber den Einfluss von
korperlicher Aktivitit auf die NO-Synthese am Menschen und im Tiermodell bisher keine
eindeutigen Ergebnisse liefern. Es scheinen hier starke Unterschiede zu herrschen
beziiglich des untersuchten Gewebes, der Intensitit und der Dauer der Belastung.

Tendenziell ist jedoch festzustellen, dass Ausdauertraining zu erhéhten Plasmawerten von
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NO durch vermehrte NO-Freisetzung aus Endothelzellen flihrt (Tordi et al., 2006; Poveda
et al., 1997; Maeda et al., 2001). Der Hauptgrund hierfiir diirfte eine ldngere Aktivierung
der eNOS sein (Sessa et al., 1994; Yang et al., 2002; Tanabe et al., 2003; Graham, Rush,
2004; Sun et al., 2008; Musicki et al., 2008). Die Expressionsrate der iNOS scheint von der
Intensitdt der Belastung abhidngig zu sein und kann nach moderatem Ausdauertraining in
Endothelzellen leicht herunterreguliert sein oder keine Alterationen zeigen, jedoch eine
Steigerung aufweisen, wenn die Belastung intensiviert wurde (Yang, Chen, 2003; Sun et
al., 2008; Yang et al., 2002). Auch im Skelettmuskel steigt durch Training die Aktivitat
von eNOS und nNOS, wihrend die Expression der iNOS sinkt oder nicht beeinflusst wird
(Song et al., 2009; Gielen et al., 2005; Vassilakopoulos et al., 2003). Bei Untersuchungen
der Anderungen der NO-Plasmakonzentration nach einem einmaligen akuten
Belastungsereignis zeigte sich meist ein deutlicher Anstieg (Suzuki et al., 2000; Sureda et
al., 2006; Silveira et al., 2007). Lediglich die Arbeitsgruppe von Poveda konnte keine
signifikanten Unterschiede nach maximaler Laufbandbelastung feststellen (Poveda et al.,
1997). Studien konnten zeigen, dass kurzfristige Belastungen die Expression aller drei
Isoformen im Muskel ansteigen lassen (Lima et al., 2010; Roberts et al., 1999), wéhrend
die Aktivitit der eNOS sowohl in Erythrozyten als auch in Kardiomyozyten
herunterreguliert wird (Suhr et al., 2009; Iemitsu et al., 2000).
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1.3. Zielsetzungen der Studie

Studien der letzten Jahre fiihrten zu der Erkenntnis, dass degenerative Prozesse in Gefallen
mit einer Inflammationsreaktion einhergehen, die bei adipdsen Patienten gesteigert zu sein
scheint und durch korperliche Aktivitit beeinflusst werden kann. Die Miinchner Marathon
Studie war die erste ihrer Art, welche umfangreiche kardiovaskuldre Parameter bei
Teilnehmern unterschiedlichen Fitnessniveaus und unterschiedlicher, z. T. als pathologisch
anzusehender Korpermasse, nach Absolvieren eines zehnwochigen Ausdauertrainings,
sowie dem darauffolgenden Zuriicklegen der Marathondistanz, mal3. Die in dieser Arbeit
aufbereitete Teilstudie befasst sich speziell mit der Expression verschiedenster
Inflammationsmarker in PBMC, sowie der Serumkonzentration von NO und der
Expression ihrer Syntheseenzyme in PBMC. In Zusammenschau mit anderen aus der

Studie generierten Daten soll gezeigt werden,

- ob die Expression klassischer und moderner Biomarker der Inflammation in PBMC
durch Ausdauertraining/korperliche Extrembelastung beeinflusst wird,

- ob es diesbeziiglich Diskrepanzen bei Patienten unterschiedlichen Fitnessniveaus
gibt, sprich

- ob die Inflammationsreaktion durch Belastung bei Adipdsen stirker ausgepragt ist
und

- ob Ausdauertraining die Inflammationsmarker bei Adipdsen stirker senken kann,

- ob eine Anderung der Serumwerte der Inflammationsmarker auf eine geéinderte
Genexpression in PBMC zuriickzufiihren ist,

- ob eine Belastungsleukozytose auf mRNA-Ebene in PBMC zu erkennen ist und ob
es Unterschiede beziiglich Fitnessgrad und Koérpermasse gibt,

- ob die verbesserte Gefalifunktion nach aerobem Ausdauertraining mit einer

Erhohung der Gesamtstickoxide (NOx) im Serum zu erkléren ist
und wenn ja,

- ob diese Produkt einer Entziindungsreaktion ist.
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2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Untersuchungsmaterial und Studiendesign

Als Untersuchungsmaterial dienten Serumproben sowie die RNA mononukledrer Zellen,
die aus heparinisierten Vollblutproben der Teilnehmer der Miinchner Marathon-Studie
(vollstandiger Titel: Untersuchung myokardialer Verletzungen, ventrikuldrer Funktion und
kardiovaskuldrer = Risikofaktoren in  Abhédngigkeit vom Trainingszustand bei
Marathonldufern) gewonnen worden waren. Diese war im Sommer/Herbst 2007 vom
Institut fiir Praventive und Rehabilitative Sportmedizin (PRS) unter Leitung von Dr. med.
Henner Hanssen durchgefiihrt worden. Thr Ziel war es, anthropometrische,
leistungsphysiologische, immunologische und metabolische Effekte von aerobem
Ausdauertraining sowie dem Zuriicklegen der Marathondistanz bei Léufern
unterschiedlicher Leistungsklassen und mit wunterschiedlichem kardiovaskuldrem
Risikoprofil aufzuzeigen.

Im Rahmen dieser Studie waren verschiedenste kardiovaskulére, leistungsdiagnostische
und anthropometrische Parameter bestimmt worden, die sich bei (Prd-)Adiposen,
Freizeitsportlern und Leistungssportlern durch aerobes Ausdauertraining als Vorbereitung
auf einen Marathonlauf, sowie durch den Lauf des Marathons selbst, verdnderten. Hierfiir
waren vier Visiten angesetzt worden, wobei der erste Termin elf Wochen, der zweite vier
bis sechs Tage vor dem Wettkampf waren und diese somit den Zeitraum der zehnwdchigen
Trainingsphase einrahmten. Die Visiten drei und vier sollten die metabolischen und
immunologischen Verdnderungen durch den Marathonlauf aufzeigen und wurden
unmittelbar nach dem erfolgreich absolvierten Lauf bzw. am Folgetag festgesetzt. Die
Untersuchungen fanden am PRS, sowie im Klinikum Rechts der Isar, Miinchen statt.

Nach der Genehmigung durch die zustindige Ethikkommission der TU Miinchen war die
Rekrutierung der Probanden vom PRS vorgenommen worden, wobei zum einen
Teilnehmer aus dem eigenen Patientenstamm ausgewéhlt wurden. Den anderen Teil
bildeten Interessierte, die {iber Annoncen in geldufigen Miinchner Printmedien oder iiber
Flyer, die an Sportvereine und Lauftreffs verteilt worden waren, auf die Studie
aufmerksam geworden waren.

Uber die Aufnahme in die Studie entschied die Projektleitung gemif der Richtlinien, die

Tabelle 4 zu entnehmen sind.
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Tab. 4: Ein- und Ausschlusskriterien der Studie

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
maénnliches Geschlecht manifeste Herzerkrankungen, Angina pectoris
Alter: 30 - 60 Jahre medikamentdse Mehrfachtherapie eines Diabetes

mellitus Typ IT oder einer Hypertonie

mindestens ein erfolgreich absolvierter Niereninsuffizienz (Kreatinin > 1,5 mg/dL)

Halbmarathon

Risikopatient: Body Mass Index (BMI) 27-35 muskuloskelettale Erkrankungen
kg/m?* oder Bauchumfang (BU) = 102 cm

schriftliches Einverstindnis zur psychiatrische Erkrankungen oder Klaustrophobie

Studienteilnahme

Metallimplantate

Daraus ergab sich eine anfiangliche Teilnehmerzahl von 61 Probanden, von denen 45 zu
allen festgesetzten Terminen erschienen sind, den Marathon erfolgreich beendet haben,

und deren Messwerte somit zur Akquirierung der Daten herangezogen wurden.

Die Zahl der Probanden, die fiir die im Rahmen dieser Arbeit behandelten Teilstudie

beriicksichtigt wurden, setzte sich wie folgt zusammen:

14 adipdse bzw. praadipose Freizeitsportler (Gruppe A)

(Laufumfang < 40 km/Woche und zusitzlich BMI = 27 kg/m? oder BU = 102 cm)
16 normalgewichtige Freizeitsportler (Gruppe F)

(Laufumfang < 40 km/Woche und zusitzlich BMI < 27 kg/m?)

15 Amateurleistungssportler (Gruppe L)

(Laufumfang = 70 km/Woche und zusitzlich BMI < 27 kg/m?)

Von der Auswertung der Daten ausgeschlossen wurden Proben, die nicht in den
entsprechenden Heparinrohrchen abgenommen worden waren, sowie Proben, die aufgrund
von Fehlern in der Aufreinigung und Bearbeitung starke Einbuflen an Qualitdt erfahren
hatten. Dabei handelte es sich im Konkreten um vier Proben vierer verschiedener
Teilnehmer (unter ihnen zwei Freizeitsportler, ein Proband der Gruppe der (Préd-)Adipdsen

und ein Leistungssportler).
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2.1.2. Geriite

Tab. 5: Verwendete Gerite

Material und Methoden

Name Firma Sitz

Autoklav (Systec V-95) Systec Wettenberg, Deutschland
Electrophoresis Power Supply E835 | Consort Turnhout, Belgien
Eppendorfzentrifuge Typ 5415 D Eppendorf Hamburg, Deutschland
Eppendorfzentrifuge Typ 5417 D Eppendorf Hamburg, Deutschland
Flockeneisautomat AF 80 Scotsman IL, USA

Infinity Videodokumentationssystem | Peqlab Erlangen, Deutschland
3000

Mastercycler gradient LIZ Eppendorf Hamburg, Deutschland
Mikrowelle NN-E 202 Panasonic Osaka, Japan
Minishaker MS2 IKA Staufen, Deutschland
Multipipette pro Eppendorf Hamburg, Deutschland
NanoDrop ND-1000 Thermo Karlsruhe, Deutschland
PerfectBlue Breitformat Gelsystem Peqlab Erlangen, Deutschland
Pipetten Eppendorf Hamburg, Deutschland
Pipetus Akku Hirschmann Eberstadt, Deutschland
Préazisionswaage CP 4201 Sartorius Gottingen, Deutschland
Realtime Thermocycler Rotor-Gene | Corbett Research | Sydney, Australien

RG 6000

Reinwasseranlage Rios TM 16 Millipore Billerica, USA

Sunrise absorbance reader Tecan Mainnedorf, Schweiz
Thermomixer comfort Eppendorf Hamburg, Deutschland
Tischzentrifuge Galaxy mini VWR PA, USA
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2.1.3. Verbrauchsmaterialien

Tab. 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material und Methoden

Name Firma Sitz
Handschuhe, Latex Anthos Wals-Siezenheim, Deutschland
Pipettenspitzen Eppendorf | Hamburg, Deutschland
Pipettenspitzen Sarstedt Niimbrecht, Deutschland
Reaktionsgefiafie (0,2 mL, 0,5 mL, Eppendorf | Hamburg, Deutschland
1,5 mL)
Serologische Pipetten Sarstedt Niimbrecht, Deutschland
(5 cm’, 10 cm’, 25 cm?)
STRIP Tubes (0,1 mL) Eppendorf | Hamburg, Deutschland
Vivaspin 500, PES-Membran, 10 kDa Sartorius Gottingen, Deutschland
2.1.4. Kits
Tab. 7: Verwendete Kits
Name Firma Sitz

Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit, 192

wells

Biozol

Eching, Deutschland

NucleoSpin RNA Clean-up XS

Macherey-Nagel

Diiren, Deutschland

QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (200) | Qiagen

Hilden, Deutschland

Thermoprime Plus DNA Polymerase

Agbene

Epsom, UK
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2.1.5. Chemikalien, Losungen, Puffer

Tab. 8: Verwendete Chemikalien, Losungen und Puffer

Material und Methoden

Name Firma Sitz

Brain, Human, Total RNA Stratagene Heidelberg, Deutschland

Chloroform Roth Karlsruhe, Deutschland

Desoxyribonukleosidtriphosphate

(dNTPs) Fermentas Leon-Roth, Deutschland

Ethanol, absolut Roth Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromidldsung 1% Roth Karlsruhe, Deutschland

GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus | Fermentas Leon-Roth, Deutschland

Isopropanol Roth Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumchlorid Abgene Epsom, GrofB3britannien

PCR Wasser (PCR-H,0) Eppendorf Hamburg, Deutschland

peqGOLD TriFast Peqlab Erlangen, Deutschland

peqGOLD Universal-Agarose Peqlab Erlangen, Deutschland

Reaction Buffer M Abgene Epsom, GrofB3britannien

Universal Human Reference RNA Stratagene Heidelberg, Deutschland

100 bp DNA Ladder ready-to-use Bioscience Jena, Deutschland

50 bp DNA Ladder New England Biolab | Ipswich, MA, USA

50x Tris-Azetat-EDTA-Puffer Labor PHR Miinchen, Deutschland
Miinchen

6x Loading Solution Dye Fermentas Leon-Roth, Deutschland
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2.1.6. Primer

Tab. 9: Designte und verwendete Primer

Zielgen | Sequenzen Forward-Primer/ Produktlinge | Quelle Ref-Sequenz
Reverse-Primer NCBI

p-Aktin CCAAGGCCAACCGTGAGAAGAT/ 255 bp manuell NM_001101
CCACGTTCCGTGAGGATCTTCA

CRP TCGTATGCCACCAAGAGACAA/ 453 bp manuell NM_000567.2
ACACTTCGCCTTGCACTTCAT

DDAH 1 | GCAGCACCAGCTCTACGTG/ 319 bp Primer3 NM 012137.2
AGCACCTCGTTGATTTGTCC

DDAH2 | ACGTTCTCTTCACCGGCC/ 376 bp manuell NM 013974.1
GAGAGCTTCTGCAGTGCCTC

eNOS AAGGCGACAATCCTGTATGG/ 309 bp HUSAR | NM 000603
TGGGTCTGAGCAGGAGATG

GAPDH | TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC/ 189 bp manuell NM_002046
ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC

IL-10 CACTGCTCTGTTGCCTGGT/ 401 bp Primer3 NM_000572.2
GGCCTTGCTCTTGTTTTCAC

IL-1B AGCTGATGGCCCTAAACAGA/ 384 bp Primer3 NM_000576.2
TCCATATCCTGTCCCTGGAG

IL-2 AACTCCTGTCTTGCATTGCA/ 442 bp UniSTS NM_000586.3
GTGTTGAGATGATGCTTTGAC

IL-6 TACCCCCAGGAGAAGATTCC/ 204 bp Primer3 NM_000600.2
TTTCAGCCATCTTTGGAAGG

CXCRI1 CGAAGCACCATCATTCCC/ 348 bp UniSTS NM_000634.2
GGGAACATGTGTTTCCAGCT

CXCR2 CGCTCCGTCACTGATGTCTA/ 371 bp Primer3 NM _001557.2
TTGTTGCCCATGTCCTCATA

iNOS ACAAGCCTACCCCTCCAGAT/ 483 bp Primer3 NM_000625.5
CGATGCACAGCTGAGTGAAT

nNOS TCTCCTCCTACTCTGACTCC/ 424 bp 1) NM_000620.1
TTGTGGACATTGGATAGACC

SELE AGCCCAGAGCCTTCAGTGTA/ 388 bp Primer3 NM_000450.1
CCTTTGGATCCCTTCAACA

TLR 2 GTCCAGGAGCTGGAGAACT/ 383 bp UniSTS NM_003264.3
GGAACCTAGGACTTTATCGCA

TLR 4 TGCGGGTTCTACATCAAA/ 413 bp UniSTS NM 138554.2
CCATCCGAAATTATAAGAAAAGTC

TNF-a AGCCCATGTTGTAGCAAACC/ 403 bp Primer3 NM_000594.2
AGACTCGGCAAAGTCGAGAT

1) Modifiziert nach Muscari et al., 2007
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2.1.7. Software

Zur Analyse der gemessenen Daten, deren statistischer Auswertung und graphischer
Darstellung, sowie zur Verfassung der Dissertationsschrift wurden folgende Programme

verwendet:

Adobe Photoshop CS4 Extended 11.0.1
Infinity Capt V14.2

Microsoft Office 2008

N.D. 3.7

PASW Statistics 17

Rotor-Gene RG-6000 1.7

Sigmaplot 10.01

Tecan Magellan Standard 5.01

2.1.8. Bioinformatische Datenbanken

NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov/): BLAST, PubMed, UniSTS
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)
HUSAR (http://genome.dkfz-heidelberg.de/)
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2.2. Methoden
2.2.1. RNA-Isolierung mittels Phenol-Chloroform-Extraktion

Als Arbeitsmedium dienten mononukledre Zellen, die im Vorfeld dieser Arbeit von
Mitarbeitern des Lehrstuhls fiir Sport und Gesundheitsforderung (LSG) mittels Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation aus heparinisierten Vollblutproben gewonnen worden
waren. Die Dichtegradientenzentrifugation macht sich die unterschiedliche Dichte der
verschiedenen im Blut enthaltenen Zellen zu Nutze und trennt diese nach Zugabe eines
Losungsmittels durch Zentrifugation. Zur Gewinnung von PBMC eignet sich als Medium
Ficoll, ein Polysaccharid, das eine grofere Dichte hat als die mononukledren Zellen,
jedoch eine niedrigere als Erythrozyten, Granulozyten und Thrombozyten. Es wird im
gleichen Verhiltnis zu der heparinisierten Blutprobe gegeben. Durch die Zentrifugation
setzen sich Thrombozyten, Erythrozyten und Granulozyten am Boden des Gefélles ab.
Dariiber befindet sich die Ficoll-Phase, das Plasma schwimmt oben auf. Zwischen Ficoll
und Plasma befindet sich der sog. Lymphozytenring, der die gewiinschten PBMC enthilt.
Dieser wird abpipettiert und gewaschen.

Der erste Arbeitsschritt der fiir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Tétigkeiten bestand

in der RNA-Isolierung mittels Phenol-Chloroform-Extraktion.

2.2.1.1. Prinzip der Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Methode der Phenol-Chloroform-Extraktion ermodglicht die Trennung von RNA, DNA
und Proteinen durch deren unterschiedliche Loslichkeit in der zweiphasigen Emulsion aus
Phenol und Chloroform. Bei diesem fiinfschrittigen Verfahren erfolgt als erstes die
Homogenisierung des Zellmaterials durch die Zugabe von TriFast'™, einem Reagenz, das
Phenol und Guanidinisothiocyanat in einphasiger Losung enthdlt. Guanidinisothiocyanat
fiihrt hierbei zur Zelllyse und durch seine denaturierenden Eigenschaften auch zur
Inaktivierung von RNasen. Durch die anschlieende Zugabe von Chloroform kommt es im
zweiten Schritt zur Phasenauftrennung, wobei sich Proteine in der organischen, RNA in
der wissrigen und DNA groBtenteils in der Interphase wiederfinden. Gibt man im nédchsten
Schritt Isopropanol zur davor abgenommenen wéssrigen Phase, prizipitiert die in ihr
enthaltene RNA. Diese kann in den Schritten vier und fiinf mit Ethanol gewaschen und in

RNase-freiem Wasser gelost werden.
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2.2.1.2. Durchfiihrung der Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur RNA-Isolierung wurden alle PBMC einer Probe mit 500 uL PeqGOLD TriFast'™
resuspendiert und bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C eingefroren. Bei Bedarf wurden
die Proben bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut und wie folgt weiterverarbeitet.

Nach der Zugabe von 100 pL Chloroform pro Probe und kréftigem Schiitteln fiir 15
Sekunden, wurden die Proben fiir fiinf Minuten bei RT inkubiert. Anschlieend wurden die
Proben zur Phasenauftrennung fiir fiinf Minuten bei 12.000 x g zentrifugiert. Die wissrige
oberste Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal} tiberfiihrt, zur Prazipitation der RNA mit
250 uL Isopropanol vermischt und kréftig geschiittelt. Nach zehnminiitiger Inkubation auf
Eis wurden die Proben weitere zehn Minuten bei 12.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das
hierdurch entstandene Pellet wurde nach Abnehmen des Isopropanoliiberstandes zweimal
mit 1 mL 75%igem Ethanol durch Vortexen und anschliefendes Zentrifugieren
(10 Minuten, 12.000 x g, 4 °C) gewaschen. Nach 15-miniitigem Trocknen an der Luft
konnte das RNA-Pellet in 20 uLL RNase-freiem Wasser geldst und fiir fiinf Minuten bei
55 °C inkubiert werden.

2.2.2. Quantifizierung, Qualitiatskontrolle und Verdiinnung der isolierten RNA

Nach der Extraktion der RNA wurden deren Konzentration und Qualitit am NanoDrop®
ND-1000 bestimmt. Hierfiir wurde die Absorption der RNA in einem Probenvolumen von
1,5 uL bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen, das Absorptionsspektrum zwischen
220 und 350 nm graphisch dargestellt und die Absorptionsquotienten A260/A280 und
A260/A230 berechnet. Diese dienen als Qualitdtskontrolle und weisen auf eventuelle
Verunreinigungen, sei es durch DNA, Proteine oder auch Phenolriickstinde aus der
Aufreinigung, hin. Der Absorptionsquotient A260/A230 sollte >1,5 sein, der
Absorptionsquotient A260/A280 idealerweise zwischen 1,8 und 2,2 liegen. Die 176
gemessenen Proben befanden sich bis auf drei Ausnahmen in diesem Range. Besagte
Ausnahmen bewegten sich in einem Rahmen von 1,79 bis 2,27, was immer noch auf eine
gute Reinheit der isolierten RNA schliefen ldsst. Des Weiteren wurden zufillig
ausgewdhlte Stichproben an den Lehrstuhl fiir Physiologie des Wissenschaftszentrums
Weihenstephan fiir Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der TU Miinchen iibermittelt,
um dort eine weitere Qualitdtskontrolle mit dem Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies,

Santa Clara, CA) durchfiihren zu lassen. Mit diesem wurde die RNA [Integrity Number
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(RIN) bestimmt, welche der untersuchten RNA eine Integritdt von 1 (komplett degradiert)
bis 10 (ohne Degradation) zuweist und auf dem Verhiltnis der ribosomalen Untereinheiten
18S und 28S basiert. Alle Proben, bis auf eine, deren RIN wegen zu niedriger RNA
Konzentration nicht festgestellt werden konnte, wurden mit RINs zwischen 9,6 und 9,9
charakterisiert, was auf eine hohe Integritit schlieBen ldsst. Die RNA-Proben wurden nach
abgeschlossener Qualititskontrolle nach folgenden Formeln auf eine Konzentration von

15 ng/uL eingestellt und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert:

VProbe: (Cgewﬁnschtx Vgewﬁnscht) / CProbe

Vrcr 120= 30pL - Viprobe

2.2.3. Aufreinigung der RNA mit dem NucleoSpin® RNA II Kit

Erste Testlaufe mit der isolierten RNA brachten keine verwertbaren Ergebnisse, worauthin
eine weitere Aufreinigung der Proben mittels einer Silica-Membran durchgefiihrt wurde,
um mogliche Heparinreste, die bei der Phenol-Chloroform-Methode zuriickbleiben
konnen, zu eliminieren (Glaum et al., 2001). Das Polysaccharid Heparin, ein
unspezifischer RNase-Inhibitor, hemmt schon in geringer Konzentration die Aktivitdt der
Reversen Transkriptase bei der real-time PCR (RT-PCR) (Willems et al., 1993; Bai et al.,
2000; del Prete et al., 2007). Es kann davon ausgegangen werden, dass in den Proben
unterschiedliche Heparinkonzentrationen zuriickgeblieben waren, weshalb keine
verldsslichen Ergebnisse erzielt werden konnten.

