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1 Problem

Korperliche Belastung induziert eine Akutantwort des Immunsystems, welche eine gestei-
gerte Generierung reaktiver Sauerstoffverbindungen (ROS) miteinschlie3t (THIEBAULD/
MANNES, 1997; NIESS et al., 1999). ROS und daraus resultierendem oxidativem Stress
wird neben der Bedeutung bei der Pathogenese verschiedener Erkrankungen und dem
Alterungsprozess auch eine wichtige Rolle bei der Belastungstoleranz und Regeneration
im Rahmen sportlicher Belastung zugerechnet. Oxidativer Stress kann ebenso wie Hitze-
stress zelleigene Funktionen beeintrichtigen, so z.B. auch Migrations-, Phagozytose- oder
Proliferationsfahigkeit immunkompetenter Zellen (MARINI et al., 1996). Auch DNA-
Strangbriiche werden durch ROS verursacht und lassen sich wie ein Teil der funktionellen
Verdnderungen auch nach hoheren korperlichen Belastungen in Leukozyten nachweisen.
Unter verschiedenen Stresseinfliissen ldsst sich eine Induktion von Stressproteinen beob-
achten (LOCKE, 1997; FEHRENBACH/NIESS; 1999), zu denen im engeren Sinne Hitze-
schockproteine wie HSP27 und HSP70 und das spezifisch antioxidative Stressprotein
Hamoxygenase-1 (HO-1) zdhlen. Eine Hochregulation dieser Proteine iibt positive Effekte
auf den Erhalt der proliferativen Kapazitidt von Lymphozyten unter Einfluss von oxidati-
vem Stress aus (MARINI et al., 1996). Neben ROS sind auch reaktive Stickstoffverbin-
dungen (RNS) in die Induktion von oxidativem Stress involviert. Klassischer Vertreter der
RNS ist Stickoxid (NO), welches in immunkompetenten Zellen durch das Enzym indu-
zierbare NO-Synthase (iNOS) generiert werden kann. NO besitzt vielféltige Signalfunk-
tionen, Uibt aber auch hemmende Wirkung auf die Zellproliferation und den oxidativen
Burst der neutrophilen Granulozyten aus (GROSS, 1995). Beides ist auch nach hoher kor-
perlicher Belastung beschrieben.-NO hat weiterhin einen Einfluss auf das Auftreten von
DNA-Schiden, wobei bereits physiologische Mengen entsprechende Effekte hervorrufen.
Im Energiestoffwechsel umfassen die komplexen Wirkungen von NO eine Inhibierung
verschiedener Schliisselenzyme sowohl in der Atmungskette als auch Glykolyse.
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Inwieweit dies bei sportlicher Belastung eine moglicherweise leistungsbeeinflussende
Rolle spielt, lasst sich derzeit noch nicht beantworten.

Unklar ist, ob und bei welchen Belastungen eine Induktion von Stressproteinen und der
INOS in Leukozyten zu erwarten ist. Offene Fragen bestehen auch in Hinblick auf die
moglichen Mechanismen, die einer belastungsassoziierten Expression dieser Proteine zu-
grunde liegen konnten. Da hier sowohl redoxsensitive Transskriptionskatoren wie NF-«xB
als auch Hitzestress eine nicht unwesentliche Bedeutung besitzen, soll sowohl der Einfluss
des Antioxidans oa-tocopherol als auch der von erhohten Umgebungstemperaturen mit im
Gesamtprojekt untersucht werden. Ein weiterer wichtiger Aspekt soll durch Untersuchung
des Einflusses regelmiBiger Trainingsbelastungen auf die Expression von Stressproteinen
bearbeitet werden.

2 Methode

Probanden: Minnliche Ausdauerathleten und untrainerte ménnliche Kontrollpersonen.

Analytik: Die Ermittlung der leukozytdren Expression von HSP27, HSP70, HO-1 und
INOS wurde auf Transkriptionsebene mit Hilfe einer semiquantitativen R7-PCR und auf
Proteinebene mittels Durchflusszytometrie vorgenommen. Das durchflusszytometrische
Verfahren erlaubte eine zwischen den Zellpopulationen (Granulo-, Mono- und Lympho-
zyten) differenzierende Expressionanalyse. Mittels ELISA wurden zudem begleitende
Messungen der Cytokinkonzentrationen (IL-6, IL-8, TNF-a) im Plasma vorgenommen.

Belastungsbedingungen:

» Offizieller Halbmarathonwettkampf (21.1 km, Intensitdt ca. 105% der individuellen
anaeroben Schwelle, IAS).

» Erschopfende Laufbandbelastung bei 110% der IAS mit und ohne vorangehender
achttdagiger Supplementierung mit 500 L.LE. a-tocopherol (placebokontrolliert, doppel-
blind, cross-over mit 28 Tagen wash-out-Phase).

