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1 Einfuhrung

1.1 Der Korper unter Belastung

Auf Belastung reagiert der Korper je nach Intensitat, Dauer und individueller
Veranlagung sehr unterschiedlich. Dasselbe gilt fir den Aufenthalt unter extremen
Umweltbedingungen wie Hitze, Kalte oder grollen Hohen beziehungsweise Hypoxie,
bevor eine Akklimatisation des Organismus stattgefunden hat. Die jeweiligen
Belastungen spiegeln sich in verschiedenen metabolischen, respiratorischen und
kardialen Prozessen wider, die wiederum leistungslimitierende GroéRen wie den
Sauerstofftransport und die Sauerstoffausschopfung in der Korperperipherie
beeinflussen. Dabei finden sich unter anderem ein Anstieg der
Hamoglobinkonzentration, erhdhte Pufferkapazitat sowie  strukturelle und
biochemische Anpassungsvorgange in der Skelettmuskulatur (Bailey et al., 1997).
Sowohl bei Ausdauerbelastung als auch bei Hypoxieaufenthalten konnte zudem ein
Anstieg der Katecholamine im peripheren Blut beobachtet werden (Greiwe et al.,
1999; Calbet 2003).

1.1.1 Reaktion auf erschopfende Belastung

Mit Beginn koérperlicher Belastung wird im Organismus durch periphere Signale aus
dem arbeitenden Muskel sowie durch zentrale Impulse eine vielschichtige Reaktion
ausgel6st. Eine Schlusselrolle spielt dabei die Aktivierung des sympathischen
Nervensystems mit entsprechender Wirkung auf kardiovaskularer, metabolischer und
hormoneller Ebene. In Folge wird durch dieses System die muskulare Leistung, die
Thermoregulation sowie Wasser- und Elektrolythaushalt den Anforderungen gemaf
verandert. Diese physiologischen Prozesse selbst regulieren wiederum uber einen
komplexen Feedback-Mechanismus den Aktivierungsgrad des sympathischen
Systems (Christensen et al., 1983).

Frihere Studien konnten nachweisen, dass starke korperliche Belastung einen
Anstieg der mononuklearen Zellen im periphervendsen Blut (PBMC) verursacht
(Connolly et al., 2004). Die Lymphozyten sind unter Belastung ebenfalls erhéht,
zeigen jedoch als einzige der Leukozytensubpopulationen mit Ende der Belastung

ein Absinken der Konzentration unter den Ausgangswert (McCarthy et al., 1988).
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Ein wichtiger Effekt korperlicher Belastung ist die erhdhte Produktion freier
Sauerstoff- und Stickstoffradikale (ROS/RNS). Durch Vergleiche zwischen aerober
und isometrischer Belastung ist bekannt, dass hierfir nicht ausschliel3lich die erhéhte
Sauerstoffaufnahme verantwortlich sein kann (Alessio et al., 2000). Das Ausmal des
belastungsbedingten oxidativen Stress ist dabei nicht nur abhangig von
Belastungsdauer und -intensitat sondern auch von dem Trainingszustand des
belasteten Organismus. Bei ausdauertrainierten Athleten konnte gezeigt werden,
dass die ROS/RNS-Freisetzung durch Leukozyten in geringerem Umfang als bei
einer untrainierten Kontrolle stattfindet, die antioxidative Kapazitat hingegen erhoht
ist. Dadurch wird der durch korperliche Belastung ausgeldste oxidative Stress
reduziert (Niess et al., 1999). Dabei scheint der Belastungstyp mit ausschlaggebend
zu sein. So wurde im Gegensatz zu dem Effekt des regelmafRigen Ausdauertrainings
bei dynamischem Krafttraining kein Zusammenhang der
Malondialdehydkonzentration, die als Marker flr oxidativen Stress gemessen wurde,
mit dem Trainingsstatus festgestellt (Viitala et al., 2004).

Freie Radikale werden standig durch unvollstandige Sauerstoffreduktion in der
Atmungskette und verschiedenen Zellen gebildet. Aufgrund ihres freien Elektrons
verhalten sie sich sehr aggressiv gegenuber zellularen Strukturen wie Proteinen,
DNA oder Lipiden und kénnen der Zelle so erheblichen Schaden zufligen. Niess und
Mitarbeiter fuhrten 1998 eine Studie durch, in der spezifisch fur Leukozyten eine
ROS-bedingte Schadigung der DNA unter erschopfender Ausdauerbelastung
nachgewiesen wurde (Niess et al., 1998). Dass uber derartige Vorgange das
Immunsystem stimuliert und eine Entzindungsreaktion ausgeldst wird, wird schon
seit Langem diskutiert (McCord et al., 1969). Neuere Literatur zeigt, dass ROS diese
proinflammatorische Funktion unter anderem durch Erhdhung der mikrovaskularen
Permeabilitat, verstarkte Lipidperoxidation, Bildung chemotaktischer Substanzen und
die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten an Orte der Entzindung erflllen
(Cuzzocrea et al., 2001). Ausserdem wurde beobachtet, dass freie Sauerstoffradikale
unabhangig von der Entzindungsreaktion Funktionen intrazellularer Signalmolekile
Ubernehmen und dadurch entscheidend an Proliferation und Zelldifferenzierung
beteiligt sind (Sauer et al., 2001).

In den letzten Jahren wurden verschiedene placebokontrollierte Studien

durchgefuhrt, um zu prifen, inwieweit sich die oxidative Reaktion auf korperliche



Belastung durch die Zufuhr von Antioxidantien beeinflussen lasst, die jedoch zu
widerspruchlichen Ergebnissen flhrten. Dies kann durch die Verwendung
verschiedener Studienprotokolle unter anderem bezlglich Behandlungsdauer,
Belastungsmodus und -intensitat sowie gewahlter Antioxidantien erklart werden. Die
genaue Entwicklung der Wissenslage auf diesem Gebiet zu verfolgen, wirde den
Rahmen der vorliegenden Arbeit sprengen. Insgesamt scheint sich aber
herauszukristallisieren, dass Antioxidantien nur einen geringen Effekt auf die
Entstehung und das Ausmal} oxidativen Stress wahrend und nach korperlicher
Belastung ausutben. Im Jahr 2000 wurde von Niess und Mitarbeitern gezeigt, dass
RRR-a-Tocopherol die Expression von Hamoxygenase (HO)-1 und inducible nitric
oxide synthase (iINOS) bei Laufern unter erschépfender Belastung nicht beeinflusst.
Ebenfalls bei Laufern wurde beobachtet, dass die Gabe von Vitamin C keinen Effekt
auf Veranderungen der Zytokine, Muskelenzyme oder Lymphozytenpopulation hat
(Petersen et al., 2001). Allerdings wurde fur maRig trainierte Erwachsene bei einem
Mangel an diesem Vitamin und an Vitamin E eine Beeintrachtigung der
Ausdauerfahigkeit nachgewiesen. Im Umkehrschluss, also durch Substitution von
Vitamin C und E, wurde jedoch weder eine Verbesserung der aeroben noch der
maximalen Trainingskapazitat mit noch unklarem Effekt auf die Ausdauer beobachtet
(Witt et al., 1992). Unter Behandlung mit Vitamin C wurde zum Beispiel auch
festgestellt, dass zwar die Proteinoxidation dosisabhangig abgeschwacht wird, sich
aber weder die Lipidperoxidation noch der Glutathionhaushalt andern (Goldfarb et
al., 2005).

Dagegen wurde fir ein antioxidatives Getrank aus blauen Trauben, Himbeeren und
roten Johannisbeeren eine Gegenregulation des oxidativen Stress bei Untersuchung
durchschnittlich trainierter Fahrradfahrer nachgewiesen (Morillas-Ruiz et al., 2005).

In letzter Zeit wurde eine Anzahl von Genen spezifiziert, die unter
Halbmarathonwettkampfbelastung eine signifikante Veranderung der Expression
zeigen. Einige davon kodieren fur Proteine des Redox-Systems (Thioredoxin, GSTM
3, IL-1 Rezeptorantagonist), andere fur interzellulare Kontakte (CD 81), fur Gene der
Signaltransduktion oder der zellularen Protektion (mitogen-activated protein kinase
activated protein kinase 2: MAPKAP-K2) (Zieker et al., 2005). Diese Fulle an
betroffenen zellularen Systemen macht die vielschichtigen Auswirkungen einer

derartigen korperlichen Belastung deutlich.



1.1.2 Reaktion der Zelle auf Hypoxie

Es ist bekannt, dass die zellulare Reaktion auf Hypoxie maldgeblich von der
Expositionsdauer abhangt. So werden bei akuter Hypoxie sehr fruh
Entzindungsmediatoren und Wachstumsfaktoren aus dem Endothel freigesetzt,
wohingegen erst bei langerdauernder Hypoxie die Expression der Gene
hochreguliert wird, die flr die bendtigten Zytokine und Wachstumsfaktoren kodieren
(Michiels et al., 2000).

Intrazellular werden bei Sauerstoffmangel eine Reihe metabolischer und
biosynthetischer Prozessen ausgelost, die der Zelle eine Anpassung an die neuen
hypoxischen Bedingungen ermoglichen. Dazu gehoért z.B. die Expression des
insulinunabhangigen Glukosetransproters GLUT1, verschiedener Schllisselenzymen
der Glykolyse, des Hormons Erythropoetin sowie des vaskularen endothelial growth
factors (VEGF) (Semenza 1999). Diese Prozesse scheinen vor allem durch HIF
(hypoxia inducible factor)-1 kontrolliert zu werden. Abgesehen davon existieren auch
c-Fos- und c-Jun abhangige Regulationsmechanismen, die hypoxiebedingt vor allem
das zellulare Wachstum beeinflussen (Muller et al., 1997). Auch das Interleukin IL-6,
das an der akuten Entzindungsreaktion mitwirkt, wird bei Sauerstoffmangel
hochreguliert (Yan et al., 1997).

Bereits innerhalb weniger Minuten nach Beginn des hypoxischen Zustandes, wird
auch der Transkriptionsfaktor EGR1 aktiviert, welcher einen gemeinsamen, von HIF-
1 jedoch unabhéngigen, Ursprung verschiedener zelluldrer Reaktionen auf
Sauerstoffmangel darstellt. Durch EGR1 werden IL-1-3, der prokoagulatorische TF
(tissue factor) (Yan et al., 1998), PAI-1 (plasminogen activator inhibitor), ICAM-1
(intracellular adhesion molecule) und VEGF wahrend der frihen hypoxischen Phase
induziert (Yan et al., 2000).

Wie schon fir korperlichen Belastungssituationen beschrieben, findet auch unter
Hypoxie ein Anstieg der ROS-Konzentration statt. Dies wurde unter anderem fir
zellulare ROS im Endothel (Ali et al., 1999), fur das ZNS bei hypoxisch-
ischamischem Insult (Clarkson et al., 2005) sowie bei soliden Tumoren (Brown et al.,
2001) beobachtet. Dieser hypoxiebedingte Anstieg der ROS wird durch
proinflammatorische Zytokine vermittelt (Floyd 1999). Auch fiur diese Form des

oxidativen Stress wurde der eventuelle Einfluss exogen zugefuhrter Antioxidantien



gepriuft. Im Gegensatz zu den Versuchen bei korperlicher Belastung weist die
Literatur fUr hypoxiebedingten oxidativen Stress eine groRe Ubereinstimmung
bezlglich der Wirkung exogener Antioxidantienzufuhr auf. Obwohl auch hier sehr
unterschiedliche Protokolle, Behandlungsmethoden, gemessene biochemische
Marker und Formen der Hypoxieexposition angewandt wurden, konnte durchgehend
ein protektiver Effekt festgestellt werden. Zum Beispiel besteht unter Gabe von
Ascorbinsaure, dl-a-Tocopherolazetat und a-Liponsaure ein milderer Verlauf der
Hohenkrankheit als in der entsprechenden Placebokontrollgruppe (Bailey et al.,
2001a). Auch der hypoxische Effekt eines Aufenthalts in groler Hohe gemessen an
kalteinduzierter Vasodilatation wird durch die Vitamine C und E supprimiert
(Purkayastha et al., 1999). Bei Gewebehypoxie kénnen ebenfalls gunstige Effekte
der Antioxidantiengabe gezeigt werden. So schutzen sowohl Vitamin C als auch N-
Acetylcystein die Epithelzellen boviner Retina vor hypoxieinduzierter Apoptose
(Castillo et al., 2002).

Bei der Kombination einer kdrperlichen Belastung unter Hypoxie scheint die Zufuhr
von Antioxidantien wie auch bei der korperlichen Belastung unter Normoxie

wirkungslos zu sein (Subudhi et al., 2004).

1.1.3 Der Einfluss korperlicher Belastung auf das Immunsystem

Es ist bekannt, dass Belastungen wie korperliche Aktivitat, Temperaturextreme oder
Hypoxie Einfluss auf die Immunantwort nehmen. Unter anderem verandern sich
Zytokinsektretion und  Lymphozytenproliferation, die  Plasmaspiegel der
Immunglobuline sowie die T-Zell-Konzentration. Unter koérperlicher Belastung fallt
unter den Zytokinen besonders der Entzundungsmediator IL-6 durch einen starken
Konzentrationsanstieg nach Belastung auf, der sich in geringerem Ausmal} auch fur
andere Interleukine und den Tumornekrosefaktor a (TNFa) nachweisen lasst (Suzuki
et al., 2002). Diese proinflammatorischen Vorgange werden vom Organismus durch
die Freisetzung anti-inflammatorischer Substanzen gegenreguliert. Dies sind zum
Beispiel IL-1ra (IL-1 Rezeptorantagonist) und sTNF-r (I6slicher TNF-Rezeptor) sowie
das Interleukin IL-10. Daher findet trotz der Aktivierung der Akut-Phase-Antwort bei
Belastung keine umfassende systemische Reaktion im Sinne einer Vasodilatation,
Leukozytenaggregation oder beeintrachtigter Organfunktion statt (Ostrowski et al.,

1999). Ob die pro- oder die anti-inflammatorische Komponente dieser Reaktion



Uberwiegt, hangt von Dauer und Intensitat der Belastung sowie dem Belastungstyp
ab. (King D et al., 2003).

