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1 Einleitung

FOr das menschliche Leben stellt eine adaquate Sauerstoffversorgung eine
essentielle Grundvoraussetzung dar. So sind alle menschlichen Organe in ihrer
Funktion auf Sauerstoff angewiesen. Dies gilt in besonders hohem MaBe fir
das Gehirn [1]. Schon nach wenigen Minuten treten bei Sauerstoffmangel am
Hirnegwebe irreversible Schaden auf. Weiterhin sind auch alle Kérpersysteme,
beispielsweise das hamatologische System und das Immunsystem in ihrer
Funktion auf die adaquate Sauerstoffversorgung angewiesen. Bereits ein relativ
leichter Abfall der Sauerstoffkonzentration in der Atemluft kann zu
Dysfunktionen in diesen Kérpersystemen flhren [2].

Besonders den immunsuppressiven Effekten von Sauerstoffmangel ist bei
zusatzlicher Belastung, z.B. kérperlicher Art, Beachtung zu schenken. In
diesem Fall wird das Immunsystem zwei Belastungen ausgesetzt, namlich der
Hypoxie und der korperlichen Belastung. Dies ist beispielsweise beim
Héhentraining der Fall, bei dem die Sportler bewusst hypoxischen Bedingungen
ausgesetzt werden, um durch eine Erythropoietin (Epo)-Steigerung unter
Hypoxie die Sauerstoffbindungskapazitat im Blut zu steigern. Erythropoietin
wird physiologisch vor allem dann vermehrt synthetisiert, wenn das
Sauerstoffangebot sinkt. Dies ist einerseits bei einer Anamie der Fall, d.h.,
wenn die Sauerstofftrager im Blut fehlen. Andererseits wird dann Erythropoietin
vermehrt synthetisiert, wenn der Sauerstoffgehalt der Luft geringer ist, z. B.
beim Hbéhenaufenthalt. Der Zusammenhang einer durch Erythropoietin
verursachten Polyzythamie bei Aufenthalt in der Hbhe und dem dort
herrschenden geringeren O»-Druck wurde schon vor mehr als 100 Jahren
beschrieben [3]. Heutzutage wird der Effekt der Epo-Steigerung beim
Hohenaufenthalt im Leistungssport zielgerichtet u.a. in Form des live high-train
low-Konzeptes eingesetzt. Dabei wird in der Hohe gelebt und nur leichtes
kérperliches Training absolviert, im Tal findet das Training auf Wettkampf-
Niveau statt. Hier ist der Korper also zwei Belastungen, namlich der Hypoxie

und dem korperlichen Training ausgesetzt.
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Starke kdrperliche Belastung in der Héhe kann verschiedene Probleme wie die
Hbhenkrankheit, Akklimatisationsprobleme oder Immunsuppression [4-9] zur
Folge haben. Es stellt sich weiterhin die Frage, ob auch eine kdrperliche
Belastung geringerer Intensitat unter hypoxischen Bedingungen negative
Auswirkungen haben kann. In diesem Fall misste ndmlich zusatzliches Training
wahrend eines Hbhenaufenthaltes mit mehr Vorsicht betrachtet werden. In
diesem Punkt wird auch die klinische Relevanz der durchgefiihrten Studie
deutlich: Wird beim Hbhentraining die Belastung zu groB3, kénnten die negativen
Auswirkungen beispielsweise auf das Immunsystem Uberwiegen. Hier erscheint
es sinnvoll, den Effekt des Sauerstoffmangels ,allein® auf das Immunsystem zu
erforschen, um dann die Auwirkung einer zusatzlichen korperlichen Belastung
besser einschatzen zu koénnen.In der durchgefihrten Studie wurden
verschiedene , Antworten“ des Kérpers auf den Stressfaktor Hypoxie auf
molekularer Ebene betrachtet, die samtliche als Versuch der Erhaltung der
Sauerstoffhombostase zu werten sind. Hierunter fallt als bekanntester Vertreter
aus dem hamatologischen System das oben genannte Erythropoietin, welches
in der Niere synthetisiert wird und die Hamoglobinsynthese triggert. Als
Reaktionen auf immunologischer Ebene sind der oxidative Burst sowie die
Phagozytoseaktivitdt der Monozyten und Granulozyten von groBer Bedeutung.
Als weitere ,, Stressantwort” auf akute Hypoxie sind verschieden Stressproteine
bekannt, unter anderem die leukozytaren HSP 72/ 27 (Hitzeschockproteine),
HO-1 (Hamoxygenase-1)und iNOS (induzierbare Stickoxidsynthase). Der
Transkriptionsfaktor HIF-1a (hypoxia-inducible factor) spielt bei Hypoxie eine
wichtige Rolle in der Regulation verschiedener Zielgene, u.a. Erythropoietin,
HO-1, VEGF(vascular endothelial growth factor) und iNOS. Bei der HIF-1a-
Induktion ist u.a. der zellulare Redoxstatus von Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit soll die individuelle Regulation der einzelnen
~Stressantworten” des Koérpers in Leukozyten untersucht werden, weiterhin soll
der Einfluss des zellularen Redoxstatus auf die oben genannten Reaktionen mit
Hilfe einer Supplementierung von Antioxidantien erforscht werden.

Im Folgenden wird genauer auf die einzelnen Stressantworten des

Immunsystems und auf die eingesetzten Antioxidantien eingegangen.
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1.1 Oxidativer Stress

Der Korper ist kontinuierlich Radikalen, d.h. reaktionsfreudigen Molekilen, z.B.
Sauerstoffradikalen oder Stickstoffradikalen ausgesetzt, die als natdrliche
Stoffwechselprodukte  entstehen.  Verschiedene  Faktoren, wie z.B.
Umweltfaktoren, unter anderem auch Hypoxie [2], kérperlicher oder auch
seelischer Stress kénnen zur unkontrollierten Produktion dieser Radikale
fihren, was als oxidativer Stress bezeichnet wird. Radikale Im Allgemeinen
kénnen Radikale Koérperfunktionen, wie z.B. das Immunsystem, bzw.
Strukturen, wie z.B. Membranen oder DNA, beschadigen. Besonders bei
starker kérperlicher Belastung und bei Ischamie-Reperfusions-Situationen (d.h.
Sauerstoffmangel gefolgt von Wiederdurchblutung) entstehen gehéauft freie
Radikale [10,11].

Im Zusammenhang mit sportlicher Belastung kommt es auf verschiedene
Faktoren an, die entscheidend fir einen eher protektiven oder auch schadlichen
Effekt des Sports sind. Wichtige Punkte sind hier die Trainingsintensitat, die
RegelmaBigkeit des Trainings und die kdrperliche Fitness des Einzelnen. Fir
Sport in moderatem, regelmaBigem MaBe wurde schon haufig eine
gesundheitsférderliche Wirkung beschrieben die mit geringerem Auftreten von
beispielsweise kardiovaskuldaren Erkrankungen und sogar einer geringeren
Mortalitat in Zusammenhang steht [11,12]. Andererseits kann Sport jedoch auch
zu Schéadigungen von Biomolekillen, Zellen und Geweben fiihren, die unter
anderem durch die im oxidativen Stress vermehrt gebildeten Radikale,

verursacht werden [11].

Als Reaktion auf oxidativen Stress werden verschiedenste
~Schutzmechanismen® des Koérpers aktiviert, wie z.B. die vermehrte Synthese
von Hitzeschockproteinen. Es werden ebenfalls Immunfunktionen wie die
Phagozytose und der oxidative Burst an die bestehende Stresssituation

angepasst [13].
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1.2 Erythropoietin

Erythropoietin sorgt momentan vor allem im Leistungssport flr viel Aufregung,
da es in Vergangenheit und auch aktuell haufig zu Doping-Zwecken im
Leistungssport missbraucht wird. Hierbei handelt es sich um ein Glykoprotein-
Hormon, das physiologisch hauptsachlich in der Niere synthetisiert wird und die
Produktion von roten Blutkérperchen im Knochenmark stimuliert. Therapeutisch
wird Erythropoietin in der Anamiebehandlung eingesetzt. Eine andere
Anwendung findet es im Leistungssport im bereits erwdhnten Hbhentraining.
Ein weiterer, jedoch nicht rechtmaBiger Einsatzbereich dieses Hormons findet
sich ebenfalls im Leistungssport zur Steigerung der kdrperlichen
Ausdauerleistungsfahigkeit, allgemein als Doping bekannt. Bis zum Jahr 2000
war der analytische Nachweis eines Epo-Missbrauchs noch mit der
Schwierigkeit verbunden, dass gentechnisch hergestelltes nicht von
endogenem Erythropoietin zu unterscheiden war [14]. Mit dem Hintergrund
dieser vielfaltigen Einsatzbereiche des Erytropoietins interessiert die Wirkung
dieses Hormons auf molekularer Ebene umso mehr. Epo besteht aus 4 a-Helix-
Bldndeln und hat eine Molekularmasse von 30,4 kDA. Der Epo-Spiegel
unterliegt einer tageszeitlichen Schwankung und ist nachts um 40 % héher als
am Morgen. Die Erythropoietin-Produktion in Leber und Niere wird nicht nur bei
Sauerstoffmangel, sondern auch bei verminderter O,-Kapazitat (den Hb-Gehalt
des Blutes betreffend) und einer erhdhten Oj-Affinitat stimuliert [15]. Bei
schwerem Sauerstoffmangel kann der Epo-Plasmaspiegel sogar bis zu 1000-
fach ansteigen [15,16]. Dadurch wird die Produktionsrate der roten
Blutkérperchen deutlich gesteigert, was eine verbesserte Sauerstoffkapazitat
des Blutes und damit eine bessere Sauerstoffversorgung des Organismus
bewirkt. Die Tatsache, dass durch eine bessere Sauerstoffversorgung eine
gesteigerte Leistungsfahigkeit erreicht werden kann, ist die flr Leistungssportler
interessante Wirkung des Hormons. Um unter anderem die physologische
Regulation des Erythropoietins im menschlichen Kérper zu verdeutlichen, wird
im folgenden Abschnitt auf den Transkriptionsfaktor HIF-1a genauer

eingegangen.
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1.3 HIF-1a

HIF-1 war in den letzten Jahren und ist auch heute noch Gegenstand intensiver
Forschung [17-20]. Es ist ein Transkriptionsfaktor, der unter Hypoxie mehrere
Zielgene reguliert, u.a. Erythropoietin, HO-1 und iNOS. In der Gruppe der HIF-
Proteine werden HIF 1,2, und 3 unterschieden, die sich nochmals in jeweils 2
Untereinheiten a wund B differenzieren. Die HIF-1a-Untereinheit wird
kontinuierlich synthetisiert und unter Normoxie sehr schnell wieder abgebaut.
Unter  normoxischen  Bedingungen  werden  bestimmte  Prolin-bzw
Asparaginreste des HIF-1a hydroxyliert. Dadurch wird einerseits die Ubiquitin-
Konjugation und proteasomale Degradation getriggert, andererseits wird die
transkriptionale Aktivierung der Zielgene gehemmt. Diese Regulation auf
molekularer Ebene wird in Abbildung 1 verdeutlicht. Die Halbwertszeit von HIF-
1a unter normoxischen Bedingungen betragt weniger als 5 min [20]. Unter
Hypoxie wird allerdings die Hydroxylierung blockiert. So kénnen die beiden
Untereinheiten HIF-1a und HIF-1B dimerisieren. Dieser Komplex wandert in den
Zellkern, bindet dort an spezifische DNA-Stellen mit der Basen-Sequenz 5'-
RCGTG-3’ und induziert so die Transkription und Translation der verschiedenen
Zielgene [20] (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Regulation des Transkriptionsfaktors HIF-1a

HIF-1a ist im menschlichen Organismus in verschiedenen Bereichen relevant.
Es hat beispielsweise Bedeutung in der Embryonalentwicklung. Fehlendes HIF-
1a kann zu Defekten in der Bildung der Neuralleiste oder zu mangelnder
Produktion von Blutkérperchen im Gehirn fihren. Bei Mauseembryonen wurden
kardiale und vaskuldare Malformationen beobachtet [1]. Eine andere, noch
bedenklichere Rolle spielt es in der Tumorpathophysiologie [19]. In Tumoren
wurde eine héhere HIF-1a Expression festgestellt, wahrend Tumorzellen ohne
HIF-1a-Expression deutlich in ihrem Wachstum eingeschréankt waren [19,21,22].
Eine fOr die durchgefihrte Studie bedeutsame Rolle spielt HIF-1a beim
Sauerstoffmangel in Organen oder Geweben, indem es die Transkription und
Translation von Proteinen induziert, die fur die Revaskularisierung, d.h.
Wiederdurchblutung, von Bedeutung sind [19,23]. Zu den durch HIF-1a
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regulierten Proteinen z&hlen unter anderem auch die Proteine Hamoxygenase 1
(HO-1) und die induzierbare Stickoxidsynthase (iINOS). Die Hamoxygenase 1
gehdrt wiederum zur Gruppe der Hitzeschockproteine, auf die im Folgenden

naher eingegangen wird.

1.4 Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine werden von prokaryoten und eukaryoten Zellen in
Reaktion auf eine Vielzahl von Stressoren gebildet. Hierunter fallen
beispielsweise die in der vorliegenden Arbeit ndher untersuchten Proteine HSP
72, HSP 27, HO-1 und iNOS. Der Begriff ,Stress“ bedeutet in diesem
Zusammenhang unter anderem Hitzestress, aber auch oxidativen Stress durch
Radikalbildung, Schwermetalle, Hypoxie [24], Gewebeschaden, Infektionen,
Glukosemangel, einen erniedrigten pH-Wert oder einen erhdhten
Calciumspiegel [25] (Abbildung 2). Die fir diese Proteine kodierenden Gene
sind vor der Einwirkung des Stressors inaktiv oder auf niedrigem Niveau
transkribiert. Bei Stresseinwirkung gehen die Zellen von der breiten Synthese
verschiedener Proteine zur starkeren Produktion der Stressproteine Uber. In
Zusammenhang mit Hitzestress, aber auch mit oxidativem Stress, konnte
nachgewiesen werden, dass eine positive Korrelation zwischen der Synthese
von Hitzeschockproteinen und einer Toleranz gegentber nachfolgendem
thermischen Stress besteht [13,25]. Hieraus kann man folgern, dass
offensichtlich gemeinsame induzierende bzw. protektive Mechanismen bei den
verschiedenen Stressoren existieren. Die Gruppe der Hitzeschockproteine wird
geman ihres Molekulargewichtes in verschiedene Subklassen unterteilt: 20-30
kDa, 50-60 kDA, 70 kDA, 90 kDa und 110 kDa. In dieser Arbeit wird lediglich
auf die Subtypen HSP 27, HSP 72 und HO-1 genauer eingegangen.