Die bereits isolierte und in RNase-freiem Wasser geloste RNA wurde nach dem Protokoll
des Herstellers mit dem NucleoSpin® RNA Clean-up XS Kit (Macherey-Nagel)
aufgereinigt. Hierfiir wurden die Proben in gleichem Verhéltnis mit dem Reinigungspuffer
(Buffer RCU) gemischt, zwei mal fiinf Sekunden gevortext und fiir eine Sekunde bei
1.000 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Proben-Buffer-Mix auf die NucleoSpin®
Sdulen geladen, wo die RNA-Bindung an der Silica-Membran unter 30-sekiindigem
Zentrifugieren bei 11.000 x g erfolgte. Durch zweimaliges Zugeben von 400 pL des
Waschpuffers (Buffer RA3) und anschlieBendem Zentrifugieren (30 Sekunden bzw.
2 Minuten bei 11.000 x g) wurde die Membran gewaschen. Der letzte Schritt beinhaltete
die Losung der RNA in 15 pLL RNase-freiem Wasser (Zentrifugation fiir 30 Sekunden bei
11.000 x g).
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2.2.4. Semiquantitative one-step real-time PCR

2.2.4.1. Prinzip der semiquantitativen one-step real-time PCR

Bei der real-time PCR handelt es sich um eine Methode, die es ermdglicht vollautomatisch
in einem Schritt eine gesuchte DNA-Sequenz zu amplifizieren.

Ihr Prinzip basiert auf dem der 1987 von K. B. Mullis entwickelten Polymerase
Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR). Das Schliisselenzym dieser
Reaktion ist eine thermostabile Polymerase (Taq Polymerase), die zu einer einzelstrangig
vorliegenden DNA-Sequenz den komplementdren Strang synthetisieren kann. Um den
DNA-Doppelstrang aufzutrennen, wird dieser im Reaktionsreagenz auf die
Denaturierungstemperatur erhitzt. Fiir die Synthese der komplementéren Stringe bendtigt
die Taq Polymerase sogenannte Primer, etwa 20 Basenpaare lange Oligonukleotide, die
den gesuchten DNA-Abschnitt flankieren, bei der sogenannten Anneallingtemperatur an
thre komplementidre Sequenz binden und als Startsequenzen fiir die Polymerase dienen.
Diese baut an die Primer die dem Reaktionsreagenz zugegebenen Nukleotide in
5¢-3*-Richtung an (Elongation). So wird durch zyklisches Wiederholen der Schritte
Denaturierung, Annealing und Elongation der gesuchte DNA-Abschnitt, das PCR-Produkt,
amplifiziert und kann nach Anfirben mit einem Fluoreszenzfarbstoff und
gelelektrophoretischer Auftrennung sichtbar gemacht werden.

Im Gegensatz zur herkémmlichen PCR erfolgt bei der real-time PCR die Quantifizierung
der amplifizierten Sequenz bereits wihrend des Laufes. Dies wird dadurch ermdoglicht,
dass im Reaktionsgemisch ein Fluoreszenzfarbstoff enthalten ist, der mit doppelstrangiger
DNA interkaliert und einen charakteristisch fluoreszierenden Komplex bildet. Im Falle des
hier verwendeten QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (200) handelt es sich bei besagtem
Farbstoff um SYBR Green [, einem asymmetrischen Cyanin-Farbstoff. Die
Fluoreszenzmessungen erfolgen widhrend eines jeden Zyklus bei festgelegten
Messtemperaturen. Zur Auswertung der Analyse wird der sogenannte threshold cycle (Ct)
Wert herangezogen, welcher der Zyklenzahl entspricht, bei der ein vorgegebenes
Fluoreszenzniveau erstmals liberschritten wird. So ldsst sich ein hoher Ct-Wert auf eine
geringe Genexpression zurlickfithren und umgekehrt. Da das Verhéltnis der Mengen an
RNA, PCR-Produkten und den im Reaktionsgemisch enthaltenen Reagentien weder am
Anfang noch am Ende eines PCR-Laufs optimal ist, sondern nur wéhrend seiner

exponentiellen Phase, ist es wichtig, dass der Ct-Wert wihrend selbiger bestimmt wird.
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Aufgrund einer unspezifischen, sprich von der GroBe des entstandenen Produktes
unabhingigen Bindung des Farbstoffes, hat man im Gegensatz zu einem
elektrophoretischen Nachweis mit dieser Methode keine Kontrolle, ob allein die gesuchte
Sequenz amplifiziert wurde. Dieses Problem wird dadurch umgangen, dass am Ende eines
jeden PCR-Laufs eine Schmelzkurve erstellt wird, die die Fluoreszenzintensitit als
Funktion der Temperatur darstellt. Ein eindeutiger Peak der Schmelzkurve auf Hohe der
spezifischen Schmelztemperatur des gewiinschten PCR-Produktes impliziert so ein
einziges amplifiziertes PCR-Produkt.

Des Weiteren ermoglicht der QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit den Einsatz von RNA
als Probenmaterial, da in einem ersten Schritt, noch vor Beginn des ersten Zyklus, jedoch
im selben Reaktionsreagenz, die im Kit enthaltene Reverse Transkriptase complementary
DNA (cDNA) aus der eingesetzten RNA synthetisiert. Diese Form der RT-PCR wird
deshalb als one-step RT-PCR bezeichnet.

2.2.4.2. Durchfiihrung der real-time PCR

Zur Durchfiihrung der RT-PCR wurde der QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (200)
verwendet. Dieser enthilt 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix ( HotStarTaq"
DNA Polymerase, QuantiTect SYBR Green RT-PCR Buffer, ANTP Mix, SYBR Green I,
ROX (Referenzfarbstoff), 5 mM Magnesiumchlorid (MgCl,)) und QuantiTect RT Mix
(Omniscript® Reverse Transkriptase fir RNA-Mengen iber und Sensiscript® fiir
RNA-Mengen unter 50 ng).

Fiir jede Probe wurde in einem 0,1 mL STRIP Tube ein Gesamtvolumen von 10 puL
angesetzt, welches sich aus 9 pL eines Mastermixes (vgl. Tabelle 10) und 1 pL der zu
untersuchenden Probe zusammensetzte. Dies entspricht einem Einsatz von 15 ng RNA pro
untersuchter Probe pro Lauf.

Das Temperaturprofil fiir die PCR-Laufe ist Tabelle 11 zu entnehmen, wobei fiir die
jeweiligen Primer sowohl die Annealingtemperatur als auch die Temperatur des dritten und
des optionalen vierten Messpunktes spezifisch festgelegt wurde. Diese sind gesondert in
Tabelle 12 aufgefiihrt, wie auch die Temperatur des Messpunktes, dessen Ct-Wert zur
Analyse herangezogen wurde. Letzterer wurde abhédngig von der Schmelztemperatur des
PCR-Produktes (Ty,) gewahlt. Der threshold wurde fiir jeden Lauf bei 0,03 festgelegt. Als
Negativkontrolle diente PCR-H,0, aullerdem wurde bei Genen, die erwartungsgemaif nicht
im untersuchten Gewebe exprimiert wurden, die entsprechende Referenz-RNA als

Positivkontrolle eingesetzt. Hierbei handelte es sich im Konkreten um die Gene Selectin E
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(SELE), DDAH 1 (Universal Human Reference RNA) und nNOS (Brain, Human, Total
RNA).

Tab. 10: Zusammensetzung des Mastermixes eines RT-PCR-Laufs

Reagenz Konzentration der | Volumen/Reaktion | Konzentration der
Stocklosung Arbeitslosung
2x QuantiTect RT- 2x S5uL 1x
PCR Master Mix
Forward-Primer 20 pmol/uL 0,4 uL 0,8 pmol/uL.
Reverse-Primer 20 pmol/uL 0,4 uL 0,8 pmol/uL.
QuantiTect RT Mix 0,1 uL
PCR-H,0 3,1 uL

Tab. 11: Temperaturprofil der PCR-Laufe

Schritt Dauer | Temperatur | Zyklenzahl Kommentar
Reverse 30 min 50 °C 1 cDNA-Synthese,
Transkription Taq Polymerase inaktiv
Inititerung der PCR | 15 min 95°C 1 Taq Polymerase aktiv,
Reverse Transkriptase
inaktiv
Denaturierung 15 sec 94 °C 40 Denaturierung der
cDNA
Annealing 30 sec x °C Anlagerung der Primer
Ct-Wert-Messung
Elongation 30 sec 72 °C Synthese der
komplementiren
Strange
Fluoreszenzmessung | 15 sec x °C Ct-Wert-Messung
Fluoreszenzmessung | 15 sec x °C Ct-Wert-Messung
(optional)
Denaturierung 30 sec 95 °C 1 Sukzessive
Temperaturerh6hung
zur Aufzeichnung der
Schmelzkurve
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Tab. 12: Annealingtemperaturen und Temperaturen der Messzeitpunkte der einzelnen Primer

Zielgen Annealing- Temperatur 3. Temperatur 4. Temperatur des zur
des temperatur [°C] | Messpunkt [°C] Messpunkt [°C] Analyse verwendeten
Primers (optional) Messpunktes [°C]
B-Aktin 62 80 - 80

CRP 62 80 - 80

DDAH 1 | 62 80 88,5 80

DDAH2 | 64 80 83,5 83,5

eNOS 62 80 82 82

GAPDH | 60 80 - 80

IL-10 62 80 - 80

IL-1B 62 80 - 80

IL-2 62 75 - 75

IL-6 62 78 - 78

CXCR1 62 80 - 80

CXCR2 | 62 80 - 80

iNOS 62 80 82,7 82,7

nNOS 62 80 - 80

SELE 62 80 - 80

TLR 2 62 80 - 72

TLR 4 62 80 - 72

TNF-a 62 80 83 83
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2.2.5. Design und Auswahl der Primer

Primer wurden, sofern sie nicht schon am Lehrstuhl vorhanden und etabliert waren
(B-Aktin, Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH), IL-2, IL-6, IL-10,
TFN-a) von der UniSTS Homepage (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unists) iibernommen
(CXCRI1, TLR 2, TLR 4), von Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) oder HUSAR
(http://genome.dkfz-heidelberg.de/) kreiert (DDAH 1, eNOS, IL-1B, CXCR2, iNOS,
SELE), als modifizierter Literaturprimer verwendet (nNOS) oder manuell designt (CRP,
DDAH 2). In letzterem Fall wurden die Primer auf Basis der von der UniSTS Homepage

entnommenen genetischen Information nach folgenden Kriterien gelegt:

- Primerldnge: 20 bp = 2 bp

- Ahnliche Schmelztemperaturen T, von Forward- und Reverse-Primer (AT, < 1 °C)

- Uberhang von 3 bp am Exonende (Ausschluss der Amplifikation von genomischer
DNA)

- Ausschluss der Bildung von Primer-Dimeren

- Moglichst ausgeglichenes Verhiltnis aller vier Nukleotide

Nachdem die Spezifitidt der Primer iiber BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
sichergestellt worden war, wurden samtliche Primer von der Firma Metabion (Martinsried,

Deutschland) in einer Konzentration von 200 pmol/uL hergestellt und als Stocklosung

(20 pmol/uL) bei -20 °C gelagert.
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2.2.6. Testen der Primer

Mittels Gradienten-PCR und Gelelektrophorese wurde die ideale Annealingtemperatur

ermittelt, sowie die GroBe und Spezifitdt der entstandenen PCR-Produkte verifiziert.
2.2.6.1. Gradienten-PCR

Das Prinzip der PCR ist dem Punkt 2.2.4.1 zu entnehmen.

Zur Durchfiihrung der Gradienten-PCR wurden cDNA Pools aus von fritheren Studien
vorhandenen Proben erstellt, die beziiglich Gewebeart und Konzentration mit dem zu
untersuchenden Probenmaterial vergleichbar waren. Als Negativkontrolle diente auch hier
PCR-H,0. Der Temperaturgradient wurde so gewihlt, dass die Annealingtemperaturen bei
55 °C, 57 °C, 60 °C, 62,5 °C und 65 °C lagen. In 0,5 mL Reaktionsgefilen wurde ein
Gesamtvolumen von 25 pL angesetzt, das sich aus 2,5 pL der jeweiligen cDNA-Probe
(bzw. PCR-H,O fiir die Negativkontrollen) und 22,5 puL eines Mastermixes ergab. Die
Zusammensetzung des Mastermixes ist Tabelle 14 zu entnehmen.

Das Temperaturprofil des Gradienten-PCR Programms zeigt Tabelle 13:

Tab. 13: Temperaturprofil der Gradienten-PCRs

Dauer Temperatur Zyklenzahl
2 min 94 °C 1
45 sec 94 °C 40
45 sec x °C
150 sec 72 °C
3 min 72 °C 1
00 4°C

Tab. 14: Zusammensetzung des Mastermixes der Gradienten-PCR

Reagenz Konzentration der | Volumen/Reaktion | Konzentration der
Stocklosung Arbeitslosung
Reaction Buffer M 10x 2,5ulL 1x
MgCl, 25 mmol/L 2,5ulL 2,5 mmol/L
dNTPs 10 mmol/L 1 uL 0,4 mmol/L
Forward-Primer 20 pmol/uL 1 uL 0,8 pmol/uL.
Reverse-Primer 20 pmol/uL 1 uL 0,8 pmol/uL.
Taq Polymerase 5U/ulL 0,1 uL 0,02 U/uL
PCR-H,0 14,4 uL
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2.2.6.2. Agarosegelelektrophorese
2.2.6.2.1. Prinzip der Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente der GroBe nach aufgetrennt. Man
macht sich die negative Ladung der DNA zu Nutze, um diese in einem elektrischen Feld,
das in einem Agarosegel angelegt wird, zur Anode wandern zu lassen. Dabei ist die
Geschwindigkeit, mit der diese Molekiile wandern, direkt proportional zum Logarithmus
threr Grofe. Das heilt, je kleiner ein Molekiil ist, desto schneller und auch weiter wandert
es im Gel. Fiigt man dem Gel beim Gieflen Ethidiumbromid (EtBr) hinzu, so kann man das
Ergebnis unter UV-Licht sichtbar machen. EtBr ist ein roter Phenanthridin Farbstoff, der
mit Nukleinsduren interkaliert und dabei sein Absorptionsspektrum verdndert. Die
verdnderte Fluoreszenz von an die DNA gebundenem EtBr gegeniiber freiem EtBr im Gel,

lasst die im Gel gewanderten DNA-Molekiile im UV-Licht als hellere Banden leuchten.
2.2.6.2.2. Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Fir die Gelelektrophorese wurde 1,5% Agarosegel angefertigt. Hierflir wurden 1,5 mg
Agarose und 100 mL 1x Tris-Acetat EDTA Puffer in der Mikrowelle zum Kochen
gebracht, 3,5 uL EtBr hinzugegeben und in einen Gelhalter gegossen. Bei RT erfolgte die
Polymerisierung des Gels. AnschlieBend wurden 5 puL der Proben zu jeweils 2 pL 6x
Loading Solution Dye pipettiert, vermischt und in die Geltaschen geladen. Als
GroBenstandard wurden 6 pl. der Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus der Firma
Fermentas bzw. der 100 bp DNA Ladder von Bioscience oder gegebenenfalls einer 50 bp
DNA Ladder (New England Biolabs) verwendet. Die Banden wurden bei einer angelegten
Spannung von 70V und einer Laufzeit von 60-75 Minuten aufgetrennt. Die Auswertung

erfolgte unter der UV-Licht Kamera.

2.2.7. Messung der Gesamtstickoxide im Serum

2.2.7.1. Prinzip des Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay

Das Prinzip von kolorimetrischen Verfahren beruht auf dem Beer’schen Gesetz, das
besagt, dass der Lichtabsorptionskoeffizient einer farbigen Ldosung proportional der
Konzentration der im farblosen Losemittel gelosten Substanz ist. Da die gesuchte Substanz

oft selbst kein Licht absorbiert, werden Indikatorstoffe verwendet, die proportional zur
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Konzentration der gesuchten Substanz farbige Komponenten produzieren. Da der
photometrisch gemessene Wert der optischen Dichte noch keinen Aufschluss iiber die
tatsdchliche Konzentration gibt, miissen zusdtzlich Standards mitgemessen werden.
Anhand der Standardkurve konnen die gesuchten Konzentrationen berechnet werden.

Mit dem Cayman’s Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay kann sowohl die Konzentration von
Nitrit, als auch die der Gesamtstickoxide in Serumproben nachgewiesen werden und durch
Subtraktion beider Werte ndherungsweise auch die Konzentration von Nitrat ermittelt
werden. Um das in den Proben enthaltene Nitrit sichtbar zu machen, wird Griess Reagenz
verwendet, welches Nitrit in eine tief rosa Azoverbindung iberfiihrt, die ihr
Absorptionsmaximum bei 540 nm hat und photometrisch quantifiziert werden kann.

Fiir die Bestimmung der Nitratkonzentration muss dieses zuerst mit Hilfe des Enzyms
Nitrat Reduktase komplett in Nitrit umgewandelt werden. Die so entstandene Nitritmenge,
welche der Menge der Gesamtstickoxide der Probe entspricht, wird wiederum mittels

Griess Reagenz sichtbar gemacht und am Photometer gemessen.

2.2.7.2. Ultrazentrifugation

Um die Serumproben fiir die Messung mit dem Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay
vorzubereiten, mussten diese vorerst durch Ultrazentrifugation von Teilen >10 kDa, wie
z. B. Hamoglobin, befreit werden. Hierfiir wurden die Filtrationseinheiten 500,
PES-Membran, 10 kDa der Firma Vivaspin verwendet.

Fiir den ersten Schritt des pre-rinsing der Membranen wurden 300 puL destilliertes Wasser
auf die Membranen geladen und nach kurzem Zentrifugieren sowohl Konzentrat als auch
Filtrat verworfen. Auf die immer noch angefeuchteten Filtrationseinheiten wurden nun
450 uL der jeweiligen Serumprobe geladen und diese fiir 30 Minuten bei 2500 x g

zentrifugiert. Das so erhaltene Filtrat wurde zur weiteren Analyse verwendet.

2.2.7.3. Durchfiihrung des Assay

Es wurden fiir alle Proben sowohl die Nitritkonzentration als auch, nach Umwandlung
allen vorhandenen Nitrats zu Nitrit, die Konzentration der Gesamtstickoxide bestimmt. Die
Reagenzien wurden nach den Angaben des Herstellers vorbereitet, eine Reihe von acht
Standardlosungen in ansteigender Konzentration (0 uM bis 35 uM) erstellt und die Wells
fiir die jeweiligen Proben entsprechend Tabelle 15 befiillt.
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Tab. 15: Pipettieranleitung des Cayman Colorimetric Assay

NOx Standard Proben Negativkontrolle
80 uL der entsprechenden | 40 uL der entsprechenden | 200 pL Assay Buffer
Standardlosung Ultrafiltratprobe
10 uL Enzyme Cofactor 60 uL Assay Buffer
mixture

10 uL Nitrate Reductase 10 uL Enzyme Cofactor
mixture mixture

10 uL Nitrate Reductase

mixture
Nitrit Standard Proben Negativkontrolle
100 pL der 40 pL der entsprechenden | 200 uL Assay Buffer
entsprechenden Ultrafiltratprobe

Standardlosung

60 uL Assay Buffer

In die Wells wurden, fiir die Gesamtstickoxidbestimmung nach dreistiindiger Inkubation
bei RT, fiir die Nitritbestimmung sofort, erst 50 uL des Griess Reagent R1, danach 50 uL
des Griess Reagent R2, zugegeben. Nach Inkubation fiir weitere 10 Minuten bei RT wurde

die Absorption bei 540 nm am Plattenphotometer gemessen.

2.2.8. Statistische Analyse
2.2.8.1. Daten aus dem Colorimetric Assay

Jede Probe wurde doppelt gemessen und der Mittelwert beider Messdaten gebildet. So
ergab sich aus dem Mittelwert der Negativkontrollen der Leerwert, der von jeder der
anderen Probe subtrahiert wurde und aus den Mittelwerten der jeweiligen
Standardlosungen die Standardkurve. Die Konzentrationen der Stickoxide ergaben sich

gemél folgender Gleichungen:

cnox = [(Asgo — y-Wert) / Steigung] x [200 pL / Vprobe ] X Verdiinnungsfaktor [uM ]
cno2- = [(Asso — y-Wert) / Steigung] x [200 pL / Vpobe ] X Verdiinnungsfaktor [uM]

CNO3-= CNOx - CNO2-
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2.2.8.2. Daten aus der real-time PCR

Aufgrund der hohen Anzahl der zu untersuchenden Proben mussten fiir jedes Gen drei
bzw. vier PCR-Laufe durchgefiihrt werden. Um die Varianz zwischen den einzelnen
Laufen auszugleichen, wurde in jedem Lauf ein Kalibrator im Sinne eines externen
Standards als Doppelbestimmung mitgemessen, der sich aus einem PBMC-RNA-Pool aus
von einer anderen Studie vorhandenen Proben zusammensetzte. Dieser Kalibrator wurde in
den Verdiinnungsstufen 40 ng/uL, 20 ng/uL, 10 ng/uL und 5 ng/uL eingesetzt und die
Ct-Werte der untersuchten Proben mittels der Ct-Werte der 20 ng/puL-Verdiinnung nach

folgender Formel modifiziert:

Ctyatibriert = Ctrohwert T (Ctkal Mw — Ctkal Laur)

Ctga mw = Mittelwert der Kalibrator-Ct-Werte aller Liufe fiir einen Marker

Ctxa_Laur = Mittelwert der Kalibrator-Ct-Werte eines Laufes

Als interner Standard wurde das housekeeping Gen (HKG) p-Aktin verwendet. HKGs sind
konstitutiv exprimierte Gene, das heilit sie werden unabhéngig von Zelltyp, Zellstadium
und Wachstumsbedingungen dauerhaft exprimiert. Normalisiert man den Ct-Wert einer
gemessenen Probe fiir ein bestimmtes Gen mit dem korrespondierenden Ct-Wert des
HKGs, setzt also ihre Expressionsniveaus in Relation zueinander, konnen Fehler in der
Datenauswertung, die durch Schwankungen in den Konzentrationen der Proben vorhanden

sein kdnnen, minimiert werden. Die Formel zur Normalisierung lautet:

Ctnormatisiert = Ctiatibriert T (CtMW_HKG - CtHKG)

Ctmw nkg = Mittelwert der HKG-Ct-Werte aller gemessenen Proben
Ctykg = HKG-Ct-Wert einer Probe

Die durch diese Vorgédnge korrigierten Werte wurden zur statistischen Analyse

herangezogen.
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2.2.8.3. Statistische Auswertung

Samtliche Korrelationsanalysen erfolgten mit dem Programm SigmaPlot 10.01 anhand des
Verfahrens nach Pearson (Pearson Product Moment Correlation). Ebenfalls mit diesem
Programm wurden mittels 7wo way ANOVA die Gruppen- und Zeiteffekte der
Expressionswerte der HKGs und der Menge an extrahierter RNA bestimmt. Zur
statistischen Signifikanzpriifung der Expressionswerte der untersuchten Gene sowie der
Serumkonzentration von NOx wurde das Programm PASW® Statistics 17 verwendet. Alle
Graphen wurden mit PASW® Statistics 17 erstellt und mit Adobe® Photoshop” CS4
Extended 11.0.1 bearbeitet und vervollstandigt.