Auf zellularer Ebene wurde eine von Belastungsintensitat und —dauer abhangige
differenzielle Neutrophilenmigration nachgewiesen. Langerdauernde Belastung von
geringerer Intensitat scheint dabei vorteilhaft fur die erworbene Immunabwehr zu
sein (Wolach et al., 2000). Im Einzelnen ist diese differenzielle Regulation des
Immunsystems in Belastungssituationen durch verschiedene Studien bezlglich der
neutrophilen Granulozyten untersucht worden. In jedem Fall korperlicher Belastung
wird eine periphere Neutrophilie ausgeldst, wobei sich die Intensitat der Belastung
auf die Funktion der Zellen auswirkt. Diese wird durch Extrembelastungen
nachweisbar eingeschrankt (Chinda et al., 2003), wahrend mafRige Belastung die
Zellfunktionen zu unterstutzen scheint (Peake, 2002).

Auch die Lymphozytenpopulation wird belastungsabhangig beeinflusst. Dabei findet
zuerst ein Migration aus peripheren lymphatischen Organen wie Milz, Lymphknoten
oder dem Gastrointestinaltrakt in den Blutkreislauf statt (Pedersen et al., 2000).
Spater nimmt die Lymphozytenzahl ab, wahrscheinlich bedingt durch eine
Erschopfung des verfligbaren Zellpools, einer Migration aus dem Kreislauf in
verschiedene Organe sowie einer erhdhten Apoptoserate (Wang et al., 2005).
Wiederum abhangig von Dauer und Intensitat der Belastung kann dies zu einer
Lymphopenie fuhren (Pedersen et al., 2000). Aufgrund vergleichender Studien
zwischen unterschiedlichen Sportarten wird mittlerweile angenommen, dass die
Immunmodulation abhangig von der ausgelbten Tatigkeit bei maximaler Intensitat
und vergleichbarem Trainingsstatus variiert (Espersen et al., 1996).

FUr Hohenaufenthalte wurde wahrend vieler Jahrzehnte, wenn nicht Jahrhunderte,
ein anti-inflammatorischer Effekt vermutet. Betrachtet man die gegenwartige
Literatur, mehren sich in der Tat die Hinweise darauf, dass Hypoxie zumindest ab
Unterschreitung einer gewissen Sauerstoffspannung immunsuppressive Wirkung
aufweist (Meehan, 1987). Obwohl es viele Studien Uber die physiologischen Effekte
einer Hohenexposition gibt, trat der immunologische Aspekt oftmals gegenlber den
direkten Auswirkungen der Anpassungsvorgange an grof3e Hohen auf Leistung und
Belastbarkeit zurick. Derzeit ist es daher auch noch nicht gelungen die genaueren
immunologischen Ablaufe bei Hohenaufenthalten nachzuvollziehen. Die Verknupfung

der Ergebnisse wird zudem dadurch erschwert, dass bei Hohenaufenthalten neben



der Hypoxie noch weitere potentiell immunmodulatorische Faktoren bertcksicht
werden mussen. Dies betrifft die erhdhte UV-Exposition, den erniedrigten Luftdruck
und andere Parameter, die in groRer Hohe physiologische Anpassungsvorgange
auslosen.

Im folgenden mochte ich einige Teilaspekte der hypoxischen Wirkung auf das
Immunsystem vorstellen, die mir im Zusammenhang dieser Arbeit als besonders
relevant erscheinen.

Bei langerdauernder hypobarer Hypoxie konnten Zytokinveranderungen festgestellt
werden, die denen unter Ausdauerbelastung sehr ahnlich sind. Davon betroffen sind
unter anderem das antiinflammatorische = Molekule IL-1ra, das als
Entzindungsmarker = bekannte CRP  (C-reactive  Protein) sowie das
proinflammatorische IL-6 (Hartmann et al., 2000). Inwieweit sich diese Ergebnisse
jedoch auf normobare Hypoxie Ubertragen lassen, muss noch uberprift werden.
Unabhangig von der Belastungsintensitat verandert sich bei Hohenaufenthalten das
Verhaltnis der Typ1 zu den Typ 2 Zellen der T-Helferzellpopulation, wodurch
langerfristig ein negativer Effekt auf die Infektneigung vermutet wird (Facco et al.,
2005).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass erschopfende koérperliche
Belastung beziehungsweise ausgepragt ungunstige Umweltbedingungen die
Immunparameter supprimieren. Fur die Kombination von korperlicher Belastung und
ungunstiger Umweltparameter, wie sie zum Beispiel bei Hdhentraining vorliegt,
wurde ein additiver supprimierender Effekt beobachtet (Shephard, 1998). Jedoch war
es bisher nicht mdglich selbst signifikante Veranderungen der Immunparameter in
einen verlasslichen Zusammenhang mit einer entsprechend erhdhten Infektionsrate
zu bringen (Malm, 2004). So konnte die ,Open-Window“-Theorie, die eine
Immunsuppression fur 3 bis 72 Stunden nach starker Ausdauerbelastung postuliert,
noch nicht zufriedenstellend bewiesen werden (Nieman et al., 1999).

Bei Training in Hypoxie konnte ein starkerer Anstieg der ROS als bei normoxischem
Training festgestellt werden. Es findet sich aber auch in Hypoxie ein Trainingseffekt
durch Mobilisierung korpereigener antioxidativer Systeme (Bailey et al., 2001b), der
fur Ausdauerbelastung unter Normbedingungen schon vorgestellt wurde (Niess et al.,
1999).



1.2 Immediate Early Gene

Die Immediate Early (IE)-Gene werden bei Stimulation der ruhenden Zelle innerhalb
weniger Minuten sehr rasch aktiviert. Sie zeichnen sich durch eine schnelle von der
de-novo Proteinsynthese unabhangige Induktion der Transkription aus. Unter
anderem kodieren Immediate Early Gene flur induzierbare Transkriptionsfaktoren zu
denen als bekannte Gruppe die early-growth-response (EGR)-Proteine gehoren.
Diese Proteinfamilie wird dadurch definiert, dass alle vier Vertreter eine
charakteristische DNA-bindende Domane bestehend aus drei aufeinander folgenden
Zinkfinger-Motiven besitzen. Die dafur kodierende Genregion ist zwischen den
Mitgliedern der  Early-Growth-Response-Gruppe  hochhomolog und auch
phylogenetisch auffallend konstant. Dies gilt nicht nur fir Mensch und Nager,
sondern ist auch fur Drosphila und sogar Hefen nachweisbar (Changelian 1989).
EGR1 erkennt Uber seine 3 Zinkfinger das DNA-Konsensusmotiv GCG(G/T)GGGCG,
das auch als GSG-Motiv oder EBS bezeichnet wird (Christy and Nathans, 1989;
Lemaire, 1990).

1.3 EGR1

1.3.1 Die Funktion der EGR-Proteine
Der Transkriptionsfaktor EGR1 wurde 1987 das erste Mal von Milbrandt und

Mitarbeitern als NGFI-A (nerve growth factor inducible gene) aus Rattenzellen isoliert
und beschrieben. Er ist homolog zu KROX-24 (Lemaire et al., 1988), den murinen
Proteinen TIS8 (Lim et al., 1987) und ZIF 268 (Christy et al., 1988), ausserdem zu
dem in Vogeln beschriebenen ZENK-Protein (Nastiuk et al., 1994). Sukhatme et al.
beschrieben 1988 als erste den humanen ,early growth response factor 1. Das daftr
kodierende Gen ist auf Chromosom 5q31 lokalisiert.

Die Transkription von EGR1 ist abhangig von intrazellularen Second-messenger-
Kaskaden. In der EGR71-Promotorregion liegen fur diese Interaktion sechs
sogenannte Serum-Response-Elements (SRE) mit der Sequenz CC(A/T)sGG vor.
Bestrahlungsversuche in vitro konnten zeigen, dass Dbiologisch aktive
Sauerstoffspezies (ROS) durch Bindung an ein solches SRE eine vermehrte EGR1-
Expression induzieren. Dabei besteht bereits nach 15 Minuten ein nachweisbarer

Anstieg der mRNA-Konzentration mit einem Maximum nach drei Stunden. Nach acht
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Stunden sinken die Expressionswerte dann wieder ab. Dieser Effekt der ROS ist
durch das Antioxidans N-acetyl-L-Cystein blockierbar (Datta et al., 1993). Auf diesem
Weg bewirkt oxidativer Stress eine direkte Hochregulierung des EGR1.

Bei Untersuchung des myokardialen EGR1 unter hypertropher Stiumulation durch
Noradrenalin, Angiotensin Il und Endothelin 1 wurde gezeigt, dass auch diese
Substanzen sowohl die Egr1-mRNA als auch das Protein EGR1 induzieren (Shamim
et al., 1999). Wie bei allen Transkriptionsfaktoren wird die Aktivitdt durch
posttranskriptionelle Modifikation reguliert (Hunter and Karin 1992). Bei EGR1 steht
die rasche Aktivierung unter dem Einfluss extrazellularer Mediatoren, wie
Wachstumsfaktoren oder Zytokinen, sowie Belastungen des Organismus unter
Hypoxie oder bei Gefalverletzung (Khachigian, 1996). Aber auch psychischer Stress
kann eine Aktivierung von EGR1 auslésen (Wong 2004).

Uber die Veranderung der Genexpression ibt EGR1 als Transkriptionsfaktor Einfluss
auf verschiedene inter- und intrazellulare Prozesse aus. So beeinflusst er unter
anderem intrazellular die Entwicklung und das Wachstum der Zelle (Sukhatme 1988).
AuBerdem nimmt EGR1 eine SchlUsselstellung im Prozess der Apoptose ein, indem
es Gene wie TNFa oder p53 reguliert (Ahmed, 2004). Ein Beispiel fur interzellulare
Aufgaben des EGR1 ist die Veranderung der synaptischen Plastizitat (Wei et al.,
2000; Richter 2001), wodurch unter anderem die Ausbildung des Kurz- und Langzeit-
sowie des Schmerzgedachtnisses beeinflusst wird. Besonders im Zusammenhang
der Hypoxieexposition ist ausserdem interessant, dass EGR1 Uber die Kontrolle
verschiedener Gene wie zum Beispiel den Matrix-Metalloproteinasen entscheidend
an der Gefalneubildung beteiligt ist (Fahmy 2003).

1.3.2 Die Rolle von EGR1 bei der Immunantwort

EGR1 ist Uber mehrere Reaktionswege mit dem Immunsystem verbunden. So
aktiviert es in T-Zellen Gene des Interleukin-2-Rezeptors B (IL-2-Rp), des Fas-
Liganden und des NFkB-1 (nukledrer Faktor). Interessanterweise wurde ein
Zusammenhang zwischen dem Anstieg der intrazellularen Konzentration an ROS
und einer gesteigerten transkriptionellen Aktivitat des NFkB mit Einfluss auf die

entzindliche Reaktion nachgewiesen (Giordano 2005). Ob dieser Zusammenhang
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durch EGR1 vermittelt wird, ist jedoch noch unklar.

In B-Lymphozyten wird innerhalb von 30 Minuten nach Stimulation des B-Zell-
Rezeptors (BCR) EGR1 induziert, welches wiederum CD-44 induziert. Es wird
vermutet, dass dieses Glykoprotein an der Migration der B-Lymphozyten in das
periphere lymphatische Gewebe beteiligt ist (Maltzman et al., 1996b). Auch das
Protein ICAM-1 (CD-54), das eine wichtige Position im Prozess der T-Zell-
abhangigen B-Zell-Aktivierung sowie der Antigenprasentation auf B-Lymphozyten
einnimmt, wird bei BCR-Stimulation durch EGR1 rasch hochreguliert (Maltzman et
al., 1996a). Wie auch CD-44 Ubernimmt das Adhasionsmolekul ICAM-1 eine wichtige
Funktion in der Leukozytenmigration. Diese wird unter anderem durch korperliche
Belastung ausgeldst, wobei gleichzeitig der Anteil an ICAM-1 (CD-54)-
exprimierenden Lymphozyten steigt (Goebel et al., 2000).

EGR1 wirkt allerdings nicht ausschlieRlich genaktivierend. So werden in B-
Lymphozyten unter anderem CD23 und Fas von EGR1 supprimiert, was die Zelle
wahrscheinlich vor Fas-induzierter Apoptose schitzt (Dinkel et al., 1997). Umgekehrt
wird die Promotorregion des EGR171-Gens selbst durch verschiedene biochemische
Signale reguliert, die durch Antigene und Zytokine in Immunzellen ausgeldst werden
(McMahon et al., 1996).

1.3.3 EGR1 unter Hypoxie

Yan et. al. konnten 1999 zeigen, dass EGR1 in Monozytenkultur unter Hypoxie
hochreguliert wird. In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass ausgeldst durch die
Aktivierung der Proteinkinase CpIl ein aktivierter Ets (E26 transformation specific
transcription)-Faktor in einem Komplex mit dem Serum-response Faktor die
Transkription des EGRT1 initiiert. Dieser Prozess lauft unabhangig von HIF-1
(Hypoxia-inducible factor) ab und wurde in ahnlicher Form auch in anderen Zelllinien
nachgewiesen.

Wie bereits besprochen entstehen bei Hypoxie vermehrt ROS. Datta und Mitarbeiter
haben 1993 in vitro einen Zusammenhang dieses zellularen Reduktions-Oxidations-
System mit EGR1 festgestellt.