Die 72 kDa-Familie ist eine stark untersuchte Gruppe. Das konstitutiv
exprimierte HSP 73 ist im Gegensatz zum HSP 72 nur wenig stressinduziert. Es
befindet sich im Zytoplasma. Bei Hitzeschock wandert es in den Nukleolus und
bindet dort an denaturierende Ribosomen, wodurch vermutlich deren

Renaturierung erleichtert wird [2].
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Funktion
Stressfaktor
Chaperonfunktion
Hyperthermie Leukozyten Membranstabilisierung
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Renaturierung denaturierter
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Abbildung 2: Verschiedene Stressfaktoren, die zu einer HSP-Erhéhung in
Leukozyten fithren kdnnen und Funktion dieser HSPs

HSP 72 ist die stark stressinduzierbare Isoform, die schnell im Zytoplasma
synthetisiert wird und in den Zellkern wandert [25,26]. Dort besitzt HSP 72 vor
allem eine ,Chaperonfunktion, d.h. es schitzt neu synthetisierte
Polypeptidketten wahrend ihres empfindlichen Prozesses der korrekten Faltung
zu einer dreidimensionalen, funktionstlichtigen Struktur vor stérenden
Einwirkungen von auBen und bewirkt zusatzlich den Transport aus dem
Zytoplasma zum Bestimmungsort [27,28]. Weiterhin kommt ihm eine wichtige
Funktion bei der Reaktivierung bzw. Renaturierung von durch Stresseinwirkung
denaturierenden Proteinen, sowie bei der Membranstabilisierung zu. Die
Aufgabe der Membranstabilisierung ist vor allem nach Hitzeschock von groBer
Bedeutung, da besonders unter Hitzeschock die Membranfluiditat stark
zunimmt und eine Wiederherstellung der Rigiditat erfordert. Auch extrazellular
besitzt HSP 72 eine wichtige Funktion, namlich bei der Aktivierung von
immunologischen Zellen (Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen)[5].
HSP 72 kann an die Zelloberflache von menschlichen Monozyten binden und
so die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (z.B. Interleukin 6,
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Tumornekrosefaktor-a) aktivieren [29,30]. Ebenfalls wird die HSP-Expression
an der Oberflache von viral oder bakteriell infizierten Zellen, auf Zellen von
Patienten mit Autoimmunerkrankungen, sowie auf Tumorzellen beschrieben
[31]. Die HSP-Bindung an der Zelloberflache ermdglicht deren Erkennung und
Elimination durch immunologische Zellen [29,31,32]. Im Zusammenhang mit
starker sportlicher Belastung ist aufgrund des dadurch verursachten oxidativen
Stress die Protein-Homoboastase des Korpers bedroht. Die intrazellulare HSP-
Antwort ist hier zum Zelliberleben von enormer Bedeutung [33,34].

HSP 27 ist im Zytoplasma von ,ungestressten“ Zellen lokalisiert und befindet
sich bei Stressbedingungen im Nukleolus oder in dessen Nahe. HSP 27
akkumuliert langsamer als andere HSPs, wird aber daflir Gber einen langeren
Zeitraum nach der Stresssituation synthetisiert [2].Konstitutiv wird HSP 27 im
Nervensystem in einigen sensorischen und motorischen Neuronen und im
Spinalkanal exprimiert [35]. Es ist in Signaltransduktionsprozesse sowie

Wachstum und Entwicklung involviert.

Die Hamoxygenase ist in drei Isoformen bekannt, die HO-1 (32kDa = HSP 32),
HO-2 (36 kDa) und HO-3 (33 kDa), unter denen die HO-1 die am starksten
induzierbare Form darstellt [36,37]. Zu den Induktoren gehéren u.a. Ham,
Schwermetalle, Zytokine, Hypoxie [37], Hormone, bakterielle Toxine und,
zumindest in Nagetieren, auch Hitzeschock [38]. Die HO-1 gehért zu den durch
HIF-1a regulierten Proteinen [19]. Eine besonders starke Expression der
Hamoxygenase-1 in Leukozyten wird in Zusammenhang mit sportlicher
Ausdauerbelastung beobachtet [39,40]. Weiterhin konnte eine deutliche
Hochregulation der HO-1 in Monozyten bei entzindlichen Vorgangen
festgestellt werden. Bei Patienten mit chronischen Immundefekten fiel eine
hohe HO-1-Aktivitdt in Monozyten auf [41]. Der HO-1 kommt nicht die
Chaperonfunktion wie HSP 27/ 72 zu. Es spielt vielmehr eine bedeutende Rolle
im Hamoglobinkatabolismus, in dem es flr den initialen Abbauschritt des
oxidativ wirkenden Hams zum Biliverdin, Eisen und Kohlendioxid verantwortlich
ist [2]. Biliverdin wird in einem nachfolgenden Schritt durch die Biliverdin—
Reduktase zum antioxidativen Bilirubin umgewandelt [37].
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Die Regulation der Hitzeschockproteine verlauft in den oben genannten
Stresssituationen sehr rasch ab. Eine bestimmte DNA-Sequenz, die in der
Nahe der zu kodierenden Proteine liegt, wird HSE (heat-shock-element)
genannt. HSE wiederum besitzt eine Bindungsstelle fir HSF (Heat-shock-
transcription-factor). Die HSF-Aktivierung stellt einen bedeutenden Schritt in der
HSP-Synthese dar. In ungestressten Bedingungen liegt HSF im Zytoplasma
und Nukleolus als Monomer vor und bindet nicht an HSE. Unter
Stressbedingungen bildet HSF ein Trimer, wodurch es DNA-Bindungsaktivitat
erlangt und an HSE bindet. Auf die anschlieBende Phosphorylierung des HSF-
Trimers folgt die Transkription der Hitzeschockproteine [25], (Abbildung 3).

V Stressfaktor @
\/ HSF-Trimer
HSF ~ V \
Phospho‘(yherung
DNA DNA

Abbildung 3: Schematische HSP-Regulation unter Stresseinwirkung. Die
Dreiecke stellen den Heat-shock-transcription-factor (HSF) dar, der
unter Stress ein Trimer bildet und so an das Heat-shock element
(HSE) binden kann. Darauf folgt die Transkription des Zielproteins.
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1.5 Induzierbare Stickoxidsynthase (iNOS)

Die Stickoxidsynthase liegt in mehreren Isoformen vor. Typ1 (nNOS) kommt in
héheren Konzentrationen in neuronalen Zellen vor und Gbernimmt
neurotransmitterahnliche Aufgaben, Typ 3 (ecNOS) spielt als endotheliale Form
eine wichtige Rolle bei der GeféBrelaxation. Der fir diese Arbeit interessante
Typ 2 (iNOS) wird in Monozyten und Makrophagen als Bestandteil des
umfangreichen Abwehrapparates angesehen. Die iINOS gehdrt zu den u.a.
durch HIF-1a regulierten Proteinen, das heiBt, die Regulation findet
hauptsachlich auf Transkriptionsebene statt. Weitere Induktoren der iNOS sind
verschiedene Zytokine wie TNFa, IFNy, IL-1, IL-2 und ROS. Hier wird deutlich,
dass es sich bei der INOS um ein vor allem in Stresssituationen gebildetes
Protein handelt.

Eigentlicher Funktionstrager dieses Proteins ist das Stickstoffmonoxid (NO) als
Produkt einer Reaktion, an deren Ende NO und Citrullin aus Arginin entstehen.
In Weiterreaktion mit O, entsteht das duBerst toxische Peroxylnitrit (ONOO).

NO stellt ein Radikal dar (s. Kapitel Oxidativer Burst), dass mit zunehmender
Konzentration gewebeschadigend wirken kann. Im UbermaB gebildetes NO
besitzt durch Stérung der mitochondrialen Atmungskette und der
Proteinsynthese sowie durch Enzymwechselwirkungen und DNA-Schadigungen
zytotoxische Eigenschaften und ist an entziindlichen und autoimmunologischen
Prozessen beteiligt [42,43]. Als weitere Immunfunktionen, die sich als Reaktion
auf Stressbedingungen wie auch Hypoxie verdndern kdnnen, wurden die
Phagozytose und der oxidative Burst bestimmt. Diese werden im Folgenden

naher erlautert.

1.6 Phagozytose

Die Phagozytoseaktivitdt der Leukozyten ist ein wichtiger Parameter der
unspezifischen Immunabwehr. Die Phagozytose und der folgende oxidative
Burst der Phagozyten sind die natlrliche und essentielle Abwehrreaktion der
Leukozyten (neutrophile Granulozyten bzw. Makrophagen) auf kérperfremde
Bakterien [44,45]. Eine reduzierte Phagozytose konnte bei verschiedenen
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erworbenen Erkrankungen wie z.B. Trauma, Diabetes mellitus, Nierenversagen,

rezidivierenden Infektionen und AIDS festgestellt werden.

Der Phagozytosevorgang kann in drei verschiedene Phasen eingeteilt werden
[45]:

1.Chemotaxis: Wanderung der Phagozyten zum Ort des Geschehens
2.Adhasion von Partikeln an der Zelloberflache der Phagozyten
3.Ingestion des Fremdkdrpers und intrazellulares Abtbten

Im Falle einer Beeintrachtigung des Immunsystems kann sowohl der
prozentuale Anteil der Leukozyten, die in der Lage sind zu phagozytieren,
verringert sein, als auch deren Phagozytoseaktivitat [11]. Im Zusammenhang
mit starker sportlicher Belastung kann als Immunfunktion also auch die
Phagozytose beeintrachtigt werden [11]. Dies muss sich nicht primar in der
Anzahl der Leukozyten im peripheren Blut wiederspiegeln, denn eine
supprimierte Immunfunktion kann auch schon bei normaler Leukozytenzahl
vorliegen. Dies kann dann der Fall sein, wenn bei unveranderter

Leukozytenanzahl anteilsmaBig weniger Leukozyten Phagozytose betreiben.

1.7 Oxidativer Burst

Unter oxidativem Burst versteht man die Bildung von reaktiven
Sauerstoffradikalen in neutrophilen Granulozyten. Als freie Radikale werden
Atome oder Molekiile bezeichnet, die ein oder mehrere ungepaarte Elektronen
aufweisen und eine ausgepragte chemische Reaktivitat besitzen [46]. Zu den
wichtigen Vertretern gehdéren das Superoxid (O»"), Hydroxyl (OH) oder
Stickstoffradikal (NO). In Abhangigkeit von ihrem zentralen Atom unterscheidet
man reaktive Sauerstoffradikale (ROS) sowie reaktive Stickstoffradikale (RNS),
die insgesamt als RONS bezeichnet werden. Typische
Generierungsmechanismen der RONS sind u.a. die Bildung von H;O, Uber die
Superoxiddismutase, die Bildung von OH aus H.O, und freiem Eisen via
Fentonreaktion sowie die Bildung von Hypochlorsdure (HOCL) aus H>O» und ClI
tber die Myeloperoxidase. Superoxid wird einerseits in Mitochondrien durch
Sauerstoffreduktion Uber die Cytochromperoxidase, andererseits Uber die
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Xanthinoxidase im Stoffwechselweg von Hypoxanthin zu Xanthin und weiter zu
Urat gebildet. Wahrend Entziindungsvorgédngen im Kérper werden RONS von
verschiedenen immunkompetenten Zellen wie Monozyten und Granulozyten als
Waffen* gegen Mikroorganismen wie Viren oder Bakterien gebildet [47].
Beispielsweise leiden Patienten mit einer gestérten Granulozytenfunktion
(chronic granulomatous disease, CGD) und daher gestértem oxidativem Burst
unter rezidivierenden bakteriellen oder durch Pilze hervorgerufenen Infekten, da
die neutrophilen Granulozyten nicht in der Lage sind den oxidativen Burst
auszutben [44,45]. RONS kénnen einerseits schadliche Auswirkungen auf
Zellstrukturen haben, andererseits aber auch wichtige regulatorische
Funktionen austben. Zu den schadlichen Auswirkungen gehért die Protein-
Strukturveranderung durch Oxidation einzelner Aminosauren und Spaltung von
Polypeptidketten, was zu einer beeintrachtigten Funktion oder zu einer
Anhaufung von beschadigten Proteinen flhrt. Weiterhin kénnen Radikale DNA-

Schéaden wie Einzel-oder Doppelstrangbriiche verursachen.

Andererseits kénnen bestimmte, durch RONS verursachte Schaden wiederum
HSPs aktivieren, die bei der Renaturierung der denaturierten Proteine helfen.
Zu den positiven Effekten der RONS gehdért der oben genannte Angriff auf
Mikroorganismen, die Zellproliferation, sowie die Aktivierung von Nukleasen zur
DNA-Reparatur. Hieraus wird deutlich, dass im Zusammenhang mit RONS die
Ausgewogenheit von positiven und negativen Eigenschaften von groBer
Bedeutung ist, und somit Eingriffe in den Redoxstatus einer Zelle,
beispielsweise durch Antioxidantien, mit sehr viel Vorsicht zu betrachten sind
[29]. Schon unter Ruhebedingungen produziert der menschliche Kérper RONS,
die jedoch durch das antioxidative Enzymsystem, wie z.B. die
Superoxiddismutase, Katalase, Glutathionperoxidase und Glutathionreduktase
unschadlich gemacht werden kénnen [47]. Im Zusammenhang mit sportlicher
Belastung kann es zu einer Beeintrachtigung des Immunsystems (geringere
Phagozytose, verstarkte Radikalbildung mit eventuell schadigender Wirkung)
kommen [47]. Mochida et al. [48] konnten beispielsweise einen Abfall der
RONS nach starker sportlicher Belastung nachweisen, was eine herabgesetzte

bakterizide Kapazitat bedeuten kann. Auch Chinda et al. wiesen nach einer
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Marathon-Belastung eine Reduktion von oxidativem Burst bzw. Phagozytose
und gleichzeitig einen Anstieg der Leukozyten nach [49].

1.8 Antioxidantien

Um den Einfluss des zellularen Redoxstatus auf die oben beschriebenen
Faktoren zu erforschen, wurden in der durchgefiihrten Studie die Antioxidantien

a-Tocopherol sowie a-Liponsaure eingesetzt.

Die fir den Menschen bedeutendste in der Natur vorkommende Verbindung mit
Vitamin-E-Aktivitat ist a-Tocopherol [17]. Eine seiner wichtigsten Funktionen ist
die eines lipidléslichen Antioxidans, das in der Lage ist, mehrfach ungesattigte
Fettsduren in Membranlipiden, Lipoproteinen und Depotfett vor einer Zerstérung
durch Oxidation (Lipidperoxidation) zu schitzen und so zur Membranstabilitat
beizutragen [4, 47]. Eine weitere Funktion ist die des Radikalfangers. Freie
Radikale koénnen die Doppelbindungen der Fettsdauren der Zell-und
Organellmembranen angreifen und die Membran somit schadigen. Tocopherol
wirkt hier als Radikalfanger, indem es selbst zu einem reaktionstrdgen Radikal
wird. In erster Linie wirkt es in der Lipidstruktur von Membranen. Die oxidierte
Form wird in Wechselwirkung mit Ascorbinsdure und dem Glutathionsystem

regeneriert [18].

a-Liponsaure zahlt zu den endogenen Thiolen. Nach Aufnahme in den Kdrper
wird es zu Dihydroliponsaure reduziert [50]. Dihydroliponsaure kann
,verbrauchtes® Vitamin E regenerieren. Weiterhin ist a-Liponsaure ein potentes
Antioxidans, da es Radikale sowohl in wassriger als auch in Lipidphase

abfangen kann.