» 60-miniitige Dauerbelastung bei 90% der IAS bei 18°C (Gruppe A ) und 28°C
Raumtemperatur (B); nach einer Woche Wiederholung der identischen Belastung bei
28°C (Gruppe A + B). Durchfiihrung an trainierten nicht hitzeakklimatisierten
Probanden.
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3 Ergebnisse

¢ HSP27, HSP70 und HO-1: Deutliche Zunahme der HSP27, HSP70 und HO-1 Expres-
sion auf Proteinebene nach dem Halbmarathonwettkampf. Die hochsten Werte werden
in Mono- und Granulozyten ermittelt, wobei in diesen Zellpopulationen auch 24
Stunden nach Belastung die Hochregulation auf Proteinebene anhielt. Die
Dauerbelastung (60 min, 90% IAS) induzierte unter Normaltemperatur eine
Hochregulation von HSP70 und HSP27, nicht jedoch der HO-1. Nach erschopfender
Laufbandbelastung (110% IAS) lieB8 sich keine einheitliche Expressionszunahme von
HSP27, HSP70 oder HO-1 ermitteln.

¢ iINOS: Nach dem Halbmarathon fand sich bei acht von zehn Probanden eine Zunahme
der iINOS-RNA. Drei Stunden nach erschopfender Laufbandbelastung (110% IAS)
konnten wir einen Anstieg des iNOS Proteins beobachten, der auch nach 48 Stunden
noch nachweisbar war. Eine parallele Zunahme der iNOS-RNA konnte hier nicht
ermittelt werden.

¢ Einfluss von a-tocopherol: Die nach der erschopfenden Laufbandbelastung (110%
IAS) ermittelte Zunahme des iNOS-Proteins zeigte keine eindeutige Beeinflussung
durch a-tocopherol. Lediglich die nur gering induzierte Expression der granulozytdren
HO-1 wurde bei 50% der Probanden unter a-tocopherol gering attenuiert.

¢ Einfluss von zusitzlichem Hitzestress: Eine Raumtemperatur von 28°C iibte im Ver-
gleich zu 18° sowohl auf RNA als auch auf Proteinebene einen additiven Effekt auf die
Expression von HSP27 und HSP70 nach der Dauerbelastung (60 min, 90% IAS) aus.
Dieser zusétzliche Effekt von Hitze war bei HSP27 deutlicher als bei HSP70. Die bei
normothermen Bedingungen durch nur unwesentlich beeinflusste Expression des HO-1
Proteins zeigte unter 28°C eine Zunahme. Bei der Wiederholung des identischen
Belastungsprocederes nach einer Woche zeigte sich in Ruhe ein erhohter Ausgangslevel
an HSP70-Expression als mdglicher Hinweis auf Hitzeadaptation.

¢ Trainingseinfluss: Beim Vergleich zwischen Ausdauertrainerten und Untrainerten fan-
den wir eine niedrigere Ruhe-Expression von HSP27, HSP70 und HO-1 auf
Proteinebene.

4 Diskussion

Im Projekt konnte gezeigt werden, dass intensive Ausdauerbelastungen zu einer Induktion
der leukozytiren Expression von HSP27, HSP70 und HO-1 fiihren. Scheint dies fiir die
HSP bereits bei moderateren Belastungen der Fall zu sein, so reagiert das spezifisch
antioxidative Schutzprotein HO-1 erst bei extremerem Stress, wie er in der Studie durch
einen Halbmarathonwettkampf induziert wurde. Moglichweise wird die HO-1 erst bei
einem relevanten Ausmall an belastungsinduziertem oxidativem Stress exprimiert, was
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dieses Stressprotein als spezifischen Indikator fiir zelluldren oxidativen Stress interessant
macht. Die Bedeutung der Stressproteine zum zelluldren Struktur- und Funktionserhalt
konnte unter verschiedenen Stresseinfliissen aufgezeigt werden. Eine gesteigerte Expres-
sion von HSP27, HSP70 und HO-1 konnte somit durchaus eine wichtige Rolle beim
Erhalt der Immunfunktion unter hoherer korperlicher Belastung spielen. Dem gegentiber
reflektiert die bei Trainerten geringere Ruheexpression von HSP und HO-1 eine geringere
Beanspruchung dieser Schutzsysteme im Ruhezustand. Die ermittelten Hinweise auf eine
belastungsinduziert gesteigerte Expression der leukozytiren iNOS war ein weiteres wich-
tiges Ergebnis unseres Projektes. In Hinblick auf die suppressive Wirkung von NO auf die
Lymphozytenproliferation und die NADPH-Oxidase in Neutrophilen konnte eine gestei-
gerte Expression der iNOS als immunmodulierender Mechanismus im Rahmen hoherer
korperlicher Belastung diskutiert werden. Offen bleiben die Mechanismen, die die belas-
tungsinduzierte Expression der Stressproteine und iNOS regulieren. Zusitzlicher Hitze-
stress erwies sich in unserer Studie als klarer Co-Induktor der HSP-Expression bei Aus-
dauerbelastung, wobei sich HSP27 als hitzesensibleres Stressprotein offenbarte. Die
Hochregulation von HSP70 auch noch eine Woche nach erstmaliger Hitzebelastung
reflektiert moglicherweise einen Mechanismus der Hitzeadaptation. Im Mittelpunkt
weiterer Untersuchungen miisste die Beantwortung der Frage stehen, ob sich zwischen
einem individuell unterschiedlichen Verhalten von Stressproteinen oder iNOS und
klinischen Beobachtungen wie Neigung zu Ubertrainingszustinden oder zu Infekten unter
hoheren Belastungen ein Zusammenhang herstellen ldsst. Von Interesse ist auch, ob
individuelle Unterschiede der HSP-Expression die bekannte teils deutlich ausgeprigte
interindividuelle Ver-triaglichkeit von Belastungen unter Hitzebedingungen erklédren
konnte.
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