1.4 Transkription
Mit  Transkription wird der Umschrieb der dsDNA (doppelstrangigen
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Desoxyribonukleinsaure) zur einstrangigen mRNA (messenger Ribonukleinsaure)
beschrieben. Dieser lauft in drei Schritten ab: Zunachst erfolgt die Initiation an
sogenannten Promotorregionen durch Anlagerung der RNA-Polymerase Il. Neben
der Initiationsstelle fur dieses Enzym gibt es in den Promotorregionen auch
regulierende Sequenzen wie z.B. die TATA-Box oder die GC-Box, die meist
upstream, also in Richtung des 5’-Endes, liegen. An die TATA-Box, an welcher sich
aufgrund der schwacheren Wasserstoffbriickenbindung die Doppelstrang-DNA relativ
einfacher spalten lasst, bindet der Initiationskomplex bestehend aus RNA-
Polymerase |l und Transkriptionsfaktoren. Letztere sind Proteinkomplexe mit
mehreren Untereinheiten, die sich entweder wie oben beschrieben als Holoenzym an
die TATA-Box anlagern oder auch weiter upstream an den DNA-Strang binden
konnen. Mit Dissoziation des Initiationskomplexes und der ATP-abhangigen
Phosphorylierung der RNA-Polymerase Il beginnt dann die zweite Phase, die
Elongation.  Durch lokale Entspiralisierung entsteht die  sogenannte
Transkriptionsblase, in der die mRNA in 5-3-Richtung am Matrizenstrang
synthetisiert wird. Durch Anlagerung von Ribonukleosidtriphosphaten bildet sich eine
RNA-DNA-Hybridhelix. Durch die Bindung von Transkriptionsfaktoren, des RNA-
Polymerase-Komplexes  sowie  verschiedener  Aktivator-  beziehungsweise
Repressorproteine wird dieser Vorgang reguliert.

Werden im Verlauf der Elongation bestimmte Stoppsignale erreicht, erfolgt die von
diversen Proteinfaktoren abhangige Termination.

Durch den hier beschriebenen Prozess entsteht hnRNA (heterogen-nukleare RNA)
oder pra-mRNA, die verschiedene Gene, eventuell sogar aus unterschiedlichen
Chromosomen, enthalten kann. Deshalb findet, noch im Zellkern, das sogenannte
Processing oder Spleil’en statt, bei dem an das 5-Ende ein N;-methyliertes GTP
(5-Cap) und an das 3’-Ende ein Polyadenylatrest angelagert werden. Ausserdem
werden dabei die nicht-kodierenden Introns entfern und die kodierenden Exons

verbunden.

1.4.1 mRNA-Varianten

2004 gelang Simon und Mitarbeitern der Nachweis zweier m-RNA Varianten des
Egr1 in muriner Retina. Die kirzere Variante, hier als Egr1-sv (short variant)
bezeichnet, ist in der Gendatenbank GenBank mit AK_040925 kodiert, der langeren
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Variante Egr1 long variant (Egri-lv) entspricht der Code NM_007913. Diese
unterscheiden sich dadurch voneinander, dass Egr1-lv in der 3’ untranslated region
(3-UTR) 293 zusatzliche Basenpaare (bp) im Vergleich zu Egr1-sv aufweist (Abb. 1).
Um diese Varianten zu differenzieren, wurde eine 3’ Rapid Amplifikation of cDNA
Ends (3’'RACE) mittels eines Ankerprimers PA (5-GCG AGC TCC GCG GCC GCG-
T12-3’) durchgefuhrt. Daflr wurde die mRNA ausgehend von PA revers transkribiert.
Die entstandene cDNA wurde in einer PCR mit den Primern Egri-sv for und PA
amplifiziert. Die daran anschliefende Gelelektrophorese und Sequenzierung
bestatigte die Existenz zweier unterschiedlichen Varianten. Das
Expressionsverhaltnis dieser Varianten war hierbei abhangig von der Lichtexposition
(Simon et al., 2004).

Interessant ist, dass sich bei Vergleich der Sequenzen dieses zusatzlichen
Abschnittes zwischen unterschiedlichsten Spezies eine hohere phylogenetische
Konservierung nachweisen lasst als innerhalb der fur die Zinkfinger kodierenden
Region des Exons 2. Dies deutet auf eine grol3e funktionelle Relevanz dieses
Abschnittes hin (Long and Salbaum, 1998).

Die oben genannte Arbeit von Simon und Kollegen lasst ausserdem vermuten, dass
die Entstehung der Varianten auf differenzieller zytoplasmatischer Polyadenylierung
beruht. Dadurch koénnte unter anderem die rasche Hochregulierung des EGR1-
Proteins innerhalb weniger Minuten nach zellularer Stimulation erklart werden (Wei et
al., 2000).

1.4.2 zytoplasmatische Polyadenylierung

Beide mRNA-Varianten des Egr1 weisen einen Polyadenylatrest am 3’-Ende auf. Wie
bereits beschrieben besteht der einzige Unterschied in einem Einschub aus 293
zusatzlichen Basenpaaren nahe der 3’'UTR bei der Variante Egr1-lv. Man geht davon
aus, dass die meisten eukaryoten Gene am 3-Ende ein einziges
Polyadenylierungssignal  besitzen.  Allerdings wurden einige  Ausnahmen
beschrieben, die nahe des 3’-Endes mehrere Polyadenylierungssignale innerhalb
eines zusammenhangenden Exons aufweisen, was als Tandem-Poly(A)-
Arrangement bezeichnet wird (Edwalds-Gilbert et al., 1997). Diese Situation findet
sich auch bei Egr1, wo nach dem Polyadenylierungssignal fir die Variante Egr1-sv

noch zwei zytoplasmatische Polyadenylierungselemente (CPEs) - CPE1 mit der
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Sequenz UUUUUGU und CPE2 mit der Sequenz UUUUUACUUU- und im Anschluf}
noch ein zweites Polyadenylierungssignal AATAAA folgt (Abb. 1).

Dieses Tandem-Poly(A)-Arrangement bedingt im Zellkern den korrekten Abschluss
der Translation durch RNA-Polymerase Il sowie das anschlieRende Splicing und den
Transport der mRNA in das Zytoplasma. Im Zytoplasma erhdhen die CPEs der
mMRNA die Stabilitat (Sachs et al., 1993; Miyamoto et al., 1996), vermutlich durch den
Schutz vor Anlagerung abbauender Enzyme in Folge einer gesteigerten
Polyadenylierung. Ausserdem wurde von Salles und Mitarbeitern 1992 ein Einfluss
der CPEs auf die Effizienz der Translation der mRNA zum Protein beobachtet. Diese
Funktion wurde zunachst noch auf der Basis einer Studie bezweifelt, die besagte,
dass nicht polyadenylierte mRNA in vifro genausogut translatiert werde wie
polyadenylierte  mRNA (Brawerman, 1981). Doch basierend auf weiteren
diesbezuglichen Untersuchungen wird derzeit angenommen, dass Polyadenylierung
die Translationseffizienz der mRNA erhéht (Ranganathan et al., 1995).

Aufgrund der genannten Effekte nimmt die zytoplasmatische Polyadenylierung
entscheidenden Einfluss auf die Effizienz zellularer Reaktionen auf verschiedene
Stimuli. Die bereits erwahnte hohe phylogenetische Konservierung der relevanten
Region ist typisch fur nicht-kodierende Regulationsorte der posttranskriptionellen und
posttranslationellen Modifikation und werden besonders am 3’-Ende beobachtet
(Miziara et al., 2004).

1.4.3 Arbeitshypothesen

Auf der Basis des derzeitigen Wissensstandes lafdt sich eine zentrale Stellung von
EGR1 in der Modulation der Immunantwort ableiten. Ferner zeigt sich eine
Uberwiegend in vitro charakterisierte Induzierbarkeit dieses Transkriptionsfaktor
durch Hypoxie und Radikale. Die vorliegende Arbeit Uberpruft erstmalig in einem in
vivo Versuch die differentielle Expression von Egr1 unter erschoépfender
Ausdauerbelastung und normobarer Hypoxie in den Blutzellen des Menschen. Dabei
wird ferner der Frage nachgegangen, ob sich die bislang nur in muriner Retina

beobachtete differentielle Regulierung der auf alternativer Polyadenylierung
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basierenden mRNA-Varianten Egr1-sv und Egr1-lv auch in Blutzellen des Menschen
finden laft.

Des Weiteren soll der Zusammenhang der Expression des Transkriptionsfaktors
EGR1 mit anderen unter den genannten Belastungen alterierten Faktoren untersucht
werden. Fur Ausdauerbelastungen wurde etabliert, dass die Lymphozytenzahl im
peripheren Blut sinkt. Durch die Untersuchung der Egri mRNA-Expressionen, des
Blutbildes und der Belastungsparameter Noradrenalin und CKMB (Creatinkinase,
Subtyp MB) bei Teilnehmern eines Halbmarathonwettkampfes soll ein mdglicher
Zusammenhang dieser Werte untereinander geprift werden.

Auch Ausmal und Qualitat der durch Hypoxie induzierten Immunmodulation werden
seit langerem kontrovers in der Literatur diskutiert.

Zuerst haben wir Freiwillige vor, wahrend und nach 23stundiger Hypoxieexposition
untersucht. Da hierbei zum zweiten Untersuchungszeitpunkt nach 7 Stunden schon
eine signifikante Veranderung in Relation zum Ausgangswert stattgefunden hatte,
wurde eine  weitere  Probandengruppe wahrend einer vierstindigen
Hypoxieexposition beobachtet. Dies fand in Form einer Crossoverstudie mit
placebokontrollierter Antioxidantienbehandlung statt. Zielsetzung war hierbei
Veranderungen der Egr1 Expression vor dem Hintergrund der externen Modifikation
der ROS naher zu untersuchen. Ausserdem sollen eventuelle Unterschiede
zwischen kurz- und mittellangfristiger Hypoxieexposition nachgewiesen werden, was
fur das Design neuer Trainingsmethoden im Sinne des ,Sleep high — Train low" -

Prinzips von Interesse ist.

2 Material und Methoden
2.1 Probandenauswahl

2.1.1 Erschopfende Ausdauerbelastung

Sieben ausdauertrainierten und marathonwettkampferfahrenen Probanden mit dem
Durchschnittsalter von 32 Jahren (Standardfehler 2,8 Jahre) wurde nach Aufklarung
uber die Risiken der Blutabnahme 10 Minuten vor Start und direkt nach Vollendung
eines Halbmarathonwettkampfes jeweils 10ml vendses Vollblut enthommen.

Die durchschnittliche Endzeit betrug 112 Minuten (Standardfehler 3,3 Minuten).
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2.1.2 Mittellangfristige normobare Hypoxieexposition

Sieben nicht hdhenangepasste mannliche Probanden mit einem durchschnittlichen
Alter von 22,6 Jahren (21,4 — 23,8) verbrachten 23 Stunden in einer Hypoxiekammer
mit normobarer Hypoxie (FiO,: 13,8%), was einem Hbhenaufenthalt von 3300m GNN
entspricht. Den Probanden wurde bei Versuchsbeginn, nach 7 Stunden, bei
Versuchsende sowie jeweils drei und acht Stunden nach Versuchsende je 10ml
vendses Vollblut abgenommen. Wahrend des Aufenthalts in der Hypoxiekammer

wurde die Sauerstoffsattigung kontinuierlich pulsoxymetrisch gemessen.

2.1.3 Placebokontrollierte kurzfristige normobare Hypoxie-

exposition unter Antioxidantienbehandlung
An dieser Studie nahmen 6 mannliche Probanden mit einem durchschnittlichen Alter
von 26,2 Jahren (22,1 - 30,2) teil. Keiner der Teilnehmer rauchte oder nahm
Medikamente, Vitamine oder Nahrungserganzungsstoffe ein. Ausserdem fand sich
bei keinem der Probanden eine positive Anamnese im Blick auf hamatologische,
kardiale, respiratorische oder renale Erkrankungen. Die Probanden hielten sich im
Abstand von sechs Wochen zweimal fur je 4 Stunden in normobarer Hypoxie (FiO.:
12,5%) auf. Dabei wurde doppelt verblindet einmal ein Antioxidans und einmal ein
Placebo verabreicht. Die Behandlung bestand aus einer Kapsel mit 400mg all-rac-o-
Tocopherol (a-Toc) (Woelm Pharma, Bad Honneff) und einer Kapsel mit 600mg a-
Liponsaure (a-LA) (ASTA Medica, Frankfurt) beziehungsweise entsprechenden
Placebokapseln. Die Probanden wurden angewiesen, diese vor Versuchsbeginn Gber
2 (a-LA) bzw. 3 (a-Toc) Wochen hinweg taglich einzunehmen. Zu
Untersuchungsbeginn, nach zwei Stunden, am Ende der Hypoxieexposition und je
eine und vier Stunden danach wurde jedem Probanden 10ml vendses Vollblut
entnommen. In den entnommen Blutproben wurde photometrisch (PerOx Kit,
Immundiagnostik, Bensheim) zu Expositionsbeginn und —ende sowie eine und vier
Stunden danach die Peroxidkonzentration bestimmt. Ausserdem wurde aus jeder
entnommenen Probe ein Blutbild erstellt. Wahrend der Hypoxiedauer wurde die
periphere Sauerstoffsattigung kontinuierlich pulsoxymetrisch (monitor SC 6000,

Siemens, Erlangen) gemessen.
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2.2 Gewinnung der Blutproben
2.2.1 PAXgene

Um aus den gewonnenen Blutproben die zellulare RNA zu isolieren, wurde das
PAXgene™ Blood RNA Kit (PreAnalytiX, Qiagen GmbH, Hilden) verwendet. Nach
Inkubation der Proben fur zwei Stunden bei Raumtemperatur wurden sie fur 10
Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand entfernt und jedem Pellet 5ml
RNase-freies Wasser zugefligt. Das Pellet wurde durch vortexen wieder aufgelost
(REAXtop, Heidolph), 10 Minuten bei 4000g zentrifugiert und wiederum der gesamte
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde danach in 360ul Pufferlésung BR1 geldst.
Der Probe wurden dann 300l Puffer BR2 und 40ul Proteinase K zugegeben und bei
55°C fur 10 Minuten inkubiert. Nach drei Minuten Zentrifugation wurde die untere
Phase verworfen. Dem Uberstand wurden 350yl Ethanol zugegeben und
anschliefend 700ul der Probe auf einer PAXgene-Saule fur eine Minute bei 8000g
zentrifugiert. Nachdem die Saule in ein neues Cup gesetzt wurde, wurde der Rest
der Probe daraufgegeben und wiederum eine Minute bei 8000g zentrifugiert. Erneut
wurde das Cup mit den ausgelosten Rickstanden ausgetauscht. Der gleiche
Prozess wurde jeweils mit 700ul Pufferlosung BR3 und 500pul Pufferlosung BR4
wiederholt. Nachdem nocheinmal 500ul Pufferlésung BR4 zugegeben wurden,
folgten drei Minuten Zentrifugation bei 8000g. Zum Auslésen wurden 40l
Pufferldsung BR5 direkt auf die Sdulenmembran pipettiert und eine Minute bei 8000g
zentrifugiert. Der letzte Schritt wurde einmal wiederholt. Die Losung wurde dann flr
funf Minuten bei 65°C inkubiert und anschliel3end sofort auf Eis gelagert.