Mit dem Hintergrund dieser Wirkung der Antioxidantien wurden sie unter der
Fragestellung verabreicht, ob sie die durch Hypoxie verursachten
Stressreaktionen wie beispielsweise den oxidativen Burst vermindern kénnen.
Unter Normalbedingungen verfligt der menschliche Kérper Gber genligend
eigene enzymatische Schutzsysteme, um eventuell anfallende Radikale
abzufangen und unschéadlich zu machen. Unter Stressbedingungen, wie z.B.
Hypoxie oder starker kérperlicher Belastung kann es jedoch zu einer



1 Einleitung 15

vermehrten Produktion potentiell schadlicher Stoffwechselprodukte kommen, so
dass diese koérpereigenen Systeme Uberlastet werden. Hier kénnten die in
unserer Studie verabreichten Antioxidantien zur Wirkung kommen und
Stressreaktionen vermindern. Die kombinierte Verwendung von a-Tocopherol
und a-Liponsaure erfolgte unter dem Gesichtspunkt der verschiedenen
Wirkmechanismen der beiden Antioxidantien und deren Synergismus. Beide
Antioxidantien zeigten in Kombination schon bei Ischamie-
Reperfusionsschaden, d.h. Sauerstoffmangel mit nachfolgender
Wiederdurchblutung, und Neurodegeneration protektive Effekte [50].

1.9 Ziele des Gesamtprojektes

Wie bereits erwahnt, kann Sauerstoffmangel im menschlichen Koérper in
verschiedenen Kopersystemen, unter anderem im Immunsystem, zu
Dysfunktionen flhren. In diesem Projekt soll die Auswirkung einer kurzzeitigen,
moderaten Hypoxieexposition (4h, 12,5 % O,) Uber Maskenatmung auf
verschiedene Parameter des menschlichen Immunsystems (Stressproteine,

Immunfunktionen) untersucht werden.

Da Antioxidantien bekanntermassen einen protektiven Effekt gegentber
Stressoren wie unter anderem auch gegeniber Hypoxie haben kénnen, wird
getestet, ob antioxidativ wirkende Medikamente die Stressantwort des Kérpers
auf die Hypoxieexposition vermindern kénnen, d.h. ob sie hier einen protektiven

Effekt auf das Immunsytem haben.

Aus dieser Studie kann weiterhin ein Zusammenhang zum Héhentraining im
Sport hergestellt werden. Auch starke sportliche Belastung kann eine
immunsuppressive Wirkung haben. Die hier gewahlte Sauerstoffkonzentration
von 12,5 % entspricht einer ungefadhren H6he von 4100 m. Bei einer deutlichen
Auswirkung dieser Hypoxieexposition auf die hier gemessenen Parameter des
Immunsystems sollte also von einer starken koérperlichen Belastung durch
Training abgesehen werden, um den zusétzlichen immunsuppressiven Effekt zu

vermeiden.
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2 Material und Methoden

Der folgende Abschnitt beschreibt zu Beginn das genaue Studiendesign.
Weiterhin wird auf die experimentellen Messmethoden sowie die verwendeten
Materialien eingegangen.

2.1 Probanden und Studiendesign:

Die Studie wurde mit 12 erwachsenen, mannlichen Probanden durchgefiihrt.2
Wochen vor dem ersten Versuch wurde die Tauglichkeit fir die
Studienteilnahme untersucht. Dabei wurde bestétigt, dass keiner der
Probanden unter hdmatologischen, respiratorischen oder renalen Krankheiten
oder unter Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems litt. Ebenso waren alle
Probanden Nichtraucher, sie waren nicht héhenadaptiert und waren in den
letzten 8 Wochen nicht geflogen. Das Alter betrug 27,1 - 34,1 Jahre, das
Kérpergewicht 79,8 - 87,6 kg, die KdrpergréBe 184 - 189 cm. Die Teilnehmer
nahmen keine Medikamente ein, ebenso keine Vitaminpraparate. Die Studie
wurde unter dem Einverstandnis der Probanden und Genehmigung der
Ethikkommission der Universitat Tilbingen durchgefiihrt. Uber einen Zeitraum
von neun Wochen unterzogen sich die Probanden einer doppelblinden,
placebokontrollierten, randomisierten Crossover-Studie, d.h. weder den
Probanden noch den Versuchsleitern war vor Abschluss der Studie die
Aufschlisselung von Placebo-bzw. Verumgabe bekannt. Wahrend dieses
Zeitraums wurden die Probanden zu drei verschiedenen Zeitpunkten untersucht
(Abbildung 4):

Zeitpunkt 1: Woche 0 vor Placebo-bzw. Verum-Einnahme (Normoxie-
Kontrollversuch) ,

Zeitpunkt 2: am Ende von Woche 3 (erstes Hypoxie-Experiment H1),

Zeitpunkt 3: am Ende von Woche 9 (zweites Hypoxieexperiment H2)
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Im Anschluss an H1 folgte eine 3wdchige Auswaschperiode, bevor die
Probanden das jeweils andere Medikament erhielten. Die Verumgabe bestand
aus 2 Kapseln zu jeweils 400 mg all-rac-a-tocopherol (a-Toc) und einer Kapsel
zu 600 mg o-Liponsaure (a-LA). Die Medikamente wurden von der
Klinikapotheke der Universitatsklinik Tdbingen zur Verfligung gestellt. Die
Entblindung wurde erst nach Abschluss aller Analysen durchgeflihrt. Die
Probanden wurden angewiesen, all-rac-a-tocopherol (bzw. Placebo) Uber 3
Wochen, a-Liponsaure (a-LA) (bzw. Placebo) Uber 2 Wochen vor dem

Hypoxieversuch taglich oral einzunehmen.

Kontrollversuch (20,9 % 02)

1.Hvbnoxieversuch ( 12.5% 02) 2.Hvpnoxieversuch (12.5 % 02)
a-Liponsaure/ a-Liponsaure/
Placebo Placebo

y a-toc. /Placebo y Wash-out- Phase | a-toc. /Placebo

I I I I I I

v

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 4: Schematische Abbildung zum Versuchsablauf der Studie mit
Kontrollversuch bzw. Hypoxieversuch 1 und 2 nach Medikamenten-
bzw. Placebosubstitution.

2.2 Experimentelles Procedere

Die Hypoxie-bzw. Normoxieexposition wurde um 8 Uhr morgens begonnen und
dauerte 4 h. Die Probanden saBen wéahrend dieser Zeit in einer bequemen
Position und atmeten Uber eine eng anliegende Maske entweder normale
Raumluft (Kontrollversuch; 0O2-Gehalt 20,9%) oder ein hypoxisches
Gasgemisch vermischt mit Stickstoff (Hypoxieversuch 1 bzw.2, O2-Gehalt
12,5%)(Abbildung 5).
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Abbildung 5 : Aufnahme wahrend des Versuches

Vendse Blutproben wurden jeweils 10 Minuten vor dem jeweiligen Versuch
(Zeitpunkt 0), wahrend der zweiten bzw. vierten Stunde des Versuchs
(Zeitpunkt 2 bzw.4), und 1h, 4h, 8h und 20h nach dem Versuch abgenommen. (
Zeitpunkt 5, 8, 12, 24),(Abbildung 6).

Versuchszeit Reoxygenierungsphase

Hypoxie/Normoxie

Venose Blutentnhahme

CUTT T ] 3

0 2 4 5(1) 8(4) 12 (8) 24 ( 20)

Zeitpunkte der Blutentnahmen in h nach Versuchsbeginn (bzw. in h nach Hypoxie)

Abbildung 6: Schematische Abbildung zu den Zeitpunkten der venésen
Blutentnahmen
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Die Blutabnahmen nach dem Versuch wurden mit dem Ziel abgenommen, auch
die Reoxygenierungsphase nach der Hypoxie zu berlcksichtigen, da sich
bestimmte Auswirkungen der Hypoxie auch erst mit Verzégerung einstellen
kénnen und ohne die Betrachtung dieser Phase vernachlassigt wirden. Vor
Beginn, wahrend und in einem Zeitraum von 30 min. nach Ende der Hypoxie-
bzw. Raumluftexposition wurden Atem- und Herzfrequenz, sowie die
pulsoxymetrische Sauerstoffsattigung und die Blutgase gemessen. Die
gewonnenen Blutproben wurden in Kidhlbehaltern zum  Analyselabor
transportiert und dort zur Plasmagewinnung sofort zentrifugiert (4°C, 1000g, 15
min). Das Blutplasma wurde bis zur weiteren Analyse bei -80°C tiefgefroren.Aus
den verbliebenen zellularen Bestandteilen wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) ftir
FACS-Analysen (fluorescence activated cell sorting) bzw. PCR (polymerase

chain reaction) gewonnen.

2.3 Analytisches Procedere

Dieser Abschnitt beschreibt die angewandten Messmethoden und die hierbei
verwendeten Rezepte.

2.3.1 Erythropoietin im Plasma
Die Plasma-Erythropoietin-Konzentration wurde mittels Immunoassay durch
das Analysegerat Immulite (JPC Biermann GmbH, Bad Nauheim) im Labor von

Prof. E.M. Schneider der An&sthesiologie der Universitatsklinik Ulm bestimmt.

2.3.2 a-Tocopherol-Konzentration im Plasma
Zur Bestimmung der a-Tocopherol-Konzentration im Plasma wurde den

Probanden in einer Serum-Monovette Blut entnommen.

Die Messung wurde mittels High Performance Liquid Chromatography (HPLC
System Merck, Hitachi L6200, Merck, Darmstadt) durch das Zentrallabor der
Universitatsklinik ~ TUbingen  durchgefihrt.  Die  a-Tocopherol-Plasma

konzentration wurde mittels UV-Detektion (Chromsysteme, Miinchen) bestimmt.
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2.3.3 Blutgase und Sauerstoffsattigung

Zur Messung der Blutgase wurde den Probanden aus dem Ohrlappchen in
einer Glaskapillare 50ul Kapillarblut entnommen.Die Bestimmung erfolgte
mittels eines Blutgasanalysators(STAT Profile pHOx, Nova Biomedical,

Waltham Ma, USA). Die Sauerstoffsattigung wurde pulsoxymetrisch bestimmt.

2.3.4 Peroxidspiegel

Zur Bestimmung des Peroxidspiegels wurde den Probanden Blut in einer
EDTA-Monovette entnommen und abzentrifugiertes Plasma wurde
photometrisch mittels des PeroxKit, Inmunodiagnostik Bensheim gemessen.

2.3.5 Western Blot

Der Western Blot wurde als in-vitro-Vorversuch der Studie durchgefuhrt. 4
freiwilligen Probanden wurde Blut in einer EDTA-Monovette abgenommen und
in vitro den in der Studie gewahlten Bedingungen ausgesetzt (4 stlindige
Hypoxie, 12,5% O,). Die Halfte der Blutrbhrchen jeder Person wurde zur
Kontrolle unter Normoxie gehalten. Direkt im Anschluss wurden PBMCs(
peripheral blood mononuclear cells) mittels Dichtegradientenzentrifugation
isoliert. Das EDTA-Vollblut wurde 1:2 mit PBS verdinnt und auf das gleiche
Volumen Dichtegradient (Lymphoflot) Uberschichtet. Nach einer 20mindtigen
Zentrifugation bei 2200 rpm, ohne Bremse wurde der Zellring bestehend aus
mononukledren Zellen entnommen und durch 2 Waschschritte mit PBS
(Zentrifugation bei 1200rpm, 10min) gereinigt. Aus den PBMC-Pellets wurden
mit Hilfe der Reagenzien des NE-PER Kkits (Pierce/Perbio) Kern-bzw. Zelllysate
gewonnen und daraus die entsprechenden Proteinfraktionen, vor Abbau
geschitzt durch Proteinaseinhibitoren, im Western Blot eingesetzt. Untersucht
wurden die Proteine HSP 27 bzw. HSP 70.

Beim Western Blot handelt es sich um ein Verfahren zur Darstellung von
Proteinen, dass insbesondere in der Medizin und der Proteinbiochemie
Anwendung findet. Im Western Blot werden Proteine Uber Diffusionsblotting,
Kapillarblotting oder Elektroblotting von einem Gel auf eine Tragermembran
transferiert und mit Hilfe von Antikbrpern und Fluoreszenzfarbstoffen
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visualisiert. Der Name ,Western Blot® geht auf den Erfinder der Blotting-
Technik, Erwin Southern, zurtick, der 1975 eine Methodik zur Auftrennung von
DNA-Fragmenten und anschlieBender Hybridisierung, den sogenannten
,Southern Blot“, durchfihrte. In Anlehnung an seinen Namen wurde die
Auftrennung von RNA-Fragmenten Northern Blot und schlieBlich die
Auftrennung von Proteinen Western Blot genannt.

Die Methodik des Western Blots wird in 5 Teilschritte unterteilt, namlich die
Proteinisolation, die Messung der Proteinkonzentration, die Auftrennung per
SDS-Page (Sodium-Dodecyl-Sulfate-PolyAcrylamidGelElektrophorese), Blotting
mit anschlieBendem Blocking und die Immundetektion. Im Rahmen der
Proteinisolation wurde aus den Zellen zum einen die nukleére, zum anderen die
zytoplasmatische Proteinfraktion, je nach Vorkommen, gewonnen und
weiterverwendet. Fir Genregulationsstudien wird generell die Verwendung der
nuklearen Fraktion gegeniber des Gesamtzelllysates bevorzugt. Zellulare
Komponenten im Gesamtzelllysat kénnen sich nachteilig auf die nuklearen
Proteininteraktionen und Stabilitdt auswirken, ausserdem werden nukleare
Proteine im Gesamtzelllysat starker verdinnt als im spezifischen Nuklear-
Extrakt.

Die Proteinisolierung erfolgte mit Hilfe des NE-PER Nuclear and Cytoplasmic
Extractions kits von PIERCE. Um einen Abbau der Proteine durch Proteasen zu
verhindern wurde den Reagenzien Cer 1 und Ner der Protein Inhibitor cocktail
Halt-Protease Inhibitor Cocktail (100x) (Pierce, ProduktNr. 78410) im Verhaltnis
1:100 zugeflgt. Zur erfolgreichen Proteinisolierung wurde ein Homogenisator ,,
Ultra turrax“ eingesetzt. Alle Arbeiten wurden bei 4°C durchgefiihrt. Nach der
PBMC-Isolierung wurde das trockene Zellpellet (ca. 2x106 Zellen) mit 200pl
eiskaltem CER 1 versetzt und 40sec. mit dem Ultra turrax bearbeitet.Nach einer
10 mindtigen Inkubation auf Eis wurden zur jeder Probe 11pl eiskaltes CER 2
pipettiert, 1 Minute auf eis inkubiert und 15 sec. mit dem Ultra turrax bearbeitet.
Diese beiden Reagenzien bewirken einen AufschluB der Zellmembranen und
eine Freisetzung des zytoplasmatischen Inhalts. Eine 5mindtige Zentrifugation
bei 14000rpm und 4°C fiihrt dazu, dass sich nun im Uberstand die

zytoplasmatische Proteinfraktion befindet. Zum Pellet werden 100ul NER-
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Reagenz gegeben, nach einer Behandlung mittels Ultra turrax und 40 minGtiger
Inkubation auf Eis mit anschliessender Zentrifugation von 10min bei 4°C und
14000 rpm, werden die Zellkerne lysiert und man erhalt die nukleare Fraktion im
Uberstand.