Bei allen Daten wurden der Mittelwert sowie die Standardabweichung angegeben. Des
Weiteren wurden der Median, der maximale und der minimale Wert sowie die 25%- und
die 75%-Perzentile bestimmt.

Diverse Proben hatten aufgrund eines zu geringen Genexpressionsniveaus nach den
vorgegebenen 40 PCR-Zyklen den Fluoreszenzschwellenwert nicht iiberschritten und
somit keinen zuordenbaren Ct-Wert erhalten. Bei diesen wurde nachtriaglich, zur
Ermdglichung der Einbeziehung in die statistische Auswertung, der Ct-Wert 40, im Sinne
des maximal zu erreichenden Ct-Wertes, festgelegt. Um durch das hidufige Erscheinen des
gleichen Wertes die Varianz der Daten nicht kiinstlich herabzusetzen, wurden zusitzlich
alle so definierten Werte mit einem Zufallsfehler zwischen 0,010 und 0,020 versehen, so
dass sich fiir die fehlenden Messwerte generierte Werte zwischen 39,990 und 40,010
ergaben.

Die Signifikanzpriifung erfolgte wegen nicht normalverteilter Daten mittels nicht-
parametrischer Tests. Fiir den Gruppeneffekt wurde der Kruskal-Wallis-Test fiir nicht
verbundene, fiir den Zeiteffekt der Friedman-Test flir verbundene Stichproben verwendet.
Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bzw. den Zeitpunkten beziiglich eines
gemessenen Parameters wurde angenommen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit unter
5% lag (p < 0,05). Falls dieses Signifikanzniveau erreicht wurde, wurden zusitzlich die
einzelnen Zeitpunkte paarweise mit dem Wilcoxon-Test verglichen. Da dieses Vorgehen
der  Nachtestung zu  einer  Alphafehlerkumulierung  fiihrt, wurde  zur
Alphafehleradjustierung anschlieBend das Signifikanzniveau der Nachtests nach der

Bonferroni-Holm-Prozedur korrigiert.
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Die Bonferroni-Holm-Prozedur stellt die Weiterentwicklung der Bonferroni-Methode dar,
bei der sich das lokale Signifikanzniveau o’ aus dem Quotienten des globalen Alphafehlers

o und der Anzahl k der Nachtests berechnet:

o’ =o/k

Dies fiihrt dazu, dass ein Ergebnis einen sehr geringen p-Wert aufweisen muss, um als
statistisch signifikant zu gelten. Die Bonferroni-Holm-Prozedur versucht durch ein
schrittweises Vorgehen dieses Problem zu umgehen. Es werden alle p-Werte der k
Nachtests der Grofle nach geordnet und fiir die erste Analyse der kleinste herangezogen. Ist
dieser nach der Bonferroni-Methode signifikant, gilt dieses Testproblem als erledigt, es
bleiben k-1 Testprobleme zu analysieren. Wird nun der zweitkleinste p-Wert betrachtet,
geht man deshalb davon aus, dass fiir diesen der globale Alphafehler lediglich um k-1
korrigiert werden muss. Gilt nach dieser Korrektur auch der zweitkleinste p-Wert als
signifikant, wird mit dem drittkleinsten p-Wert fortgefahren und dieser mit einem lokalen
Signifikanzniveau verglichen, das sich aus dem Quotienten des globalen Alphafehlers und
der Differenz aus Nachtestanzahl und drei berechnet. Geméal3 dieser Vorgehensweise wird
solange fortgefahren, bis ein berechneter p-Wert iiber dem korrigierten Signifikanzniveau
liegt. Dann wird das Verfahren abgebrochen und alle weiteren p-Werte werden, ohne sie
betrachtet zu haben, als nicht signifikant eingestuft (Biihner, Ziegler, 2009).

Da im konkreten Fall je sechs Nachtests durchgefiihrt wurden und ein globales
Signifikanzniveau von 5% festgelegt worden war, berechneten sich die lokalen

Alphafehler wie folgt:

o =0,05/6
o =0,05/5
a3 =0,05/4
oy =0,05/3
as=0,05/2
ae = 0,05
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3. Ergebnisse
3.1. Gehalt an Gesamt-RNA

Die untersuchten Proben hatten nach der RNA-Extraktion mittels der Phenol-Chloroform-
Methode einen mittleren Gesamt-RNA-Gehalt von 350,230 ng/uL + 219,067 ng/uL. Durch

die Aufreinigung mit den NucleoSpin® Sdulen, wurde dieser Wert auf 201,516

I+

110,249 ng/uL reduziert. Dies entspricht einem Verlust von 42,46%.

Die Unterschiede der mRNA-Konzentrationen zwischen Visite 1 (196,365 ng/uL
111,761 ng/uL), Visite 2 (189,142 ng/uL = 91,372 ng/uL), Visite 3 (213,389 ng/uL
120,563 ng/uL) und Visite 4 (207,588 ng/uL = 117,694 ng/uL) zeigten keine signifikanten

I+

I+

Unterschiede (p-Wert = 0,732). Gleiches gilt fiir die Betrachtung der Einzelgruppen,
sowohl iiber alle Zeitpunkte gemittelt (A: 228,475 ng/uL =+ 132,156 ng/uL;
F: 179,159 ng/uL = 87,977 ng/uL; L: 200,237 ng/uL + 105,343 ng/uL), als auch bei
Auswertung der einzelnen Visiten (Mittelwerte (MW) mit Standardabweichung (SD)
s. Tab. 16). Interessanterweise kam es allein in der Gruppe der (Prd-)Adipdsen zu einer —
wenn auch nicht signifikanten — Reduktion der Konzentration an Gesamt-RNA nach
zehnwochigem  Ausdauertraining. Tendenziell ist aullerdem ein Anstieg des
mRNA-Gehalts nach Marathonlauf beziiglich der Vormessung in allen drei Gruppen
festzustellen, wobei dieser in der Gruppe der (Prd-)Adipdsen am ausgepriagtesten und bei
den Leistungssportlern am wenigsten deutlich zu sein scheint. Insgesamt hatte die im
Rahmen dieser Studie von Weber festgestellte belastungsinduzierte Leukozytose (Weber,
2008) jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Menge an aus PBMC isolierter mRNA.

Tab 16: mRNA-Konzentration in PBMC in Abhéngigkeit von Gruppe und Messzeitpunkt

Visite Gruppe MW [ng/uL] SD [ng/uL]
1 (Pra-)Adipose 249,258 146,685
Freizeitsportler 156,671 71,401
Leistungssportler 188,837 94,352
2 (Pra-)Adipose 183,970 76,910
Freizeitsportler 172,297 90,272
Leistungssportler 211,939 105,391
3 (Pra-)Adipose 221,990 141,883
Freizeitsportler 207,754 109,449
Leistungssportler 211,945 120,199
4 (Pra-)Adipose 258,218 151,461
Freizeitsportler 179,965 75,376
Leistungssportler 188,553 107,590
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3.2. Genexpression
3.2.1. Housekeeping Gene

Fiir den internen Standard wurden als Referenzgene 3-Aktin und GAPDH ausgewihlt und
deren Expression gemessen. Die Ct-Werte von (3-Aktin (18,646 = 1,001) und GAPDH
(16,240 = 0,914) zeigten lediglich eine mittlere positive Korrelation bei einem
Korrelationskoeffizienten von 0,604 und einem p-Wert von <0,001. Der daraus
resultierende Verdacht darauf, dass zumindest eines der beiden Gene trotz seiner Funktion
als Houskeeping Gen reguliert sein konnte, wurde durch 7wo Way ANOV As, die Gruppen-
und Zeiteffekte aufzeigen sollten, erhirtet. Fiir beide Gene wurde mit diesem Verfahren
getestet, ob Unterschiede in der Genexpression eventuellen RegelmiBigkeiten wie
Gruppen- oder Zeiteffekten unterlagen. Hier zeigte sich fiir das Housekeeping Gen
GAPDH ein Zeiteffekt beziiglich der Visiten 2 vs. 3 und 3 vs. 4. Da die Expressionswerte
von [B-Aktin keine Abhingigkeiten beziiglich der getesteten Parameter aufwiesen, wurde

dieses als Referenzgen zur Normalisierung aller weiterer Ct-Werte herangezogen.

3.2.2. Klassische Inflammationsmarker

Die Genexpression von IL-6, TNF-a und CRP als klassische Indikatoren einer
Inflammationsreaktion war gemessen worden, um zu zeigen, inwiefern die sportliche
Intervention zu Verdnderungen auf RNA-Ebene gefiihrt hatte und ob diese mit den vom

PRS gemessenen Anderungen der Serumwerte korrelieren.
Interleukin 6 - Genexpression

Nach der Phase des Ausdauertrainings kam es zu einem Anstieg der Ct-Werte von 27,527
+ 2,438 auf 27,807 = 1,260. Dies entspricht einer Reduktion der IL-6-Expression um 18%.
Der Marathonlauf hingegen fiihrte zu einem Abfall der Ct-Werte auf 26,722 + 0,938, also
zu einer signifikanten Expressionssteigerung auf das 2,1-fache beziiglich des
vorangegangenen Messzeitpunktes bzw. auf das 1,7-fache beziiglich der Basismessung.

Bei der Messung einen Tag nach dem Marathon (Ct-Wert 27,853 = 2,585) konnte bereits
wieder ein signifikanter Abfall der Genexpression von IL-6 um 54% im Vergleich zur

Vortagesmessung festgestellt werden (Abb. 1 a).
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Betrachtete man alle drei Gruppen gesondert, konnten in der Gruppe der (Préd-)Adipdsen
keinerlei signifikante Unterschiede festgestellt werden. Sowohl bei den Freizeit- als auch
bei den Leistungssportlern war ein signifikanter 2,1-facher Anstieg der IL-6-Expression
durch den Marathonlauf festzustellen (F: Abfall der Ct-Werte von 27,931 = 1,234 auf
26,831 = 0,838; L: Abfall der Ct-Werte von 27,352 + 1,226 auf 26,304 = 1,079). Obwohl
es in allen Gruppen zu riickldufigen Werten der IL-6-Expression nach 24 Stunden kam, ist
allein die 62%ige Reduktion in der Gruppe der Leistungssportler (Ct-Wert 27,693 = 1,093)
als signifikant einzustufen (Abb. 1 b).

Das Expressionsniveau von IL-6 unterschied sich zu keinem Messzeitpunkt signifikant

zwischen den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 1: IL-6 mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwochigem Ausdauertraining,
sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines Marathonlaufs; dargestellt fiir a)
alle Studienteilnehmer, sowie b) fir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der Freizeitsportler und der
Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-Test fiir die Zeiteffekte
und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median, Quartile und Extremwerte
der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Interleukin 6 - Serumkonzentration

Die im Serum im Rahmen der Gesamtstudie vom PRS gemessenen IL-6-Konzentrationen
wurden lediglich in der Gruppe der Leistungssportler maB3geblich durch das zehnwochige
Ausdauertraining beeinflusst. Es kam zu einer Reduktion der Konzentration um 24%.
Durch den Marathonlauf kam es im Gesamtkollektiv zu einem 11,7-fachen (A: 8,8-fachen;
F: 17,6-fachen; L:
Startmessung bzw. einem 10,8-fachen (A: 7,5-fachen; F: 17,3-fachen; L: 25,3-fachen)

19,2-fachen) Anstieg von zirkulierendem IL-6 beziiglich der

Anstieg beziiglich der Messung der Vorwoche. Nach 24 Stunden war bereits wieder ein
76%iger (A: 70%iger; F: 75%iger; L: 83%iger) Abfall der Konzentrationen zu
verzeichnen. Die Werte lagen jedoch noch signifikant iiber denen vor Marathonlauf
(2,8-facher (A: 2,6-facher; F: 4,4-facher; L: 3,2-facher) Wert beziiglich der
Ausgangsmessung bzw. 2,6-facher (A: 2,2-facher; F: 4,3-facher; L: 4,2-facher) Wert
beziiglich der Messung nach der Trainingsphase).

Unabhédngig vom Messzeitpunkt lagen die Serumkonzentrationen fiir IL-6 bei den
Leistungssportlern signifikant unter den Werten der (Prd-)Adipdosen. Die Werte der
Freizeitsportler wiederum lagen im Mittel zwischen denen der (Prid-)Adipdsen und der
Leistungssportler, in der statistischen Auswertung konnte hierfiir jedoch keine Signifikanz
nachgewiesen werden. Wurden die einzelnen Messzeitpunkte gesondert betrachtet, war
dieser Gruppeneffekt nur bei den Visiten zwei und vier signifikant.

Alle Konzentrationswerte sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Tab. 17: MW = SD der Serumkonzentrationswerte von IL-6. Signifikanzen bei p <0,05: * Visite 1 vs. Visite
2. ° Visite 1 vs. Visite 3. ¢ Visite 1 vs. Visite 4. ¢ Visite 2 vs. Visite 3.  Visite 2 vs. Visite 4.  Visite 3 vs.
Visite 4. * Gruppe A vs. Gruppe L.

Gruppe Serumkonzentration von IL-6 [ pg/mL]
Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
Gesamtkollektiv 1,127 = 1,448 | 1216 1,762 % 13,145+ 0,431 % | 3,162 + 1,964 *F

(Pri-)Adipose

1,515 = 1,554 %

1,770 = 1,472 %«

13,267 + 0,331 %4

3,921 + 2,036 '«

Freizeitsportler

0,751 = 0,444

0,765 + 0,490 %

13,239 + 0,386 4

3,267 = 1,917 °F

Leistungssportler

0,676 = 0,555

0,512 + 0,483 %«

12,964 + 0,510 °4f

2,175 + 1,426 =
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Tumornekrosefaktor o - Genexpression

Im Gesamtkollektiv kam es durch die Trainingsphase zu einer signifikanten Reduktion der
Expressionswerte von TNF-o um 50%. Die zum dritten Messzeitpunkt ermittelten Werte
zeigten einen weiteren signifikanten Abfall um 30% beziiglich der Messung eine Woche
vor Marathonlauf bzw. auf ein Drittel des Basiswertes. Bei der Messung 24 Stunden nach
Beendigung des Marathonlaufs war eine Steigerung der TNF-Expression auf das 1,7-fache
beziiglich der Vortagesmessung zu verzeichnen. Dieser Wert war um 34% und damit
signifikant niedriger als der Basiswert (Tab. 18; Abb. 2 a).

Wihrend ein Abfall der Expressionswerte durch zehnwochiges Ausdauertraining in allen
Gruppen nachgewiesen werden konnte (A: 49%ige, F: 50%ige, L: 53%ige Reduktion),
zeigte sich in keiner der Einzelgruppen ein signifikanter Unterschied der Werte zwischen
zweiter und dritter Visite. Die Messwerte letzterer unterschieden sich wiederum in allen
Gruppen signifikant vom Basiswert (A: 43% das Basiswertes; F: 34% des Basiswertes;
L:29% des Basiswertes). Der im Gesamtkollektiv gemessene Anstieg der Expression
einen Tag nach der Extrembelastung, konnte in den Einzelgruppen nur unter den
(1,6-facher Wihrend bei den

normalgewichtigen Sportlern die TNF-Expression am letzten Messtag noch signifikant

Freizeitsportlern  verifiziert werden Anstieg).
niedriger war als zu Beginn der Studie (F: 46%; L: 51%), war der Unterschied zwischen
erstem und viertem Messwert in der Gruppe der (Prd-)Adipdsen nicht groB3 genug, um
einen Zufall ausschlieBen zu kénnen (Abb. 2 b).

Das Expressionsniveau von TNF-a unterschied sich zu keinem Messzeitpunkt signifikant
zwischen den einzelnen Gruppen. Es fillt jedoch auf, dass mit steigendem Leistungsniveau

die Expressionswerte von TNF-a durch das Ausdauertraining stiarker gesunken sind.

Die Ct-Mittelwerte mit zugehoriger Standardabweichung sind Tabelle 18 zu entnehmen.

Tab. 18: MW = SD der Ct-Werte gemessen fiir die Expression von TNF-a..

Visite 1

Visite 2

Visite 3

Visite 4

Gesamtkollektiv

21,789 = 0,681

22,812 = 0,545

23,322 £ 0,924

22,597 £ 0,717

(Pra-)Adipose

21,764 = 0,825

22,746 = 0,562

22,984 = 0,579

22,280 = 0,939

Freizeitsportler

21,865 = 0,698

22,863 = 0,577

23,411 = 0,968

22,745 = 0,591

Leistungssportler

21,725 = 0,527

22,819 £ 0,525

23,520 = 1,084

22,757 = 0,492
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Abbildung 2: TNF-o mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwdéchigem
Ausdauertraining, sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines
Marathonlaufs; dargestellt fiir a) alle Studienteilnehmer, sowie b) fiir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der
Freizeitsportler und der Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-
Test fiir die Zeiteffekte und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median,
Quartile und Extremwerte der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Tumornekrosefaktor o - Serumkonzentration

Durch das aerobe Ausdauertraining kam es zu einem kontinuierlichen Abfall der
Serumkonzentration von TNF-a, der seinen niedrigsten Punkt bei der Messung unmittelbar
nach Marathonlauf erreicht hatte. Wihrend sich jedoch die Serumkonzentrationen von
TNF-a zu den ersten drei Messzeitpunkten nicht signifikant voneinander unterschieden,
kam es einen Tag nach Marathonlauf zu einem signifikanten Anstieg auf das 9,5-fache der
Werte der Vormessung, das 5,8-fache beziiglich Visite 2 und das 1,9-fache beziiglich der
Werte der Ausgangsmessung.

In der Gruppe der (Prd-)Adipdsen erwies sich der Werteanstieg 24 Stunden nach Ende des
Wettkampfes lediglich als signifikant gegeniiber der Messung unmittelbar nach
Marathonlauf (5,8-facher Anstieg). Bei den normalgewichtigen Sportlern waren die Werte
der Abschlussmessung sowohl gegeniiber der Vortagesmessung signifikant erhoht
(F: 24,2-facher Wert; L: 20,5-facher Wert), als auch gegeniiber der Messung nach der
zehnwochigen Trainingsphase (F: 11,9-facher Anstieg; L: 1842-facher Anstieg).

Zu keinem der Messzeitpunkte unterschieden sich die Messwerte der einzelnen Gruppen
signifikant voneinander. Es ist jedoch auffillig, dass es bei den normalgewichtigen
Sportlern im Vergleich zu den {ibergewichtigen zu einem stirkeren Anstieg der
systemischen TNF-a-Werte am Tag nach Marathonlauf kam. Dies ist auf einen stdrkeren
Werteabfall durch die Trainingsphase zuriickzufiihren.

Die zugehorigen Mittelwerte und Standardabweichungen der TNF-a-Konzentration sind

Tabelle 19 zu entnehmen.

Tab. 19: MW = SD der Serumkonzentrationswerte von TNF-c. Signifikanzen bei p <0,05: * Visite 1 vs.
Visite 4. ° Visite 2 vs. Visite 4. ¢ Visite 3 vs. Visite 4.

Gruppe Serumkonzentration von TNF-a [ pg/mL]

Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
Gesamtkollektiv 1,967 = 4,605 * 0,643 1,853 ° 0,389 = 0,918 ° 3,711 £ 2,164 *
(Pra-)Adipose 1,737 £ 3,178 1,197 = 2,404 0,663 = 1,218 ° 3,839 £2,443°
Freizeitsportler 2,417 + 6,617 0,282 +1,092° 0,138 £ 0,465 ° 3,346 = 1,748 ™
Leistungssportler | 2,267 + 4,951 0,002 = 0,009 ° 0,180 = 0,461 ° 3,684 2,075
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C-reaktives Protein - Genexpression

Die Messungen der Genexpression von CRP zeigten weder beziiglich der Messzeitpunkte
noch der Gruppenzugehorigkeit der Teilnehmer signifikante Unterschiede (Abb. 3 a;
Abb. 3 b). Die gemessenen Ct-Werte unterlagen insgesamt einer groflen Streubreite.
Zusétzlich gab es einen nicht vernachlédssigbaren Anteil an Proben, deren Expressionswerte
unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Die Tatsache, dass fiir diese Proben Ct-Werte von
40 = Zufallsfehler festgelegt wurden (s. 2.2.8.3) trug zu einer weiteren Erhohung der
ohnehin gewaltigen Streubreite bei. Es lielen sich bei Betrachtung der einzelnen Ct-Werte
keine interindividuellen Unterschiede beziiglich der Hohe der Genexpression feststellen.
Jedoch zeigte sich, dass nach dem Trainingsprogramm die Anzahl der Proben, die Werte
unterhalb der Nachweisgrenze aufwiesen, in den Gruppen der (Prd-)Adipdsen und
Leistungssportler abgesunken war, wihrend sie bei den Freizeitsportlern angestiegen war.
24 Stunden nach Marathonende gab es tendenziell die meisten Proben mit messbarer

CRP-Expression (Tab. 20).

Tab. 20: Anzahl der Proben mit CRP-Werten unterhalb der Nachweisgrenze. In Klammern ihr prozentualer
Anteil an der jeweiligen Fallzahl.

Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
Gesamtkollektiv 11 (25%) 9 (20%) 10 (22,72%) 6 (13,95%)
(Pri-)Adipose 5(35,71%) 2 (14,29%) 2 (15,38%) 2 (14,29%)
Freizeitsportler 1 (6,25%) 3 (18,75%) 5(31,25%) 2 (13,33%)
Leistungssportler 5(35,71%) 4 (26,67%) 3 (20%) 2 (14,29%)
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Abbildung 3: CRP mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwoéchigem
Ausdauertraining, sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines
Marathonlaufs; dargestellt fiir a) alle Studienteilnehmer, sowie b) fiir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der
Freizeitsportler und der Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-
Test fiir die Zeiteffekte und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median,
Quartile und Extremwerte der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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C-reaktives Protein - Serumkonzentration

Das Ausdauertraining zog keine signifikanten Anderungen der systemischen CRP-Spiegel
nach sich. Auch bei der Messung unmittelbar nach dem Marathonlauf waren keine
signifikanten Verdnderungen ermittelt worden. Dahingegen war am Tag nach der
Extrembelastung ein signifikanter Anstieg der Serumkonzentration von CRP zu
verzeichnen. So lagen die Werte der Abschlussmessung 6-fach (A: 6,2-fach; F: 7,7-fach;
L: 4,3-fach) iiber denen der Ausgangsmessung, 6,3-fach (A: 9,4-fach; F: 6,2-fach;
L: 3,9-fach) iiber den Werten nach der Trainingsphase und 7,5-fach (A: 10,2-fach;
F: 7,8-fach; L: 4,7-fach) {iber den Werten unmittelbar nach Wettkampfende.