Das beschriebene Vorgehen entspricht den Empfehlungen des Herstellers.

2.3 Aufbereitung und Isolation der RNA
2.3.1 Isolierung der Gesamt-RNA und DNase-Verdau

Gesamt-RNA wurde unter Verwendung des Standardprotokolls des RNeasy Midi-
Kits (Qiagen GmbH, Hilden) isoliert und die Proben wurden anschlief3end in je 88l
RNAse-freiem Wasser aufgenommen. Auf je 88ul Probe wurden 2ul DNase (RNase-
Free DNase-Set, Qiagen GmbH, Hilden) und 10ul 10fach DNase Puffer bestehend
aus 1M Natriumacetat und 50mM MgSO, mit HCI auf pH5 titriert, zugegeben. Bei

25°C fand innerhalb einer Stunde der enzymatische Veradau der in der Probe
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enthaltenen DNA statt. Um die DNase =zu inaktivieren, wurden die Proben
anschlief3end in einem Hitzeblock (Digital Dry Block Heater, PMC) fir 10 Minuten bei
65°C erwarmt.

2.3.2 Aufreinigung der Proben

Um die RNA weiterhin von anderen Stoffen in den Proben zu trennen, folgten weitere
Reinigungsschritte. Zuerst wurde jede Probe mit 400ul Phenol/Chloroform (Carl Roth
GmbH & Co, Karlsruhe) als Lésungsmittel 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert (EBA 12R,
Hettich). Dabei bildeten sich zwei Phasen, von denen die untere mit den gelosten
Bestandteilen verworfen wurde. Das verbleibende Gemisch wurde anschlieRend mit
je 400ul Chloroform/lsoamylalkohol (Sigma-Aldrich GmbH, Minchen) wiederum bei
4°C fur 5 Minuten zentrifugiert und wiederum die untere Phase verworfen. Die RNA-
haltigen Proben wurden mit je 10ul Natriumacetat (Merck, Darmstadt) zur Ausfallung
der RNA und 250ul 100%igem EtOH (Merck, Darmstadt) fur 30 Minuten bei -70°C
inkubiert. Anschlief’iend wurden sie 15 Minuten bei 4°C mit 14 000 rpm zentrifugiert,
damit die RNA sich am Boden der Cups absetzte. Nachdem das Ethanol dekantiert
wurde, wurde der letzte Schritt mit 70%igem EtOH zweimal wiederholt. Dadurch
entstand ein RNA-haltiges Pellet, das nach Lufttrocknung in je 20ul 10mM Tris-Puffer
bei pH8 geldst wurde.

2.3.3 Photometrie

Die Photometrie (Ultrospec 2000, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) diente
der Konzentrations- und Reihnheitsbestimmung der RNA in den einzelnen Proben.
Um Konzentrationsunterschiede vor der folgenden reversen Transkription
auszugleichen stellten wir jede Probe durch Zugabe von Reinstwasser (Ampuwa®,

Fresenius Kabi, Bad Homburg) auf eine RNA-Konzentration von 50ng/ul ein.

2.3.4 Reverse Transkription und 3’RACE

Je 250ng aufgereinigter Gesamt-RNA wurden mittels Reverser Transkiptase
enzymatisch in cDNA (complimentary DNA) umgewandelt. Dazu haben wir je Sul der
Probe mit 1pl (100mM) Random Hexamer (Mischung aus gleichen Teilen von dATP,
dGTP, dCTP und dTTP) fir 10 Minuten bei 70°C inkubiert, anschlieRend auf 4°C
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gekuhlt. Zu jeder Probe kamen dann 14pl der RT-Reagenz, das sich aus 10mM Tris-
Puffer pH 8,3, 5mM MgCl,, je 1TmM dNTP, 50U RNase Inhibitor und 50 U MulV
Reverse Transkriptase (M-MLV RT, Promega, Mannheim) zusammensetzte.

Um eine Negativkontrolle zu erhalten, wurde zusatzlich ein Ansatz ohne Enzym aber
mit RNA-Probe hergestellt (ho-RT-control). Das fehlende Volumen wurde dabei durch
reines Wasser ersetzt. Die no-RT-control diente somit auch zur weiteren Kontrolle
einer mogllichen Verunreinigung der Probe durch genomische DNA.

Damit die Durchfuhrung einer 3'RACE (3’ rapid amplifikation of cDNA-ends) mdglich
war, wurden die Proben wie oben beschrieben umgeschrieben. Mit dem Unterschied,
dass statt der Random-Hexamere fur den Umschrieb in gleicher Konzentration der in
Tabelle 1 aufgelistete Ankerprimer verwendet wurde. Hierdurch wurde sichergestellt,
dass die synthetisierten cDNAs an ihrem aulRersten 3’-Ende alle die gleiche Sequenz
— namlich die des mittels Umschrieb angehangten Ankerprimers — aufweisen. In
nachfolgenden PCRs konnte unter Verwendung eines Gen-spezifischen
Senseprimers und des Ankerprimers als Antisenseprimer eine bis an das 3’ Ende
einer zugrundeliegenden mRNA reichende Amplifikation durchgefuhrt werden. Auf
diese Weise konnen die unterschiedlichen Langen der mRNAs egri-sv und —Iv
spezifisch nachgewiesen werden.

Fir den Umschrieb verwendeten wir folgendes Protokoll: 10 Minuten bei 21°C, 20
Minuten bei 42°C, 5 Minuten bei 99°C und anschlieRend Abkuhlung auf 4°C. Die

gewonnenen cDNA-Proben lagerten bei -20°C.

2.4 Quantitative RT-PCR
2.4.1 Grundlagen

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode, die mittels bakterieller
hitzestabiler DNA-Polymerase eine in-vitro-Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte
emdglicht. Eingefihrt wurde die PCR 1986 durch K.Mullis. Eine spezifische
Amplifikation wird dadurch erreicht, dass Oligonukleotide als Primer gewahlt werden,
die jeweils komplementar zu einer Region vor und einer Region hinter der
gewulnschten Zielsequenz sind. Dadurch, dass jeder Primer an nur einen der DNA-
Strange bindet, kdnnen beide Strange als Vorlage (Template) dienen, wodurch sich
theoretisch pro Zyklus eine Verdoppelung der Zielsequenz erreichen lasst. Da in

exponentiellen Systemen auch kleinste Abweichungen spurbare Veranderungen der
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Ergebnisse bewirken kénnen, lasst sich die vollstandige Verdopplung der DNA-
Menge in der Praxis nur annahernd erreichen.

Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten: Zuerst die Denaturierung der dsDNA,
danach die Anlagerung der Primer (Annealing) und schliel3lich die Synthese des
jeweiligen Komplementarstrangs.Durch mehrfache Wiederholung dieser Zyklen wird
eine nahezu exponentielle Amplifikation der urspringlichen Nukleinsduresequenz
erreicht.

Durch die Methode der Echtzeit- oder real-time (RT-) PCR gibt es die Mdglichkeit
Amplifikation und Nachweis der Produkte simultan im gleichen Reaktionsgefaf®
durchzuflhren.  Dabei wird der Reaktion eine fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotidsonde oder ein flir DNA-Nachweise geeigneter Fluoreszensfarbstoff
beigegeben. Bei beiden Verfahren kann nach jedem Zyklus die steigende
Konzentration des PCR-Produkts anhand der starker werdenden Fluoreszenz
festegestellt werden. Wir haben in unserem Verfahren den DNA-Fluoreszensmarker
Sybr-Green (Molecular Probes, Eugene, USA) verwendet. Als Fluoreszensfarbstoff
zur Eichung des Fluoreszensdetektors durch ermittlung einer einheitlichen

Basisfluoreszens haben wir FITC in einer Konzenztration von 10nM verwendet.

2.4.2 Primerdesign

Fir die PCR-Amplifizierung werden synthetische Basen-Sequenzen mit bestimmter
Anzahl an Nukleotiden, sogenannte Primer, benutzt. Diese Primer sind so gewahlt,
dass sie antiparallel zueinander an den mRNA-Strang binden. Die optimale
Primerlange sollte 20-24 bp mit einem ungefahren GC-Gehalt von 45-63% betragen,
um die spezifische Anlagerung und eine guinstige Annealingtemperatur von 62-63°C
zu erreichen. Fur die Produktlange wurden ungefahr 60-140 bp angestrebt.

In dieser Arbeit wurden Primer flir die mRNA-Varianten Egr1-sv und Egri1-lv des
Immediate Early Gens EGR1 verwendet. Wir wahlten unsere Primer mit Hilfe der
Programme Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000) und Primer Premier 5 (Premier,
Biosoft International) aus. Die Spezifitdt der gewahlten Primerpaare im zu
untersuchenden Genom wurde mittels der Datenbank GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) gepriift.

Die verwendeten Primer sind in Tabelle 1aufgelistet.
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Tab. 1: Nukleinsduresequenz, Produktlénge und Mischungsverhéltniss des Primeransatzes der

verwendete Primer. Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) produziert.

Gen Sense-Primer (forward) Antisense-Primer Produkt-
(reverse) lange
Eart-lv 5-GGC TTA TAA ACA CAT TGA 5'-ACA CCA CAT ATC CCA 491
9 ATG CG-3 TGG GC-3' P
Eqari-sv 5-AAAGTT TCACGT CTT GGT 5-GCT CAG CTC AGC CCT 158 b
9 GCC-3 CTT CC-3' P
5-GCC TGG AGAAAC CTG CCA 5-TGG TCC TCAGTG TAG
gapdh AG-3 CCC AAG-3' 96 bp
, . 5-GCG AGC TCC GCG GCC | Ca. 550
Anker-primer Egr1-sv Sense-Primer ;
fir 3RACE GCG-T12‘3 und 250

Der Primer fur Egr1-sv bindet sowohl an die kurze als auch an die lange mRNA-
Variante (Abb. 1), wohingegen die Bindungsstelle des Primers fur Egri-lv
ausschlieRlich auf der langen mRNA-Variante existiert. Dadurch, dass die mRNA-
Variante Egr1-lv sich von der Variante Egr1-sv einzig durch 293 zusatzliche
Basenpaare in der 3’'UTR unterscheidet, ansonsten aber eine identische
Nukleinsaurensequenz aufweist, lasst sich eine Unspezifitdt der Primer fir Egr1-sv

nicht vermeiden.

Lokalisation der Primer: Egr-1sw:Egr-1 v

Egr-1Iv [Exon 1 Exon 2 ! 3UTR "_U"I—MMMAMM

| i\ TTTTTTTTITTT-anchor (PA)

------- ¢ ---- 550bp - - -
. Egr- ‘Isvfo_r____250bp‘_ 3
_ a
Egr-1 sv [Exon 1 Exon 2 [ 3UTR -—wﬁ_’ﬁamhm Ay
CPET CPE?2 HEX

-82nt JTTTTTGT |-36nt {TTTTTACTTTH11nt pA2

Abb. 1: Schema der mRNA-Varianten Egr1-sv und Egri-lv mit der Lokalisation der in dieser Studie

verwendeten Primer sowie des Anker-Primers PA der 3’RACE (s.1.4.1).

Ausserdem wurde ein Primerpaar fir die Amplifikation eines Abschnittes der
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (gapdh) verwendet. Dieses Gen haben
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wir als Housekeeping-Gen gewahlt, da sich in Vorversuchen, in denen die
Expression von gapdh mit der des ribosomalen 18s unter verschiedenen
Untersuchungsbedingungen verglichen wurde, eine stabile Expression der gapdh
zeigte (Abb. 2). Housekeeping-Gene dienen als interne Kontrolle und als
Bezugspunkt, zu dem die Expressionswerte der untersuchten PCR-Produkte, also in
unserem Fall der beiden Egr1 mRNA-Varianten, in Relation gesetzt werden (Simon
et al. 2004). Dieses Vorgehen ermdglicht den Vergleich sowohl verschiedener

Amplikons als auch unterschiedlicher PCR-Durchlaufe.
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Abb. 2: Expressionswerte des Housekeeping-Gens gapdh. Es zeigt sich die hohe Konstanz sowohl!

unter Hypoxie als auch unter Ausdauerbelastung.

Bevor wir die eigentliche Untersuchung der Proben begannen, emittelten wir mittels

Standardkurven die Primer-Effizienzen, die bei der spateren Berechnung der PCR-
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Resultate Berucksichtigung fanden. Dazu wurden 6stufige exponentielle
Verdunnungsreihen erstellt. Um moglichst hohe Effizienzen zu erlangen, verglichen
wir die PCR-Ergebnisse dieser Verdlinnungsreihen unter verschiedenen
Bedingungen. So wurde die Dauer der Polymeraseaktivierung sowie die Annealing-
Temperatur wahrend der Hauptzyklen variiert. Ausserdem erprobten wir in einigen
Vorversuchen eigene Mastermixvarianten mit verandertem DMSO- oder MgCl.-
Gehalt. Die hochste Effizienz und Reliabilitat wurde mit dem im folgenden Abschnitt
beschriebenen Protokoll erlangt.

Die optimale Primer-Effizienz lage wie unter 2.4.1 beschrieben bei 2.0, ist in der
Praxis aber quasi nicht erreichbar. In der vorliegenden Arbeit errechneten wir die
Primer-Effizienzen (E) aus den CT-values der jeweiligen Verdinnungsstufen mit Hilfe

des Software-Programmes REST © .