Im Anschluss an diesen Vorgang wurde die Proteinkonzentration ermittelt, um
eine einheitliche Proteinmenge im Western Blot einsetzen zu kdnnen. Mittels
Bradford-Methode wurde die Konzentration photometrisch bestimmt. Hierbei
werden durch Bindung von Coomassie Brillrnat Blue G-250 an Proteine im
sauren Milieu Komplexe gebildet. Dadurch kommt es zur Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes, der ohne Protein bei 465 nm, mit
Protein bei 595 nm liegt. Eine Zunahme der Absorption bei 595 nm gilt als MaB
fur die Proteinkonzentration der Lésung. Fir die Durchfihrung des Tests wurde
eine Standardreihe mit BSA hergestellt. Als Farbreagenz diente Bio-Rad
Protein Assay (katNr. 500-0006, Bio-Rad). Es wurden je 10ul Standard bzw.
Probe in ein well einer 96 well Mikrotiterplatte pip. und mit 200ul Farbreagenz,
welches 1:5 in aqua dest verdinnt wurde, versetzt. Nach einer 5 minGtigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die optische Dichte mittels eines
Plattenreaders der Firma SLT bestimmt und die Protein Konzentration tUber eine

Standardkurve berechnet.

Jede Proteinprobe wurde so eingestellt, dass sie 40ug Protein beinhaltet.Sie
wurde mit reduzierendemlLadepuffer (Laemmli-Puffer) versetzt und 2min bei
95°C erhitzt. Das in diesem Puffer enthaltene SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfate,
Fa. Roth) bindet an die Proteine und verleiht diesen dadurch eine negative
Ladung. Die Eigenladung der Proteine wird hierbei Uberdeckt. Durch
Aufspaltung der Wasserstoffbriickenbindungen und Streckung der Molekiile
kommt es zu einer Auflésung der Sekundar-und Tertiarstruktur. Aufgrund von
reduzierenden Thiolverbindungen des beta Mercaptoethanols I6st sich die

Quartarstruktur auf.

Die fertigen Proben wurden nun in die Geltaschen aufgetragen. Das
Polyacrylamidgel wurde nach dem in Tabelle 1 genannten Rezept hergestellt.
Zur Elektrophorese wurde die Elektrophoresekammer Mini-Protean 3 der Firma
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Biorad eingesetzt, der Elektrophoresepuffer wurde nach dem in der Tabelle 2
genannten Rezept hergestellt. Aufgrund der negativen Ladung wandern die
Protein-SDS-Komplexe wahrend der Elektrophorese zur Anode(Plus-Pol) und
werden somit aufgetrennt. Trennkriterium ist hier die GréBe der Proteine, kleine
wandern leicht durch die Gelmaschen, gréBere Proteine wandern langsamer.
Das Polyacrylamidgel wurde nach dem in der Tabelle beschriebenen Rezept
hergestellt. Als GréBenmarker wurden der Western Standard (Invitrogen) und
der Prestained Standard (Invitrogen) eingesetzt. Bei einer Spannung von 120 V
dauerte die Elektrophorese ca. 1,5h. Beim Blotting werden die im Gel
aufgetrennten Proteine mittels Elektroblotting auf eine Nitrozellulose Membran
transferiert und mittels Antikérpern visualisiert. Der Blottingvorgang wurde mit
der Blottingkammer der Firma Biorad durchgefihrt, der dazu bendtigte
Blottingpuffer wurde nach dem in der Tabelle 2 aufgefliihrten Rezept hergestellt.
Nach dem Blotting wurden die unspezifischen Bindungsstellen auf der
Membran mit Magermilch (Biorad) geblockt. Der notwendige Puffer besteht aus
5% Magermilch in TBST-Puffer und 0,1% Tween (Biorad). Die Inkubationszeit
der Membran in Magermilch betrug ca. 24 h bei 4 °C. Nach dieser Inkubation
wurde die Magermilch von der Membran gewaschen, um im Anschluss daran
die Antikérperreakion zur Detektion des untersuchten Proteins durchgeflhrt.
Die Antikérper binden hierbei an das jeweils passende Epitop der gesuchten
Proteinbande. Nach mehreren Waschschritten zur Entfernung Uberschissiger
Antikdrper  folgte  die  Inkubation des  Sekundarantikbpers.  Der
Sekundarantikérper ist spezifisch gegen bestimmte Teile des Primarantikérpers
gerichtet und gleichzeitig mit einem Enzym gekoppelt (z. B. HRP= Horse radish
peroxidase) Dieses Enzym katalysiert die Umsetzung des Farbstoffes Luminol
in seine oxidierte Form. Dabei wird eine Lumineszenz detektiert, die der
gesuchten Proteinbande entspricht. Im Anschluss daran konnte mittels einer
Chemilumineszenzlésung (Super signal West Pico Chemiluminescent
Substrate) die gesuchte Proteinbande unter UV-Licht detektiert werden. Die
Messung erfolgte im Imaging System der Firma Ray-Test mit dem
Messprogramm DIANA und dem Auswertungsprogramm AIDA.
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Dieselbe Membran wurde nun 15 min in restore Westernblot stripping buffer
(Pierce, ProdNr. 21059) inkubiert, um alle Antikérper von der Membran zu
entfernen und anschlieBend erneut mit dem House-keeping Gene beta-Actin
(40kDa)-Antikérper, nach demselben Verfahren wie oben beschrieben, markiert
und detektiert. Damit wurde der Nachweis erbracht, dass in allen Geltaschen
dieselbe Proteinmenge aufgetragen wurde, da beta-Actin nicht reguliert wird.

Tabelle 1: Rezept zur Herstellung des Polyacrylamidgels

Trenngel-Lésungen (8%) Sammelgel-Lésungen (7%)

Acrylamidlésung (30%) 5,3 ml Acrylamidlésung (30%) 1,7 ml
1,5 M Tris/HCL (pH 8,8) 5 ml Tris / HCI (p 6,8) 1,3 ml
10% SDS 0,2 mi 10% SDS 0,1 ml
a.dest 9,3 ml a.dest 6,8 ml
10% APS 0,2ml 10% APS 0,1 ml
TEMED 0,016 ml  TEMED 0,010 ml

Tabelle 2: Rezept zur Herstellung von Elektrophorese- bzw. Blotting-Puffer

Elektrophoresepuffer Blotting-Puffer TBST

10x far 11 10x far 11 10x for 11

Tris (pH=8,3 30,3g  Tris 58g Tris(pH=8,0) 12,1¢g

Glycin 144 g  Glycin 29g NaCl 87,79

SDS 10g SDS 37g Tween 20 0,5 %
Methanol 20% 200 ml
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2.3.6 FACS (Durchflusszytometrie)

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur intrazellularen Analyse von
Proteinen (HSP, HO, HIF) sowie zur funktionellen Analyse (Phagozytose,
oxidativer Burst) eingesetzt. Ein besonderer Vorteil der Durchflusszytometrie in
unserer Studie war die Mdglichkeit, die Leukozyten in vivo in ihrer
,Normalumgebung* Vollblut sofort nach der Blutentnahme zu untersuchen, was
in anderen Techniken nicht der Fall ist.

2.3.6.1 Prinzip der Durchflusszytometrie
Der Name FACS steht fiir fluorescense activated cell sorting, im deutschen

auch Durchflusszytometrie genannt. Es handelt sich hierbei um ein Verfahren
zur Zelldifferenzierung (beispielsweise im Blut) und zur differenzierten
Betrachtung von Zelloberflachen bzw. intrazellularem Geschehen und
Zellfunktion.

Ein Durchflusszytometer besteht aus den drei Komponenten FlUssigkeitssystem
(Zelltransport), Optik und Elektronik (Umwandlung optischer in elektronische
Signale). Das Prinzip des Durchflusszytometers ist die hydrodynamische
Fokussierung: Die Tragerflissigkeit erzeugt eine laminare Strdomung. Zusatzlich
wird durch eine Verringerung des Querschnitts in der Messkivette der
Probenstrom verjingt und beschleunigt. Die Zellen passieren nun
perlschnurartig aneinandergereiht den Laserstrahl. Die Messparameter der
Durchflusszytometrie sind einerseits das Streulicht, andererseits die
Fluoreszenzimpulse. Beim Streulicht werden das Vorwartsstreulicht (forward
scatter) als MaB fiir die ZellgréBe und das Seitwartsstreulicht (side scatter) als
MaB fir die Granularitdt unterschieden. Zur Fluoreszenzmessung werden mit
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte Antikérper eingesetzt, die sowohl gegen
intrazellulare als auch gegen extrazellulare Strukturen gerichtet sein kénnen.
Messparameter sind hier die Anzahl positiver Ereignisse (%) und die relative
Fluoreszenzintensitat. Die PBMC Gewinnung erfolgte, wie im Kapitel Western-
Blot beschrieben. Zur Durchfihrung der Durchflusszytometrie wurden die Zellen
intrazelluér, indirekt markiert und mittels FIX&PERM Kit (GAS-002-1, Fa. An der
Grub) fixiert und permeabilisiert. Es wurden 5x1075 Zellen in 50ul FACS-Puffer
pro Réhrchen eingesetzt und durch Zugabe von 100ul Reagenz A fixiert, nach
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einem Waschvorgang mit FACS-Puffer folgte die Permeabilisierung der
Zellmembran durch 100 pl Reagenz B und die Markierung mit 20l
(1ng/20ul)speziellen Primar-Antikérpern, die gegen die zu messenden Proteine
HSP 27, HSP 70, HO-1, iNOS wund HIF-1a gerichtet sind. Zur
Fluoreszenzmessung wurden nun 20 pul eines mit FITC konjugierten
Sekundarantikérpers (s.Liste Materialien) hinzugefligt. Nach 20 mindtiger
Inkubation und einem weiteren Waschvorgang folgte die Messung der
Zellsuspension am Durchflusszytometer FACS-Scan EPICS-XL-MCL der Firma
Coulter.

2.3.7 Bestimmung des oxidativen Bursts

Wahrend der Phagozytose oder nach &uBerer Stimulation entstehen in
Granulozyten oder Monozyten Sauerstoffradikale (Superoxid-Anionen,
Hydrogenperoxid, Hypochlorsdure), die das beim Phagozytosevorgang
ingestierte Bakterium zerstéren sollen. Um nun die Produktion dieser Radikale
nachweisen zu kdnnen, muss ein Stoff zugefligt werden, der sich unter
Radikaleinwirkung verandert und quantitativ gemessen werden kann. Es
handelt sich dabei um nicht fluoreszierendes Dihydrorhodamin (DHR 123), dass
durch Radikaleinwirkung in fluoreszierendes Rhodamin (R 123) oxidiert wird.
R123 kann quantitativ in den Zellen mittels DurchfluBzytometrie nachgewiesen
werden. Es werden einerseits die HOhe der mittleren Aktivitdt der
Sauerstoffradikalbildung und andererseits der prozentuale Anteil der
phagozytierenden, radikalproduzierenden Zellen gemessen. Der oxidative Burst
wurde mittels des BURSTTESTS der Firma Orpegen Pharma bestimmt. Als
Bakterium wurde hier E.coli als partikularer Stimulus verwendet, als
Stimulantien phorbol-12-myristat 13-acetat (PMA als high stimulus) und N-
formyl-Met-Leu-Phe (fMLP als low stimulus), und als Fluoreszenzsubstrat
Dihydrorodamin 123 (DHR 123).100 ul heparinisiertes Vollblut wurden in 4
Tubes a 5 ml gegeben. Nun wurde mit verschiedenen Ansatzen
weitergearbeitet. In Ansatz 1 wurden 20 ul fMLP als low stimulus gegeben, in
Ansatz 2 20 pl PMA als high stimulus. Zu Ansatz 3 wurden 20 pl Waschlésung

als Negativkontrolle zugefigt. In Ansatz 4 wurden 20 ul E.coli als partikularer
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Stimulus zugefligt. Die Proben inkubierten jeweils 10 min bei 37 °C im
Wasserbad. Anschliessend wurden 20 pl Substratlésung (DHR 123 im Kit
enthalten) je Tube hinzugefligt und wiederum 10 min bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert. Um vorhandene Erythrozyten zu lysieren, wurden in jedes Tube 2 ml
Lysel6sung gegeben (Lyseldésung im Kit) und 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach 3 Waschvorgangen ( Waschlésung im Kit ) und Zentrifugation (5
min, 250 x g, 4°C) wurden 200 ul DNA-Farbelésung hinzugefligt und 10 min bei
0 °C inkubiert. Anschliessend folgte die Messung des oxidativen Bursts im
Durchflusszytometer FACScan EPICS-XL-MCL (Firma Coulter) bei 488nm
Argonlaser.

2.3.8 Phagozytose

Die Phagozytose wurde mittels des PHAGOTEST der Firma Orpegen Pharma
durchgefihrt. Als Substrat wurden hier FITC-gekoppelte (fluorescin DTAF-
conjugated) E.coli verwendet. 100 ul heparinisiertes Vollblut wurden in 5 ml
Probenréhrchen aliquotiert und 10 min auf Eis vorgekihlt. Allen Ansatzen
wurden 20 pl E.coli hinzugfligt. Die Probenansatze, in denen die
Phagozytoseaktivitdt gemessen werden sollte, inkubierten fir 10 min im
Wasserbad bei 37°C, eine Probe blieb als Negativkontrolle auf Eis stehen.
Nach ,Quenchen” der Proben und drei Waschvorgangen (Quenching —Solution
bzw. Waschpuffer im Kit) wurden vorhandene Erythrozyten lysiert (je 2ml
Lysepuffer, im Kit enthalten, Inkubation 20 min bei Raumtemperatur im
Dunkeln). Im Anschluss daran wurden die Proben abzentrifugiert (5 min, 250 x
g, 4°C). Die DNA der Zellen wurde nun mit DNA-Farbeldsung (Farbelésung im
Kit) angefarbt und die Phagozytoserate der Granulozyten im
Durchflusszytometer FACScan EPICS-XL-MCL (Firma Coulter) bestimmt.

2.3.9 RNA-Isolierung aus PBMC

Zur Messung der RNA wurde aus PBMC mittels des RNeasy MiniKit (Quiagen
(250) die RNA isoliert. Das Prinzip der RNA Isolierung mittels RNeasy Mini Kit
basiert auf der selektiven Bindungseigenschaft einer Silicagel-Membran und der

Mikrozentrifugationstechnik.
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Die isolierten PBMC werden lysiert und homogenisiert in einem stark
denaturierendem , Guanidinisothiocyanat haltigem Puffer RLT. Intakte RNA

kann dadurch isoliert werden, da RLT-Puffer RNasen sofort inaktiviert.

Die Probe wird mittels Qia-Shredder-Saulen homogenisiert, genomische DNA
wird geschert und die Viskositat des Lysates reduziert. Die Zugabe des
Ethanols zum  Durchfluss dient dazu fir die RNA optimale
Bindungsbedingungen an die Silicagelmembran des RNeasy-Saulchens zu
schaffen. Es kommt zu einer Adsorption der RNA an die Membran. Durch
Waschschritte mit RW1 und RPE-Puffer werden kontaminationen (Salze,
Proteine usw.) entfernt. SchlieBlich wird die RNA mit RNAse freiem Wasser

eluiert.

2.3.10 RT-PCR ( Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion)

Die RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion) ist eine
Kombination aus zwei in der Molekuarbiologie verwendeten Methoden, um die
Genexpression von spezifischen Genen in Zellen, Geweben oder Blutserum

nachzuweisen.

2.3.10.1 Reverse Transkription
Um die Transkription eines Gens nachzuweisen, wird die abgelesene RNA

untersucht. Bei der Amplifikation von DNA in der Polymerase-Kettenreaktion
werden DNA-abhangige DNA-Polymerasen verwendet. Das heif3t, sie sind nicht
in der Lage, RNA zu amplifizieren. Um nun die RNA nachzuweisen, muss diese
vorher mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase in der Reversen
Transkription in cDNA (copy-DNA) umgeschrieben werden.