Wihrend zu den ersten drei Messzeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Werten der drei Einzelgruppen festgestellt werden konnten, lagen zur vierten Visite
die Messwerte in der Gruppe der Leistungssportler signifikant unter denen der anderen
beiden Gruppen. Interessant ist zudem, dass es allein in der Untergruppe der
(Prd-)Adip6sen zu einem, wenn auch nicht signifikanten, Abfall der systemischen Werte
an CRP durch das Training gekommen war.

Die gemessenen Konzentrationen sind in Tabelle 21 aufgefiihrt.

Tab. 21: MW = SD der Serumkonzentrationswerte von CRP. Signifikanzen bei p <0,05: * Visite 1 vs. Visite
4.° Visite 2 vs. Visite 4. © Visite 3 vs. Visite 4. * Gruppe A vs. Gruppe L. ° Gruppe F vs. Gruppe L.

Gruppe Serumkonzentration von CRP [ mg/dL]
Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
Gesamtkollektiv | 0,256 = 0,267 * | 0,242 = 0,101 ° 0,205 = 0,035 ° 1,529 + 0,862 **

(Pra-)Adipose

0,356 £ 0,450 *

0,234 = 0,099 °

0,216 £ 0,061 ©

2,210 = 0,951 *°

Freizeitsportler

0,201 £0,110°

0,252 = 0,136 °

0,200 = 0,000 °

1,557 = 0,651 > °

Leistungssportler

0,221 £ 0,905 *

0,239 = 0,055 °

0,200 = 0,000 °

0,940 = 0,437 ¢ 70
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3.2.3. Genexpression weiterer proinflammatorischer Zytokine

Interleukin 18

Bei Betrachtung der Genexpression von IL-1B zeigten sich im Gesamtkollektiv bei der
Basismessung signifikant hohere Ct-Werte (Ct-Wert 21,924 = 1,126) als zum zweiten
(Ct-Wert 22,982 = 0,892; 52), dritten (Ct-Wert 23,051 = 1,166) und vierten Messzeitpunkt
(Ct-Wert 22,708 = 1,143). Dies entspricht einem Expressionsabfall von 52% bzw. 54%
respektive 42%. Die niedrigsten Expressionswerte wurden im Mittel bei der Messung
unmittelbar nach dem Marathonlauf ermittelt, am Folgetag lagen die Werte tendenziell auf
einem hoheren Niveau, wenn auch statistisch nicht signifikant (Abb. 4 a).

Wihrend sich in den einzelnen Gruppen Basismesswert und Messwert direkt nach dem
Marathon sowohl bei den (Pra-)Adiposen (Ct-Werte 22,011 = 1,282 bzw. 23,223 + 1,283,
entspricht 0,4-facher Expression), als auch bei den Freizeitsportlern (Ct-Werte 21,977 =
0,954 bzw. 23,235 + 1,287; 0,4-fache Expression) und den Leistungssportlern (Ct-Werte
21,777 = 1,211 bzw. 22,706 + 0,894; 0,5-fache Genexpression) signifikant unterschieden,
konnte die im Gesamtkollektiv festgestellte signifikante Reduktion der IL-1B-Expression
nach zehnwochigem Ausdauertraining nur bei den Teilnehmern aus den Gruppen F
(Ct-Wert 22,893 + 1,114; 47%iger Abfall) und L (Ct-Wert 23,054 = 0,916; 59%iger
Abfall) bestdtigt werden, nicht jedoch in der Gruppe der (Pra-)Adiposen (Ct-Wert 23,006 =
0,580).

Wie auch im Gesamtkollektiv kam es in den Einzelgruppen zu einem Anstieg der
Expressionswerte 24 Stunden nach Beendigung des Laufes, der jedoch keine statistische
Signifikanz aufwies. In den Gruppen der (Prid-)Adiposen (Ct-Wert 22,384 + 1,408) sowie
der Leistungssportler (Ct-Wert 22,681 + 0,841) jedoch hatten die Messwerte zu Visite 4
ein Niveau erreicht, das sich im Gegensatz zum Gesamtkollektiv (s. oben) und der Gruppe
der Freizeitsportler (Ct-Wert 23,037 + 1,095; entspricht 48% des Expressionswerts von
Visite 1) nicht mehr signifikant vom Ausgangswert unterschied.

Die Werte der einzelnen Gruppen wichen zu keinem der Messzeitpunkte signifikant
voneinander ab. Dennoch ist festzustellen, dass das zehnwochige Ausdauertraining nur bei
den normalgewichtigen Sportlern zu einem signifikanten Abfall der IL-1B-Expression
fiihrte und hier bei den Leistungssportlern zu einer hoheren Reduktion im Vergleich zu den

Freizeitsportlern (Abb. 4 b).
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Abbildung 4: IL-1B mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwdéchigem
Ausdauertraining, sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren -eines
Marathonlaufs; dargestellt fiir a) alle Studienteilnehmer, sowie b) fiir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der
Freizeitsportler und der Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-
Test fiir die Zeiteffekte und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median,
Quartile und Extremwerte der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Interleukin 2

Bei den Messwerten der Genexpression von IL-2 konnten weder signifikante Unterschiede
zwischen den Messzeitpunkten noch beziiglich der Gruppenzugehorigkeit festgestellt
werden (Abb. 5 a; Abb. 5 b). Ein groBer Anteil der Proben wies so geringe
mRNA-Mengen auf, dass nach 40 PCR-Zyklen die amplifizierte Menge unterhalb der
Nachweisgrenze blieb. Fiir diese Proben wurde ein Ct-Wert von 40 + Zufallsfehler
definiert (s. 2.2.8.3). Wie auch bei CRP lag bei IL-2 insgesamt die Streubreite relativ hoch.
Jedoch konnten hier durchaus interindividuelle Unterschiede beziiglich des
Expressionsniveaus von IL-2 festgestellt werden. Vor allem Léufer aus der Gruppe der
Leistungssportler  hatten  auffallend hiufig  Expressionswerte unterhalb  der
Nachweisgrenze. Durch das Ausdauertraining kam es zu einer Abnahme der Proben
unterhalb des Detektionslimits, wiederum waren die Leistungssportler am stirksten
betroffen. Direkt nach Marathonlauf konnte eine kleine Zunahme, 24 Stunden spéter

wieder ein kleiner Riicklauf solcher Proben festgestellt werden (Tab. 22).

Tab. 22: Anzahl der Proben mit IL-2-Werten unterhalb der Nachweisgrenze. In Klammern ihr prozentualer
Anteil an der jeweiligen Fallzahl.

Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
Gesamtkollektiv 15 (34,09%) 12 (26,67%) 15 (34,09%) 12 (27,91%)
(Pri-)Adipose 4 (28,57%) 5(35,71%) 5 (38,46%) 4 (28,57%)
Freizeitsportler 4 (25%) 3 (18,75%) 4 (25%) 3 (20%)
Leistungssportler 7 (50%) 4 (26,67%) 6 (40%) 5(35,71%)
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Abbildung 5: IL-2 mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwochigem Ausdauertraining,
sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines Marathonlaufs; dargestellt fiir a)
alle Studienteilnehmer, sowie b) fir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der Freizeitsportler und der
Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-Test fiir die Zeiteffekte
und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median, Quartile und Extremwerte
der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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3.2.4. Antiinflammatorische Zytokine

Der Einfluss von aerobem Ausdauersport sowie der Extrembelastung eines Marathonlaufs
auf die Genexpression antiinflammatorischer Zytokine sollte anhand des Verlaufs der
IL-10-Expression gezeigt werden.

Nach zehnwdéchigem Ausdauertraining sank die Menge an IL-10-mRNA signifikant um
61%. Durch den Marathonlauf hingegen kam es zu einem Ansteigen auf einen 28,7-fachen
Wert beziiglich der Vormessung bzw. einen 11,1-fachen Wert beziiglich der
Ausgangsmessung. Nach 24 Stunden waren bereits wieder riickldufige Werte (Abfall um
90%) zu verzeichnen, so dass ein Niveau erreicht war, das sich weder signifikant von der
Basismessung, noch von der Messung nach der Trainingsphase unterschied (Abb. 6 a).
Wurden die Werte nach Gruppenzugehorigkeit getrennt betrachtet, konnte der Abfall der
IL-10-Expressionswerte durch das Ausdauertraining nicht mehr mit statistischer
Signifikanz belegt werden. Der Anstieg nach dem Marathonlauf war jedoch in allen drei
Einzelgruppen sowohl gegeniiber der Vormessung als auch der Startmessung signifikant.
So kam es in der Gruppe der (Prid-)Adipdsen zu einem 9,8-fachen (8,7-fachen beziiglich
Visite 1), bei den Freizeitsportlern zu einem 21,1-fachen (18,2-fachen) und bei den
Leistungssportlern zu einem 108,2-fachen (7,9-fachen) Anstieg. Ebenso war in allen drei
Gruppen ein signifikanter Werteabfall nach 24 Stunden zu sehen (A: 89%; F: 93%;
L: 84%).

Auch fiir diesen Inflammationsmarker waren zu keinem Messzeitpunkt signifikante
Gruppeneffekte feststellbar. Der enorme Anstieg der Genexpression nach Marathonlauf in
der Gruppe der Leistungssportler ist auf im Vergleich zu den anderen Gruppen extrem
niedrige  Expressionswerte nach der Trainingsphase zuriickzufiihren. Diese
Messwertdifferenzen konnten jedoch mit keiner statistischen Signifikanz belegt werden
(Abb. 6 b). Die Ct-Mittelwerte samt Standardabweichung sind in Tabelle 23 aufgefiihrt.
Bei der Messung von IL-10 fielen auBlerdem einige Proben auf, deren mRNA-Menge
unterhalb der Nachweisgrenze lag. Diese wurden, wie oben beschrieben auf einen Ct-Wert
von 40 = Zufallsfehler gesetzt. Wenngleich diese Werte in der statistischen Auswertung
nur als Ausreifler auftauchen, liefert die Betrachtung der Anteile an Proben mit geringer
Expression zu den verschiedenen Zeitpunkten in den einzelnen Gruppen interessante
Ergebnisse. Zu Beginn der Studie lieferten die Leistungssportler deutlich weniger Proben
mit nicht nachweisbarer IL-10-Expression. Wéhrend es durch das Training zu einem

Anstieg dieser Proben in der Gruppe der Leistungssportler kam, kam es in den anderen
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beiden Gruppen zu einem Abfall. In allen Gruppen fiel die Anzahl an Proben mit

Expression unterhalb der Detektionsgrenze unmittelbar nach Marathonlauf auf 0 ab.

Bereits einen Tag nach Zieleinlauf waren wieder Proben mit nicht messbarer IL-10-mRNA

zu verzeichnen (Tab. 24).

Tab. 23: MW = SD der Ct-Werte gemessen fiir die Expression von IL-10.

Visite 1

Visite 2

Visite 3

Visite 4

Gesamtkollektiv

30,004 = 4,143

31,377 = 4,497

26,532 £ 0,920

29,802 = 3,858

(Pra-)Adipose

29,791 = 4,495

29,960 = 2,980

26,663 = 0,858

29,832 + 4,391

Freizeitsportler

30,585 = 4,713

30,796 = 3,888

26,397 £ 0,915

30,316 = 4,079

Leistungssportler

29,552 3,201

33,320 £ 5,716

26,563 = 1,017

29,222 3,196

Tab. 24: Anzahl der Proben mit IL-10-Werten unterhalb der Nachweisgrenze. In Klammern ihr prozentualer
Anteil an der jeweiligen Fallzahl.

Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
Gesamtkollektiv 6 (13,64%) 9 (20%) 0 (0%) 5(11,63%)
(Pri-)Adipose 2 (14,29%) 1(7,14%) 0 (0%) 2 (14,29%)
Freizeitsportler 3 (18,75%) 2 (12,5%) 0 (0%) 2 (13,33%)
Leistungssportler 1 (7,14%) 6 (40%) 0 (0%) 1 (7,14%)
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Abbildung 6: IL-10 mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwéchigem
Ausdauertraining, sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines
Marathonlaufs; dargestellt fiir a) alle Studienteilnehmer, sowie b) fiir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der
Freizeitsportler und der Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-
Test fiir die Zeiteffekte und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median,
Quartile und Extremwerte der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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3.2.5. Chemokinrezeptoren
Interleukin 8-Rezeptor a (CXCRI)

Das aerobe Ausdauertraining fiihrte bei den Teilnehmern zu einem signifikanten Anstieg
der Ct-Werte von 24,327 = 1,365 auf 24,823 + 1,160, was einer Reduktion der
Genexpression auf das 0,7-fache entspricht. Die gemessenen Werte nach dem
Marathonlauf (Ct-Wert 23,665 + 1,003) zeigten sowohl gegeniiber dem Ausgangswert als
auch gegeniiber dem Messwert nach Absolvieren des Trainings signifikante Unterschiede,
die eine Steigerung der Genexpression um 123% zur Vormessung bzw. 58% zum
Basiswert widerspiegelten. Die Messwerte am auf den Marathon folgenden Tag (Ct-Wert
24,421 = 1,536) waren im Vergleich zu denen vom Vortag signifikant erhoht, es lie3 sich
eine Senkung der Genexpression um 41% errechnen (Abb. 7 a).

AuBer einer signifikanten 2,3-fachen Steigerung der CXCR1-Expression von vor (Ct-Wert
24,738 + 0,933) auf nach (Ct-Wert 23,528 = 0,773) dem Marathonlauf in der Gruppe der
Leistungssportler, konnte bei der Auswertung in den Einzelgruppen kein signifikanter
Einfluss des Messzeitpunktes auf die Messwerte festgestellt werden.

Die einzelnen Gruppen unterschieden sich zu keinem Zeitpunkt signifikant voneinander, es
ist jedoch zu vermerken, dass die (Prd-)Adipdsen zu jedem Messzeitpunkt das niedrigste
Expressionsniveau von CXCR1 hatten, die Leistungssportler tendenziell das hochste (Abb.
7).

Interleukin 8-Rezeptor B (CXCR2)

Das zehnwochige Ausdauertraining filhrte zu keiner signifikanten Anderung der
CXCR2-Expression. Durch den Marathonlauf jedoch kam es zu einem 1,6-fachen
Expressionsanstieg (Ct-Wert Visite 2: 24,231 = 0,922; Ct-Wert Visite 3: 23,514 = 0,868).
Auch die Expressionswerte 24 Stunden nach Marathonlauf (Ct-Wert 23,653 + 1,300) lagen
noch signifikant iiber denen von Visite 2 (49%). Wurden die Einzelgruppen gesondert
betrachtet, konnten fast keine signifikanten Ergebnisse ermittelt werden. Lediglich in der
Gruppe A kam es durch den Marathonlauf zu einem 2,0-fachen Anstieg der Genexpression
von CXCR2 (Ct-Werte von 24,387 = 0,843 auf 23,358 = 1,142) (Abb. 8 a; Abb. 8 b).

Zwischen den Gruppen unterschied sich das Expressionsniveau zu keinem Zeitpunkt

signifikant.
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Abbildung 7: CXCR1 mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwdéchigem
Ausdauertraining, sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines
Marathonlaufs; dargestellt fiir a) alle Studienteilnehmer, sowie b) fiir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der
Freizeitsportler und der Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-
Test fiir die Zeiteffekte und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median,
Quartile und Extremwerte der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Abbildung 8: CXCR2 mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwdéchigem
Ausdauertraining, sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines
Marathonlaufs; dargestellt fiir a) alle Studienteilnehmer, sowie b) fiir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der
Freizeitsportler und der Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-
Test fiir die Zeiteffekte und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median,
Quartile und Extremwerte der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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3.2.6. Toll-like Rezeptoren

Die Genexpression von TLR 2 und TLR 4 vor und nach Intervention wurde reprasentativ
fiir die Toll-like Rezeptor-Familie, welche in den letzten Jahren an Bedeutung als

Inflammationsmarker gewonnen hat, gemessen.
Toll-like Rezeptor 2

Nach der Phase des aeroben Trainings war eine signifikant erniedrigte TLR 2-Expression
(61% des Basismesswertes) zu verzeichnen. Ein signifikanter Anstieg im Expressionsprofil
konnte nach der Extrembelastung durch den Langstreckenlauf festgestellt werden. Der
gemessene Wert lag 2,3-fach hoher als bei der Vormessung und 1,8-fach hoher als zu
Beginn der Studie. Bei der Messung am Tag nach dem Wettkampf war bereits wieder ein
signifikanter Riickgang der Werte um 58% zu verzeichnen. Dennoch hatten die Messwerte
erst 79% des Wertes vor Marathonlauf erreicht und wiesen somit einen signifikanten
Unterschied auf (Abb. 9 a).

In allen Untergruppen kam es nach der Trainingsphase zu einem Expressionsabfall, jedoch
ohne statistische Signifikanz. Der stirkste Abfall war bei der Gruppe der (Préd-)Adipdsen
zu verzeichnen. Durch den Marathonlauf erhohte sich die TLR 2-Expression in der Gruppe
A auf das 2,8-fache, in der Gruppe F auf das 3,3-fache und in der Gruppe L auf das
2,8-fache. Lediglich die Freizeitsportler hatten Ausgangswerte, die mit 45% bezogen auf
die Messung nach Marathonlauf signifikant unter dieser lagen. 24 Stunden nach
Beendigung des Wettkampfes waren die Werte in allen Einzelgruppen signifikant
abgefallen, bei den (Prd-)Adipdsen um 58%, den Freizeitsportlern um 63% und den
Leistungssportlern um 50%. In keiner der drei Gruppen unterschieden sich die Werte der
Endmessung signifikant von den Messungen vor dem Marathonlauf.

Die Unterschiede zwischen den Messwerten der drei Gruppen waren zu keinem Zeitpunkt
grof} genug, um statistische Signifikanz aufzuweisen (Abb. 9 b).

Alle relevanten Messwerte sind als MW = SD in Tabelle 25 aufgefiihrt.

Tab. 25: MW = SD der Ct-Werte gemessen fiir die Expression von TLR 2.

Visite 1

Visite 2

Visite 3

Visite 4

Gesamtkollektiv

17,706 = 1,094

18,416 = 0,937

16,833 + 0,782

18,073 = 0,870

(Pra-)Adipose

17,675 = 1,465

18,508 = 0,504

17,002 = 0,958

18,267 + 0,973

Freizeitsportler

17,835 = 0,766

18,402 = 1,132

16,677 = 0,647

18,105 = 0,742

Leistungssportler

17,590 = 1,051

18,346 = 1,066

16,853 = 0,768

17,848 + 0,899
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Abbildung 9: TLR 2 mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwéchigem
Ausdauertraining, sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines
Marathonlaufs; dargestellt fiir a) alle Studienteilnehmer, sowie b) fiir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der
Freizeitsportler und der Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-
Test fiir die Zeiteffekte und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median,
Quartile und Extremwerte der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Toll-like Rezeptor 4

Wie auch bei TLR 2 filihrte das aerobe Ausdauertraining beim zweiten Vertreter der
Toll-like Rezeptor-Familie nur fiir alle Laufer gruppenunabhingig gemessen zu einem
signifikanten Abfall der Genexpression um 34%.

Der Effekt durch den Marathonlauf hingegen erbrachte sowohl im Gesamtkollektiv als
auch bei den Messungen in den Einzelgruppen Messwerte, die sich von den Messwerten zu
allen anderen Messzeitpunkten signifikant unterschieden. So kam es im Gesamtkollektiv
zu einem 4,4-fachen (A: 3,9-fachen; F: 4,2-fachen; L: 5,0-fachen) Anstieg der
TLR 4-Expression beziiglich der Vormessung und zu einem 2,9-fachen (A: 2,2-fachen;
F: 3,4-fachen; L: 3,0-fachen) Anstieg bezogen auf die Ausgangswerte. Einen Tag nach
dem Marathonlauf konnten bereits signifikant riickldufige Werte gemessen werden, im
Gesamtkollektiv um 73%, bei den (Prd-)Adiposen um 74%, bei den Freizeitsportlern um
74% und den Leistungssportlern um 69%. In keiner Gruppe unterschieden sich die Werte
bei Visite 4 signifikant von einer der Messungen vor dem Wettkampf (Tab. 26).

Wie auch bei allen anderen Inflammationsmarkern kam es bei TLR 4 zu keinem
signifikanten Unterschied der Expressionsniveaus zwischen den einzelnen Gruppen zu den

unterschiedlichen Zeitpunkten (Abb. 10 a; Abb. 10 b).

Tab. 26: MW = SD der Ct-Werte gemessen fiir die Expression von TLR 4.

Visite 1

Visite 2

Visite 3

Visite 4

Gesamtkollektiv

31,123 £ 1,780

31,726 = 1,849

29,594 = 1,501

31,475 = 2,498

(Pra-)Adipose

31,113 = 2,467

31,911 = 2,065

29,950 = 1,826

31,903 = 2,882

Freizeitsportler

31,415 = 1,600

31,744 = 2,105

29,670 = 1,417

31,632 = 2,667

Leistungssportler

30,798 = 1,195

31,535 = 1,405

29,206 = 1,273

30,879 = 1,895
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Abbildung 10: TLR 4 mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwdéchigem
Ausdauertraining, sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines
Marathonlaufs; dargestellt fiir a) alle Studienteilnehmer, sowie b) fiir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der
Freizeitsportler und der Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-
Test fiir die Zeiteffekte und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median,
Quartile und Extremwerte der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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3.2.7. NO-Synthasen

Um die Rolle von NO, das als Bindeglied zwischen Inflammationsgeschehen und
kardiovaskuldrem System fungiert, bei Verdnderungen, die durch korperliche Aktivitét
unterschiedlicher Intensitit hervorgerufen werden, zu ermitteln, wurde das
Genexpressionsprofil seiner Syntheseenzyme gemessen. Der Vollstindigkeit halber
wurden alle drei Isoformen der NO-Synthase beriicksichtigt, wobei, wie zu erwarten, die
Genexpressions-Analyse der nNOS keine Expressionswerte lieferte, da diese vornehmlich

in neuronalem Gewebe exprimiert wird.
Endotheliale NO-Synthase

Signifikante Anderungen in der Genexpression der eNOS konnten bei der Messung nach
Marathon festgestellt werden. Sie fiel auf 60% des Basismesswertes bzw. 59% des
Messwertes eine Woche vor dem Wettkampf ab. Am auf den Marathonlauf folgenden Tag
war bereits wieder ein signifikanter Anstieg der Genexpression auf das 1,6-fache, und
somit einem zu den ersten beiden Messungen nicht mehr signifikant niedrigeren Wert, zu
verzeichnen (Abb. 11 a).