2.4.3 Setting der PCR

Die RT-PCR wurde in dem iCycler von Biorad (Hercules, CA, USA) durchgeftihrt. Alle
PCR-Reaktionen hatten ein Endvolumen von 15pl bestehend aus 7,5ul QuantiTect™
SYBR® Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany) inklusive 0,015ul (10nM) FITC
zusatzlich je 1,25 pl Sense- und Antisenseprimer entsprechend einer
Endkonzentration von je 0,3 uM und 5ul cDNA und wurden auf Platten mit 96 Wells
(Thermo-Fast® 96, Semi-Skirted, natural, Cat# AB-0900, ABgene, Epsome, U.K.)
pipettiert. Um der jeder PCR-Reaktion intrinsischen Variabilitdt Rechnung zu tragen,
wurden dabei je drei Wells mit der gleichen Probe besetzt. Die Platte wurde
anschliefiend mit Folie (Clear Seal Strong, Cat# AB-0685 ABgene, Epsom, U.K.) im
Combi Thermo-Sealer (Model-No. 0384/240, ABgene, Epsom, U.K.) luftdicht
verschweilt.

Die PCR lief unter folgenden Parametern: zu Beginn die Polymeraseaktivierung fur
15 Minuten bei 95°C, dann 40 Zyklen von je 15 Sekunden bei 60°C. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte bei 70°C.

2.4.4 Schmelzkurvenanalyse

Bei schrittweiser Temperaturerhéhung um je 0,5°C fur 10 Sekunden wurden von 70-

95°C die Schmelzkurven gemessen, um das Amplifikationsprodukt zu identifizieren
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und eine eventuelle Verunreinigung durch unspezifisch vervielfaltigte Produkte
auszuschlie3en (Abb. 3). Dieses Verfahren beruht auf der Tatsache, dass jeder DNA-
Doppelstrang abhangig vom jeweiligen GC-Gehalt einen spezifischen Schmelzpunkt
aufweist, an welchem definitionsgemaf 50% der DNA-Strange aufgetrennt sind.

40 gapah
200
-]
i
30 Egr-1.sv .t -
ET-T I'l' I'.' I'I m 150
- = &
) ] C @
: 20 i 'h‘l' 11 I qﬁ
I.I. |I'“'\-\I' |:' I.II Ko
o 8 ! =
A = — @» 100
- - 0
104 —F i
| i § $
: : / ! @ 50
i L i o]
0 wos — %
it a
! D :
'1 D* | I ,T I I ! T T .r T T I
70 75 80 85 10 15 20 25 30 35
Temperatur (T) in °C Anzahl der PCR-Zyklen

Abb. 3: Schmelz- (links) und Amplifikationskurven (rechts) der in dieser Studie verwendeten Primer.
(RFU: relative fluorescent unit)
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2.5 Statistische Auswertung

Vor der eigentlichen Auswertung mit Hilfe der Software JMP IN 5.1 (SAS Institute
Inc., NC, USA) wurden die Amplifikations- und Schmelzkurven der untereinander
identisch angesetzten Triplets verglichen, um stark aberrante Proben identifizieren
und von der Statistik ausschlieBen zu konnen. AnschlieRend floss der Durchschnitt

der Replikationsergebnisse eines Triplets in die Auswertung ein.

2.5.1 Berechnung

Der ,Cycle Threshold Value“ (CT-Wert) bezeichnet den Zyklus der PCR-Reaktion, bei
dem die Fluoreszenz-Intensitat des Amplifikationsproduktes einen festgelegten
Schwellenwert (Threshold) Gberschreitet. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser bei
25 gewahlt, was ungefahr 10% der mittleren maximalen Fluoreszenz entspricht. Aus
den CT-Werten der Amplikons wurde der Mean Normalized Expression Value (MEN)
berechnet, der entsprechend folgender Formel die Expression des untersuchten
Amplikons im Vergleich zu der des Houskeeping-Gens gapdh ausdrickt (Simon
2003):

)CTreference,mean

MNE =

( Ereference

)CTt arg et,mean
t arg et

Da die MNE-Werte in den jeweiligen Behandlungsgruppen nach Durchflihrung eines
Shapiro-Wilk-W-Tests Zeichen einer Nicht-Normalverteilung aufwiesen, wurden die
Daten vor der Auswertung logarithmiert. Eine Uberpriifung mittels Box-Cox-
Transformation ergab, dass eine Logarithmierung der Daten (Log-Normalisierung)
am geeignetsten war um eine Normalverteilung der Daten in den Gruppen zu
erreichen. AnschlieRend wurden mittels einer oneway-ANOVA (analysis of variance,
Varianzanalyse bezuglich eines Merkmals) die Ergebnisse der verschiedenen
Gruppen auf signifikante Einflisse untersucht.

Da die Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle wurden zur besseren graphischen
Darstellbarkeit zum Teil in die nicht-logarithmierte Form rtcktransformiert.

Zur Uberprifung der Veranderungen in den Blutbildern wurden die jeweiligen

Zellkonzentrationen nach Behandlungsgruppen unterteilt und der Mittelwert sowie die
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Konfidenzintervalle berechnet. Zeigte sich eine Signifikanz, so wurde der errechnete
p-Wert nach Bonferroni entsprechend der Anzahl der Gruppenvergleiche bereinigt.
Dabei wurde flir die Ausdauerbelastung ein Vergleich der Werte vor und nach dem
Halbmarathon durchgefuhrt. Bei der Studie des mittellangfristigen Hypoxieaufenthalts
wurden alle Zeitpunkte mit dem Wert vor Beginn der Hypoxie sowie jeweils mit den
beiden benachbarten Werten verglichen. Bei der kurzfristigen Hypoxieexposition
lagen mit der Dauer der Hypoxie und der Placebo oder Verumbehandlung zwei
EinflussgroRen vor. Wir haben deshalb in einer Repeated Measures ANOVA
(MANOVA) zunéchst getestet, ob eine Uberfiihrung der multivariaten Fragestellung in
eine univariate Fragestellung zulassig ist, indem wir den Sphericity-Test durchgefihrt
haben. Hierbei ergab sich fir unsere Daten, dass die M-transformierten ZielgréfRen
nicht korreliert waren und dieselbe Varianz aufwiesen. Deshalb haben wir eine
multifaktorielle LSMeans-Varianzanalyse durchgefuhrt. Eine signifikante LSMeans-
Varianzanalyse wurde gefolgt von einem gepaarten t-Test als post-hoc Test. Bei

Mehrfachvergleichen wurden die p-Werte nach Bonferroni-Holm korrigiert.

3 Ergebnisse

3.1 Nachweis der mRNA-Varianten im peripheren Blut mittels
3’RACE
Nachdem die cDNA aus der 3'RACE in einer PCR amplifiziert wurde, fihrten wir eine

Gelelektrophorese durch, in der die gewonnene cDNA mit einer DANN-Leiter
bekannter GréflRe verglichen wurden. Auf der rechten Seite der Abbildung 4 sieht
man die beiden Banden der unterschiedlichen mRNA-Varianten egr1-sv und egr1-Iv.
Es bestatigten sich unsere Erwartungen beziglich der Gro3e der beiden Amplikons
von 550bp fur Egr1-lv und 250bp flr Egr1-sv (s. Tab. 1).

Die Sequenz der cDNA der Egr1-sv findet sich in der Datenbank GenBank unter der
Kodierung BQ_181084.
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Abb. 4: Gelelektrophorese der 3’'RACE aus Lymphozyten. Man erkennt die Banden der RT-PCR
Produkte der beiden mRNA-Varianten erwarteter Gréf3e (s. Tab. 1).

3.2 Primereffizienzen

Um die Effizienz der verwendeten Primer berechnen zu kdnnen, wurden in einem
Schaubild die CT-Werte der Gene gegen den Logarithmus der jeweiligen cDNA-
Konzentration aufgetragen (Abb.5). Die Steigung der dadurch entstandenen Gerade

(f) wird, wie die folgende Formel zeigt, zur Berechnung der Primereffizienz bendtigt:

E=10t"1

Fir jedes der Primerpaare fur Egr1-sv, Egr1-lv und gapdh ergab sich mit 1,98 eine

hohe Effizienz.
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Abb. 5: Standardkurven und daraus berechnete Effizienzen der einzelnen Primer.

3.3 Die differenzielle Expression der mRNA-Varianten Egr1-sv und
Egri-lv
3.3.1 Unter erschopfender Ausdauerbelastung

Bei der Halbmarathon-Wettkampfbelastung zeigt sich ein deutlicher Unterschied in
der Reaktion der beiden Egr1 mRNA-Varianten. Die kurzere Variante Egr1-sv steigt
bei den sieben Probanden auf das 1,8-fache (CIl: 1,1 - 2,9; p < 0,05). Die langere
Variante Egr1-lv zeigt im Vergleich zum Ausgangswert hingegen keinen signifikanten

Unterschied der Expression nach Ende des Halbmarathons (Abb. 6a, b).
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Abb. 6: a) Expression von Egri1-sv unter Ausdauerbelastung. Wéhrend dieser Ausdauerbelastung
findet ein deutlicher Anstieg der Expression statt. b): Expression von Egri-lv unter
Ausdauerbelastung. Die Diagramme sind jeweils patientenbezogen mit Darstellung des Mittelwerts
und der 95%-Konfidenzintervalle in schwarz.

3.3.1.1Verdanderung der Belastungsparameter Noradrenalin und CK-

MBR im venésen Blut

Unter Ausdauerbelastung fand ein signifikanter Anstieg der
Noradrenalinkonzentration im vendsen Blut von einem urspringlichen Mittelwert von
53,43 ng/dl (Cl:13,7 - 93,16; p < 0,05) um 104 ng/dl (Cl: 73,98 — 134,01; p < 0,05)
statt.

Dabei kann eine signifikante positive Korrelation der Noradrenalinkonzentrationen mit
den Expressionswerten von Egri-sv festgestellt werden (Abb. 7). Der nach Pearson
berechnete Korrelationskoeffizienten (r) des Deltawertes betragt 0,68, was ein
Bestimmtheitsmal’ von 46% ergibt (p = 0,0074).
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Abb. 7: Darstellung der Korrelation zwischen den MNE-Werten von Egri1-sv und der vendésen
Noradrenalinkonzentration unter Halbmarathonwettkampfbelastung.

CKMB dient als Marker fur die Abschatzung der kardialen Belastung.

Die Ausdauerbelastung des Halbmarathonwettlaufs 16st ausgehend von einem
Mittelwert von 10,50 (ClI: 7,75 - 13,25; p < 0,05) einen Anstieg dieses Markers um
7,33 (Cl: 1,44 - 13,21, p < 0,01) auf 17,83 (Cl: 12,13 — 23,52; p < 0,05) aus (Abb. 8).
Wahrend des Wettkampfes findet somit ein signifikanter Anstieg der CKMB-

Konzentration statt (p < 0,01), wohingegen die CK keine feststellbare Veranderung

aufweist (Abb. 8).

31



a) - b) 1000 -

25 _ /
] 800 ~
% 20 -+ y 600 -
= O _
O 75 - 400 -
/ .
' 200{ ¢ A
e / "
T 0 1
vor nach vor nach
Halbmarathon Halbmarathon

Abb. 8: Vergleich der Konzentrationsdnderungen von CKMB und CK wéhrend des
Halbmarathonwettkampfes. CKMB steigt wéhrend der Belastung signifikant an (p < 0,01).

Der Quotient aus CKMB und CK betragt vor dem Halbmarathon 7,78% (Cl: 4,18 —

11,38%; p = 0,05) und danach 7, 53% (CI: 4,60 — 10,47; p = 0,05). Wahrend des
Laufs findet keine signifikante Veranderung dieses Verhaltnisses statt (Abb. 9).
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Abb. 9: Der Quotient aus CKMB und CK bei Halbmarathonwettkampfbelastung weist keine
Verédnderung auf, liegt im Mittel aber konstant oberhalb der pathologischen Grenze von 5%
(unterbrochene Linie).
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Im Gegensatz zu Noradrenalin findet sich fur CKMB allerdings keine eindeutige
Korrelation der Konzentration zu der Egr1-sv- Expression (Abb. 10). In diesem Fall
betrug der Korrelationskoeffizient nach Pearson 0,39, was einem Bestimmtheitsmal}

von lediglich 15% entspricht (p = 0,16).

Abb. 10: Darstellung der Korrelation zwischen den MEN-Werten von Egr1-sv und der venésen CK-
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CK-MBR

MBR-Konzentration unter Halbmarathonwettkampfbelastung.

3.3.2 Unter mittellangfristiger normobarer Hypoxieexposition

Im Gegensatz zu dem Expressionsanstieg von Egri1-sv unter Ausdauerbelastung,
bestent bei Hypoxie eine Verminderung der Egri1-sv-Expression. Bei diesem
23stundigem Aufenthalt in normobarer Hypoxie zeigt sich, dass die mRNA-Variante
Egr1-sv nach 7h 2,3fach (Cl: 1,4-3,7; p < 0,01) und nach 23h 2,8fach (Cl: 1,3-6,4; p
< 0,05) erniedrigt ist. Diese Tendenz halt auch nach Beendigung des Aufenthalts an.
So ist zwei Stunden nach Abschluss der Hypoxieexposition der Wert 3,9fach (ClI: 2,0
- 7,4; p < 0,01) erniedrigt. Wiederum 5h spater ist die Expression wieder
angestiegen und liegt im Vergleich zur ursprunglichen Konzentration nur noch 2,2-
fach (CI: 1,2-3,9; p < 0,05) erniedrigt (Abb. 11).
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Abb. 11: Expression von Egri1-sv unter normobarer Hypoxie. Es zeigt sich ein deutlicher initial
stérkerer Abfall  mit einem Wiederanstieq zwischen 2 und 7 Stunden nach
Expositionsende.Dargestellt sind die Rohdaten unddie Mittelwerte der Gruppen(Késtchen) mit den
95% Konfidenzintervallen der ANOVA.

Im Gegensatz zu den deutlichen Veranderungen der Expression der kirzeren
mRNA-Variante (Abb. 11), bleibt die langere mRNA Egr1-lv wie auch bei der

Ausdauerbelastung Uber die untersuchte Gesamtdauer hinweg relativ konstant (Abb.
12).
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Abb. 12: Expression von Egri-lv unter normobarer Hypoxie. Es zeigt sich keine signifikante
Verédnderung. Dargestellt sind die Rohdaten unddie Mittelwerte der Gruppen(Kastchen) mit den 95%
Konfidenzintervallen der ANOVA, die keine Signifikanz erkennen lasst.