Diese cDNA kann dann verwendet werden, um daraus in der PCR bestimmte

Sequenzen zu amplifizieren.

Die Reverse Transkription wurde mittels des GeneAmp-RNA-PCR Core Kits der
Firma Applied Biosystems durchgefihrt.

Da totale RNA das Ausgangsmaterial darstellte, musste mittels der Reversen
Transkription mit Hilfe von Oligo-dT-Primern und einer Reversen Transkriptase

aus mRBNA eine cDNA erstellt werden.
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Zur Erstellung der cDNA wurde mit den in Tabelle 3 und 4 aufgeflihrten

Ansatzen gearbeitet.

Tabelle 3: Ansatz zur Erstellung der cDNA

Komponente Volumen
DEPC-Wasser Variabel

RNA variabel 500 ng
Gesamtvolumen 3ul

Tabelle 4: Ansatz des Master Mixes pro Ansatz

Komponente Volumen Endkonzentration
25mM MgCI2 4 pl 5 mM
10x PCR-Puffer 2 ul 1X
dGTP 2 ul 1 mM
dATP 2yl 1 mM
dTTP 2 ul 1 mM
dCTP 2 ul 1 mM
Rnase-Inhibitor 1l 1 U/l
MuLV Reverse Transkriptase 1 ul 2,5 U/l
Oligo-dT 16 Primer 1l 2,5 U/l
Gesamtvolumen: 17 ul

Bei der Reaktion wurde folgendes Temperaturprofil eingestellt: 10 min
Raumtemperatur, danach 15 min bei 42°C, dann 5 min bei 99°C und letztlich 5
min bei 5 °C.

2.3.10.2 PCR
Allgemein alternieren im Verlauf der PCR in mehreren Zyklen 3

Reaktionsschritte:

1. DNA-Denaturierung: Die doppelstrdngig vorliegende DNA wird in zwei

Einzelstrange aufgeschmolzen. Dies geschieht durch Erhitzung auf 94-96 °C.
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2. Primer-Annealing: Die Primer docken an die korrespondierende DNA-
Sequenz an. Hiermit werden die Startpunkte der DNA-Synthese festgelegt.

3. Elongation: Eine DNA-abhangige DNA-Polymerase (temperaturstabil, z.B.
tag-Polymerase) polymerisiert die vorliegenden Nukleotide entlang der Ziel-
DNA.

Das Gesamtvolumen aus dem oben genannten Reaktionsansatz von 50 ul

wurde zur PCR in 5 Portionen zu je ca. 9 pl geteilt.

Zu den 9 ul wurden pro Ansatz noch 14 pl a.bidest, je 1 ul der 10pM
konzentrierten beiden Primer (sense und antisense) und 25 ul Red Taq
Polymerase (Jumpstart Red Taq Ready Mix, Firma Sigma) hinzugeflgt. Als
Primer wurden Oligonukleotidprimer von Interactiva, Ulm verwendet
(Sequenzen s.Tabelle 5). Aktin wurde als Housekeeping-Gene zur
Standardisierung verwendet. Zur Vergleichbarkeit der gemessenen Werte flr
HSP 27, HSP 72, HO-1 und iNOS wurde jeweils der Quotient des gemessenen
Proteins mit Aktin gebildet.

Tabelle 5 Stressprotein-Olgonukleotidprimersequenzen

Stressgen 5’ SensePrimer 3’ 5" AntisensePrimer 3°  Amplifikat bp

HSP 27 CACGAGGAGCGGCAGG CAGTGGCGGCAGCAGG 285
ACGAG GGTGG

HSP 72 CTCCAGCATCCGACAAG ACGGTGTTGTGGGGGTT 234
AAGC CAGG

HO-1 CAGGCAGCGAATGCTGA GATGTTGAGCAGGAACG 555
GTTC CAGT

iNOS CGGTGCTGTATTTCCTTA GGTGCTGCTTGTTAGGA 258
CGAGGCGAAGAAGG GGTCAAGTAAAGGGC

B-Aktin GGCGGCACCACCATGTA AGGGGCCGGACTCGTC 202
CCCT ATACT

Die PCR erfolgte mit einem GeneAmp PCR system 9700 Thermal Cycler.
Tabelle 6 zeigt die Amplifikationsbedingungen der einzelnen Stressproteine:
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Tabelle 6: Amplifikationsbedingungen der Stressproteine HSP 27, HSP 72, iNOS

und HO-1
Target-Gen Melting  Annealing  Extension  Zyklen Primer-Konz.
HSP 27 95° 69° 72° 28 10 pmol/pl
HSP 72 95° 62° 72° 28° 10 pmol/ul
iNos 94° 77° 72° 33 50 pmol/ul
HO-1 94° 56° 72° 25 10 pmol/ul
Aktin 94° 64 ° 72° 24 10 pmol/ul

Die Produkte dieser RT-PCR kénnen dann auf ein Agarosegel aufgetragen und
elektrophoretisch getrennt werden. Im Anschluss daran werden sie durch
Ethidiumbromid, welches in die DNA interkaliert und dadurch sein
Absorptionsspektrum verandert unter UV-Licht sichtbar gemacht. Das Produkt
kann so anhand seiner Grosse (KDa) im Gel als das gesuchte Produkt

identifiziert und Gber die Grésse der Banden quantifiziert werden.

2.3.10.3 DNA -Elektrophorese:
Nach der Amplifikation folgte die DNA —Elektrophorese auf einem Agarosegel.

Zur Gelherstellung wurde Agarose 2% in eine Horizontalgelkammer gegossen,
wo es ca. 45 min. polymerisierte. Als Referenzbande flir den GréBenvergleich
dienten parallel mitlaufende DNA -—Standardfragmente. Direkt nach der
Elektrophorese wurde das Gel in einem Ethidiumbromidbad 5 min lang geféarbt.
Die Abbildung erfolgte unter UV-Licht mittels eines Imaging systems der Firma
Raytest mit dem Messprogramm DIANA und dem Auswertungsprogramm
AIDA.
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Abbildung 7: Legende der verwandten Plotsymbole ,,Diamonds*

2.3.11 Statistik
Die statistische Analyse wurde mittels des Statistikprogramms JMP 5.1(SAS

Institute Inc., Cary, NC, USA) durchgefiihrt. Die graphischen Darstellungen
erfolgten mit Microsoft office Excel 2003, JMP 5.1 und Kaleida Graph (Synergy
Software, Abelbeck, Reading, PA, USA) Die Darstellung der Mittelwerte und

95%-Konfidenzintervalle erfolgte mittels sogenannter ,Diamonds* (Abbildung 7).

Durch die Lange der Konfidenzinzervalle wird die Variabilitdt der Daten zu
einem bestimmten Messzeitpunkt deutlich. Der Vergleich zwischen den
einzelnen Zeitpunkten erlaubt eine Beurteilung darlber, wie sich die Mittelwerte
der Ergebnisse zu den einzelnen Messzeitpunkten unterscheiden. Hierbei
bedeuten sich (berlappende Konfidenzintervalle keinen signifikanten
Unterschied in den Mittelwerten, wéhrend bei nicht Uberlappenden Intervallen
von einem signifikanten Unterschied der zugehérigen Mittelwerte ausgegangen

werden kann. [51]
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2.3.12 Materialien

Chemikalie Name Firma / Sitz der
Firma
Acrylamidlésung (30%) Biorad/Minchen
Tris Trizma Base Sigma-
Aldrich/Minchen
SDS Sodium-Sodecyl-Sulfate Roth/ Karlsruhe
APS Ammonium Persulfate Sigma-
Aldrich/Minchen
TEMED Tetramethylethlendiamin Sigma-
Aldrich/Minchen
Glycin Sigma-
Aldrich/Minchen
NaCl Natriumchlorid Merck /Darmstadt
Tween 20 Polyoxyethylensorbitanmonola Sigma-
urat Aldrich/Minchen
Methanol Merck /Darmstadt
Magermilch Biorad/Mlnchen
Laemmli-Puffer Borad/Miinchen
PBS Phosphate buffered saline Lonza/Wuppertal
TBST Biorad/Minchen
Lymphoflot Biotest/Dreieich
MgClz Magensiumchlorid, Roche

Komponente des Gene Amp-
RNA/ PCR-Core Kits
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Chemikalie Name Firma / Sitz der
Firma
PCR-Puffer Komponente des Gene Amp- Roche
RNA/ PCR-Core Kits
DEPC-Wasser Komponente des Gene Amp- Roche

RNA/ PCR-Core Kits

NE-PER Nuclear and
cytoplasmatic extractions
reagent Perbio/Pierce
Nr.78833

Kit zur Herstellung von

Kernlysat bzw. Zelllysat.

Pierce/Perbio

HALT Protease Inhibitor
Cocktail Kit
Perbio/Pierce Nr. 78410

Pierce/Perbio

Agarose Sigma-
Aldrich/Mlnchen

PHAGOTEST Orpegen Pharma
/Heidelberg

Bursttest Orpegen Pharma/

Heidelberg

RNeasy Mini Kit

Quiagen (250), Kat.-
Nr: 74106

f MLP

N-formyl-Met-Leu-Phe

PMA

phorbol-12-myristat 13-acetat

E.coli

Dihydrorhodamin

Quneching solution

FACS-Reagenz A

(Fix&Perm)
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Chemikalie Name Firma / Sitz der
Firma

FACS-Reagenz B (Fix&Perm)

FACS-Puffer 500 mg Na Acid, 500 mg BSA,

500 ml PBS

BSA Bovine serum albumine Sigma-
Aldrich/Minchen

NaAcid Sigma-Aldrich/
Minchen

PBS Phosphate buffered saline Lonza/Wuppertal

Isotyp : Mouse IgG1-
UNLB-Standard

Biozol ( Kat. Nr.
0102-01

Anti-HSP 27 mouse

Stressgen Biomol,
Kat.-Nr.: SPA-800

Anti-HSP 70 mouse

monoclonal

Stressgen Biomol,
Kat. Nr.: SPA-810

Anti-HO-1 mouse

monoclonal

Stressgen Biomol,
Kat.-Nr.: OSA-110

Anti-INOS mouse

monoclonal

Santa Cruz,
Biotechnology, Kat.-
Nr.: SC-7271

-Anti-HIF-1a, mouse
lgG1

BD Biosiences, Kat.-
Nr.: H-72320

Fluorescin DTAF-

conjugated AffiniPure F,

Fragment Goat Anti-
mouse IgG

Jackson Immuno
Research Lab, Kat.-
Nr.: 115-016-068
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Chemikalie Name Firma / Sitz der
Firma

PCR-Puffer Komponente des Gene Amp- Roche
RNA/ PCR-Core Kits

DEPC treated water

dGTP Komponente des Gene Amp- Roche
RNA/ PCR-Core Kits

dATP Komponente des Gene Amp-
RNA/ PCR-Core Kits Roche

dCTP Komponente des Gene Amp- Roche
RNA/ PCR-Core Kits

dTTP Komponente des Gene Amp- | Roche
RNA/ PCR-Core Kits

Rnase-Inhibitor Komponente des Gene Amp- Roche
RNA/ PCR-Core Kits

MuLV Reverse Komponente des Gene Amp- Roche

Transkriptase RNA/ PCR-Core Kits

Oligo-dT-Primer Komponente des Gene Amp- Roche
RNA/ PCR-Core Kits

FITC gekoppelte

Antikbrper

RNeasy MiniKit. Quiagen

Oligonukleotidprimer

Interactiva Ulm

Red Taq
Polymerase:Jumpstart
Red Taq Ready Mix

Sigma-
Aldrich/MUnchen
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Chemikalie

Name

Firma / Sitz der
Firma

GeneAmp PCR system
9700 Thermal Cycler

Applied Biosystems

DNA -

Standardfragmente.

Ethidiumbromid Stammisg. 10 mg/ml Sigma-
Aldrich/Manchen

Super signal West Pico
Chemiluminescent
Substrate (34080)

Pierce/Perbio

Gerate:

Ultra turrax IKA Werkerstaufen

Raytest UV-Kammer mit Raytest

Digitalkamera Isotopenmessgerate
GmbH
Straubenhardt

2-D Densiometrie Raytest

Programm AIDA Isotopenmessgerate
GmbH
Straubenhardt

Durchflusszytometer
FACScan EPICS-XL-
MCL

Beckman Coulter/
Krefeld
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3 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Auswirkungen der Hypoxieexosition bzw. der
Medikamentengabe auf die gemessenen Stressparameter genauer betrachtet.
Die Ergebnisse wurden mit den im Kapitel ,Material und Methoden®
beschriebenen Experimenten erzielt. Bei den dargestellten Effekten der
Hypoxie bzw. der Medikamentengabe handelt es sich in den meisten Fallen
nicht um signifikante Effekte, sondern lediglich um Tendenzen. Um
methodische Effekte auszuschlieBen, wurden (auBer bei den Ergebnissen des
oxidativen Bursts) immer die Werte aus dem Kontrollversuch ohne Hypoxie von
den Werten unter Hypoxieexposition subtrahiert. Signifikante Ergebnisse
wurden in den Abbildungen mit Sternchen (*) gekennzeichnet. Im Rahmen von
Vorversuchen der Studie wurden 4-stindige in vitro-Hypoxieversuche mit einer
O2-Konzentration von 12,5 % durchgefihrt, um den Hypoxieeffekt in vitro zu
beobachten, bevor die in vivo-Experimente starteten. Als Stressproteine wurden
beim Vorversuch HSP 27 bzw. HSP 72 im Western Blot bestimmt. Fir die
geplante Studie entschieden wir uns jedoch fir die Methode der
Durchflusszytometrie, da hier im Gegensatz zum Western Blot eine
differenzierte Betrachtung der Granulozyten bzw. Monozyten mdglich ist. Bei
den mittels der Durchflusszytometrie erzielten Ergebnissen wurden jeweils die
% positiver Ereignisse, beispielsweise die % phagozytierender Monozyten bzw.

Granulozyten, und die relative Fluoreszenzintensitat (mfc) bestimmt.

Im folgenden Ergebnisteil werden in den dargestellten Diagrammen die
Zeitpunkte der Blutabnahmen jeweils auf der x-Achse dargstellt. Zeitpunkt 0
entspricht der Blutabnahme kurz vor dem Beginn der Hypoxiephase (bzw.
Normoxiephase im Kontrollversuch), beim Zeitpunkt 2 um die Abnahme
wahrend der Hypoxiephase und Zeitpunkt 4 direkt nach 4 h Hypoxie. Die
Zeitpunkte 5, 8, 12, und 24 betreffen die Reoxygenierungsphase (d.h. die Zeit
direkt im Anschluss an die Hypoxieexposition) 1h, 4h, 8h und 20h nach
Hypoxieende. Zur weiteren Verdeutlichung sei hier auf Abbildung 6 im Teil

Material und Methoden verwiesen.
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3.1 Western Blot

Wie oben bereits erwéhnt, wurde im Rahmen von Vorversuchen ein in vitro-
Hypoxieversuch mit einer O.-Konzentration von 12,5% durchgefihrt. Im
Western Blot wurden anschlieBend die Hitzeschockproteine HSP 27 und HSP
72 bestimmt. Sowohl bei HSP 27 als auch bei HSP 72 fielen bei den vier
untersuchten Probanden keine groBen Veranderungen der Proteinexpression
durch die vierstindige Hypoxie auf. Exemplarisch wird hier der Western Blot
HSP 72 zweier mannlicher Probanden gezeigt (Abbildung 8).