Weder das zehnwochige Ausdauertraining noch der Marathonlauf resultierten in der
Gruppe der (Pri-)Adipdsen in einer signifikanten Anderung der Messwerte. Wihrend bei
den Leistungssportlern lediglich ein signifikanter Abfall der eNOS-Expression nach
Marathonlauf auf 57% der Vormessung festzustellen war, kam es bei den Freizeitsportlern
durch den Wettkampf zu Werten, die sowohl gegeniiber der Basismessung als auch der
Messung nach der Trainingsphase signifikant um 50% niedriger waren. Zusétzlich konnte
in dieser Untergruppe ein signifikanter 1,8-facher Expressionsanstieg nach 24 Stunden
verzeichnet werden. Die Messwerte der drei Gruppen unterschieden sich bei keiner der

vier Visiten signifikant voneinander (Tab. 27; Abb. 11 b).

Tab. 27: MW = SD der Ct-Werte gemessen fiir die Expression von eNOS.

Visite 1

Visite 2

Visite 3

Visite 4

Gesamtkollektiv

26,107 = 1,640

26,087 = 1,331

26,839 = 1,371

26,124 = 1,565

(Pra-)Adipose

26,120 = 1,770

26,082 + 0,933

26,453 = 1,153

26,035 = 1,553

Freizeitsportler

26,284 = 1,754

26,254 = 1,618

27,266 = 1,319

26,453 = 1,452

Leistungssportler

25,847 = 1,520

25,896 = 1,394

26,718 = 1,551

26,219 = 1,126
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Abbildung 11: eNOS mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwdéchigem
Ausdauertraining, sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines
Marathonlaufs; dargestellt fiir a) alle Studienteilnehmer, sowie b) fiir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der
Freizeitsportler und der Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-
Test fiir die Zeiteffekte und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median,
Quartile und Extremwerte der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Induzierbare NO-Synthase

Wie bei der eNOS unterschieden sich auch bei der iNOS im Gesamtkollektiv die
Messwerte nach dem Marathonlauf signifikant von denen der anderen drei Messzeitpunkte.
Nach dem Wettkampf kam es zu einem Abfall der Genexpressionswerte auf einen
0,2-fachen Wert bezogen auf die Vormessung und einen 0,1-fachen Wert bezogen auf die
Startmessung. Nach einem Tag stiegen die iINOS-Expressionswerte um 451% an und
hatten somit wieder ein Level erreicht, das sich nicht mehr signifikant von den Messungen
vor Marathon unterschied.

Wurden die Einzelgruppen gesondert betrachtet, waren die Unterschiede zwischen den
Messzeitpunkten allein in der Gruppe der Leistungssportler gro3 genug, um einen Zufall
ausschlieBen zu konnen. Durch den Marathon kam es zu einem Abfall der Genexpression
um 92% (um 89% beziiglich des Basismesswertes). Einen Tag nach dem Marathon waren
die Messwerte noch immer auf einem Niveau, das sich nicht signifikant vom Vortag
unterschied. Sie lagen 82% unter dem Wert der Startmessung und 91% unter dem von
Visite 2 (Abb. 12 a).

Die Expressionsrate der iNOS war insgesamt eher gering. Wie schon fiir CRP, IL-2 und
IL-10 beschrieben mussten einige Werte aufgrund zu geringer mRNA-Mengen auf den
Ct-Wert 40 = Zufallsfehler gesetzt werden. Durch den enormen Anstieg an Proben mit
Werten unterhalb der Nachweisgrenze nach dem Wettkampf, erbrachten — anders als bei
CRP und IL-2 - die Mittelwertvergleiche signifikante Unterschiede. Die Anzahl der
Proben mit Werten unterhalb der Nachweisgrenze bzw. ihr prozentualer Anteil sind in
Tabelle 29 aufgefiihrt.

Es konnten keine Gruppeneffekte fiir das iNOS-Expressionsniveau festgestellt werden.
Auffallig ist jedoch, dass es einzig in der Gruppe der Leistungssportler zu keinem Anstieg
der Genexpressionswerte 24 Stunden nach Beendigung des Marathonlaufs gekommen war
(Abb. 12 b). AuBlerdem sprechen die Mittelwerte dafiir, dass es in der Gruppe der
Leistungssportler eher zu einem Anstieg der iNOS-Expression nach der Trainingsphase
gekommen war, bei den (Prd-)Adipdsen zu einem Abfall. Dies bekréftigt auch die Anzahl
an Proben ober- bzw. unterhalb der Nachweisgrenze. Des Weiteren ist festzustellen, dass
vor allem in der Gruppe der Leistungssportler eine enorme Zunahme an Proben unterhalb
der Nachweisegrenze nach Marathonlauf zu verzeichnen war (Tab. 29).

Die Ct-Mittelwerte samt Standardabweichungen sind in Tabelle 28 aufgefiihrt.
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Tab. 28: MW = SD der Ct-Werte gemessen fiir die Expression von iNOS.

Ergebnisse

Visite 1

Visite 2

Visite 3

Visite 4

Gesamtkollektiv

34,148 = 3,896

34,951 = 4,148

37,265 = 3,783

35,092 + 3,995

(Pra-)Adipose

33,525 £ 3,171

34,207 = 4,204

37,046 = 3,484

33,314 = 4,108

Freizeitsportler

34,653 + 4,082

36,915 4,011

37,846 = 3,792

34,334 + 3,298

Leistungssportler

34,120 = 4,217

33,650 = 3,538

37,278 £ 4,020

37,206 = 3,712

Tab. 29: Anzahl der Proben mit iNOS-Werten unterhalb der Nachweisgrenze. In Klammern ihr prozentualer
Anteil an der jeweiligen Fallzahl.

Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
Gesamtkollektiv 12 (27,27%) 17 (37,78%) 28 (63,64%) 15 (34,88%)
(Pri-)Adipose 3 (21,43%) 5(35,71%) 7 (53,85%) 4 (28,57%)
Freizeitsportler 5(31,25%) 9 (56,25%) 11 (68,75%) 3 (20%)
Leistungssportler 4 (28,57%) 3 (20%) 10 (66,67%) 8 (57,14%)

76




Ergebnisse

Abbildung 12: INOS mRNA-Expression in PBMC vor (1) und nach (2) zehnwichigem
Ausdauertraining, sowie unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines
Marathonlaufs; dargestellt fiir a) alle Studienteilnehmer, sowie b) fiir die Gruppen der (Prd-)Adipdsen, der
Freizeitsportler und der Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-
Test fiir die Zeiteffekte und mittels Kruskal-Wallis-Test flir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median,
Quartile und Extremwerte der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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3.3. Serumkonzentration von Stickstoffmonoxid

Die Serumkonzentrationen von NO bzw. dessen Abbauprodukte Nitrat und Nitrit wurden
photometrisch bestimmt, um systemische Anderungen durch Training und Wettkampf
sehen und diese mit eventuellen Verdnderungen der NO-Syntheseenzyme auf RNA-Ebene
vergleichen zu konnen. In keiner Probe konnten relevante Mengen an Nitrit festgestellt
werden, so dass die gemessene Gesamtstickoxidkonzentration in etwa der
Serumkonzentration an Nitrat entsprach.

Es konnten keine signifikanten Verdnderungen der Serumkonzentration von NOx nach
dem Lauftraining festgestellt werden. Wéhrend die absoluten Werte jedoch bei den
(Prd-)Adiposen fielen, stiegen sie bei den Leistungssportlern an. Durch den Marathon kam
es zu einem signifikanten Anstieg auf das 1,7-fache der Werte der Vormessung und das
1,8-fache der Werte der Ausgangsmessung. Nach 24 Stunden war bereits ein signifikanter
Riickgang der NO-Konzentration um 30% zu verzeichnen. Dieser Wert lag jedoch noch
22% tiber dem Messwert zu Studienbeginn (Abb. 13 a).

Auch wenn alle Einzelgruppen getrennt ausgewertet wurden, konnte nach dem
Marathonlauf ein signifikanter Anstieg der NO-Konzentration verzeichnet werden.
Wihrend sich in der Gruppe F der Messwert sowohl signifikant von der Basismessung
(1,8-facher Anstieg) als auch von der Messung eine Woche vor Wettkampt (1,7-facher
Anstieg) unterschied, war in der Gruppe A der Wert nach dem Marathonlauf nur beziiglich
der Messung sieben Tage zuvor signifikant erhoht (92%), bei den Leistungssportlern nur
beziiglich der Basismessung (77%). Die Messung einen Tag nach Beendigung des
Marathons zeigte in allen Gruppen signifikant riicklaufige Werte ((Pra-)Adipdse um 40%,
Freizeitsportler um 23%, Leistungssportler um 27%). Doch nur in der Gruppe der
Freizeitsportler hatten die Werte der Abschlussmessung noch nicht das Ausgangsniveau

wieder erreicht und lagen mit 36% noch signifikant iiber diesem (Tab. 30; Abb. 13 b).

Tab. 30: MW = SD der Serumkonzentration von NOx.

Gruppe Serumkonzentration von NOx [ uM]
Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
Gesamtkollektiv | 35,434 + 16,828 37,140 = 21,207 62,049 = 17,963 43,294 + 12,618

(Pra-)Adipose

37,825 + 23,121

33,883 £ 17,472

64,948 + 22,732

38,728 = 12,999

Freizeitsportler

32,423 + 8,752

34,763 = 17,210

57,509 = 16,290

44,120 = 8,316

Leistungssportler

36,270 = 16,748

42,555 +27,452

64,076 = 15,013

47,035 = 15,025
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Abbildung 13: NO-Serumkonzentration vor (1) und nach (2) zehnwochigem Ausdauertraining, sowie
unmittelbar nach (3) und einen Tag nach (4) Absolvieren eines Marathonlaufs; dargestellt fiir a) alle
Studienteilnehmer, sowie b) flir die Gruppen der (Prd-)Adiposen, der Freizeitsportler und der
Leistungssportler gesondert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman-Test fiir die Zeiteffekte
und mittels Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppeneffekte. Dargestellt sind Median, Quartile und Extremwerte
der Ct-Werte. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Diskussion
4. Diskussion
4.1. Methodenkritik

Obwohl es bis dato keine Studien gab, die mit vergleichbarem Aufwand und
vergleichbarer Teilnehmerzahl verschiedenste trainingswissenschaftliche, kardiovaskulére
und inflammatorische Parameter nach Marathontraining und nach Marathonlauf erhoben
haben, unterlag die Miinchner Marathon Studie gewissen Limitationen, unter
Beriicksichtigung derer die gewonnenen Ergebnisse zu betrachten sind.

Obgleich mit 61 Teilnehmern eine bemerkenswerte Fallzahl geschaffen worden war, fiihrte
zum einen die Tatsache, dass einige Sportler wihrend der Studie ausschieden, zum anderen
die Unterteilung in drei Untergruppen zu einer letztlich eher geringen Fallzahl in den
einzelnen Gruppen.

Da aus organisatorischen Griinden nicht alle Teilnehmer an einem einzigen Lauf
teilnehmen konnten, mussten insgesamt vier Marathonldufe organisiert werden. Dies fiihrte
zwangsldufig zu Schwankungen der aduBeren Bedingungen wie den klimatischen
Verhiltnissen. Des Weiteren mussten die Sportler nach dem Zieleinlauf schnell mit dem
Auto ins Labor zur Blutentnahme transportiert werden. Wenngleich bei den drei
organisierten Wissenschaftsmarathonldufen, bei denen lediglich Studienteilnehmer liefen,
die Probanden gemiB ihrer zu erwartenden Laufzeit zeitlich so versetzt starteten, dass es
nach dem Zieleinlauf zu keinen Wartezeiten bei der Blutabnahme kam, war dies fiir den
Miinchen Marathon nicht moglich. Hier kam es trotz grofter Bemithungen zwangslaufig
zu zeitlichen Verzégerungen.

Diverse Einfliisse wie Trainingsriickstinde durch Krankheit oder mangelnde Compliance
und unterschiedlichste Ausgangslagen in Bezug auf die Fitness — objektiviert durch die
individuelle anaerobe Schwelle — und auf die Korpermasse, fithrten zu erschwerten
Bedingungen bei der Einteilung der Sportler in die vorgegebenen Untergruppen und zu
einer Unschirfe der Gruppengrenzen. Aulerdem ist zu beriicksichtigen, dass durch eine
bereits ausgepragte Grundlage an kardiopulmonaler Fitness bei den Teilnehmern eventuell
weniger deutliche Verdnderungen durch das Ausdauertraining zu verzeichnen waren als in
friiheren Studien. Diese Tatsachen mogen dazu beigetragen haben, dass im
Gesamtkollektiv gemessene Signifikanzen in den Untergruppen oft nicht mehr

nachgewiesen werden konnten, bzw. so gut wie keine signifikanten Unterschiede zwischen
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den Werten der einzelnen Gruppen zu den jeweiligen Messzeitpunkten festgestellt werden
konnten.

Als Probenmaterial dienten PBMC, die jedoch nicht fiir jeden gemessenen Marker als
ideales Medium anzusehen sind. Denn einige der untersuchten Gene werden nur in
geringen Mengen oder gar nicht von ihnen exprimiert. Andere Marker wiederum werden
zwar in relevanten Mengen von mononukledren Zellen exprimiert, jedoch nicht abhingig
von sportlichen Reizen, so dass systemische Verdnderungen auf eine verdnderte
Genexpression in anderen Geweben zuriickzufiihren sind.

Zuletzt muss erwéahnt werden, dass es durch die zweimalige Aufreinigung der mRNA zu
grofleren EinbuBlen in der Gesamt-RNA-Menge gekommen war, weshalb man sich im

Vorfeld primir fiir eine Aufreinigung mittels NucleoSpin®-Saulen hitte entscheiden sollen.

4.2. Auswirkungen des zehnwochigen aeroben Ausdauertrainings auf

Serumkonzentration und Genexpression verschiedener Inflammationsmarker

Als Vorbereitung auf den Marathonlauf durchliefen alle Probanden ein zehnwdochiges
Lauftraining, das beziiglich seiner Intensitdt an den Leistungsstand der einzelnen Sportler
angepasst war und fiir die Gruppen A und F auf einem Trainingsprotokoll basierte, das
speziell fiir diese Studie entwickelt worden war. Den Leistungssportlern war es freigestellt
ihre personlichen Trainingsgewohnheiten weiterzufiihren. Um die Uberlastungsgefahr fiir
die Teilnehmer zu minimieren, wurde bei der Rekrutierung der Sportler eine gewisse
Erfahrung im Laufsport vorausgesetzt, so dass jeder der Probanden in das zehnwochige
Ausdauertraining mit einem Grundstock an kardiopulmonaler Fitness startete.

Die Blutabnahmen erfolgten vor und nach der Trainingsphase zu Visite 1 und Visite 2,
wobei Letztere eine Woche vor Marathonlauf angesetzt war und die Verdnderungen
widerspiegeln sollte, die durch das zehnwochige, teils durch Trainingspline
standardisierte, aerobe Lauftraining bedingt waren. Wéhrend fiir alle untersuchten
Inflammationsmarker die Genexpression in PBMC untersucht wurde, wurden in dieser
Teilstudie zusétzlich zum Vergleich mit systemischen Verdnderungen die Ergebnisse der
Serumkonzentrationsmessungen fiir CRP, IL-6 und TNF-a, die vom PRS im Zuge der

Rahmenstudie bestimmt worden waren, statistisch ausgewertet.
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4.2.1. Proinflammatorische Prozesse
Serumkonzentrationen proinflammatorischer Parameter

Im Vergleich zur Ausgangsmessung waren minimale bis gar keine Verdnderungen der
Serumkonzentration proinflammatorischer Marker zu verzeichnen. Wihrend die
CRP-Konzentration nach dem Training nur in der Gruppe der (Prd-)Adipdsen zu einer
leichten, nichtsignifikanten Abnahme fiihrte, kam es bei den TNF-a-Konzentrationen zu
einem Abfall in allen Gruppen, welcher jedoch statistisch auch nicht als signifikant
eingestuft werden konnte. Auch fiir die systemischen Werte von IL-6 konnte lediglich in
der Gruppe der Leistungssportler eine Reduktion vermerkt werden. Die Leistungssportler
hatten zudem nach dem Training signifikant niedrigere systemische Konzentrationen an
IL-6 als die (prd)adiposen Laufer. Einer Arbeitsgruppe von Nickel stand Material aus
derselben Studie zur Verfiigung. Auch sie untersuchte die Serumkonzentration von IL-6
und TNF-a. Wie in der vorliegenden Arbeit kamen Nickel et al. zu dem Ergebnis, dass die
Trainingsphase zu einem nichtsignifikanten Abfall von TNF-a fiihrte. Sie stellten ebenso
einen Abfall der IL-6-Konzentration in der Gruppe der Leistungssportler fest, jedoch einen
leichten Anstieg in den anderen beiden Gruppen, wobei keine dieser Anderungen
Signifikanz aufwies (Nickel et al., 2011a). Diverse Studien haben sich in der
Vergangenheit mit den Auswirkungen von Ausdauertraining auf die systemischen
Konzentrationen von Inflammationsmarkern befasst. Wie bereits weiter oben beschrieben,
sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen weitestgehend mit den in dieser Arbeit
generierten Daten vereinbar. Wahrend viele Arbeitsgruppen zu dem Schluss kamen, dass
die CRP-Konzentration nur durch Ausdauertraining in Kombination mit Gewichtsverlust
beeinflussbar zu sein scheint (s. Einleitung), zeigten Tomaszewski et al., dass regelméBiges
intensives Training unabhéngig von Markern des Erndhrungszustandes zu einer Reduktion
der systemischen CRP-Konzentration fiihrt (Tomaszewski et al.,, 2003). In der
vorliegenden Arbeit fiihrte das Ausdauertraining in allen Gruppen zu einer
Gewichtsreduktion in Form einer Abnahme von BMI und prozentualem Korperfettanteil.
Diese war in der Gruppe der (Prid-)Adiposen am deutlichsten ausgepragt (Weber, 2008).
Passend dazu kam es allein in dieser Gruppe zu einer Abnahme der systemischen
CRP-Konzentration.

In mehreren Studien konnten durch Training die systemischen Werte an TNF-a sowohl bei
gesunden Minnern, als auch bei Probanden mit kardiovaskuldrem Risikoprofil gesenkt

werden (s. Einleitung). Welchen Einfluss Ausdauersport auf die Plasmakonzentration von
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IL-6 hat, konnte bisher nicht eindeutig geklidrt werden (s. Einleitung), es kommt wohl
jedoch zu einer Reduktion der Expression von IL-6 im Skelettmuskel (Lira et al., 2009b).
Tomaszewski et al. zeigten, dass sich die Plasma-IL-6-Konzentration von
Ultramarathonldufern nicht signifikant von denen untrainierter Vergleichspersonen

unterscheidet (Tomaszewski et al., 2003).

Genexpression proinflammatorischer Parameter

Betrachtet man die CRP-Expression in PBMC vor und nach zehnwochigem
Ausdauertraining, so ist, wie zu erwarten, keine signifikante Verdnderung festzustellen.
Die Expressionsrate von CRP ist in der untersuchten Zelllinie generell eher gering, was
sich in einem hohen Anteil an Proben mit mRNA-Werten unterhalb der Nachweisgrenze
niederschlug. Wenngleich es durch die Trainingsphase zu keiner signifikanten Anderung
der Expressionswerte kam, ist nach dem Training eine Zunahme von Proben mit
CRP-mRNA-Mengen im messbaren Bereich festzustellen. Dies gilt jedoch nur fiir die
Gruppen der (Prd-)Adipdsen und Leistungssportler. In der Gruppe der Freizeitsportler
hingegen kam es zu einem Anstieg der Proben unterhalb der Nachweisgrenze.

Insgesamt scheinen Anderungen der CRP-Expression in PBMC also eher nicht die Ursache

fiir verdnderte systemische Konzentrationen zu sein.

Anders als bei den systemischen Werten von IL-6 war durch das Trainingsprogramm beim
Gesamtkollektiv der Teilnehmer eine Reduktion der Genexpression in PBMC um fast ein
Fiinftel zu verzeichnen. Hier scheint der Ausdauersport also einen immunmodulatorischen
Effekt gehabt zu haben. Die Tatsache, dass dieses Ergebnis in keiner der drei
Einzelgruppen bestétigt werden konnte, mag daran liegen, dass die jeweilige Fallzahl in
den einzelnen Gruppen zu gering war um signifikante Ergebnisse zu liefern. Nur wenige
Studien haben in der Vergangenheit die Genexpression von IL-6 in PBMC nach einer
Trainingsphase untersucht. Flynn et al. konnten im Vergleich einer Gruppe trainierter
Frauen mit einer Gruppe untrainierter Frauen keine Unterschiede in der Genexpression von
IL-6 in Leukozyten nachweisen (Flynn et al., 2003; McFarlin et al., 2004). Anders als in
der vorliegenden Studie handelte es sich jedoch nicht um Ausdauertraining, sondern um
Krafttraining. Colahan et al. haben die Genexpression von IL-6 in peripheren Leukozyten
nach Ausdauertraining im Tierversuch mit Pferden untersucht, konnten jedoch keine

signifikanten Ergebnisse ermitteln (Colahan et al., 2002).
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Durch das zehnwochige Ausdauertraining kam es bei den Ldufern zu einer deutlichen
Reduktion der Expression von TNF-a in PBMC, wobei der Abfall mit steigendem
Leistungsniveau zunahm. Diese Zunahme konnte jedoch nicht mit statistischer Signifikanz
belegt werden. Die Reduktion auf transkriptioneller Ebene ist bei Betrachtung der
systemischen Werte von TNF-a zumindest tendenziell, wenn auch nicht signifikant,
reproduzierbar. Vergleichbare Ergebnisse konnten Smith et al. erzielen, als sie die
TNF-a-Expression in mononukledren Zellen vor und nach sechsmonatigem
Trainingsprogramm bei Menschen mit erhohtem kardiovaskuldren Risiko ermittelten. Es
kam zu einer Abnahme der Expression, wobei Teilnehmer mit Ubergewicht keine
signifikant abweichenden Ergebnisse aufwiesen (Smith et al., 1999). Timmerman und
seine Arbeitsgruppe zeigten, dass die TNF-a-Produktion bei dlteren inaktiven Probanden
durch zwolfwochiges Training gesenkt werden konnte. Eine Vergleichsgruppe mit
korperlich aktiven Teilnehmern hatte bei der Ausgangsmessung signifikant niedrigere
TNF-a-Werte, diese konnten durch die Weiterfithrung ihres bisherigen aktiven Lebensstils
jedoch nicht weiter reduziert werden (Timmerman et al., 2008). Flynn et al. zeigten, dass
die TNF-a-Expression bei einer untrainierten Kontrollgruppe signifikant hoher war, als bei
trainierten Frauen (Flynn et al., 2003; McFarlin et al., 2004). Mehrwdochiges Training
fiihrte in einer Studie von Colahan et al. zu einer Zunahme der TNF-a-Expression bei
Pferden (Colahan et al., 2002). Im Unterschied zur vorliegenden Studie handelte es sich
bei der Pferdestudie jedoch um Ausdauertraining mit wochentlich steigender Intensitét, das
in einer Phase intensivster Belastung gipfelte. Diese Daten sind deshalb wohl eher als

Resultat mehrerer aufeinander folgender Akutbelastungen anzusehen.