Fir die Blutproben des 23stiindigen Hypoxieauenthalts liegen uns ferner die in der
Arbeit von Niess und Kollegen von 2003 bestimmten Daten zur phagozytaren
Aktivitat vor. Wir vergleichen diese mit der Expression der mRNA-Variante Egr1-sv.
Dabei findet sich in einer multifaktoriellen Varianzanalyse mit der phagozytaren
Aktivitat als Zielgrofle und der Egr1-sv-Expression sowie dem Zeitpunkt als
EinflussgroRen kein signifikanter Zusammenhang.

Es findet sich auch keine signifikante Korrelation zwischen der Egr1-sv-Expression
und der phagozytaren Aktivitat Uber alle Gruppen hinweg (Bestimmtheitsmal}: 5,6%)
(Abb. 13).
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Abb.13: Korrelation der phagozytdren Monozytenaktivitdt mit den Expressionswerten des Egri-sv.

Dargestellt sind die Rohdatenwerte und eine Ausgleichsgerade (lber alle Abnahmezeitpunkte hinweg.

3.3.3 Unter placebokontrollierter kurzfristiger normobarer

Hypoxieexposition unter Antioxidantienbehandlung
Bei vierstundigem Aufenthalt in normobarer Hypoxie wurde in einer Crossover-Studie
ein Vergleich zwischen einer Verumgruppe, die mit Antioxidantien behandelt wurde,
und einer entsprechender Placebokontroligruppe durchgefihrt. Dabei zeigt sich in
einer Multifaktoriellen Varianzanalyse mit der logarithmierten Egr1-sv-Expression als
ZielgroRe und dem Zeitpunkt sowie der Behandlung als EinflussgrofRe lediglich ein
signifikanter Einfluss der Behandlung. Durch die Gabe der Antioxidantien sank die
Egr1-sv-Expression auf 73% der Placebogruppenwerte ab (Cl 54% - 97%; p=0,033).
In der Kontrollgruppe bestehet eine deutliche, wenn auch nicht signifikante
Veranderung der Egr1-sv-Expression, die in der Verumgruppe jedoch nicht

nachweisbar ist. Ohne Antioxidantienbehandlung steigt die Expression von Egr1-sv
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innerhalb der ersten zwei Stunden der Hypoxie, sinkt dann Uber die restlichen 2
Stunden wahrend der Exposition ab. Zwischen den Messzeitpunkten nach 4 und 5
Stunden Iasst sich dann ein Trend zum Expressionsabfall feststellen, wohingegen die
Expression zwischen den Messungen nach 5 und 8 Stunden Uber den
Ursprungswert hinaus ansteigt. (Abb. 14a).
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Abb. 14a: Expression von Egri-sv bei vierstiindiger normobarer Hypoxie ohne Behandlung mit
Antioxidantien.
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Abb. 14b: Expression von Egr1-sv bei vierstiindigem Aufenthalt in normobarer Hypoxie unter

Behandlung mit Antioxidantien. Der in Abb.6a gezeigte Effekt der Hypoxie besteht hier nicht.

Bei direktem Vergleich der beiden Gruppen zeigt sich, dass bei Behandlung mit
Antioxidantien keine signifikante Veranderung der Expression von Egr1-sv wahrend
der Hypoxie oder der Reoxygenierung besteht, und dass die Expressionswerte
insgesamt etwas niedriger liegen als in der Placebogruppe (Abb. 14a, b).

Eine Verfalschung dieser Ergebnisse durch tageszeitliche Schwankungen wurde
ausgeschlossen, indem die Hypoxieexposition der Placebo- und der Verumgruppe
jeweils zur gleichen Tageszeit stattfand.

Wie in der Einleitung diskutiert, ist beim derzeitigen Wissenschaftlichen Stand von
einer Korrelation der Peroxidkonzentration und der Egr1-sv-Expression auszugehen.
Bei der Peroxidkonzentration ist von einer Interaktion mit dem Faktor Hypoxie und
auch mit dem Faktor Antioxidantiengabe auszugehen. Wir haben deshalb in einer
Multifaktoriellen Varianzanalyse mit einem Interaktionsterm aus
Peroxidkonzentration, Behandlungsmodus und Zeitpunkt die Korrelation zur Egr1-sv-
Expression bestimmt (Abb. 15). Dabei zeigte sich ein hochsignifikanter
Zusammenhang. Eine  detailliertere  Betrachtung der  Korrelation  der
Peroxidkonzentration mit der Egr1-sv-Expression erbrachte lediglich in der

Placebokontrollgruppe vor Beginn der Exposition einen hochsignifikanten

38



Zusammenhang (Abb. 16a). Der Korrelationskoeffizent betragt 0,98 mit einem
Bestimmtheitsmal’ von 96% (p = 0,0007). Diese Korrelation besteht weder zu einem
anderen in der Studie untersuchten Zeitpunkt noch bei der Verumgruppe unter
Antioxidantienbehandlung (Abb. 16b, 16c). So betragt der Korrelationskoeffizent fur
die Verumgruppe vor Beginn der Hypoxie 0,06 und fur die Placebogruppe nach
vierstundiger Hypoxie 0,14. Die entsprechenden Bestimheitsmalie betragen 0,3%

respektive 2%.
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Abb. 15: Darstellung der Korrellation nach einer multifaktoriellen Analyse mit der Egr1-sv-Expression
als Zielwert und der Peroxidkonzentration, der Behandlung sowie dem Zeitpunkt als Hilfswerte. p =
0,0003
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Abb. 16a: Zu Beginn der Hypoxie besteht in der Placebogruppe eine signifikante Korrelation der

Egr1-sv-Expression und der peripheren Peroxidkonzentration.
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Abb. 16b: Unter Behandlung mit Antioxidantien ist keine Korrelation zwischen der Expression von

Egr1-sv und der Peroxidkonzentration nachweisbar.
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Abb. 16c: Nach 4 Stunden unter Hypoxiebedingungen ist auch in der Placebogruppe keine

Korrelation zwischen der Egr1-sv-Expression und der Peroxidkonzentration mehr feststellbar.

Bei Vergleich der Peroxidkonzentrationen zwischen Behandlungs- und
Kontrollgruppe findet sich innerhalb letztgenannter zu allen untersuchten Zeitpunkten

eine hohere Konzentration als in der mit Antioxidantien behandelten Gruppe (Abb.

17D).

Dabei zeigt sich in einer Multifaktoriellen Varianzanalyse mit der
Peroxidkonzentration als ZielgroRe und dem Zeitpunkt sowie der Behandlung als
EinflussgroRe ein signifikanter Einfluss der Behandlung. Durch die Gabe der

Antioxidantien sank die Peroxidkonzentration um 32 pumol/l signifikant ab (Cl: 2,3 —

62 umol/l; p=0,035).
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Abb. 17: a) Unter Behandlung mit Antioxidantien (Dreieck, grau) wird Egr1-sv schwécher exprimiert
Abb.14a).
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3.4 Verédnderungen des Blutbilds

3.4.1 Unter erschopfender Ausdauerbelastung

Unter Ausdauerbelastung steigt die Gesamtleukozytenkonzentration sowie die
Konzentration der neutrophilen Granulozyten signifikant an. Einen leichten, jedoch
nicht signifikanten Anstieg findet man auch bei Mono- und Erythrozyten. Die
basophilen Granulozyten zeigen keine feststellbare Konzentrationsanderung nach
Ausdauerbelastung. Einen Abfall beobachtet man bei eosinophilen Granulozyten und
bei Lymphozyten.

Bei
Monozyten signifikante Veranderungen der Zellzahlen (p < 0,05).

Durchfihrung eines gepaarten t-Tests finden sich fur Lymphozyten und

Tab. 2a: Verdnderungen des Blutbilds unter Ausdauerbelastung. Alle Werte x10%ul. In Klammern sind
die 95%-Konfidenzintervalle der Mittelwerte angegeben. Signifikante Verdnderungen sind kursiv
hervorgehoben.

Leukozyten Neutrophile Monozyten Erythrozyten
vorher 6,25 (5,32-7,18) 3,31 (2,69-3,92) 0,39 (0,29-0,48) 4957 (4662-5251)
nachher 12,38 (8,67-16,11) | 9,51 (5,95-13,08) 0,67 (0,41-0,92) 5047 (4718-5376)
Eosinophile Lymphozyten Basophile
vorher 0,20 (0,11-0,29) 2,14 (1,74 — 2,54) 0,05 (0,03 — 0,06)
nachher 0,08 (0,04-0,12) 1,79 (1,42 — 2,16) 0,05 (0,03 — 0,06)
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Tab. 2b: Ergebnisse eines gepaarten t-Tests flir die Lymphozyten- und Monozytenpopulationen.

Mittelwert der Standard- Konfidenzintervall
Differenz abweichung
Lymphozyten 0,35 0,26 0,16 — 0,54
Monozyten 0,28 0,21 0,12 - 0,44

Von uns untersucht wurde nur die mRNA isolierter PBMCs, somit kdnnen sich nur
relative Verschiebungen der Lymphozytenpopulation zu der Monozytenpopulation,
welche beide zusammen die Gruppe der PBMCs bilden, auf unsere Messergebnisse
auswirken. Aufgrund der in Tabelle 2a dargestellten Mittelwertsveranderungen ist von
einem Absinken des Lymphozytenpopulation relativ zur Monozytenpopulation durch
die Belastung auszugehen. Statistisch zeigte sich dabei nur ein 11,6%iges relatives
Absinken (Cl: 5,6% — 17,6%; p=0,003).

3.4.2 Unter placebokontrollierter kurzfristiger normobarer

Hypoxieexposition unter Antioxidantienbehandlung

Bei der Untersuchung peripheren Blutzellkonzentrationen der Probanden vor,
wahrend und nach dem vierstindigen Aufenthalt in normobarer Hypoxie kdnnen
weder unter Antioxidantienbehandlung noch in der Placebogruppe signifikante
Veranderungen nachgewiesen werden.

Pruft man jedoch die Korrelation der Egr1-sv-Expression zu der Lymphozytenzahl,
findet sich ein schwacher, jedoch signifikanter Zusammenhang (Bestimmtheitsmal}:
8,93%, p = 0,02). Differenziert man zwischen Behandlungs- und Placebogruppe, so
findet sich ein deutlicher Unterschied. Die Placebogruppe erreicht ein
Bestimmtheitsmall von 19,60% mit p = 0,01 (adjustiert nach Bonferroni p = 0,02),
wahrend die Behandlungsgruppe keine Signifikanz aufweist. Am deutlichsten ist die
Korrelation in der Placebogruppe eine Stunde nach Hypoxieende mit einem
Bestimmtheitsmald von 85,81% und p = 0,01 (bereinigtes p = 0,07). Im Gegensatz
dazu laldt sich zu keinem Zeitpunkt in einer der beiden Gruppen oder der
Gesamtpopulation eine signifikante Korrelation zwischen der Egr1-sv-Expression und
der Monozytenzahl beobachten. Tendenziell besteht aber zu der Monozytenzahl eine

eher negative Korrelation.
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4 Diskussion

4.1 Uberblick

Nachdem Nachweis die unterschiedlichen mRNA-Varianten Egr1-sv und egri-lv in
Mauseretina nachgewiesen hatten (Simon et al., 2004), konnte in dieser Arbeit die
Existenz beider Varianten auch in peripheren mononukledren Blutzellen des
Menschen nachgewiesen werden. Unter Hypoxie und Ausdauerbelastung zeigt diese
Studie in vivo eine differentielle Regulation von Egr1, die interessanterweise
ausschlieRBlich die kurzere Variante Egri1-sv betrifft und fir diese bei den
verschiedenen Belastungstypen gegensinnig ausfallt.

Bezuglich der Beeinflussung des Egr1 durch den Belastungsparameter Noradrenalin
sowie durch Veranderung der Konzentration an ROS deuten die Ergebnisse dieser
Studie auf die Existenz interessanter Zusammenhange hin. So besteht eine positive
Korrelation zwischen der Noradrenalinkonzentration und der Expression der mRNA-
Variante Egr1-sv. Ausserdem zeigte sich eine gleichsinnige Reaktion der Egr1-sv-

Expression und der freien Radikale auf exogene Antioxidantienzufuhr.

4.2 Die Expression der mRNA-Varianten Egr1-sv und Egr1-lv

Ein Hauptaspekt der durchgefiihrten Versuche galt der Differenzierung zwischen der
MmRNA-Variante Egr1-sv und der langeren mRNA Egr1-lv. Diese unterscheiden sich
wie unter 1.4.1. beschrieben durch 293 zusatzliche Basenpaare nahe der 3'-UTR des
Egr1-lv (Abb. 1). Die Arbeit von Simon und Mitarbeitern (Simon et al., 2004) Uber
Egr1 in muriner Retina legt nahe, dass die langere Variante Egr1-lv durch den
posttranskriptionellen Mechanismus der Polyadenylierung reguliert wird, wahrend die
Kontrolle Uber die kurzere Egr1-sv wahrscheinlich auf transkriptioneller Ebene
stattfindet. In der vorliegenden Studie konnte weder unter Hypoxie noch unter
Ausdauerbelastung eine Veranderung der Egr1-lv-Expression gefunden werden
(Abb. 6b, Abb.12). Die Hypothese, dass unter den genannten Belastungen eine
posttranskriptionelle Regulation durch Polyadenylierung der mRNA stattfindet, konnte
somit nicht bestatigt werden. Da die pradominierende Variante Egr1-sv hingegen
deutlich auf die Hypoxieexposition reagiert, vermuten wir wichtige transkriptionelle
Steuerungsprozesse der Zelle ausgelést durch Hypoxie beziehungsweise

erschopfende Belastung. Bei dem Immediate Early Gen Egr1 ware eigentlich eine
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rasche Veranderung der Expression innerhalb der ersten Minuten zu erwarten
gewesen. Doch auch die engmaschigere Untersuchung im Rahmen der
vierstindigen Hypoxie weist erst nach einigen Stunden eine signifikante Veranderung
der Egr1-sv-Expression nach. Dies lasst vermuten, dass bei Hypoxie der Auslosende
Faktor fur die Regulation von Egr1-sv nicht unmittelbar mit Belastungsbeginn alteriert
wird.