Abbildung 8 : Western Blot HSP 72 zweier ménnlicher Probanden. Abkiirzungen:
H= Hypoxie, N=Normoxie , C,S= Namenskiirzel, KO =Kontrolle, KD=
Kilodalton

3.2 Vitamin E-Spiegel

In der durchgefiihrten Studie wurden in einer doppelblinden, randomisierten
crossover-Studie die Antioxidantien a-Tocopherol und a-Liponsaure substituiert.
Hintergrund war die Fragestellung, ob antioxidativ wirkende Mittel die durch
Hypoxie verursachten Effekte verandern kénnen. Bei den Probanden wurde
jeweils der Vitamin-E-Spiegel bestimmt, um eventuelle Non-responder zu
erkennen und so eine Verfalschung der Ergebnisse zu verhindern. Die Gabe
der verwendeten Antioxidantien a-Tocopherol und a-Liponsaure hatte im
Vergleich zum Kontrollversuch in Normoxie und ohne Medikamentengabe einen
deutlichen Anstieg des Antioxidantienspiegels im Blut zur Folge, wie in
Abbildung 9 deutlich wird. Lediglich bei zwei Probanden (Proband 6 und 9) stieg
der Antioxidantienspiegel nicht an. Diese beiden Probanden kénnen als Non-

responder gewertet werden. Da sich jedoch die gemessenen Parameter bei
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Abbildung 9: Serumspiegel von Antioxidantien ohne Medikamentengabe, unter Placebo
und unter Verum.

diesen vergleichbar zu den Werten der anderen Probanden verhalten, muss

hier nicht von einer Verfalschung der Ergebnisse ausgegangen werden.

3.3 Peroxidspiegel

Der Plasmaperoxidspiegel der Probanden wurde als Marker fir den durch die
Hypoxieexposition verursachten oxidativen Stress gemessen. Weiterhin wurde
getestet, ob die Antioxidantiengabe einen Einfluss auf die HOhe des
Peroxidspielgels hat. Bei starkem oxidativem Stress steigt der
Plasmaperoxidspiegel bekanntermassen an [52-54]

In  den Messungen zeigte sich wahrend der Hypoxie und
Reoxygenierungsphase unter Verum und Placebo keine deutliche Veranderung
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Abbildung 10: Plasmaperoxidspiegel im Blut unter Antioxidantien-
bzw. Placebogabe zu verschiedenen Messzeitpunkten,
signifikante Effekte mit + markiert. Abbildung aus: [ 65 ]

im zeitlichen Verlauf. (Abbildung 10) Es wurde jedoch festgestellt, dass der
Plasmaperoxidspiegel unter Verumbedingungen signifikant niedriger als unter
Placebo war.

3.4 Erythopoietin

Das Plasma-Erythropoietin zeigte im zeitlichen Verlauf fir alle Probanden einen
deutlichen Anstieg im Vergleich zum Ausgangswert. Bis zum Zeitpunkt 2
wahrend der Hypoxiephase fiel bei einzelnen Probanden eine primare
Reduktion des Plasma-Epo-Spiegels auf, auch hier kam es aber nach Zeitpunkt
2 zu einem deutlichen Anstieg. Ferner wurde eine starke probandenabhéangige
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Variabilitdt beobachtet. Der maximale individuelle Epo-Anstieg variierte
zwischen 35 und 201%. (Abbildung 11)

In Abbildung 12 wird der zeitliche Verlauf des Erythropoietinspiegels in
Normoxie und Hypoxie unter Placebogabe bzw. Verumgabe als Mittelwert aller
Probanden zu den verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Normoxie zeigte bis
zum Zeitpunkt 8 keinen Effekt, bis zum Zeitpunkt 12 erfolgte jedoch ein
signifikanter Anstieg der Epo-Konzentration, der bis zum Zeitpunkt 24 bestehen
blieb. In Hypoxie stieg die Epo-Konzentration bereits in der Hypoxiephase
sowohl unter Placebo- als auch unter Verumbedingungen bis zum Zeitpunkt 4
signifikant an, bis zum Zeitpunkt 12 erfolgte ein weiterer Anstieg, bis zum
Zeitpunkt 24 sank er wieder leicht ab, war jedoch auch hier noch signifikant
erhdht im Vergleich zum Ausgangswert (Zeitpunkt 0). Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Verum- und Placebobedingungen, unter
Verumbedingungen lag der Spiegel jedoch interessanterweise Uber dem
Spiegel unter Placebo (Abbildung 12).
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Abbildung 11: Individuelle Plasma-Epo-Veranderung wahrend und nach Hypoxie
unter Placebo-Bedingungen. Abbildung aus: [ 65 ]
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Abbildung 12 : Epo-Veranderungen im Plasma wahrend und nach Hypoxie unter
Verum bzw. Placebo und in der Kontrollgruppe unter Normoxie.
Darstellung als zeitpunktabhangige Mittelwerte mit zugehérigen 5%
bzw 95% Konfidenzintervallen. * signifikante Veranderung im
Vergleich zum Zeitpunkt 0. Abbildung aus: [ 65 ]

3.5 Funktionelle Tests der Leukozyten: Phagozytose und Burst

3.5.1 Phagozytose:

Die Experimente zur Phagozytose und zum oxidativen Burst wurden mittels
Durchflusszytometrie durchgefihrt. Generell hatten sowohl die 4stindige
Hypoxie von 12,5% Sauerstoffkonzentration als auch die Gabe von
Antioxidantien keinen signifikanten Einfluss auf die Phagozytoserate von Mono-
und Granulozyten des peripheren Blutes. Alle Werte lagen innerhalb des
Normbereichs mit teilweise hohen individuellen Schwankungen (siehe
Standardabweichung). Es zeigten sich jedoch erwahnenswerte Tendenzen, auf
die hier ndher eingegangen werden soll.
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Die % phagozytierender Monozyten sowie Granulozyten (hier verklrzend als
Phagozytose bezeichnet) nahmen wahrend der Reoxygenierungsphase (d.h.
die Zeit nach der Hypoxieexposition, Blutabnahmezeitpunkte 5 bzw. 8) ab. In
Abbildung 13 wird dies beispielsweise im Vergleich der Phagozytose der
Monozyten unter Verumgabe Zeitpunkt 4 (12,9%) gegentber Zeitpunkt 5 (0,6%)
besonders deutlich. Es handelt sich allerdings hier nicht um signifikante
Unterschiede. Unter Antioxidantiengabe fiel generell eine niedrigere
Phagozytoserate auf als unter Placebogabe. In Abbildung 13 zeigt sich dies
z.B. bei Zeitpunkt 2 im Vergleich von Placebo und Verum der jeweiligen Zellen.
(Es stellt sich die Frage, ob dieser Effekt auf die Antioxidantiengabe
zurlckzufihren ist. In der Diskussion wird auf diese Frage genauer
eingegangen.) Abbildung 13 zeigt ebenfalls, dass die Phagozytose der
Granulozyten zu jedem Zeitpunkt héher lag als die Phagozytose der
Monozyten.

50

40 -

30 1

20

%

10

Messzeitpunkt (h)
@ V-K PhagoM% B P-K PhagoM% O V-K PhagoG% O P-K PhagoG%\

Abbildung 13 : %(delta Hypoxie unter Verum (V)- bzw. Placebogabe (P) —
Normoxie (K)) phagozytierender Monozyten( M) bzw. Granulozyten (G)
mit eingezeichneter Standardabweichung.
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Bei den beschriebenen Ergebnissen darf nicht auBer Acht gelassen werden,
dass allein die Atmung durch eine Maske fir die Probanden einen Stressfaktor
bedeuten kann. Um diesen potentiell verfalschenden Faktor ausschlieBen zu
kbnnen, wurde der Kontrollversuch in  Normoxie  durchgeflhrt.
Interessanterweise empfanden die Probanden die Maskenatmung subjektiv
durchaus als Stress, wahrend objektiv kein Effekt bei den gemessenen
Parametern zu beobachten war. Trotzdem wurden die unter Normoxie
gemssenen Werte in den Darstellungen von den Werten unter Hypoxie Verum
(V) — Kontrolle (K) bzw. Placebo (P)- Kontrolle (K) subtrahiert, um einen
potentiellen Effekt sicher auszuschlieBen. Im zeitlichen Verlauf wird in
Abbildung 14 deutlich, dass die Maskenatmung allein keinen Effekt auf die
Phagozytose der Monozyten bzw. Granulozyten hatte. Abbildung 14 zur
Phagozytose kann hier exmplarisch fir alle gemessenen Parameter gewertet

werden.
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Abbildung 14: % phagozytierende Monozyten (M) bzw. Granulozyten (G) bei
Maskenatmung unter Normoxie
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3.5.2 Oxidativer Burst:
Bei der Bestimmung des oxidativen Bursts wurden 3 verschiedene Messungen
durchgefuhrt.

Der ersten Probe wurden lediglich E.coli-Bakterien als Substrat zugefligt, der
zweiten Probe als ,Low control“ das Stimulans fMLP (N-formyl-Met-Leu-Phe)
und E. Coli, der dritten Probe als ,High-control* das Stimulans PMA (phorbol-
12-myristat 13-acetat) und E. coli. Die beiden Stimulationen dienten als low-
bzw. high-control dazu, Grenzwerte des oxidativen Bursts festzulegen, um die
gemessenen Werte ohne Stimulation in diesem Bereich einordnen zu kénnen.
In unseren Messungen zeigte sich die Burstrate bei der Stimulation mit fMLP
wie erwartet niedrig, die Burstrate bei der Stimulation mit PMA hoch.
Exemplarisch werden hier die Abbildungen der % positiven Granulozyten bzw.
die Fluroeszenzintensitat der Granulozyten unter Placebo eines Probanden
gezeigt (Abbildung 15,16). Bei den gemessenen Proben lagen sowohl die %
positiven Granulozyten als auch die Fluoreszenzintensitidt des Bursts in
Granulozyten im Referenzbereich auf relativ hohem Niveau. Im zeitlichen
Verlauf zeigten sich bei der low-control sowohl bei der Anzahl positiver Zellen
(%) als auch bei der Fluoreszenzintensitat kaum Veranderungen. Bei den
Werten der high-control bzw. der unstimulierten Proben fiel bei den % positiven
Zellen einen interessanter zeitlicher Verlauf auf. Zu Beginn der Hypoxie bis
Zeitpunkt 2 bzw. 4 gab es eine Reduktion der % positiven Zellen, in der
Reoxygenierungsphase wieder einen Anstieg bis zum Ausgangsniveau.
Zwischen den Werten unter Placebo bzw. Verumgabe zeigten sich keine
auffalligen Unterschiede des oxidativen Bursts.

Zusmmenfassend ist hier zu bemerken, dass die Werte des oxidativen Bursts
jeweils zwischen low- und high-control, das heiB3t trotz Hypoxieexposition im
Referenzbereich lagen.
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Abbildung 15 : % Burst positiver Granulozyten (G) unter Placebo (0) ,Prob.11(
fMLP= low control, PMA= high control), keine Subtraktion der Werte
aus dem Kontrollversuch
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Abbildung 16: Fluoreszenzintensitat Burst in Granulozyten (G) unter Placebo,
Prob.11 ( fMLP= low control, PMA= high control ), keine Subtraktion
der Werte aus dem Kontrollversuch
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3.6 Intrazellulare Expression von Hitzeschockproteinen und
HIF 1a ( % und Intensitat) in mononuklearen Zellen

Als weitere typische ,Stressantworten“ des Korpers auf die vierstiindige
Hypoxie wurde die intrazellulare Expression von HIF-1a und den
Hitzeschockproteinen HSP 72, HSP 27, HO-1 und iNOS in Lymphozyten und
Monozyten untersucht. Der prozentuale Anteil der exprimierenden Zellen bzw.
die Expressionsrate zeigten unterschiedliche Effekte in der Hypoxie- und

Reoxygenierungsphase.

3.6.1 HIF-1

HIF-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der unter Hypoxie verschiedene Zielgene
reguliert, die bei Sauerstoffmangel von Bedeutung sind. Hierzu gehéren unter
anderem Erythropoietin, HO-1 und iNOS. Unter Sauerstoffmangel wird ein
Anstieg von HIF-1 erwartet [1,18], da die unter Normoxie sehr unstabile HIF-1a-
Untereinheit unter hypoxischen Bedingungen nicht abgebaut wird und mit HIF-
18 dimerisiert (Abbildung 1). Die Veranderungen im zeitlichen Verlauf beziehen
sich einerseits auf den prozentualen Anteil der HIF-1a positiven Lymphozyten
und Monozyten und andererseits auf die Expressionsrate von HIF-1a in den
genannten Zellen. Eine fehlende Anderung im prozentualen Anteil kann sich
also kompensatorisch in der Expressionsrate des Proteins in den betreffenden
Zellen ausdricken. Der Anteil (in %) HIF 1a positiver Lymphozyten bzw.
Monozyten veranderte sich in der Hypoxie- und Reoxygenierungsphase
minimal. Die Expressionsrate von HIF 1a nahm sowohl in Lymphozyten als
auch in Monozyten wahrend der Hypoxie zu und in der Reoxygenierungsphase
wieder ab. (Abbildung 17, 18). Bei den Zeitpunkten 4 und 5 handelte es sich
hier um signifikante Veradnderungen im Vergleich zu Zeitpunkt 0. Die
Medikamentengabe hatte keinen Einfluss auf den Anteil der exprimierenden

Zellen und die Expressionsrate.
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Abbildung 17: Expressionsrate (mfc) HIF-1a in Lymphozyten (L) und Monozyten
(M) unter Placebo bzw. Verum, signifikante Veranderungen mit

Sternchen (*) gekennzeichnet.
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Abbildung 18: Expressionsrate des HIF-1a in Monozyten unter Placebo zu den
verschiedenen Messzeitpunkten. Zu den Zeitpunkten 4 und 5 wird von
einer signifikanten Veranderung ausgegangen, da sich die
Konfidenzintervalle im Vergleich zum Zeitpunkt 0 nicht

uberschneiden.
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3.6.2 Hitzeschockproteine