Auch beziiglich der Genexpression von IL-1B fiihrte das Ausdauertraining zu einer
Reduktion sowohl im Gesamtkollektiv als auch in den einzelnen Untergruppen. Wéhrend
jedoch diese Reduktion in der Gruppe der (Prd-)Adipdsen nicht signifikant war, kam es bei
den Freizeitsportlern zu einer signifikanten 47%igen, bei den Leistungssportlern gar zu
einer 59%;igen Reduktion. Die oben bereits mehrfach genannten Arbeitsgruppen von Flynn
sowie die von Colahan sind die einzigen, die sich bisher mit der Genexpression von IL-1B
in peripheren mononukledren Zellen bei unterschiedlich gut trainierten Individuen befasst
haben. Wiahrend kein Unterschied in der Genexpression von IL-1B zwischen trainierten
und untrainierten élteren Frauen festzustellen war (Flynn et al., 2003; McFarlin et al.,
2004), fiihrte ein intensiviertes Training bei Pferden, &dhnlich wie fiir die

TNF-a-Expression, zu einer Steigerung der Expression von IL-1B (Colahan et al., 2002).
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Die im Vergleich zur Flynn-Studie deutliche Reduktion in der vorliegenden Arbeit konnte
darin begriindet sein, dass die Probandinnen in besagter Studie, in welcher es sich um
Krafttraining handelte, ein geringeres Mal} an kardiopulmonaler Fitness aufwiesen. Hierfiir
spricht auch die Tatsache, dass es bei den Teilnehmern der aktuellen Studie abhéngig vom

Fitnesszustand zu einer mehr oder weniger stark ausgepragten Reduktion kam.

Das zehnwochige Lauftraining fiihrte weder im Gesamtkollektiv noch in den einzelnen
Gruppen zu signifikanten Anderungen der IL-2-Expression in PBMC. Bei einem Grofteil
der gemessenen Proben war die basale Expressionsrate so niedrig, dass sie nicht
quantifiziert werden konnte. Dies war auffillig hdufig in der Gruppe der Leistungssportler
der Fall. Nach der Phase des Trainings sank die Anzahl der Proben mit Expression
unterhalb der Nachweisgrenze ab. Auch hier ist der deutlichste Effekt in der Gruppe der
Leistungssportler zu verzeichnen. Tendenziell scheint also das Training zu einer
Steigerung der IL-2-Expression gefiihrt zu haben, vor allem bei den Teilnehmern mit dem
intensivsten Trainingsplan. Auch mit dieser Thematik haben sich bisher nur wenige
Studien befasst. Weibliche Athletinnen, die sich gerade auf dem Héhepunkt einer fiir den
Wettkampf vorbereitenden Trainingsphase befanden, hatten mehr IL-2-produzierende
Zellen als untrainierte Vergleichspersonen (Beshgetoor, Arrues, McGuire, 2004). Ahnliche
Ergebnisse erzielten Ogawa et al. im Vergleich édlterer trainierter mit dlteren untrainierten
Probanden (Ogawa et al., 2003). Auch die systemischen Werte an IL-2 sind nach
mehrwochigem Ausdauertraining erhoht (Navarro et al., 2010). Im Tierversuch der
Arbeitsgruppe Colahan fiihrte intensives Training bei Pferden zu keiner Verdanderung der
Expression von IL-2 (Colahan et al., 2002). Interessanterweise scheint also regelmafig
betriebener Sport anders als bei den meisten proinflammatorischen Zytokinen eher zu einer

Erhohung von IL-2 zu fiihren.

Durch die Trainingsphase kam es sowohl im Gesamtkollektiv als auch in den
Untergruppen zu einer Expressionsabnahme von CXCR1 und CXCR2. Mit statistischer
Signifikanz konnte jedoch nur der Unterschied zwischen den Werten von CXCR1 im
Gesamtkollektiv belegt werden. Noch keine Studie hat bisher die Auswirkung von
Ausdauertraining auf die Genexpression von Chemokinrezeptoren untersucht. Wie bereits
weiter oben beschrieben, ist lediglich bekannt, dass es nach Ausdauertraining zu einem
Abfall an zirkulierendem IL-8, dem Liganden der untersuchten Chemokinrezeptoren,

kommt (Treseid et al., 2004; Spruit et al., 2005).

85



Diskussion

Die Genexpression der 7oll-like Rezeptoren 2 und 4 in mononukledren Zellen wurde durch
das Ausdauertraining bei den Teilnehmern gesenkt. Wenngleich aufgrund der niedrigen
Fallzahlen in den Untergruppen nur die Reduktion im Gesamtkollektiv als statistisch
signifikant anzusehen ist, ist dennoch in allen Gruppen eine Abnahme der Genexpression
beider Rezeptortypen zu verzeichnen. Den stirksten Effekt scheint hierbei das Training auf
die Gruppe der (Prd-)Adipdsen gehabt zu haben. Die oben bereits genannte Arbeitsgruppe
von Nickel hat ebenso die Genexpression von TLR 2 und 4 mittels RT-PCR und
Western-Blot in Proben aus dieser Studie untersucht und konnte aufler einem signifikanten
Anstieg der Genexpression in der Gruppe der Freizeitsportler keine signifikanten
Ergebnisse fiir TLR 2 ermitteln. Die Untersuchung von TLR 4 zeigte, anders als in der
vorliegenden Studie, in allen drei Einzelgruppen einen signifikanten Anstieg der
Genexpression. Interessant wire hier ein Vergleich der im Gesamtkollektiv ermittelten
Ergebnisse gewesen, welche jedoch von dieser Arbeitsgruppe nicht publiziert wurde
(Nickel et al., 2011a). Mehrere Studien konnten in der Vergangenheit zeigen, dass
untrainierte Probanden eine hohere basale Expression von TLR 4 auf Monozyten haben,
als trainierte Vergleichspersonen (Flynn et al., 2003; McFarlin et al., 2004; Timmerman et
al., 2008). In einer Studie von Stewart et al. fiihrte zwolfwdchiges Training zu keiner
Reduktion der Expression von TLR 2 auf der Zelloberfliche CD14 positiver Zellen. Die
Expression von TLR 4 wurde nur in einer Gruppe Untrainierter signifikant gesenkt, nicht
jedoch in einer trainierten Kontrollgruppe (Stewart et al., 2005). Diese Ergebnisse sind

zumindest ansatzweise mit denen dieser Arbeit vereinbar.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das zehnwochige Ausdauertraining zu einer
Reduktion der Genexpression von IL-6, TNF-a, IL-1B, TLR 2, TLR 4, CXCRI und
CXCR2 gefiihrt hatte, wenn auch bei Letzterem nicht mit statistischer Signifikanz. Die
Expression von CRP und IL-2 in PBMC blieb durch das Training weitgehend
unbeeinflusst. Signifikante Unterschiede beziiglich der Gruppenzugehorigkeit konnten
nicht ermittelt werden. Dies mag an den jeweils eher niedrigen Fallzahlen in den einzelnen
Gruppen liegen. Es ist jedoch ein Trend dahingehend zu erkennen, dass die Reduktion der
Zytokinexpression durch das Ausdauertraining mit zunehmendem Leistungsniveau der
Sportler stieg. Der deutlichste Effekt beziiglich der Abnahme der Toll-like

Rezeptor-Expression war hingegen in der Gruppe der (Prd-)Adipdsen zu verzeichnen.

86



Diskussion
4.2.2. Antiinflammatorische Prozesse

Es ist festzustellen, dass nach zehnwochigem Ausdauertraining die Expression des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 im Gesamtkollektiv signifikant gesunken ist. In
keiner der Einzelgruppen konnte ein signifikanter Unterschied der Expressionswerte
verifiziert werden, dennoch ist auffillig, dass wéhrend es in den Gruppen der
(Pra-)Adiposen und der Freizeitsportler zu einer minimalen Abnahme der
Expressionswerte kam, diese in der Gruppe der Leistungssportler enorm scheint. Da auch
fiir diesen Inflammationsmarker viele der Proben Werte unterhalb der Nachweisgrenze
aufwiesen, macht es Sinn, die prozentualen Anteile dieser in den einzelnen Gruppen vor
und nach der Trainingsphase zu betrachten. Bei der Ausgangsmessung waren die
wenigsten nicht nachweisbaren Proben bei den Leistungssportlern zu verzeichnen, was auf
den antiinflammatorischen Effekt ihres regelmafligen korperlichen Trainings bereits vor
Studienbeginn hinweisen mag. Uber alle Probanden gemittelt kam es nach den zehn
Wochen Lauftraining zu einem Anstieg des Anteils an Proben unterhalb der
Nachweisgrenze, also eher zu einer Abnahme des antiinflammatorischen Effekts. Es sind
hier jedoch deutliche Unterschiede zwischen den Untergruppen zu verzeichnen. In den
Gruppen A und F kam es durch die Trainingsphase zu einer Zunahme der Proben, in denen
die Expression von IL-10 nachgewiesen werden konnte. Bei den Leistungssportlern
hingegen kam es zu einer deutlichen Abnahme von 92,86% auf 60%. Eine mogliche
Erkldrung dafiir bietet die Tatsache, dass IL-6 zu einer Induktion der IL-10-Expression
fiihrt. Da in der Gruppe der Leistungssportler eine besonders hohe Reduktion an IL-6 zu
verzeichnen war, konnte hieraus auch die starke Abnahme von IL-10 resultieren.
Unterschiede zu den anderen zwei Gruppen konnten sich auch daraus ergeben haben, dass
diese nach einem festgesetzten Protokoll trainiert hatten, wahrend die Leistungssportler ihr
Training individuell gestalten konnten. Smith et al. konnten passend hierzu zeigen, dass bei
Probanden mit erhohtem kardiovaskuldren Risiko sechsmonatiges Training zu einem
Anstieg der IL-10-Expression in mononukledren Zellen fiihrte (Smith et al., 1999). Im
Tierversuch von Colahan et al. hingegen kam es nach intensivem Training zu keiner
Verdanderung der IL-10-Expression bei Pferden (Colahan et al., 2002). Im Vergleich
gesunder mit krankheitsanfalligen Personen waren die mittleren IL-10-Konzentrationen in
der zweiten Gruppe bei einer Untersuchung von Cox et al. signifikant niedriger (Cox et al.,

2007), was wiederum gut mit den Ergebnissen zu Studienbeginn vereinbar ist.
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4.2.3. Stickstoffmonoxid-Stoffwechsel

Das zehnwochige Lauftraining flihrte in keiner der Gruppen zu relevanten Auswirkungen
auf den NO-Stoffwechsel. Sowohl die Serumkonzentrationen an NO als auch die
Expressionsraten von iNOS und eNOS in PBMC blieben unbeeinflusst. Interessanterweise
ist jedoch eine Tendenz dahingehend festzustellen, dass die Leistungssportler eher einen
Anstieg an zirkulierendem NO sowie der Expressionswerte von iNOS zu verzeichnen
hatten, wiahrend in der Gruppe der (Prid-)Adiposen ein Abfall beider gemessener Parameter
festzustellen war. In frilheren Studien am Mausmodell resultierte Training in keiner
Erhohung der spontanen NO-Produktion in peritonealen Makrophagen (Sugiura et al.,
2002). Im Vergleich von dlteren mit jiingeren Méusen kam es nur bei den jiingeren zu
einem Anstieg der NO-Metabolite sowie der INOS-mRNA (Lu et al., 1999). Sieht man die
jiingeren Méduse im Vergleich zu den élteren als die gesiinderen und leistungsstérkeren an,
so lassen sich die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Lu gut auf die hier ermittelten projizieren.
Erzurum et al. konnten zeigen, dass Tibetaner, die in groBen Hohenziigen beheimatet sind,
im Vergleich zu US-Biirgern zehnfach hohere NO-Konzentrationen aufweisen (Erzurum et
al., 2007). Auch in Studien von Tordi et al. und Poveda et al. fiihrte Ausdauertraining zu
einer Erh6hung der zirkulierenden Metabolite von NO (Tordi et al., 2006; Poveda et al.,
1997). In einer Studie von Niess et al. hatten jedoch Probanden, die regelmifBig moderates
Ausdauertraining betrieben, niedrigere iNOS-Expressionsraten in Leukozyten als
Probanden einer untrainierten Vergleichsgruppe (Niess et al., 2002). Dies ist wohl als
Zeichen einer reduzierten Inflammationsreaktion zu verstehen. Auswirkungen von
Ausdauertraining auf die eNOS-Expression in PBMC sind in der Literatur nicht
beschrieben. Vielmehr kommt es durch regelmiBige korperliche Aktivitit zu einem
Anstieg der Expression in Endothelzellen (Sessa et al., 1994; Shimada et al., 2007; Indolfi
et al., 2002; Yang et al., 2001; Yang et al., 2002; Sun et al., 2008; Musicki et al., 2008;
McAllister, Price, 2010) und Herzmuskelzellen (Grijalva et al., 2008; Kojda et al., 2001).
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4.3. Auswirkungen des Marathonlaufs auf Serumkonzentration und Genexpression

verschiedener Inflammationsmarker

Nach etwa elf Wochen Training absolvierten die Probanden an vier festgesetzten Terminen
jeweils einen Marathonlauf. Unmittelbar nach Zieleinlauf wurden die Léaufer zur
Blutabnahme ins Labor gefahren. 24 Stunden nach Beendigung des Wettkampfes erfolgte
eine erneute Blutentnahme. Wie auch zu den ersten zwei Messzeitpunkten wurde die
mRNA-Menge diverser immunmodulatorischer Genmarker, sowie die Serumkonzentration

der klassischen Entziindungsparameter CRP, IL-6 und TNF-a ermittelt.

4.3.1. Proinflammatorische Prozesse

Unmittelbar nach dem Marathonlauf war ein Anstieg an zirkulierendem IL-6 auf ein
Vielfaches des Ausgangswertes zu verzeichnen. Dieser Anstieg konnte in allen
Einzelgruppen bestétigt werden, wobei er bei den Leistungssportlern deutlicher als bei den
Freizeitsportlern und bei diesen hoher als bei den (Prd-)Adipdsen war. 24 Stunden nach
Beendigung des Marathonlaufs war bereits ein Riicklauf der IL-6-Konzentrationen auf
beinahe Ausgangsniveau festzustellen. Auch hier zeigten die Sportler mit besserer
kardiopulmonaler Fitness einen schnelleren Riickgang. Die bereits mehrfach erwihnte
Arbeitsgruppe von Nickel berichtet von vergleichbaren Ergebnissen (Nickel et al., 2011b).
Diverse Studien konnten in der Vergangenheit zeigen, dass nach extremer korperlicher
Belastung die systemischen Werte an IL-6 auf das Zigfache ansteigen (Camus et al., 1997;
Suzuki et al., 2000; Nieman et al., 2001; Suzuki et al., 2003; Neubauer, Konig, Wagner,
2008; Donnikov et al., 2009). Auch eine Studie von Gokhale, Chandrashekala und
Vasanthakumar konnte zeigen, dass es nach einer anstrengenden Trainingseinheit zu einem
Anstieg von IL-6 im Plasma kommt. Anders als in der vorliegenden Studie jedoch, wurde
damals festgestellt, dass dieser Anstieg bei Athleten im Vergleich zu Untrainierten weniger
deutlich ausfillt (Gokhale, Chandrashekala, Vasanthakumar, 2007). Auch in einer anderen
Studie hatten krankheitsanfallige Laufer im Vergleich zu gesunden Laufern einen héheren
IL-6-Anstieg (Cox et al., 2007). In der Cox-Studie konnte jedoch, dhnlich wie in der
vorliegenden, gezeigt werden, dass der Abfall der IL-6-Konzentration 24 Stunden nach
Beendigung der Belastung bei den Gesunden grofler war (Cox et al., 2007). Auch Rosa et
al. zeigten, dass die mittleren IL-6-Konzentrationen bei iibergewichtigen Kindern sowohl
vor als auch nach einer Trainingseinheit hoher lagen als bei einer gesunden Kontrollgruppe

(Rosa et al., 2011)
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Parallel zu den steigenden systemischen Werten an IL-6 war auch die Genexpression in
PBMC durch den Marathonlauf angestiegen. Dieser Anstieg war jedoch zum einen
quantitativ bei weitem nicht so ausgeprdgt wie der des zirkulierenden Zytokins, zum
anderen war der Effekt bei Betrachtung der Untergruppen nur bei den Leistungssportlern
und Freizeitsportlern, nicht jedoch bei den (Pri-)Adiposen, signifikant.

Einige Studien haben bereits die Verdnderungen der Genexpression von IL-6 in
Leukozyten nach korperlicher Betdtigung untersucht. Sowohl die Arbeitsgruppe von
McFarlin als auch die von Natelson konnten keine Anderung der IL-6-Expression nach
einem Belastungsereignis feststellen (McFarlin et al., 2004; Natelson et al., 1996), und
auch in einer Studie von Nieman et al. kam es nach korperlicher Belastung auf dem
Ergometer zu keinem signifikanten Anstieg der Expression dieses Zytokins (Nieman et al.,
2006). Die Belastungsereignisse der genannten Studien sind allerdings an Intensitit wohl
nicht mit einem Marathonlauf vergleichbar. Zaldivar et al. maBen die Anderung der
intrazelluldren IL-6-Konzentration in T-Helfer-Lymphozyten nach Belastung auf dem
Fahrrad und konnten eine Zunahme feststellen (Zaldivar et al., 2006).

Der Hauptanteil des erhohten IL-6 im Serum stammt jedoch wohl eher aus dem
Skelettmuskel (Ostrowski et al., 1998; Starkie et al., 2001; Buford, Cooke, Willoughby,
2009), was die Unterschiede zwischen der deutlichen Zunahme an zirkulierendem IL-6
und der méBigen Zunahme der IL-6-Expression in PBMC auch in dieser Arbeit erkldren
diirfte.

Wie auch fiir die systemischen Werte beschrieben, kam es nach einem Tag bereits wieder
zu einer weitestgehenden Normalisierung der Expressionsrate auf Werte vergleichbar mit

dem Ausgangsniveau.

Bei Betrachtung der Menge an zirkulierendem TNF-a ist festzustellen, dass direkt nach
Beendigung des Marathons noch kein Anstieg zu verzeichnen war. Vielmehr war die
Serumkonzentration beziiglich der Vormessungen noch einmal, wenn auch nicht auf
signifikantem Niveau, weiter abgesunken. Einen Tag nach Beendigung des Wettkampfes
war jedoch in allen Gruppen ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen. Dies ldsst auf eine
verzogerte Antwort auf die Extrembelastung schlieBen. Wiederum stimmen hier die
Ergebnisse mit denen von Nickel et al. iiberein (Nickel et al., 2011b). Andere Studien, die
in der Vergangenheit die Antwort des systemischen TNF-a-Spiegels auf ein akutes
Belastungsereignis untersucht hatten, konnten keine eindeutigen Ergebnisse erzielen.

Wurden die Werte unmittelbar nach Beendigung eines Marathonlaufs oder eines anderen
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anstrengenden Belastungsereignisses gemessen, kam es meistens zu keinen signifikanten
Anderungen (Castell et al., 1997; Kim, Lee, Kim, 2007; Suzuki et al., 2000; Suzuki et al.,
2003; McFarlin et al., 2004; Ng et al., 2008; Ostrowski et al., 1998). Ahnlich wie bei der
vorliegenden Arbeit mall auch die Arbeitsgruppe von Gokhale einen Abfall unmittelbar
nach einem akuten Belastungsereignis (Gokhale, Chandrashekala, Vasanthakumar, 2007).
Lediglich in Studien von Camus et al. und Nieman et al. kam es nach Beendigung eines
Marathonlaufs zu einem geringen Anstieg der Plasmakonzentrationen von TNF-a (Camus
et al., 1997; Nieman et al., 2001). Interessanterweise konnten sowohl McFarlin et al. als
auch Ostrowski et al. nachweisen, dass es nach einem Akutereignis mit zeitlicher
Verzogerung zu einem Anstieg an zirkulierendem TNF-o kommt. Wihrend die
Arbeitsgruppe von Ostrowski jedoch Hochstwerte nach einer Stunde mal}, kam es bei
McFarlin zu einem Gipfel nach sechs Stunden, welcher sich jedoch nur nach Stimulation
mit LPS zeigte (McFarlin et al., 2004; Ostrowski et. al., 1999).

Die Genexpression von TNF-a in PBMC wurde durch den Marathonlauf ebenso mit einer
zeitlichen Verzégerung beeinflusst. Wiahrend kurz nach Zieleinlauf die Werte noch eine
abfallende Tendenz zeigten, war 24 Stunden danach ein Anstieg der Expression zu
verzeichnen. Die geringere Fallzahl in den Untergruppen ist wohl auch hier als ursidchlich
dafiir anzusehen, dass sich bei deren Betrachtung weniger signifikante Verdnderungen
zeigten. Vergleicht man jedoch die absoluten Werte, bestitigen sich in allen drei Gruppen
die Ergebnisse des Gesamtkollektivs. Ahnlich wie bei den Serumwerten konnten auch
Studien, die sich mit der Genexpression von TNF-a nach akuter korperlicher Belastung
beschiftigt hatten, keine iibereinstimmenden Ergebnisse erzielen. Wéhrend es in einer
Studie von Natelson et al. zu einem Expressionsabfall von TNF-a nach maximaler
Anstrengung auf dem Laufband kam (Natelson et al., 1996), konnten andere Arbeiten
keine signifikanten Auswirkungen von akuter korperlicher Belastung auf die
Genexpression in Leukozyten feststellen (McFarlin et al., 2004; Ostrowski et al., 1998;
Romeo et al., 2008). In einer Arbeit von Senchina et al. wurden nach 90-miniitigem
Radfahren hohere TNF-a-Mengen in PBMC gemessen als vor der Belastung (Senchina et
al., 2009). Ebenfalls nach Belastung auf dem Ergometer zeigten Probanden einer Studie
von Zaldivar et al. einen Anstieg der TNF-a-Produktion in T-Helfer-Zellen (Zaldivar et
al., 2000).

Ahnlich wie bei IL-6, jedoch nicht in demselben MaBe, wird auch bei TNF-o der

Skelettmuskel als wahrscheinlichste Hauptquelle fiir mdéglicherweise nach dem Sport
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ansteigende zirkulierende TNF-a-Mengen diskutiert (Starkie et al., 2001; Nieman et al.,
2007).