Aufgrund des Studienaufbaus ist eine kurzfristige frlihe Expressionsveranderung des
Egr1-lv allerdings nicht endgultig auszuschlielen, da sie zum zweiten
Untersuchungszeitpunkt 7 Stunden nach Hypoxiebeginn beziehungsweise nach
Abschluss des Halbmarathonwettkampfes bereits wieder in die Nahe des
Ursprungswert zurickgekehrt sein konnte. Eine derart rasche Reaktion ware bei der
fur Egr1-lv vermuteten, sehr raschen Regulation durch postrranskriptionelle
Polyadenylierung durchaus moglich. Aus diesem Grund waren frihere
Untersuchungszeitpunkte der Expression der beiden Egr1 mRNA-Varianten innerhalb
der ersten Minuten sowohl eines Hypoxieaufenthaltes als auch einer

Ausdauerbelastung interessant.

4.3 Erschépfende Ausdauerbelastung

Bei den Probanden dieses Versuchs fand sich eine signifikant erhdhte Expression
der mRNA-Variante Egr1-sv nach dem Halbmarathon. Vor kurzem hat sich gezeigt,
dass HSP-72 durch Ausdauerbelastung entsprechend der jeweiligen Dauer und
Intensitat hochreguliert wird (Fehrenbach et al., 2005). Die Konzentration des HSP-
72 wird aber zudem durch einen Anstieg der Korperkerntemperatur erhdht (DeMaio
et al., 1993). Dass die Egr1-sv-Expression durch Ausdauerbelastung nun ahnlich
stark induziert wird wie die Expression des HSP-72, konnte auf eine relativ starke
Stimulation beziehungsweise die Existenz mehrerer additiver Stimuli der Expression

durch den Halbmarathonwettkampf hinweisen.

4.3.1 Veranderungen unter intensiver Ausdauerbelastung

Schon seit drei Jahrzehnten wird die sympathische Reaktion des Korpers auf
physische Belastung untersucht. Der bei unseren Athleten beobachtete signifikante
Anstieg des Noradrenalins im peripheren Blut entspricht den Ergebnissen friherer

Studien, die unter Belastung eine erhohte Katecholaminausschittung sowie eine
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gleichzeitig leicht verminderte Noradrenalinclearance nachweisen konnten (Kjaer et
al., 1987). Wir konnten ausserdem eine enge positive Korrelation der
Noradrenalinkonzentration zu der Expression der mRNA-Variante Egri-sv
nachweisen (Abb. 7). Fur kardiale Myozyten wurde beschrieben, dass Noradrenalin
die EGR1-Expression induziert (Shamim et al., 1999). Die von uns beobachtete
Korrelation konnte der Effekt einer ahnlichen Interaktion in peripheren
mononuklearen Blutzellen unter Ausdauerbelastung sein. Allerdings muss davon
ausgegangen werden, dass andere Regulationsmechanismen, wie zum Beispiel der
Einfluss der ROS, zu den gepriften Zeitpunkten ebenfalls wirken.

Entsprechend der Ergebnisse friherer Beobachtungen steigt CKMB bei unseren
Probanden wahrend des Halbmarathonwettkampfes ebenfalls signifikant an (Abb.
8a). Wie die parallele Untersuchung der herzspezifischen Troponine und des CKMB
unter Belastung gezeigt hat, ist dabei nur ein geringer Anteil dieses Enzyms
kardialen Ursprungs (Shave et al., 2003).

Auffallend ist, dass der Quotient aus CKMB und CK schon vor Beginn der Belastung
die 5% Uberschreitet. Wahrend des Wettkampfes andert sich dieses Verhaltinis nicht
merklich. Im klinischen Alltag gilt ein CKMB-Anteil an der Gesamt-CK-Aktivitat Uber
5% als pathologisch. In manchen Quellen liegt diese Grenze sogar bei 2,5%. Ein
solches Ergebnis gilt zwar nicht als diagnostisch, wird aber als deutlicher Hinweis auf
einen kardialen Ursprung der erhdohten Enzymaktivitat interpretiert (Kasper et al.,
2005). Es ist jedoch bekannt, dass schwere korperliche Belastung diesen Quotienten
in ahnlicher Art wie ein Herzinfarkt beeinflusst (Apple et al., 1984). Sowohl flr
Marathonlaufer als auch fir Infarktpatienten wurden Werte um 7% gemessen, was
unseren Ergebnissen sehr nahe kommt. Die gleiche Arbeitsgruppe stellte ausserdem
eine deutliche Erhdhung der CKMB-Aktivitat durch Training fest, was eine mogliche
Erklarung fir die hohen Ergebnisse unserer Probanden vor Beginn des

Halbmarathons ware (Apple et al., 1985).

4.4 Mittellangfristige normobare Hypoxieexposition

Betrachtet man die Ergebnisse der 23stundigen Hypoxieexposition, so fallt vor allem
der deutliche Expressionsabfall der Egr1-sv-mRNA innerhalb der ersten sieben
Stunden auf. Studien weisen EGR1 eine wichtige Rolle bei der Immunmodulation zu,

die durch chronische Hypoxie ausgelost wird (Semenza, 2000). Bisherige Studien
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zur Expression von EGR1 unter Hypoxie befassen sich vorrangig mit der zellularen
Reaktion auf lokale Hypoxie zum Beispiel in Lungengewebe bei pulmonalen
Erkrankungen (Yan et al., 1998; Yan et al., 2000). Dabei wurde ein Anstieg der
Expression dieses Transkriptionsfaktors beobachtet. Wie der von uns gezeigte Abfall
des Egr1 in peripheren mononuklearen Blutzellen unter normobarer Hypoxie
einzuordnen ist, und ob sich die Expressionswerte bei langerem Aufenthalt in
Hypoxie dann doch erhdhen, sind interessante Fragestellungen, die jedoch erst
durch zusatzliche Studien beantwortet werden kdnnen.

Die in den erwahnten Studien beobachtete durch Gewebshypoxie ausgeloste
Hochregulation des EGR1 fand vor allem in mononukledren Phagozyten statt (Yan et
al., 1998). Um einen eventuellen funktionellen Zusammenhang aufzuzeigen,
Uberpruften wir die Korrelation zwischen der Egri1-sv-Expression und der
phagozytaren Aktivitat der Monozyten. Diese war jedoch in der vorliegenden
Untersuchung zwischen der Egr1-sv-Expression und der phagozytaren Aktivitat der
Monozyten nicht signifikant. Demnach scheint EGR1 im Zusammenhang mit einer
normobaren Hypoxieexposition bei gesunden Probanden nicht direkt an der
Regulation der Phagozytotischen Aktivitat der Monozyten des peripheren Blutes

beteiligt zu sein.

4.5 Placebokontrollierte kurzfristige normobare Hypoxieexposition

unter Antioxidantienbehandlung
Bei diesem Versuchsaufbau lasst sich zwischen der Placebo- und der
Behandlungsgruppe ein Expressionsunterschied fur Egri1-sv feststellen, wobei die
Egr1-sv-Expression  wahrend des eigentlichen Hypoxieaufenthaltes bei
Antioxidantienbehandlung unverandert bleibt, in der Placebogruppe hingegen
ansteigt. Bei genauerer Betrachtung der Expressionswerte innerhalb der
Placebogruppe zu den untersuchten Zeitpunkten zeigen sich zwei signifikante
Veranderungen (Abb.14a). Zuerst findet ein signifikanter Expressionsabfall innerhalb
der ersten Stunde nach Hypoxieende statt. Fur diesen ist nicht eindeutig festzulegen,
wodurch er verursacht wird. Bei der langerdauernden, 23stindigen
Hypoxieexposition findet sich innerhalb der ersten sieben Stunden unter Hypoxie
sowie innerhalb der ersten zwei Stunden nach Ende des Hypoxieaufenthalts

ebenfalls ein Abfall der Egr1-sv-Expression (Abb. 11). Somit konnten fir den
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signifikanten Expressionsabfall nach der vierstindigen Hypoxie zwei Umstande
verantwortlich sein: entweder ist er direkte Folge des Aufenthalts unter Hypoxie oder
bereits ein Zeichen der Anpassung an das wieder normalisierte Sauerstoffangebot.
Selbstverstandlich ist auch ein Zusammenspiel der beiden Effekte nicht
auszuschliel3en. Die zweite der angesprochenen signifikanten Veranderungen findet
zwischen einer und vier Stunden nach Ende des Hypoxieaufenthalts statt. Nach dem
direkt an die Hypoxie anschlieBenden Expressionsrickgang ist innerhalb dieses
Zeitintervalls ein deutlicher Anstieg der Egr1-sv-Expression zu beobachten, der
sogar Uber den Ausgangswert hinausgeht. Wiederum |aRt sich bei der langeren
Hypoxieexposition eine vergleichbare, ansteigende Tendenz zwischen der zweiten
und der siebten Stunde nach Ende des Hypoxieaufenthalts beobachten. Allerdings
ist letztere weniger ausgepragt und endet weit unter dem ursprunglichen
Expressionswert. Dies konnte darauf hindeuten, dass der Zeitraum, in dem eine
geringere Expression der Egr1-sv-mRNA stattfindet, sich mit der Dauer der
vorangegangenen Hypoxie verlangert. Dies wurde implizieren, dass die
Regeneration umso langsamer stattfindet je langer die vorausgegangene
Hypoxieexposition andauert.

Dass die Dauer des Hypoxieaufenthalts auch die Qualitdt der Wirkung auf die
Leistungsfahigkeit beeinflussen kann, ist bekannt (Bailey et al., 1997; Hoppeler et al.,
2001). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde das Prinzip des ,Sleep high- Train low’
entwickelt, welches derzeit im Fokus des sportmedizinischen Interesses steht. Dabei
trainieren Athleten auf Meereshohe, sind aber wahrend der Ruhezeiten einer

Hypoxie ausgesetzt, die Hohen zwischen 2000 und 3000m UNN simuliert.

4.6 Peroxidkonzentration

Die  Peroxidkonzentration im Blut der Probanden der Vvierstindigen
placebokontrollierten Hypoxieexposition mit Antioxidantienbehandlung liegt wahrend
und nach dem Hypoxieaufenthalt in der Placebogruppe Uber der in der Verumgruppe
gemessenen Konzentration. Die Gabe relativ hoher Dosen an Antioxidantien soll die
eventuelle Wirkung freier Radikale blockieren und dadurch helfen den
Zusammenhang zwischen diesen und Egr1 zu klaren. Die Peroxidkonzentration liegt
in der Placebogruppe konstant hoher als in der Behandlungsgruppe. Dies deutet auf

eine erfolgreiche Blockade des oxidativen Stress durch die Antioxidantiengabe hin.
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Da auch die Egr1-sv-Expression in der Placebogruppe konstant Uber derjenigen der
Verumgruppe liegt, ist ein direkter Zusammenhang der beiden Parameter in vivo
wahrscheinlich, zumal er in vitro bereits beschrieben ist (Datta et al., 1993). Fur
einen Zusammenhang zwischen Peroxidkonzentration und Egri1-sv Expression
spricht auch die Tatsache, dass die Gabe von Antioxidantien signifikante Effekte, die
in der Placebogruppe zu finden waren, attenuieren konnte.

In der vorliegenden Studie findet sich bei Vergleich der Egr1-sv-Expression mit der
Peroxidkonzentration ein auffallend ahnlicher Kurvenverlauf: Die Werte beider
Gruppen driften wahrend der Hypoxieexposition zuerst auseinander, bevor sie sich
eine Stunde nach Hypoxieende einander annahern, um sich letztendlich erneut
voneinander zu entfernen. Diese Gemeinsamkeiten stitzen die von Datta 1993 in
vitro aufgestellte Hypothese, dass EGR1 und das Reduktions-Oxidations-System der
Zelle in engem regulatorischem Zusammenhang stehen. Vor Hypoxiebeginn findet
sich in der Placebogruppe zudem eine signifikante Korrelation der
Peroxidkonzentration zur Egr1-sv-Expression. Entgegen der Erwartungen geht diese
jedoch im Verlauf der Hypoxie verloren und ist auch zum letzten unserer
Messzeitpunkte vier Stunden nach Hypoxieende noch nicht nachweisbar. Eine
mogliche Erklarung hierfir ware ein oder mehrere hypoxiebedingte, ROS-
unabhangige, starke zellulare Stimuli der Egr1-Expression, was jedoch
hdchstwahrscheinlich deutlichere Veranderungen der Expressionswerte auslosen
wurde. Auf Grund des ahnlichen Kurvenverlaufs der Egr1-sv-Expression und der
Peroxidkonzentration priften wir die Korrelation der jeweiligen Veranderung
zwischen zwei Messzeitpunkten. Erstaunlicherweise stellt sich auch hier keine
signifikante Korrelation dar.

Maoglich ware auch ein gewisser Anpassungseffekt zu Beginn der Hypoxie, wenn die
Expressionswerte beider Gruppen praktisch identisch sind, und spater wahrend der
Annaherung der Werte kurz nach Hypoxieende als der Organismus besser auf den
Sauerstoffmangel eingestellt war. Ein solcher Vorgang lie3e sich durch die ROS-
abhangige Regulation des EGR1 erklaren: In der Literatur wird fur Hohenadaptierte
eine grolere intrinsische antioxidative Kapazitat als fur Tieflandbewohner
beschrieben (Gelfi et al., 2004). Eine erhohte intrinsische Aktivitat macht die externe
Antioxidantienzufuhr Uberflissig. In Placebo- und Verumgruppe existiert dann eine

vergleichbare Konzentration freier Radikale mit entsprechend ahnlichem Einfluss auf
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die EGR1-Expression.