Bei HSP 72 war in Lymphozyten sowie Monozyten ein leichter Hypoxieeffekt
erkennbar, der in einer Tendenz zur Down-Regulation der HSP 72-Expression
durch Hypoxie bestand. Beim Anteil der Lymphozyten fielen Unterschiede unter
Placebo- bzw. Verumgabe auf. Unter Verumgabe zeigte sich eine Abnahme der
Anzahl der HSP 72 exprimierenden Lymphozyten (%) bei Zeitpunkt 4, daraufhin
erfolgte ein Anstieg, bei Zeitpunkt 24 war der Ausgangswert ungefahr wieder
erreicht. Unter Placebogabe verhielt sich die Anzahl der HSP 72
exprimierenden Lymphozyten &ahnlich zur Verumgabe, hier war der Effekt
jedoch ausgepragter als unter Verumgabe. Bis Zeitpunkt 4 erfolgte eine
deutliche Abnahme und daraufhin wieder eine Zunahme bis zum Zeitpunkt 24.
Die Reaktion der Monozyten unter Verumgabe glich dem Verlauf der
Lymphozyten, letztere allerdings auf einem niedrigeren Niveau. Unter
Placebogabe trat die Hypoxiewirkung eher zdgernd ein und hielt noch bis in die
Reoxygenierungsphase (Zeitpunkt 5) an, es handelte sich jedoch nicht um eine
signifikante Veranderung, sondern lediglich um eine Tendenz. (Abbildung 19).
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Abbildung 19: % HSP 72 exprimierender Lymphozyten bzw. Monozyten bei
Placebo- bzw. Verumgabe
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Diese interessante Beobachtung zum HSP 72 wird in der Expressionsrate des
HSP 72 in Lymphozyten und Monozyten naher beleuchtet. Da der prozentuale
Anteil der Lymphozyten und Monozyten interessanterweise abnahm, stellte sich
die Frage, wie sich dieser Effekt auf die Expressionsrate des HSP 72 in den
betreffenden Zellen auswirkt. AnteilsmaBig weniger exprimierende Zellen
kénnen zu einer geringeren Expressionsrate flhren, sich in der Expressionsrate
kaum widerspiegeln oder eventuell kompensatorisch zu einer erhdhten
Expressionsrate fihren. Mit dieser Fragestellung fallt in Abbildung 20 auf, dass
sich bei den Lymphozyten der prozentual geringere Anteil HSP 72
exprimierender Zellen in der Expressionsrate nicht wiederspiegelte. In den
Monozyten nahm die Expressionsrate des HSP 72 sowohl unter Placebo als
auch unter Verum bis zum Zeitpunkt 5 ab, nach 24 h war der Ausgangswert
wieder erreicht. Der Verlauf unter Placebo lag auf einem deutlich niedrigeren

Niveau als unter Verum.
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Abbildung 20: HSP 72-Expressionsrate in Lymphozyten bzw. Monozyten unter
Verum (V)- und Placebogabe (P) (mfc = mittlere Fluoreszenzintentitat)

Auf mRNA Ebene zeigte sich bei HSP 72 kaum eine Veranderung. Wahrend
der Hypoxiephase blieb die mRNA-Konzentration ungefédhr auf gleichem
Niveau, in der Reoxygenierungsphase fiel eine leichte Reduktion (Zeitpunkt 5)
auf. Beispielhaft sei hier auf Abbildung 24 verwiesen. In Versuchsteil A in
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Normoxie zeigte sich wiederum keine Veranderung der mRNA-Konzentration im
zeitlichen Verlauf. Beispielhaft ist dies in Abbildung 25 fir HSP 27-mRNA

dargestellt.

Abbildung 21 zeigt den prozentualen Anteil der HSP 27 exprimierenden
Lymphozyten und Monozyten im Verlauf wéahrend und nach der
Hypoxieexposition in den Placebo- bzw. Verumgruppen. Bei HSP 27 war eine
Hypoxiereaktion (wiederum nicht signifikant) im Anteil positiver Lymphozyten zu
erkennen, die Monozyten zeigten kaum Veranderung. Der Anteil HSP 27
positiver Lymphozyten fiel unter Verum- und Placbeogabe bis Zeitpunkt 2 ab,
danach erfolgte wieder ein Anstieg bis zum Zeitpunkt 24. Unter Verumgabe lag

der Anteil auf einem héheren Niveau als unter Placebogabe.
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Abbildung 21: Anteil HSP 27-positiver Lymphozyten bzw. Monozyten unter
Verum- und Placebogabe

Bei der Expressionsrate von HSP 27 in Lymphozyten bzw. Monozyten war
wenig Veranderung unter Hypoxie sowie in der Reoxygenierungsphase zu

erkennen.

Auf mRNA-Ebene in Normoxie fiel ebenfalls keine deutliche Veranderung in der
Hypoxiephase und Reoxygenierungsphase auf. (Beispielhaft Abbildung 25)
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Auch die Experimente zu HO-1 und iNOS zeigten ahnliche Ergebnisse wie bei
HSP 72 und 27. Bei HO-1 war eine Reduktion des exprimierenden Anteils von
Lymphozyten und Monozyten bis zum Zeitpunkt 4 zu erkennen, zum Zeitpunkt
5 in der Reoxygenierungsphase erfolgte ein starker Anstieg. In Monozyten
wurde der beschriebene Effekt nur unter Placebogabe beobachtet, unter Verum
blieb der Anteil konstant. (Abbildung 22)
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Abbildung 22: Anteil HO-positiver Lymphozyten bzw. Monozyten unter Verum-
und Placebogabe

Der Anteil iINOS positiver Lymphozyten bzw. Monozyten nahm vergleichbar
zum zeitlichen Verlauf bei HO-1 unter Hypoxie bis zum Zeitpunkt 4 stark ab und
stieg in der Reoxygenierungsphase zum Zeitpunkt 5 wieder stark an
(Abbildung 23). Hier wurde ebenfalls die Expressionsrate von HO-1 bzw. iNOS

betrachtet:
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Abbildung 23: Anteil iNOS positiver Lymphozyten bzw. Monozyten unter Verum-
und Placebogabe

Die Expressionsrate von HO-1 in Lymphozyten und Monozyten zeigte weder
unter Hypoxie noch in der Reoxygenierungsphase eine Veranderung. Die
Medikamentengabe hatte bei HO-1 keinen Effekt. Bei INOS fiel in Lymphozyten
weder unter Verum noch unter Placebo eine wesentliche Veranderung der
Expressionsrate auf, in Monozyten zeigte sich unter Placebo ein leichter
Anstieg der Expressionsrate. Auf mRNA-Ebene gab es wie bei HSP 72 und
HSP 27 keine deutliche Veranderung wahrend der Hypoxiephase und
Reoxygenierungsphase. (Abbildung 24)

Versuchsteil A ( Maskenatmung in Normoxie) hatte weder bei den Funktionen
Phagozytose und Burst, noch bei den untersuchten Proteinen einen Effekt, es
zeigte sich keine Veranderung des exprimierenden Anteils der Lymphozyten
und Monozyten oder der Expressionsrate der untersuchten Proteine. Auch auf
MRNA-Ebene zeigte sich kein Effekt, beispielhaft sei hier auf Abbildung 25

verwiesen.
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Abbildung 24: mRNA-Expression HO bzw. iNOS unter Verum und Placebogabe
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Abbildung 25: mRNA-Expression HSP 27 und HSP 72 unter Maskenatmung in
Normoxie
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4 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, die individuelle Regulation der einzelnen
,otressantworten® des Koérpers in Leukozyten unter Hypoxie zu untersuchen.
Weiterhin sollte der Einfluss des zelluldaren Redoxstatus der Zellen durch
Supplementierung mit Antioxidantien erforscht werden. Der Versuch wurde so
geplant, dass durch eine festgelegte Probandenauswahl maoglichst viele
potentiell die Ergebnisse verféalschende Eigenschaften augeschlossen wurden:
Das Experiment war auf mannliche Probanden beschrankt, da bei weiblichen
Versuchteilnehmerinnen  zyklusabhangige Schwankungen der bei uns
untersuchten Parameter nicht auszuschlieBen sind [54-57] Weiterhin wurden
Alter (27,1 - 34,1 Jahre), Gr6Be(184 - 189 cm) und Gewicht (79,8 - 87,6 kg) der
Probanden festgelegt, um eine Vergleichbarkeit der Effekte unter den
Probanden zu gewahrleisten. Eine koérperliche Untersuchung der Probanden
wurde zum einen zur Sicherheit der Probanden durchgefihrt, andererseits war
dadurch auch eine individuelle Reaktion der Teilnehmer aufgrund einer
korperlichen Ursache in einem gewissen Rahmen auszuschlieBen. Die
Einnahme von Medikamenten oder Vitaminpraparaten wurden als
Ausschlusskriterium fur die Teilnahme am Versuch gewertet, da durch mdgliche
Wechselwirkungen die von uns durchgefihrte Medikamentensupplementierung
verfalscht werden kénnte. Die Probanden waren alle Nichtraucher, da Rauchen
bekannterweise als oxidativer Stress fur den Kérper gewertet werden kann und
daher die Hypoxie nicht allein Ausléser der beobachteten Effekte ware [58].
Weiterhin waren die teilnehmenden Probanden nicht héhenadaptiert bzw.
waren in den letzten 8 Wochen nicht geflogen. Héhenaufenthalt oder Flugreisen
kdnnen durch die dort herrschende Hypoxie bereits eine Veranderung der bei
uns untersuchten Parameter bewirken [59]. Insbesondere ein H6henaufenthalt
hatte eventuell schon die Erythropoietinexpression gesteigert, sodass entweder
keine weitere Anderung aufgrund einer Adaptation an den geringeren O2-
Partialdruck mehr stattgefunden hatte, oder aber eine Steigerung nicht

eindeutig der Hypoxieexposition hatte zugeordnet werden kénnen. Um den
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yotressfaktor Maskenatmung® und die allgemeinen Versuchbedingungen als
Ausléser einer  Veranderung der verschiedenen  Stressantworten
auszuschlieBen, fuohrten wir einen Kontrollversuch in  Normoxie ohne
Medikamentengabe durch. Subjektiv berichteten die Probanden, dass allein die
Maske und die Blutentnahme fir sie Stressfaktoren darstellten. Bei den
untersuchten Parametern wurden daher jeweils der Wert des Kontrollversuchs
in Normoxie subtrahiert, um die alleinige Auswirkung der Hypoxie auf die
untersuchten Stressantworten betrachten zu kdnnen. Hier ergaben sich, wie in
den Abbildungen 14 bzw. 25 an den Beispielen der Phagozytose in
Granulozyten und Monozyten unter Maskenatmung in Normoxie bzw. mRNA-
Expression von HSP 27 und HSP 72 unter Maskenatmung in Normoxie
verdeutlicht wird, keine Veranderungen der untersuchten Parameter, der
subjektiv empfundene Stress hatte somit bei diesen Beispielen keine objektiv zu
messenden Auswirkungen. Bei den anderen gemessenen Parametern zeigten

sich ebenfalls keine Veranderungen.

Die Medikamentenwirkung wurde durch die Messung des Vitamin E-Spiegels
im Blut vor bzw. nach Einnahme Uberprift. Unter den Probanden gab es einen
Non-Responder, wie in Abbildung 9 deutlich wird, dieser zeigte jedoch bei den
anderen gemessenen Parametern vergleichbare Effekte wie die anderen

Probanden.

Durch diese genaue Probandenauswahl bzw. den durchgefihrten
Kontrollversuch konnten wir wesentliche Einflussfaktoren auf die gemessenen
Parameter ausschlieBen. Da es sich aber um einen Versuch an Menschen
handelt, gibt es weitere individuelle Eigenschaften, wie z.B. die individuell
unterschiedliche Reaktion auf die Versuchsbedingungen , die im Voraus nicht
vorhergesehen oder gar ausgeschlossen werden kénnen.

4.1 Erythropoietin

Erythropoietin wurde in der vorliegenden Studie als Indikator fiir den Einfluss
der in dieser Studie gewahlten hypoxischen Bedingungen gemessen. Es wird
unter anderem bei Sauerstoffmangel oder verminderter Sauerstoff-
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Bindungskapazitat vermehrt gebildet [60] und bewirkt eine vermehrte Bildung
roter Blutkdrperchen, um eine bestmdgliche Ausschépfung des vorhandenen
Sauerstoffs zu gewahrleisten. Der signifkante Anstieg des Plasma-Epospiegels
weist einen offenkundigen Einfluss der in dieser Studie durchgefiihrten Hypoxie
nach, wie er auch in anderen Studien beobachtet wurde. [61-63].Im Gegensatz
hierzu konnten Julian et al. in ihrer Studie keinen Einfluss der Hypoxie auf den
Erythropoietinspiegel feststellen. In dieser Studie wurden hoch trainierte
Langstreckenlaufer einer intermittierenden Hypoxie ausgesetzt, d.h. sie atmeten
5 mal wochentlich Uber Maskenatmung Luft mit einem Sauerstoffgehalt von
12% in Woche 1, 11% in Woche 2 und 10 % in Woche 3 und 4. Die
Expositionszeit betrug jeweils 70 min, von denen intermittierend 5 min
hypoxische Luft und 5 min normoxische Luft eingeatmet wurde. Eine
Kontrollgruppe atmete in gleichen &uBeren Bedingungen normoxische Luft.
Gemessen wurde unter anderem der Serum-Erythropoietin-Spiegel der
Probanden. Hier konnte kein Anstieg, sondern ein Abfall der Erythropoietin-
Konzentration sowohl in der Hypoxie-als auch in der Normoxie-Gruppe
gemessen werden. Erklarung hierflr ist eine zu kurze Hypoxieexposition, um
einen Anstieg im Erythropoietin-Spiegel hervorzurufen. Im Vergleich zu dieser
Studie betrug in unserer Studie die Hypoxiezeit 240 min am Stiick, auch in
anderen Studien, die einen Anstieg des Erythropoietinspiegels messen
konnten, betrug die Hypoxiezeit am Stick mindestens 120 min, oder
intermittierend 240 min [64]. In unserer Studie wurde zusatzlich der Einfluss der
supplementierten Antioxidantien gemessen. Die supplementierten Medikamente
hatten jedoch keinen Einfluss [65]. Hierauf wird im Zusammenhang mit den
Antioxidantien noch genauer eingegangen. (s. Abschnitt 4.6 der Diskussion)

4.2 Peroxidspiegel

Der Plasmaperoxidspiegel wurde als Marker flir das AusmaB des durch die
Hypoxie verursachten oxidativen Stresses gemessen. Aus den gemessenen
Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass die Hypoxie unter den hier gewahlten
Bedingungen offensichtlich keinen messbaren oxidativen Stress bedeutet. Die
Gabe von Antioxidantien hat jedoch durchaus einen Einfluss auf den
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Plasmaperoxidspiegel, dieser ist unter Verumgabe deutlich (teilweise
signifikant) niedriger als unter Placebo. Diese interessante Beobachtung kann
eventuell bei oxidativem Stress im Rahmen von Erkrankungen von Relevanz
sein. Castilla et al. testeten beispielsweise die Wirkung antioxidativ wirkender
Medikamente  bzw. im  Vergleich dazu roten Traubensaft an
Hamodialysepatienten, beides wirkte reduzierend auf die Plasma-Konzentration
oxidierten LDLs [66].

4.3 Phagozytose und Burst

Die Phagozytose wurde in dieser Studie als wichtiger Parameter der
unspezifischen Immunabwehr der Leukozyten bestimmt. Bei einer
Beeintrachtigung des Immunsystems durch die Hypoxieexposition bzw. durch
sportliche Belastung ist eventuell eine Veranderung der Phagozytoseaktivitat
der Leukozyten zu erwarten [49]. Als oxidativer Burst wird die Bildung von
reaktiven Sauerstoff- bzw. Stickstoffradikalen (RONS) bezeichnet. Wahrend
Stressreaktionen, beispielsweise bei Entziindungsvorgangen werden im Kérper
RONS durch immunkompetente Zellen wie Monozyten und Granulozyten als
~Waffen“gebildet. Bei einer Veranderung der Immunlage durch die in dieser
Studie angewandte Hypoxie kénnte sich also auch eine Veranderung des
oxidativen Bursts zeigen. Phagozytose bzw. Burst wurden
durchflusszytometrisch bestimmt.

Bei Phagozytose und Burst fielen zwar leichte Veranderungen durch den
Hypoxieeinfluss auf, es handelte sich jedoch nicht um signifikante Effekte.