Bei der Messung unmittelbar nach Zieleinlauf zeigten sich noch keine Verdnderungen
beziiglich der Serumkonzentration von CRP. Am Folgetag jedoch stieg diese signifikant
an. Den stdrksten Anstieg zeigten hierbei die (prd)adipdsen Sportler, den schwichsten die
Leistungssportler. Die Werte Letzterer lagen signifikant unter denen der anderen beiden
Gruppen. Diverse Studien haben gezeigt, dass Verdnderungen der systemischen
CRP-Werte abhingig von Dauer und Intensitit der korperlichen Belastung sind. Wéhrend
eine relativ kurze Trainingseinheit auf dem Laufband zu keinen signifikanten Anderungen
fiihrte (Romeo et al., 2008; Cox et al.,, 2009), waren solche nach Extrembelastungen
eindeutig festzustellen. Doch auch hier scheinen Abstufungen erkennbar. In Studien mit
Marathonldufern kam es unmittelbar nach Zieleinlauf zu keinem Anstieg an
zirkulierendem CRP, jedoch nach etwa einem Tag (Castell et al., 1997; Kim, Lee, Kim,
2009; Weight, Alexander, Jacobs, 1991). Einen geringen Anstieg konnten Siegel et al. und
Tomaszewski et al. bereits vier Stunden nach Beendigung eines Marathonlaufs messen
(Siegel et al., 2001; Tomaszewski et al., 2003). Wurden die CRP-Konzentrationen bei noch
grofleren Belastungen wie einem Ultramarathon oder einem Ironman Triathlon gemessen,
waren bereits wiahrend des Wettkampfes erhohte Werte zu verzeichnen (Kim, Lee, Kim,
2007; Kim, Lee, Kim, 2009; Neubauer, Konig, Wanger, 2008), welche zusitzlich im
Vergleich zum Marathonlauf iiber einen ldngeren Zeitraum erhoht blieben (Kim, Lee, Kim,
2009). Man geht davon aus, dass die zeitliche Verzogerung des CRP-Anstiegs darauf
zuriickzufiihren ist, dass dieser durch eine IL-6-vermittelte Syntheseinduktion
hervorgerufen wird (Castell et al., 1997). Cox et al. untersuchten zusitzlich den Einfluss
des Gesundheitszustandes auf die Verdnderungen der CRP-Konzentrationen nach
Marathonlauf und konnten keine Unterschiede zwischen gesunden und
krankheitsanfdlligen Laufern finden (Cox et al., 2009). Auch die von Nickel et al.
untersuchten Proben aus dieser Marathonstudie lieferten ein mit den vorliegenden
Ergebnissen iibereinstimmendes Bild (Nickel et al., 2011b).

Die Genexpression von CRP in PBMC zeigte sich weder direkt nach Marathonlauf noch
einen Tag spidter von der Extrembelastung beeinflusst. Dies gilt sowohl fiir das
Gesamtkollektiv als auch fiir die drei Untergruppen. Es zeigte sich jedoch eine Tendenz
dahingehend, dass von allen Messzeitpunkten beim letzten die wenigsten Sportler eine

CRP-Expression unterhalb der Nachweisgrenze aufwiesen. Dies ldsst zumindest
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ansatzweise darauf schlieen, dass auch die Genexpression von CRP in PBMC 24 Stunden
nach Beendigung der Akutbelastung eher angestiegen ist. Den Anstieg der zirkulierenden
Menge des Akute-Phase-Proteins erklart dies jedoch nicht. Hier ist davon auszugehen, dass
der Hauptanteil durch Synthese in der Leber entstanden ist und die Expression in PBMC

keinen relevanten Anteil beigesteuert hatte.

Der Marathonlauf fiihrte zu keinen signifikanten Verdnderungen der Genexpression von
IL-1B in PBMC. Es ist tendenziell jedoch festzustellen, dass, wihrend sich unmittelbar
nach Marathonlauf die Expression eher noch abfallend darstellte, einen Tag nach dem
Wettkampf hohere IL-1B-Expressionswerte festzustellen waren. Dieser Anstieg fiihrte
sowohl in der Gruppe der (Prd-)Adipdsen als auch in der der Leistungssportler zu
Messwerten, die sich nicht mehr signifikant vom Ausgangsniveau unterschieden. Ob dieser
Tatsache groflere Bedeutung beizumessen ist, ist jedoch fraglich. Diese Ergebnisse sind gut
mit denen aus fritheren Studien vereinbar. In den meisten Fillen resultierten anstrengende
Trainingseinheiten oder gar der Lauf eines Marathons in keinen Anderungen der
Plasmakonzentrationen an IL-1B (Nehlsen-Cannarella et al., 1997; Ng et al., 2008; Suzuki
et al., 2000; Suzuki et al, 2003; Ostrowski et al., 1998b). Die Arbeitsgruppe von Ostrowski
konnte jedoch im Rahmen einer anderen Studie einen leichten Anstieg an zirkulierendem
IL-1B feststellen (Ostrowski et al., 1998; Ostrowski et al., 1999). Dahingegen kam es in
einer Studie von Nieman et al. nach einem Marathonlauf zu einem geringen Abfall
(Nieman et al., 2001). Auch wenn die Genexpression in PBMC gemessen wurde konnten
entweder keine signifikanten Verdanderungen (Natelson et al., 1996; McFarlin et al., 2004)
oder eine Steigerung (Ostrowski et al., 1998; Senchina et al., 2009) nach dem
Belastungsereignis festgestellt werden. Einzig Studien, die die IL-1B-Expression im
Skelettmuskel nach sportlicher Betdtigung untersucht hatten, konnten alle einen Anstieg

messen (Ostrowski et al., 1998; Nieman et al., 2007; Buford, Cooke, Willoughby, 2009).

Durch die akute Belastung des Marathonlaufs konnten weder signifikante Ergebnisse
beziiglich der IL-2-Expression in mononukledren Zellen eruiert werden, noch konnten
beim Vergleich der Messwerte Tendenzen in eine bestimmte Richtung festgestellt werden.
Lediglich die Betrachtung der Proben mit Werten unterhalb der Nachweisgrenze lieferte
richtungsweisende Ergebnisse. Im Vergleich zur Vormessung war unmittelbar nach dem
Marathonlauf ein Anstieg an Proben festzustellen, deren Expressionswerte unter der
Nachweisgrenze lagen. 24 Stunden nach Zieleinlauf jedoch sank die Anzahl, es stieg also

tendenziell wieder die IL-2-Expressionsrate an.
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Diese Ergebnisse sind vereinbar mit denen anderer Studien, in denen durch extreme
korperliche Belastung keine Beeinflussung der Expression von IL-2 in mononukledren
Zellen zu erzielen war (Ibfelt et al., 2002; Natelson et al., 1996; Romeo et al., 2008).
Studien, die die systemische Konzentration von IL-2 nach korperlicher Belastung
gemessen hatten, konnten keine eindeutigen und iibereinstimmenden Ergebnisse ermitteln

(s. Einleitung).

Durch den Marathonlauf kam es zu einem Anstieg der Genexpression beider
Chemokinrezeptoren, wobei dieser bei CXCRI stirker war als bei CXCR2. Nach 24
Stunden sanken die Expressionsraten beider Rezeptoren bereits wieder. Wihrend sie bei
CXCRI1 schon wieder ein Niveau erreicht hatte, das sich nicht mehr signifikant von dem
vor Marathonlauf unterschied, war fir CXCR2 Gegenteiliges der Fall. Wurden die
Messergebnisse nach Gruppenzugehorigkeit statistisch ausgewertet, konnten diese
Ergebnisse nicht mehr in dem MaRe bestitigt werden. Die absoluten Werte zeigten jedoch
auch in den Untergruppen diese Tendenzen. Interessant ist zudem, dass zu allen
Messzeitpunkten die Expressionsrate von CXCRI1 bei den (Prd-)Adipdsen am niedrigsten,
bei den Leistungssportlern am hochsten war. Nur wenige Studien haben sich bisher mit
den Auswirkungen von akuter korperlicher Belastung auf Chemokinrezeptoren befasst.
Frydelund-Larsen et al. konnten zeigen, dass nach dreistiindiger Belastung auf dem
Ergometer die Genexpression von CXCR2 im Skelettmuskel anstieg (Frydelund-Larsen et
al., 2007). In einer Studie von Hong und Mills kam es nach 20-miniitigem Laufbandlaufen
zu einer Abnahme der Expression von CXCR2 auf Monozyten (Hong, Mills, 2008). Da
Intensitdit und Dauer dieser Belastung jedoch kaum mit denen eines Marathonlaufs
vergleichbar sind, gibt es fiir die abweichenden Ergebnisse wohl diverse Erkldarungen. So
konnte es zum Beispiel sein, dass es nach einem initialen Absinken zu einem konsekutiven
Anstieg der CXCR-Expression nach Belastung kommt. Mehrere Studien haben die
Veranderungen von IL-8, dem Liganden von CXCR1 und 2, nach korperlicher Aktivitét
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass parallel zu dem in dieser Arbeit gezeigten Anstieg des
Rezeptors auch ein Anstieg sowohl der Plasmakonzentration seines Liganden (Niess et al.,
2000; Nieman et al., 2001; Nieman et al., 2007; Ostrowski et al., 2001; Suzuki et al., 2000;
Suzuki et al., 2003), als auch seiner Expression in Leukozyten (Nieman et al., 2006;

Nieman et al., 2007) zu verzeichnen war.

94



Diskussion

Sowohl im Gesamtkollektiv als auch in allen drei Einzelgruppen war unmittelbar nach
Marathonlauf ein Anstieg der Genexpression der 7oll-like Rezeptoren 2 und 4 zu messen.
Nach 24 Stunden waren bereits wieder riickldufige Werte zu verzeichnen. Wéhrend sich
die TLR 2-Werte jedoch im Gesamtkollektiv noch signifikant von denen vor Marathon
unterschieden, waren sie in den Untergruppen wieder auf Ausgangsniveau gesunken.
Sowohl im Gesamtkollektiv als auch in den einzelnen Gruppen waren die
TLR 4-Expressionswerte einen Tag nach Marathon wieder auf dem Niveau vor
Marathonlauf. Lediglich eine Studie von Booth et al. ermittelte ebenso einen
Expressionsanstieg von TLR 2 und TLR 4 nach ko&rperlicher Belastung (Booth et al.,
2010). Andere Studien zeigten, dass die Genexpression der zwei untersuchten TLRs nach
einem akuten Belastungsereignis sanken (Lancaster et al., 2005; Simpson et al., 2009;
Oliveira, Gleeson, 2010), bzw. die von TLR 2 unbeeinflusst blieb (Oliveira, Gleeson,
2010). Weder Art, Intensitdt oder Dauer der Betétigung, noch die Wahl der Messzeitpunkte
erkliren diese divergierenden Ergebnisse. Nickel et al., die nur die Anderungen der
TLR-Expression in den einzelnen Untergruppen untersucht hatten, kamen zu
abweichenden Ergebnissen. Unmittelbar nach dem Marathon waren auler einem Abfall
der TLR 4-Expression bei den Freizeitsportlern keine signifikanten Ergebnisse zu erzielen.
Bei der Messung nach 24 Stunden stellten Nickel et al. jedoch einen Anstieg der
TLR 4-Expression in allen drei Gruppen fest (Nickel et al., 2011b), wadhrend in der
Auswertung der vorliegenden Arbeit ein Anstieg schon unmittelbar nach Zieleinlauf

festgestellt wurde.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es durch den Marathonlauf prinzipiell zu
einem Anstieg der Genexpression proinflammatorischer Marker in PBMC gekommen war.
Dieser Anstieg war fiir einige Parameter bereits unmittelbar nach Marathon feststellbar,
nach 24 Stunden kam es bereits wieder zum Abklingen (IL-6, TLRs, CXCRs). Andere
Marker blieben direkt nach dem Wettkampf noch unbeeinflusst oder sind leicht gesunken
und zeigten einen Anstieg erst einen Tag nach dem Marathonlauf (TNF-o, IL-1B).
Wiederum andere Entziindungsparameter dnderten ihr Expressionsverhalten in PBMC
kaum bis gar nicht (CRP, IL-2). Insgesamt waren im Vergleich zu den nach korperlicher
Aktivitdt deutlich erhohten zirkulierenden Werten die Verdnderungen der Genexpression

oft nur gering oder zumindest nicht in vergleichbarem Maf3e erkennbar.
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4.3.2. Antiinflammatorische Prozesse

Der Marathonlauf fiihrte sowohl im Gesamtkollektiv als auch in den Untergruppen zu
einem signifikanten Anstieg der IL-10-Expression in mononukledren Zellen. Wenngleich
sich die Mittelwerte in der statistischen Auswertung nicht signifikant voneinander
unterschieden, so ist doch ein deutlicher Gruppeneffekt dahingehend erkennbar, dass
dieser Anstieg mit steigendem Leistungsniveau zunahm. Wihrend es bei den (prd)adipdsen
Sportlern zu einer 9,8-fachen Zunahme kam, waren die Werte der Freizeitsportler
21,2 mal, bei den Leistungssportlern gar 108,2 mal hoher als bei der Vormessung. Da die
Mittelwerte der einzelnen Gruppen nach Marathonlauf jedoch auf einem dhnlichen Niveau
lagen, resultiert diese enorme Differenz aus den starken Unterschieden der Mittelwerte, die
sich nach der Trainingsphase ergeben hatten. Das heilit, der enorme Anstieg der
IL-10-Expression bei den Leistungssportlern war nur deshalb so grof3, weil es durch die
Trainingsphase zu einem iiberdurchschnittlich hohen Abfall der Expression gekommen
war. Bei der Messung am Folgetag des Marathonlaufs hatten sich in allen Gruppen die
Werte wieder auf Ausgangsniveau normalisiert. Auch fiir dieses Gen gab es einige Proben,
bei denen die Expression unterhalb der Nachweisgrenze lag. Passend zu den absoluten
Werten der Expressionsuntersuchung kam es durch den Marathonlauf zu einem Anstieg
der Proben mit Werten oberhalb der Nachweisgrenze auf 100%, 24 Stunden spéter hatte
nur noch ein Anteil von 88,37% der Proben eine messbare IL-10-Expression.

Die deutliche Zunahme der IL-10-Expression ldsst sich wohl am ehesten dadurch erkliren,
dass es mnach der akuten Extrembelastung zu einem enormen Anstieg an
immunmodulatorisch wirksamem IL-6 gekommen war, welches die Synthese des
antiinflammatorischen IL-10 induzierte.

Zahlreiche Studien haben die Auswirkungen von sportlicher Betdtigung auf die
systemischen Werte von IL-10 untersucht. Alle konnten zeigen, dass es unmittelbar nach
einem Belastungsereignis zu einem Anstieg an zirkulierendem IL-10 kommt (Ostrowski et
al., 1999; Suzuki et al., 2000; Suzuki et al., 2003; Nieman et al., 2001; Nieman et al., 2006;
Nieman et al., 2007; Zaldivar et al., 2006; Cox et al., 2007; Neubauer, Konig, Wagner,
2008; Ng et al., 2008). Wihrend Cox et al. bereits nach 24 Stunden eine Normalisierung
der Plasmawerte feststellten (Cox et al., 2007), waren die Werte in der Arbeitsgruppe von
Neubauer nach einem Tag noch erhoht (Neubauer, Konig, Wagner, 2008). Bei
Untersuchungen der Expression von IL-10 in PBMC nach einem Belastungsereignis

zeigten sich hingegen keine eindeutigen Ergebnisse. Wie auch in der vorliegenden Arbeit
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konnten Studien der Arbeitsgruppe von Nieman eine Erhohung der IL-10-Expression nach
Belastungen auf dem Ergometer feststellen (Nieman et al., 2006; Nieman et al., 2007).
Auch eine Studie von Zaldivar et al. zeigte, dass in bestimmten Lymphozytensubtypen die
intrazelluldre Konzentration an IL-10 nach 30-miniitiger Belastung auf dem Ergometer
anstieg (Zaldivar et al., 2006). Die Arbeitsgruppe von Senchina indes, zeigte ein Absinken
der Expression nach 90-miniitigem Radfahren (Senchina et al.,, 2009). Sowohl
Untersuchungen von Natelson et al. als auch von Romeo et al. ergaben keine relevanten
Veranderungen der IL-10-Expression nach Sportereignissen (Natelson et al., 1996; Romeo
et al., 2008). Es kann diskutiert werden, ob die Belastungen in den Studien von Nieman et
al. intensiver waren als die in den anderen genannten Studien und es somit durch eine
etwaige groflere Zunahme an zirkulierendem IL-6 zu einer stirkeren Induktion der
IL-10-Synthese gekommen war. Der Anstieg der Genexpression nach dem Marathon in der

vorliegenden Arbeit wére mit dieser Hypothese gut vereinbar.

4.3.3. Stickstoffmonoxid-Stoffwechsel

In allen Gruppen kam es durch den Lauf des Marathons zu einem Anstieg der
Serum-NO-Konzentration auf etwa den doppelten Wert. Nach 24 Stunden zeigten sich die
Werte schon wieder deutlich riickldufig, hatten jedoch das Ausgangsniveau noch nicht
wieder erreicht. Interessanterweise kam es nach dem Marathonlauf zu einem Absinken der
mRNA-Menge sowohl von iNOS als auch von eNOS in den mononukledren Zellen.
Wihrend die eNOS-Expression auf etwa 60% abfiel, sank die iNOS-Expression gar auf
20% der Werte der Vormessungen. Dies konnte auf einen negativen
Riickkopplungsmechanismus hinweisen. Fiir beide Gene stiegen die Expressionswerte
bereits nach 24 Stunden wieder auf Ausgangsniveau an. Signifikante Ergebnisse waren
generell in den Untergruppen schwieriger zu ermitteln. Dennoch sind einige
gruppenspezifische Effekte zu vermerken. Weder fiir die Expression von iNOS noch fiir
die von eNOS konnten in der Gruppe der (Prd-)Adipdsen signifikante Ergebnisse erzielt
werden. Tendenziell ist trotzdem ein Abfall der Expression nach Zieleinlauf sowie ein
Anstieg 24 Stunden spdter zu erkennen. Beziiglich der eNOS-Expression kam es in den
beiden Gruppen normalgewichtiger Sportler zu einem signifikanten Expressionsabfall
durch den Marathon, dieser war bei den Leistungssportlern deutlicher ausgeprégt.
AulBerdem blieb bei Letzteren im Gegensatz zu den Freizeitsportlern die Expression auch

einen Tag nach Marathon noch erhoht. Beziiglich der iNOS-Expression konnten sogar nur
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in der Gruppe der Leistungssportler signifikante Ergebnisse ermittelt werden. Doch auch in
den anderen Gruppen ist die Tendenz zum Expressionsabfall nach Marathonlauf und einem
konsekutiven Anstieg nach 24 Stunden zu erkennen. Dieser Anstieg blieb jedoch bei den
Leistungssportlern weitestgehend aus. Auch ein iiberproportional grofler Anstieg an
Proben mit iNOS-Werten unterhalb der Nachweisgrenze nach dem Marathonlauf spricht
fiir eine besondere Rolle der Leistungssportler. Nur wenige Studien haben bisher die
Auswirkungen von akuter korperlicher Belastung auf den NO-Stoffwechsel untersucht. In
allen kam es relativ deutlich zu einem Anstieg der NO-Produktion gemessen als dessen
Abbauprodukte Nitrat und Nitrit (s. Einleitung). Anders als in der vorliegenden Arbeit kam
es durch akute korperliche Belastung in den bisherigen Untersuchungen eher zu einer
Steigerung der iNOS-Expression (Niess et al., 2000; Silveira et al., 2007; Marfe et al.,
2010), sowohl bei Trainierten als auch bei Untrainierten (Niess et al., 2000). In einer
Studie von Sureda et al. kam es zu einer Expressionssteigerung in Lymphozyten, jedoch zu
einem Abfall in Neutrophilen (Sureda et al., 2006). Schwimmen als Belastungsereignis
fiihrte zu keiner Verdnderung der eNOS-Expression in Monozyten bei Ratten (Silveira et
al., 2007).

Es ist anzunehmen, dass die massiv erhohten zirkulierenden Werte an NO nach dem
Marathonlauf hauptsidchlich auf eine gesteigerte Produktion in Endothelzellen
zuriickzufiihren sind. Doch die bisherige Studienlage spricht ebenso fiir eine erhohte
NO-Produktion in immunkompetenten Zellen. Der Grund dafiir, dass in dieser Studie die
Expression der NO-Syntheseenzyme in PBMC jedoch nach Marathonlauf erniedrigt war,
ist unklar. Einleuchtend scheint ein negativer Riickkopplungsmechanismus, ausgelost
durch erhohtes zirkulierendes NO, das wohl am ehesten aus Endothelzellen freigesetzt
worden war. Es ist jedoch auch moglich, dass es nach einem initialem Abfall zu einer
kontinuierlichen Steigerung im Verlauf gekommen war und die Werte am Tag nach
Marathon nicht einer Normalisierung der am Vortag erniedrigten Werte entsprach, sondern
einem verzogerten Anstieg als Antwort auf die akute Belastung, der seine Spitze noch

nicht erreicht hatte.
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4.4. Fazit und Ausblick

Die Miinchner Marathon Studie war die erste ihrer Art, die in solch umfangreichem Mal3e
kardiovaskuldire = und inflammatorische = Auswirkungen von  Ausdauer- und
Hochleistungssport auf Personen unterschiedlicher korperlicher Konstitution untersucht
hat. Mit den in dieser Teilstudie untersuchten Genen wurde ein Uberblick iiber die
Beeinflussung altbekannter sowie moderner Inflammationsmarker gegeben.

Nach zehnwochigem Ausdauertraining zeigte sich eine Reduktion der Expression diverser
proinflammatorischer Parameter (IL-6, TNF-a, IL-1B, TLR 2, TLR 4 und CXCR1) in
mononuklediren Zellen. Auf systemischer Ebene waren hingegen nur geringe Anderungen
festzustellen. Einzig in der Gruppe der Leistungssportler kam es zu einem signifikanten
Riickgang an systemischem IL-6. Es ist wohl davon auszugehen, dass die Reduktion der
Genexpression in immunmodulatorischen Zellen zu keinem relevanten systemischen
Effekten gefiihrt hat oder dieser erst mit einer zeitlichen Verzogerung auftrat, so dass er
moglicherweise von den Messungen nicht erfasst wurde. Inwiefern die Expression des
antiinflammatorischen IL-10 durch die Trainingsphase beeinflusst wurde, konnte in dieser
Studie letztlich nicht eindeutig geklart werden, tendenziell scheint jedoch das
Ausdauertraining zu einer Abnahme der IL-10-Expression gefiihrt zu haben.

Der Marathonlauf fiihrte zu einer deutlichen inflammatorischen Stoffwechsellage.
Wihrend die Expression einiger Marker bereits unmittelbar nach Zieleinlauf anstieg (IL-6,
IL-10, TLRs, CXCRs), kam es bei TNF-a zu einer verzogerten Zunahme 24 Stunden nach
Beendigung des Wettkampfes. Bei der ersten Gruppe von Genen konnten einen Tag nach
der Belastung bereits wieder riickldufige bzw. normalisierte Werte gemessen werden.
Wurden zusétzlich zur Genexpression auch die systemischen Werte bestimmt, zeigte sich
ein iibereinstimmendes Bild, was Zeitpunkt und Richtung der Anderung angeht, die
systemischen Effekte waren jedoch beziiglich ihrer Intensitit noch deutlicher verglichen
mit den Expressionswerten.

Die Expression von CRP zeigte sich sowohl vom Ausdauertraining als auch vom
Marathonlauf weitestgehend unbeeinflusst, was daran liegen mag, dass PBMC nicht als
sein Hauptsyntheseort anzusehen sind. Ein dhnliches Bild ergab sich fiir die Expression
von IL-2, wobei auffdllig ist, dass sowohl vor als auch nach Intervention die
Expressionswerte sehr niedrig und oft nicht detektierbar waren.