4.7 Zellshifts

Die in der vorliegenden Studie gemessenen Veranderungen des Blutbilds unter der
Ausdauerbelastung eines Halbmarathonwettkampfes entsprechen den in der
Literatur bekannten Tendenzen (Pedersen et al., 2000). Es findet sich sowohl der
dort beschriebene deutliche Anstieg der neutrophilen Granulozyten als auch die nach
Ende des Wettkampfes abgesunkene Lymphozytenzahl. Die beschriebene
Lymphopenie nach Ausdauerbelastung wird vor allem durch Migration und zum Teil
auch durch Apoptose verursacht (Wang et al., 2005). Fur beide Prozesse wird ein
direkter Zusammenhang mit dem Transkriptionsfaktor EGR1 postuliert, vermittelt
durch bestimmte Zytokine wie ICAM, TNFa oder p53 (Maltzman et al., 1996b;
Ahmed, 2004). Die in dieser Arbeit beobachtete Steigerung der Egr1-sv-Expression
in peripheren mononukledren Blutzellen bei Ausdauerbelastung stutzt diese
Hypothesen und ist ein weiterer Hinweis auf die wichtige Funktion des EGR1 bei der
belastungsinduzierten Immunmodulation. Dass die Lymphozytenzahl in der
vorliegenden Studie nicht signifikant absinkt, ist wahrscheinlich auf den relativ frGhen
Zeitpunkt der Blutentnahme direkt nach Ende des Wettkampfes also durchschnittlich
weniger als 2 Stunden nach Beginn der Belastung zurtickzufihren. Die reaktive
Lymphozytenmigration wird EGR1-abhangig durch ICAM gesteuert und der
maximale Effekt ist erst einige Stunden nach Belastungsbeginn zu erwarten.

Die reaktive Lymphozytenmigration wird EGR1-abhangig durch ICAM gesteuert und
der maximale Effekt ist erst einige Stunden nach Belastungsbeginn zu erwarten. In
dieser Studie fand die Blutentnahme direkt nach Ende des Wettkampfes also
durchschnittlich weniger als 2 Stunden nach Beginn der Belastung statt. Daher darf
vermutet werden, dass das Minimum der Lymphozytenzahl noch nicht erreicht war
und die Veranderung zu einem spateren Zeitpunkt noch deutlicher ausfallen wirde.
Obwohl sich bei erschopfender Ausdauerbelastung die erwahnten signifikante
Veranderungen der Zellzahlen finden, ist es fur die Interpretation der im Rahmen
dieser Studie gewonnenen Werte wichtig zu bedenken, dass ausschliesslich mRNA
aus PBMCs betrachtet wurde. Absolut fallt die Lymphozytenzahl wahrend des
Wettkampfes um 16,35%, wahrend die Monozytenzahl um 41,79% ansteigt. Der fur

uns relevante relative Unterschied bei ausschlieflicher Berucksichtigung der PBMCs
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betragt nur noch jeweils 11,6% Abfall der Lymphozyten beziehungsweise Anstieg der
Monozyten. Derart geringe Veranderungen konnen im Rahmen der Interpretation
unserer Werte vernachlassigt werden. Eine neuere Genexpressionsstudie an
isolierten Lymphozyten und Monozyten ergab, dass die Expression von Egr1 in
Monozyten den circa 1,4fachen Wert im Vergleich zu Lymphozyten erreicht. Bei dem
von uns beobachteten Zellshift ergibt sich also lediglich eine dadurch bedingte
Steigerung der Egr1-Expression von nicht einmal 6%.

Die Wirkung, die Hypoxie auf die Leukozytenpopulation ausubt, wurde bisher
vorrangig fur lokale Gewebshypoxie untersucht, wie sie zum Beispiel in Tumoren
oder bei nekrotischen Prozessen entsteht. Dabei wurde eine hypoxiebedingte
Inhibition der Makrophagenmigration beobachtet (Turner et al., 1999). Bezuglich der
Leukozytenpopulation im peripheren Blut lassen in vitro Studien eine
transendotheliale Migration der Monozyten unter Hypoxie erwarten (Kalra et al.,
1996). Eine in vivo Untersuchung wies bei Probanden, die vier Stunden in
hypokapnischer Hypoxie verbrachten, ahnliche Veranderungen des Blutbilds nach,
wie sie von der korperlicher Belastung her bekannt sind. Im Vergleich zur
normoxischen Kontrollgruppe fand sich bei den exponierten Probanden eine
Lymphopenie mit gleichzeitiger Neutrophilie (Thake et al., 2004). Die von uns
untersuchten Probanden zeigten weder bei der Konzentration der Gesamtleukozyten
noch in einer Subpopulation signifikante Veranderungen. Es ist jedoch mdglich, dass
zwar eine Migration der Leukozyten stattgefunden hat, in der von uns beobachteten
Gruppe von 6 Probanden jedoch keine statistisch nachweisbare Veranderung
verursachte.

Die bei vierstundigem Hypoxieaufenthalt beobachtete positive Korrelation der Egr1-
sv-Expression zu der Lymphozytenzahl deutet, vor allem im Zusammenhang mit der
Tendenz zur negativen Korrelation mit der Monozytenkonzentration, darauf hin, dass
der grélkere Teil der mRNA-Variante Egr1-sv in der Lymphozytenpopulation gebildet

wird.

4.8 Vergleich zwischen Hypoxie und Ausdauerbelastung

Bisherige Studien legten fir Ausdauerbelastungen und Hohenaufenthalte eine
gleichgerichtete Immunmodulation nahe, die zunachst stimulierend, bei starkerer

Belastung jedoch immunsupprimierend wirkt (Shephard, 1998; Hartmann et al.,
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2000; Bailey et al., 2001b). Umso erstaunlicher ist der deutliche Unterschied
zwischen der Egr1-sv-Expression unter Hypoxie und Ausdauerbelastung, der in der
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde. Soweit uns bekannt ist, stellt EGR1 den ersten
Transkriptionsfaktor dar, bei dem eine differenzielle Regulation unter Hypoxie und
Ausdauerbelastung nachgewiesen werden konnte. Es kann eingewandt werden,
dass bei dem Vergleich von korperlicher Belastung und Belastung durch
Umweltfaktoren die potentiell sowohl pro- als auch antiinflammatorischen
Eigenschaften beider Stimuli bedacht werden mussen, was sich durch Intensitat der
Belastung und Adaptation des Organismus entscheidet (Malm et al., 2005). Auch
aufgrund der Unkenntnis des genauen Schwellenwertes flr die veranderte Wirkung,
der zudem hochstwahrscheinlich individuell stark variiert, konnen erhebliche
Schwankungen zwischen verschiedenen Studien nicht ausgeschlossen werden.
Allerdings kann man vermuten, dass die hier beobachtete differenzielle Expression
der mRNA-Variante Egr1-sv mit signifikanter gegensinnigen Veranderung unter
Ausdauerbelastung und Hypoxie tatsachlich besteht, da bei der langeren Variante
Egri1-lv keine Veranderung feststellbar ist. Lage die Ursache der gegensinnigen
Regulation des Egr1-sv im Studienaufbau oder der individuellen Reaktion der
Probanden, ware auch bei der langeren Variante ein entsprechender Effekt zu

erwarten.

4.9 Ausblick auf die Zukunft

An diese Arbeit anschliessend ware es interessant mittels eines kombinierten
Versuchsablaufs zu priafen, wie sich die Expression des Egri-sv bei
Ausdauerbelastung unter Hypoxie verhalt. In Anbetracht der zentralen Position, die
fur EGR1 innerhalb immunmodulatorischer Prozesse postuliert wird, hatten die
daraus resultierenden Erkenntnisse gerade fur das Prinzip des Hohentrainings grofl3e
Relevanz. Dabei waren auch immunmodulatorische Langzeiteffekte und
entsprechende klinische Konsequenzen von Interesse.

Ausserdem ware die vergleichende Untersuchung trainierter und untrainierter
Individuen bezuglich der Expression der Egr1 mRNA-Varianten unter akuter
Belastung interessant. Es wurde namlich sowohl fur belastungsinduzierte
Konzentrationsanderungen des Noradrenalins als auch der ROS eine Abhangigkeit

vom Trainingszustand gezeigt (Peronnet et al., 1981; Niess et al.,, 1999). Da
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ebenfalls beide Substanzen die Fahigkeit besitzen EGR1 zu induzieren, ist es
mdglich, dass ein Zusammenhang zwischen Trainingsstatus und EGR1-Expression
besteht. Es wurde zudem eine Korrelation der Noradrenalin- mit der korpereigenen
Antioxidantienkonzentration nach physischer Belastung beobachtet. Ob diese jedoch
einen ursachlichen Zusammenhang wiedergibt, ist noch nicht sicher nachgewiesen
(Ramel et al., 2004).

Wiurde man die Korrelation der Egr1-sv-Expression mit der
Noradrenalinkonzentration unter Hypoxie untersuchen, fande sich vielleicht eine
Antwort darauf, ob andere Mechanismen die Regulation der EGR1-Expression zu
dem Zeitpunkt Ubernehmen, ab welchem wir in der vorliegenden Studie keine
Korrelation mit der Peroxidkonzentration mehr feststellen konnten. Entsprechend
wurde auch eine Korrelationsuberprufung der Peroxide mit der Egr1-sv-Expression
bei Ausdauerbelastung weiterhelfen, die kausalen Zusammenhange der durch
Ausdauerbelastung ausgeldsten Immunmodulation besser nachvollziehen zu
kénnen. Zudem kénnten nahere Information Uber das jeweilige Ausmald der durch
unterschiedliche Stressoren ausgeldsten Noradrenalinausschuttung eventuell eine
Quantifizierung und damit eine Vergleichbarkeit der Belastungsintensitaten
ermoglichen.

In unserer Arbeitsgruppe wurden ausser Egr1 weitere Parameter untersucht, flr
deren Regulation in der Literatur ein Zusammenhang mit Hypoxie und
Ausdauerbelastung beschrieben ist. Die Ergebnisse dieser Studien werden dazu
beitragen die Vorgange und Zusammenhange der Reaktionskaskaden ausgehend
von diesen externen Stimuli genauer darzustellen.

Die bisherige Situation vermittelt einen Eindruck davon, wie differenziert unser
Organismus auf verschiedene Belastungssituationen zu reagieren vermag. So finden
sich schon bei der relativ geringen Probandenzahl unserer Versuche eindeutige
Unterschiede im Verhalten unter Hypoxie beziehungsweise bei Ausdauerbelastung.
Zudem sind bei langerem Aufenthalt in Hypoxie und starkerer korperlicher Belastung
groldere Abweichungen gegenuber dem Ausgangswert wahrscheinlich. All dies Iasst
fur die Zukunft noch interessante Ergebnisse auf diesem komplexen Gebiet

erwarten.
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5 Zusammenfassung

Sowohl fur koérperliche Belastung als auch fir Umwelteinflisse wie zum Beispiel
Hypoxie ist ein Einfluss auf das Immunsystem bekannt. So wird die korperliche
Belastung wird schon seit langerer Zeit als Modell zur Untersuchung der
entzindlichen Reaktion verwendet (Shek et al., 1998). In dieser Studie fuhren wir
einen Vergleich der Immunmodulation bei Ausdauerbelastung einerseits und Hypoxie
andererseits durch. Fruhere Untersuchungen intrazellularer Prozesse, die diese
bedingen, zeigten, dass der Transkriptionsfaktor EGR1 auf verschiedenen Wegen
das Immunsystem beeinflusst. Auch der durch freie Radikale bedingte oxidative
Stress scheint in diesem Zusammenhang eine groRe Rolle zu spielen. Da diese
Radikale wiederum die Expression von EGR1 induzieren, liegt die Vermutung einer
Assoziation beider Faktoren auch in vivo nahe. Ein erst seit kurzem bekannter
Aspekt des Transkriptionsfaktors EGR1 ist die Existenz zweier mRNA-Varianten:
Egr1-sv und Egr1-lv. Wir Uberprifen, ob im peripheren Blut unter Belastung eine
differenzielle Regulation dieser Varianten stattfindet, ob ein Unterschied zwischen der
Egr1-Expression bei Ausdauerbelastung und Hypoxieexposition besteht und ob
Antioxidantien Uber eine Reduktion freier Radikale die Reaktion auf Hypoxie
beeinflussen. Daflr untersuchen wir drei Probandengruppen. Sieben trainierte
Ausdauerathleten bei einem Halbmarathonwettkampf, sieben nicht hdhenangepasste
Freiwillige, die 23 Stunden in einer normobaren Hypoxiekammer verbrachten, und
sechs Probanden, die sich im Rahmen einer Cross-over-Studie mit
placebokontrollierter Antioxidantienbehandlung vier Stunden unter normobarer
Hypoxie aufhielten.

Bei diesen Gruppen zeigen sich deutliche Unterschiede in der Reaktion der beiden
mRNA-Varianten. Wahrend Egr1-lv sich praktisch nicht verandert, wird fur Egr1-sv
als erstem Transkriptionsfaktor eine differenzielle Regulation durch Hypoxie und
Ausdauerbelastung beobachtet. Bei den Teilnehmern des Halbmarathons wurden
ausser Egr1 noch verschiedene Belastungsparameter bestimmt. Sowohl der Anstieg
von Noradrenalin und CKMB als auch der definitionsgemald pathologisch erhdhte
Quotient aus CKMB und CK stehen im Einklang mit der bekannten Literatur. Es
besteht eine signifikante Korrelation von Noradrenalin und der Expression von Egr.1
sv, wahrend CKMB und Egr1-sv nicht korrelieren. Die beobachtete Verschiebungen

des Blutbilds zu Neutrophilie und Leukopenie durch eine Halbmarathonbelastung
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stimmt ebenfalls mit der aktuellen Literatur Uberein. Fur die Probanden der Cross-
Over-Studie zeigt sich sowohl flr die Peroxidkonzentration als auch fur die Egr1-
Expression ein signifikantes Absinken der Werte in der Placebogruppe im Vergleich
zur Verumgruppe, was auf einen direkten Zusammenhang zwischen dem zellularen
Reduktions-Oxidations-System und EGR1 hindeutet.

Die vorliegende Arbeit bestatigt manche Vermutungen bezuglich der Reaktion des
Organismus und speziell des Immunsystems auf Belastung. Fur die Zukunft ergeben
sich aus den gewonnenen Erkenntnissen interessante Fragen, deren Beantwortung
zum besseren Verstandnis der immunologischen Reaktion auf verschiedene
Belastungsarten fuhren und die Rolle des EGR1 bei diesen Prozessen weiter
aufklaren wird. Auf den klinischen Alltag angewandt kdonnte dieses Wissen neue
Impulse geben fur die Behandlung der akuten Hohenkrankheit, immunologischer
Erkrankungen sowie die Entwicklung neuer Trainingskonzepte in Kombination mit

zeitlich begrenzten Hohenexpositionen.
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