Als Briicke zwischen Inflammationsgeschehen und endothelialen Prozessen war zusétzlich

ein besonderes Augenmerk auf den NO-Stoffwechsel gelegt worden. Das zehnwochige
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Training fiihrte weder zu signifikanten Anderungen der Abbauprodukte von NO im Serum,
noch der Expression der Syntheseenzyme iNOS und eNOS in mononukledren Zellen.
Lediglich in der Gruppe der Leistungssportler, die wohl die intensivste Trainingsphase
absolviert hatte, konnte eine Tendenz zur Verbesserung der NO-Verfiigbarkeit in Form
von erhdhten systemischen NO-Werten und gesteigerter iNOS-Synthese festgestellt
werden. Durch den Marathonlauf hingegen kam es in allen Gruppen zu einem Anstieg an
zirkulierendem NO, jedoch zu einem Abfall der mRNA seiner Syntheseenzyme in PBMC.
Es muss also davon ausgegangen werden, dass andere Gewebe die Syntheseorte des
vermehrt bereitgestellten NO waren, wobei Endothelzellen als am wahrscheinlichsten
gelten.

Hier konnten in Zukunft weitere Studien ansetzen, die z. B. die Genexpression von iNOS
und eNOS in Endothelzellen untersuchen. Dies wére allerdings mit einer enormen
Steigerung der Invasivitidt bei der Materialgewinnung verbunden. Die in dieser Arbeit
bereits generierten Primer fiir den NOS-Inhibitor DDAH konnten als Grundlage dafiir
dienen, die Stoffwechselwege des Stickstoffmonoxids noch genauer zu beleuchten.
Ahnlich interessant ist die Expression des in der Plasmamembran von Endothelzellen
exprimierten Adhisionsmolekiils E-Selectin, fiir welches ebenso im Rahmen dieser Arbeit
bereits Primer designt wurden.

Nach dem Training und einen Tag nach dem Marathon hatten die Leistungssportler
signifikant geringere IL-6-Serumkonzentrationen als die (Prd-)Adiposen. AuBlerdem lagen
ithre CRP-Spiegel einen Tag nach Marathonlauf unter denen der anderen zwei Gruppen. In
der Genexpression konnten zwischen den einzelnen Gruppen keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Die Tendenz zu einer stirkeren Reduktion der
Zytokinexpression mit steigendem Leistungsniveau war jedoch zu erkennen. Hier konnten
in eventuellen Folgestudien Gruppenunterschiede durch Anderungen im Studiendesign
noch deutlicher herausgearbeitet werden. Hilfreich wéren dabei eine Erhohung der Fallzahl
in den Einzelgruppen, sowie schirfere Gruppengrenzen. Durch engmaschigere Messungen
nach oder gar wihrend des Wettkampfes wére es moglich den exakten zeitlichen Verlauf
des Inflammationsgeschehens bei Marathonldufern widerzuspiegeln.

Neben PBMC und den bereits erwidhnten Endothelzellen konnten ebenso
polymorphnukledre Zellen, Skelettmuskelzellen oder glatte Muskelzellen als Medien
gewonnen werden, um Verdnderungen auf systemischer Ebene genauer denen auf

transkriptioneller Ebene zuordnen zu konnen.
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5. Zusammenfassung

Geringgradige chronische Entziindungsvorginge werden seit ldngerer Zeit als
pathogenetisch  fiir  diverse  Krankheitszustdinde, unter ihnen  degenerative
Gefallerkrankungen, angesehen. Man weil}, dass bei Adiposen vermehrt zirkulierende
Inflammationsparameter gemessen werden konnen. Ebenso ist bekannt, dass durch
korperliche Aktivitdt Einfluss auf das Inflammationsgeschehen genommen werden kann.
Herauszufinden, inwiefern Ausdauertraining sowie sportliche Extrembelastungen zu
Anderungen inflammatorischer Prozesse bei Menschen unterschiedlicher kérperlicher
Konstitution fithren konnen, war Ziel dieser Studie. Hierfiir durchliefen 45 ménnliche
Teilnehmer, unter ihnen 14 (prd)adipdse Freizeitsportler (A), 16 normalgewichtige
Freizeitsportler (F) und 15 Leistungssportler (L) ein zehnwochiges aerobes
Ausdauertraining, um im Anschluss einen Marathonlauf zu absolvieren. Vor und nach der
Trainingsphase, unmittelbar nach Marathonende und einen Tag nach Zieleinlauf wurden
Blutproben entnommen wund die Genexpression von Interleukin 6 (IL-6),
Tumornekrosefaktor o (TNF-a), C-reaktivem Protein (CRP), Interleukin 1 (IL-1B),
Interleukin 2 (IL-2), Interleukin 10 (IL-10), Interleukin 8-Rezeptor o (CXCRI),
Interleukin 8-Rezeptor p (CXCR2), Toll-like Rezeptor 2 (TLR 2), Toll-like Rezeptor 4
(TLR 4), induzierbarer NO-Synthase (iNOS) und endothelialer NO-Synthase (eNOS) in
peripheren mononukledren Zellen (PBMC) mittels real-time PCR gemessen. Des Weiteren
wurden die Plasmakonzentrationen von Stickstoffmonoxid (NO) photometrisch ermittelt
und bereits vorhandene Daten zu den systemischen IL-6-, TNF-a- und CRP-Werten
statistisch ausgewertet. Das Ausdauertraining fiihrte bis auf eine 24%ige Reduktion der IL-
6-Konzentration in Gruppe L zu keinen signifikanten Anderungen der zirkulierenden
Inflammationsmarker. In PBMC kam es nach dem Lauftraining zu einer Reduktion der
Expression von IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-10, CXCR1, TLR 2 und TLR 4, die
Expressionsraten von CRP, IL-2, CXCR2, eNOS und iNOS wurden hingegen nicht
signifikant beeinflusst. Unmittelbar nach dem Marathonlauf wurden im Vergleich zur
Vormessung signifikant erhohte Plasmakonzentrationen von IL-6 und NO gemessen,
wihrend die von TNF-a und CRP erst 24 Stunden nach Marathonende erhoht waren. Auch
die Expression von IL-6, IL-10, CXCR1, CXCR2, TLR 2 und TLR 4 stieg sofort nach dem
Lauf an, diejenige von TNF-a jedoch erst nach 24 Stunden. Die Expressionswerte von
eNOS und iNOS hingegen sanken durch das Belastungsereignis, wihrend die von CRP,
IL-1B und IL-2 keine signifikanten Ergebnisse lieferten. Wurden die Werte zwischen den
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drei Gruppen verglichen, so konnten nur bei den Plasmakonzentrationen wenige
signifikante Unterschiede ermittelt werden, nicht jedoch bei den Expressionswerten. So
war in Gruppe L nach der Trainingsphase und einen Tag nach Marathonlauf IL-6
signifikant niedriger als in Gruppe A und beim letzten Messzeitpunkt CRP signifikant
niedriger als in den anderen beiden Gruppen.

Insgesamt erzielte also das Ausdauertraining durch eine Reduktion der Expression
proinflammatorischer Parameter einen antiinflammatorischen Effekt. Durch die sportliche
Extrembelastung hingegen kam es zu einem Anstieg an zirkulierenden
Entziindungsparametern sowie zu deren vermehrter Synthese in PBMC. Signifikante
Unterschiede, die sich auf Korpermasse und Trainingszustand der Teilnehmer

zuriickfiihren lieen, konnten nicht ermittelt werden.
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Anhang
7. Anhang

7.1. Auflistung aller Messwerte

Samtliche ermittelten Messwerte und die daraus errechneten Werte, die in die statistische
Auswertung eingeflossen sind, sind dem beiliegenden digitalen Anhang zu entnehmen. Im

Einzelnen sind dies:

- die RNA-Konzentrationen der Proben nach  Aufreinigung  mittels
Phenol-Chloroform-Extraktion (RNA-Konzentration.xIsx)

- die RNA-Konzentrationen der Proben nach Aufreinigung mit NucleoSpin®
(RNA-Konzentration.xIsx)

- die Ct-Werte der HKG (Ct-Werte housekeeper.xlsx)

- die Ct-Werte aller untersuchter Genmarker (Daten PCR.xlsx), sowie deren Werte
nach Kalibrierung (Kalibration.xlsx) und Normalisierung (Normalisierung.x1sx)

- die OD-Werte von Nitrit und NOx (Colorimetric_Assay.xlsx), sowie die daraus
errechneten Werte der Serumkonzentrationen von NOx
(Serumkonzentration NOx.xIsx)

- die Werte der Serumkonzentrationen fiir CRP, IL-6 und TNF-a (ELISA xlsx)

7.2. Publikationen im Rahmen der vorgelegten Promotionsarbeit

Teile dieser Arbeit wurden am 08.10.2011 auf dem 42. Deutschen Sportdrztekongress
vorgestellt. Die Veroffentlichung fand in Form eines Postervortrags unter dem Titel
,»Expression inflammatorischer Marker bei chronischer und akuter Ausdauerbelastung*
(Autoren: M. Schonfelder, I. Adomeit, H. Hofmann, R. Oberhoffer, H. Hanssen) statt. Im

Folgenden der Kongressbericht sowie das Poster der Priasentation.
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Anhang

Referat Nr. 342 (Postervortrag (5 min)), Sitzung PO-11 (08.10.2011, 10:20 Uhr):

Expression inflammatorischer Marker
bei chronischer und akuter Ausdauerbelastung

Schonfelder M!, Adomeit I', Hofmann H!, Oberhoffer R!, Hanssen H?

'Lehrstuhl fiirr Sport und Gesundheitsforderung, Technische Universitat Miinchen,
Institute of Exercise and Health Sciences, University of Basel

Geringgradige chronische Entziindungsvorgénge werden als pathogenetisch fiir diverse Krankheitszustande wie
degenerative GefdfSerkrankungen angesehen. die aber durch kérperliche Aktivitit beeinflusst werden kénnen.
Das Ziel der Studie war es zu zeigen, wie sich chronisches Ausdauertraining und akute Extrembelastungen auf
inflammatorische Parameter bei Personen unterschiedlicher Konstitution und Leistungsfahigkeit auswirken.
Hierfiir absolvierten 14 (prd)adipose Freizeitsportler (A). 16 normalgewichtige Freizeitsportler (F) und 15 Leis-
tungssportler (L) ein zehnwdchiges Ausdauertraining und einen abschlieSenden Marathonlauf. Vor und nach der
Trainingsphase, unmittelbar und einen Tag nach Zieleinlauf wurden bei den Probanden Blutproben entnommen.
Mittels PCR wurde die mRNA folgende Gene aus peripheren mononukledren Zellen (PBMC) quantifiziert: 1L-6,
TNF-a, CRP. IL-1B, IL-2, IL-10, CXCR1. CXCR2, TLR 2, TLR 4. iNOS und eNOS. Erganzend wurden die Plasma-
konzentrationen von Stickstoffmonoxid (NO), IL-6, TNF-a und CRP ermittelt. Das zehnwichige Ausdauertraining
fiihrte bis auf eine Reduktion von IL-6 in der Gruppe L. um 24 % zu keinen signifikanten Anderungen der Plasma-
konzentration der gemessenen Genmarker. In PBMC reduzierte sich nach dem Lauftraining die Expression von
I1-6, TNF-a, IL-1B, IL-10, CXCRI. TLR 2 und TLR 4. Hingegen waren die Expressionsraten von CRP, IL-2, CXCR2,
eNOS und iNOS nicht signifikant beeinflusst. Unmittelbar nach dem Marathonlauf waren signifikant erhohte Plas-
makonzentrationen von IL-6 und NO zu messen. Die zirkulierenden TNF- und CRP-Werte waren erst 24 h nach
Zieleinlauf erhoht. Ebenso war eine erhéhte mRNA-Expression von IL-6, IL-10, CXCR1, CXCR2, TLR 2 und TLR 4
nach Marathonende zu messen. Die TNF-a Expression zeigte erst 24 h nach Zieleinlauf erhohte Werte. Durch das
akute Belastungsereignis kam es zu einer Reduktion der Expressionswerte von eNOS und iNOS, wobei CRP IL-1B
und IL-2 unverandert waren. Im Gruppenvergleich konnten nur wenige Unterschiede gezeigt werden. Lediglich die
Gruppe L zeigte reduzierte Plasmawerte von IL-6 und CRP. die sich aber in der Genepxression nicht wiederspie-
gelten. Insgesamt zeigte das Ausdauertraining einen antiinflammatorischen Effekt, der sich in einer reduzierten
Expression proinflammatorischer Parameter in PBMC &uf8erte. Durch die Marathonbelastung kam es zu einem
Anstieg der zirkulierenden Entziindungsparameter. die sich auch in der Expression der PBMC wiederspiegelte.
Signifikante Unterschiede, die sich auf Korpermasse und Trainingszustand der Teilnehmer zuriickfiihren liefen,
konnten nicht ermittelt werden.
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Anhang

Expression inflammatorischer Marker bei chronischer und
akuter Ausdauerbelastung (Miinchner Marathon Studie)

Martin Schénfelder’, Ines Adomeit!, Hande Hofmann', Renate Oberhoffer!, Henner Hanssen?

Lehrstuhl fiir Praventive Padiatrie, Fakultat fiir Sport und Gesundheitswissenschaft, Technische Universitat Miinchen; 2Institute of Exercise and Health Science, University of Basel

Hintergrund

Geringgradige chronische Entziindungsvorgénge werden seit langerer Zeit als pathogenetisch fiir diverse Krar

adipdsen Menschen erhohte e Werte an 1
Inflammationsgeschehen genommen werden kann.

(wie bspw. ive G kungen) angesehen. Man weil, dass bei

 werden konnen. Ebenso ist bekannt, dass durch chronische als auch akute korperliche Aktivitat Einfluss auf das

Ziel
Das Hauptaugenmerk in der folgenden Studie lag darin herauszufinden, inwiefern ein
mehrwochiges Ausdauertraining, sowie eine akute kérperliche Extrembelastungen zu
Anderungen inflammatorischer Parameter bei Menschen unterschiedlicher kérperlicher
Konstitution und Fitness fiihren kann.

Methodik
Studiendesign und Probanden
Die i Studie untersuchte die pt Effekte eines
zehnwéchi Ausd i und einer akuten Marathonbelastung bei

Laufern mit unterschiedlichem Fitnessgrad. Aus ca. 300 mannlichen Bewerbern (30-60
Jahre alt) konnten 15 Amateurleistungssportler (L; 76,49+4,79 kg; BMI 23,39+0,94), 17
Freizeitsportler (F; 81,28£9,12 kg; BMI 24,63+1,90) und 15 praadipése Hobbysportler (A;
99,84£11,81 kg; BMI 29,97+2,36) rekrutiert werden, die sich einer zehnwéchigen
Trainingsintervention und einer Marathonbelastung unterzogen haben. Aus der Gruppe F
und A absolvierte jeweils ein Proband die Studie nicht. Im Rahmen dieser
Interventionsstudie erschienen alle Probanden zu vier Visiten (V1-4): V1 = vor Aufnahme
des Trainings, V2 = nach 10 Wochen Training (vor dem Marathon); V3 = direkt nach dem
Marathon, V4 = 24 Stunden nach dem Zieleinlauf.

Genexpressions- und Blutparameter

Zu allen Visiten 1-4 erfolgte eine intravendse Blutabnahme. Aus Heparinblut wurden mittels
Dichtegradienten-Zentrifugation die peripheren mononukledren Blutzellen (PMBC) isoliert.
Die anschlieBende RNA-Isolation erfolgte mittels peqGOLD TriFast (Peglab Erlangen, GER)
und NucleoSpin RNA Clean-up XS (Macherey-Nagel, Dirren, GER). Die Geneexpressions-
analyse erfolgte mittels One-Step-RT-PCR (QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit; Qiagen
Hilden, GER) am Rotor-Gene 6000 (Corbett Research; Sydney, AUS). Alle Genexpressions-
daten wurden gegen eine externe Probe kalibriert und zu beta-Aktin (als Housekeeping
Gen) r isiert. Als i Kandit e wurden die folgenden Gene quantifiziert:
Interleukin 6 (IL-6), Tumorr a (TNF-a), C: Protein (CRP), Interleukin
1B (IL-1B), Interleukin 2 (IL-2), Interleukin 10 (IL-10), Interleukin 8-Rezeptor alpha (CXCR1),
Interleukin 8-Rezeptor beta (CXCR2), Toll-like Rezeptor 2 (TLR 2), Toll-like Rezeptor 4 (TLR
4), induzi NO-Synthase (iINOS) und er jaler N thase (eNOS)

Die Stickoxidquantifizierung erfolgte kolorimetrisch mittels Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay
Kit (Biozol; Eching, GER) aus den entsprechenden Serumproben der Probanden. Die
Bestimmung von IL-6, TNF-a und CRP Blutplamsa erfolgte im Routinelabor (Klinikum rechts
der Isar, Technische Universitat Miinchen).

Statistik

Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit Hilfe SigmaPlot 10.01: Korrelationsanalysen
wurden mittels Pearson Product Moment Correlation und Zeit- und Gruppeneffekte mittels
Two way ANOVA bestimmt.

Ergebnisse 1

Nachdem chronischem Ausdauertraining iiber 10 Wochen
Das Ausdauertraining fiihrte bis auf eine Reduktion der IL-6-Konzentration in der Gruppe L
um 24 % bei V2 zu keinen signil 1 A der P der
gemessenen Markern (Tab. 1a-d). In den PMBC kam es nach dem Lauftraining (V2) zu
einer Reduktion der Inflammationsmarker IL-6 (Abb. 1a), TNF-a (Abb. 1b), IL-1B, IL-10,
CXCR1, TLR 2 und TLR 4. Die Expressionsraten von CRP, IL-2, CXCR2, eNOS und iNOS
wurden hierbei nicht signifikant beeinflusst.

Akut nach der Marathonbelastung

Unmittelbar nach dem Marathonziellauf waren im Vergleich zur Vormessung signifikant
erhohte Plasmakonzentrationen von IL-6 (Tab. 1a) und NO (Tab. 1d) zu messen. Die
zirkulierenden TNF-a- und CRP-Werte waren jedoch erst zeitverzogert, 24 Stunden nach
Beendigung des Marathons, signifikant erhht (Tab. 1b+c). Auch die Genexpression von
IL-6 (Abb. 1a), IL-10, CXCR1, CXCR2, TLR 2 und TLR 4 stiegen direkt nach Marathonende
an. Wahrend die Messung unmittelbar nach Zieleinlauf fiir die Genexpression von TNF-a
noch keine signifikanten Anderungen zeigte, war sie 24 Stunden nach Zieleinlauf erhoht
(Abb. 1b). Durch das Belastungsereignis kam es zu einer Reduktion der Expressionswerte
von eNOS und iNOS. Keine signifikanten ergaben die ingen
in den PMBC von CRP, IL-1B und IL-2.

Zwischen den Interventionsgruppen

Zwischen den drei Interventionsgruppen konnten nur wenige signifikante Unterschiede in
den Messparametern festgestellt werden. Die systemischen Werte von IL-6 in der Gruppe
L lagen nach der Trainingsphase (V2) und einen Tag nach Marathonlauf (V3) signifikant
unterhalb denen der Gruppe A (Tab. 1a). 24 Stunden nach der Marathonbelastung (V4)
lagen die Pl { te von CRP in der Gruppe L signifikant unter
denen der anderen zwei Gruppen (Tab. 1c). Bei der Messung der Genexpressionen
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen festgestellt werden.
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Tab. 1: Plasmakonzentrationen von IL-6, TNF-a und CRP und Serumkonzentrationen von Stickoxid (NOx):
Signifikanzen bei p <0,05 innerhalb eines Kollektivs indiziert durch Buchstaben zwischen den Kollektiven
indiziert mit *.

Diskussion & Ausblick

Die Miinchner Marathon Studie war die erste ihrer Art, die in diesem Umfang kardiovaskulare
und inflammatorische Auswirkungen von Ausdauersport auf Personen unterschiedlichster
korperlicher Konstitution untersucht hat. Mit den in dieser Teilstudie untersuchten Genmarkern
wurde ein Uberblick (ber die Veranderungen auf altbekannte sowie moderne
Inflammationsmarker gegeben. Es zeigte sich eine Reduktion der Expression
proinflammatorischer Genmarker (IL-6, TNF-a, IL-1B, TLRs, CXCRs) in den
immunkompetenten Zellen nach zehnwéchigem Ausdauertraining (vgl. Smith et al., 1999). Auf
systemischer Ebene zeigten sich hier nur marginale Anderungen. Inwiefern die Expression
des anti-inflammatorischen IL-10 durch die Trainingsphase beeinflusst wurde ist nicht ganz
klar. Durch den Marathonlauf kam es zu einer deutlichen proinflammatorischen Lage.
Wahrend die Expressionsraten einiger Marker bereits unmittelbar nach Zieleinlauf anstiegen
(IL-6, TLRs, CXCRs), kam es bei anderen zu einer verzogerten Zunahme, die 24 Stunden
nach Beendigung des Wettkampfes zu messen war (TNF-a, IL-1B). Bei der ersten Gruppe
von Genen konnte einen Tag nach der Belastung bereits wieder riicklaufige bzw. normalisierte
Werte gemessen werden. Analog zu den Pl wurden entspi auch
die im Blut zirkulierenden Proteine (IL-6, TNFa, CRP) quantifiziert. Es zeigte sich ein
iibereinstimmendes Bild, was Zeitpunkt und Richtung der Anderung angeht. Die Gen-
Expression von IL-2 und CRP zeigte sich sowohl vom Ausdauertraining als auch vom
Marathonlauf d influsst (vgl. et al., 2003). Dies mag
zumindest fir CRP daran liegen, dass die PMBC nicht als hauptsachlicher Syntheseort
anzusehen sind. Als Briicke zwischen Inflammationsgeschehen und endothelialen Prozessen
war auch ein besonderes Augenmerk auf den Stoffwechsel von NO gelegt worden. Das
zehnwéchige Training filhrte zu keinen signifikanten Anderungen im NO-Stoffwechsel,

1 als  die ikte von NO im Plasma und die Expression der
Syntheseenzyme iNOS und eNOS in PMBC. Lediglich in der Gruppe der Leistungssportler,
die wohl die intensivste Trainingsphase absolvierte, konnte eine Tendenz zur Verbesserung
der NO-Verfiigbarkeit festgestellt werden (vgl. Tordi et al., 2006; Poveda et al., 1997). Durch
den Marathonlauf hingegen kam es in allen Gruppen zu einem Anstieg an zirkulierendem NO,
jedoch zu einem Abfall der mRNA seiner Syntheseenzyme in PBMC.

ist dass in vielen i der
die pi ion parallel zur Protei ion verlauft. Dariiber hinaus zeigte sich
eine i i der IL-6-Ki i bei den Leistungssportlern

gegeniiber den (Prd)Adipésen nach der zehnwdchigen Trainingsphase und zudem
deutlich geringere CRP-Werte in der Nachbelastungsphase (24 Std. nach Zieleinlauf).
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