Die % phagozytierenden Granulozyten bzw. Monozyten zeigten wéahrend der
Hypoxiephase nur wenig Veranderung, erst in der Reoxygenierungsphase
erfolgte ein deutlicher Abfall. Hieraus kann geschlossen werden, dass die
vierstiindige Hypoxie unter unseren Bedingungen fir das Immunsystem
offensichtlich keinen so starken Stress bedeutet, dass eine gesteigerte
Phagozytose notwendig wird.

Beim oxidativen Burst zeigte sich ein leichter Anstieg in der
Reoxygenierungsphase.
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Aus den von uns beobachteten Tendenzen der Reaktion kann man vermuten,

dass die Reaktion der Granulozyten bzw. Monozyten auf die Hypoxie erst
verzdgert (in der Reoxygenierungsphase) eintritt und bei starkerer oder langerer
Hypoxie Phagozytose und Burst eventuell deutlichere Reaktionen zeigen
wirden. In Bezug auf sportliche Belastung kann dies bedeuten, dass erst bei
hoher Intensiat eine Verédnderung der Immunfunktion auftritt. Briviba et al.
konnten in ihrer Studie an Absolventen eines Halobomarathons bzw. Marathons
einen Anstieg der Anzahl und der Burst —positiven Granulozyten bzw.
Monozyten nachweisen, jedoch keinen Anstieg der Fluoreszenzintensitat. Die
Phagozytose in Monozyten und Granulozyten veranderte sich nicht. Die
Teilnehmer der Studie wurden jeweils 10 Tage vor und sofort nach der
Belastung unter anderem auf die Parameter des oxidativen Bursts und der
Phagozytose untersucht [11]. In dieser Studie handelt es sich um starke
korperliche Belastungen, die mit einer 4stiindigen Hypoxieexposition nicht direkt
vergleichbar sind, hierin wird jedoch deutlich, dass Sport in Zusammenhang mit
Hypoxie, wie es beim Héhentraining eingesetzt wird, sicherlich eine Belastung
des Immunsystems bedeuten wirde. In einer Studie von Chinda et al. konnte
nach einer Marathon-Belastung ein Anstieg der Leukozytenzahl, jedoch eine
Reduktion von Phagozytose und Burst nachgewiesen werden. Funktion der

Phagozytose und des oxidativen Bursts gewertet werden [67].

In einer Studie von Mochida et al. wurden 13 weibliche Sportlerinnen einer
definierten Trainingsbelastung Uber 2 h ausgesetzt. Diese Trainingsbelastung
wurde vor und nach einer Phase von 64 Tagen Training durchgefirt. Direkt
danach nahmen die Sportlerinnen an einem intensiven Trainingscamp von 6
Tagen teil, darauf folgend absolvierten sie wiederum die definierte
Trainingsbelastung von 2h. Es wurde die Neutrophilenfunktion in Form von
Phagozytoseaktivitdt und RONS vor und nach der 64tagigen Trainingsphase
bzw. nach dem 6tagigen intensiven Traininscamp bestimmt. Die Produktion von
RONS stieg vor und nach der 64 tagigen Trainingsphase an, nach dem
Trainingscamp fiel sie jedoch ab. Die Phagozytose fiel zu den ersten beiden
Messzeitpunkten ab, nach dem Camp zeigte sich keine Veradnderung. Der

Abfall der RONS-Produktion wird hier mit einer herabgesetzen bakteriziden
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Kapazitat der Neutrophilen erklart. In dieser Studie zeigte sich also durchaus
eine Veranderung der Immunfunktion nach sportlicher Belastung, es wird
jedoch eine gegenseitige Kompensation vermutet, um die Integritdt der
Neutrophilenfunktion zu gewahrleisten [48].

Passend zu den Ergebnissen des oxidativen Bursts sind die beschriebenen
Effekte auf den Plasmaperoxidspiegel, der sich im Verlauf der Hypoxie und

Reoxygenierungsphase nicht &nderte.

Man kann vermuten, dass Ausmaf und Dauer der Hypoxiebelastung, so wie sie
in unserer Studie durchgefihrt wurde, keine wesentlichen Effekte auf den
Redox-Status der Zelle und die Immunfunktion hatten.

4.4 HIF-1a

HIF 1 a ist ein Transkriptionsfaktor der unter Hypoxie die Transkription bzw.
Translation verschiedener Zielgene wie Erythropoietin und HO-1 reguliert [20].

In der durchgefihrten Studie wurden neben HIF-1a unter anderem auch die
durch diesen Transkriptionsfaktor regulierten Zielproteine Erythropoietin und
HO-1 analysiert. Die Bestimmung dieser beiden ,Ebenen” der Stressantwort ist
fir die Bewertung der in dieser Studie angewandten Hypoxie ein interessanter
Aspekt. Bei einer Veranderung von HIF-1a ist nach zeitlicher Verzégerung
eventuell auch eine Veranderung der Zielgene zu erwarten. Bei einer fehlenden
Veranderung von HIF-1a kénnten Veranderungen der Zielgene auch durch
andere Mechanismen verursacht worden sein. HIF-1a wurde in dieser Studie
durchflusszytometrisch bestimmt.

Der Anteil HIF 1 a positiver Lymphozyten bzw. Monozyten zeigte unter Hypoxie

und Reoxygenierungsphase kaum Veranderung.

Die Expressionsrate von HIF 1 a nahm sowohl in Lymphozyten als auch in
Monozyten wahrend der Hypoxie zu und in der Reoxygenierungsphase wieder
ab. (Abbildung 14,15). Bei den Zeitpunkiten 4 und 5 handelte es sich hier um
signifikante Veranderungen im Vergleich zu Zeitpunkt 0. In einer Studie von
Patel et al. [67] konnte ebenfalls ein Anstieg des HIF-1 a nachgewiesen
werden. In dieser Studie wurde bei Leberoperationen die Portalvene zweimal
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fir jeweils 15 min. abgeklemmt, die Reoxygenierungsphase betrug jeweils 5
min. Vor und nach jeder Ischamie- bzw. Reoxygenierungphase wurde
Lebergewebe entnommen und zur HO-1, HSP 70, HIF-1 und HSF-1 (Heat
shock factor) —Bestimmung weiterverarbeitet.

In dieser Studie handelte es sich im Gegensatz zu unserer Studie um
Leberzellen und um eine vollkommene Ischamie im Vergleich zur Hypoxie, die
in unserer Studie gewahlt wurde. In beiden Studien konnte jedoch, wie erwartet,
ein Anstieg des HIF-1 a nachgewiesen werden. Aufféllig ist jedoch, dass in
unserer Studie zwar keine Veradnderung des Anteils HIF-1 a positiver
Lymphozyten bzw. Monozyten, jedoch ein deutlicher Anstieg der
Expressionsrate gezeigt werden konnte. Wir vermuten, dass die Lymphozyten
bzw.Monozyten zuerst die Expressionsrate bis zu einem Maximalwert steigern
und danach erst eine Steigerung des Anteils HIF-1 a exprimierender Zellen

auffallen wirde.

4.5 Hitzeschockproteine

Die Hitzeschockproteine HSP 72, HSP 27 bzw. HO-1 und iNOS werden als
Reaktion auf verschiedene Stressfaktoren wie Hitzschock, Hypoxie und
oxidativen Stress vermehrt synthetisiert [24]. In der vorliegenden Studie soll
deren individuelle Regulation als Antwort auf die vierstiindige Hypoxie in vivo
bestimmt werden. Die Hitzeschockprotein wurden durchflusszytometrisch, HSP
27 und 72 auch im in vitro-Vorversuch im Western Blot bestimmt.

Beim HSP 72 zeigt sich interessanterweise entgegen unseren primaren
Vermutungen kein Anstieg der Expression. In der Literatur wurden
vergleichbare Studien haufig in vitro an anderen Zellen wie z.B. Leberzellen,
durchgefiihrt. AuBerdem war in diesen Studien die Hypoxie deutlich starker. In
einer anderen Studie wurde ein HSP 72 Anstieg in Leberzellen gemessen [24].
Chiral et al. konnten keine Veranderung des HSP 72 in Cerebellum, Cortex und
Hippocampus von Schweinen nach einer 4stiindigen Hypoxie und einem pQO2
von 5% feststellen [68] .Diese Beobachtungen flhrten uns zu der Vermutung,
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dass sich keine bzw. ein Anstieg der HSP 72-Expression unter 4stindiger
Hypoxieexposition einstellen wirde.

In den durchgefiihrten Messungen zeigte sich im Mittel bei den getesteten
Probanden kein Anstieg, sondern tendentiell ein Abfall der HSP 72-Expression.

Dieser Abfall zeigt sich deutlicher in der Anzahl (%) HSP exprimierender
Lymphozyten bzw. Monozyten als in der Expressionsrate (mfc). Wir vermuten,
dass die Eigenschaften des HSP 72 wie Membranstabilisierung,
Chaperonfunktion und Renaturierung von denaturierten Proteinen unter
unseren Bedingungen nicht notwendig zu sein scheinen, da die 4stindige
Hypoxie bei einem pO2 von 12,5% fur das Immunsystem anscheinend noch
keinen sehr starken Stress darstellt, was wir auch bei Phagozytose und Burst
vermuteten. Die HSP 72-Expressionsratre veranderte sich unter unseren
Bedingungen kaum.

Wir vermuten, dass als Hypoxieantwort primar der Anteil HSP 72-
exprimierender Lymphozyten bzw. Monozyten abfallt und erst bei anhaltender
Hypoxie auch eine Verminderung der Expressionsrate auffallen wirde.

In anderen Studien wurde als Kurzzeithypoxie eine Hypoxiedauer von
mindestens 8 h bzw. ein geringerer Sauerstoffgehalt als in unserer Studie
gewahlt [67,68].

Ein HSP 72-Abfall wurde bisher sehr selten beobachtet, insbesondere die

Untersuchung im menschlichen Blut in unserer Studie ist neuartig.

Ramaglia und Buck konnten in ihren Versuchen an Schildkréten einen Abfall
des HSP 72 auf Proteinebene im Western Blot beobachten [68,69], hier ist
dieses Phanomen jedoch unter anoxischen Bedingungen und lediglich in
Leberzellen festgestellt worden. Der Erklarungsansatz dieser interessanten
Beobachtung ist hier eine verminderte Proteinsynthese in der Leber.

Wie Maheswaran et al. beobachteten [70], kann erhdéhtes HSP 72 unter

anderem die Zellproliferation hemmen.
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Diese Eigenschaft wirde in unseren Versuchen eine Hemmung der
Granulozyten-Proliferation bedeuten, was unter Stressbedingungen fir den
menschlichen Kérper von Nachteil ware.

Wir gehen daher davon aus, dass in unserer Studie die Leukozytenproliferation
von Bedeutung ist und eine HSP 72-Vermehrung durch eine Hemmung dieser
Proliferation eher schadlich als von Nutzen wére.

Mdglicherweise entspricht unsere Beobachtung dem normalen Verlauf der
HSP-Antwort bei Hypoxie, namlich einer primaren Reduktion bei 4 h, einem
folgenden Anstieg bei 8 h und wiederum einer Reduktion bei 24h, der von Ning
et al. bei einem O2-Gehalt von 1% beschrieben wurde [71].

Ein ahnlicher Effekt fallt auch bei HSP 27 auf, hier ist ein &hnliche Ursache wie
bei HSP 72 wahrscheinlich. Auf mRNA-Ebene hatte die Hypoxieexposition
keinen deutlichen Einfluss auf die Expression von HSP 72 und HSP 27.

Hier gehen wir davon aus, dass bei einer starkeren bzw. langeren
Hypoxieexposition die Expression steigen wiirde. In einer Studie von Patel et al.
[67] konnte in Lebergewebe nach zweimaliger 15 min. Ischamiezeit, (d.h. keine
Durchblutung und folglich keine Sauerstoffversorgung) und jeweils folgender 5
mindtiger Reperfusion (Wiederdurchblutung, d.h. Wiederversorgung mit
Sauerstoff) eine erhdhte HO-1-mRNA-Expression nachgewiesen werden,
jedoch kein Anstieg der HSP 72-mRNA-Expression. Da es sich in diesem
Versuch um eine voéllige Ischdmie handelt, ist die O2-Konzentration im

Lebergewebe wesentlich niedriger als in unserem Versuch.

Erklarungsansatz dieser Beobachtung in der erwahnten Studie ist ebenfalls
eine zu kurze Hypoxiedauer, um einen HSP 72-Anstieg nachweisen zu kdnnen.
Eine mdgliche Erklarung fur den HO-1-Anstieg, der in dieser Studie
nachweisbar war, kdnnte an den unterschiedlichen Regulationsmechanismen
der Proteine HO-1 und HSP 72 liegen. Die HO-1-Regulation erfolgt tber HIF-
1a, die HSP-Regulation Uber den HSF. Eventuell verlauft die Regulation Uber
HIF-1 a friher und schneller als die Uber den HSF.

Auch bei HO-1 und iINOS féllt ein, teilweise signifikanter, Abfall der
exprimierenden Lymphozyten bzw. Monozyten auf. Dies kdnnte ebenfalls dem
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normalen zeitlichen Verlauf der Hypoxieantwort entsprechen. Beide Proteine
werden durch HIF-1a reguliert. Die HIF-1a-Expressionsrate steigt, wie oben
diskutiert, wahrend der Hypoxiephase signifikant an. Bei diesem Anstieg von
HIF-1a ist mit etwas Zeitverzdgerung auch ein Anstieg der durch diesen
Transkriptionsfaktor regulierten Proteine, beispielsweise HO-1, zu rechnen.

Auf mRNA-Ebene zeigt sich bei HO-1 und iINOS wiederum kein deutlicher
Effekt der Hypoxieexposition und Reoxygenierung. In einer Srudie von Patel et
al. wurde ein HO-1-mRNA Anstieg wahrend der Hypoxiephase und vor allem in
der Reoxygenierungsphase nachgewiesen [67]. Es konnte ein HO-1-Anstieg in
der ersten Ischamiezeit und nach Reperfusion, ein leichter Abfall in der zweiten
Ischamiezeit und wiederum ein Anstieg in der zweiten Reperfusionszeit
festgestellt werden. In der beschriebenen Studie handelt es sich im Gegensatz
zu unserer Studie um Leberzellen und eine vollkommene Ischamie ( d.h. keine
Sauerstoffversorgung) Eine Erklarung fir den deutlichen HO-1-Anstieg in der
Studie von Patel et al. ist die Tatsache, dass die mRNA-Synthese vom
Energiehaushalt der Zelle begrenzt wird. Wahrend einer Ischamie ist der
Energiehaushalt der Zelle begrenzt und wird in der Reperfusion rasch wieder
erhéht, sodass wahrend der Reperfusion wieder eine verstarkte mRNA-
Synthese stattfinden kann. Dieser Erklarungsansatz kdénnte auch in unserer
Studie von Bedeutung sein. Wahrend der Hypoxiephase ist weniger ATP zur
MRNA-Synthese vorhanden. Eventuell kbnnte zu einem spateren Zeitpunkt

ebenfalls ein Anstieg gemessen werden.

Tomomi et al. [38] konnten in ihrer Studie einen Abfall der HO-1 mRNA
Expression in menschlichen Gliobastomzellen bei einem Sauerstoffgehalt von
1% in einer Hypoxiekammer und einer Expositionszeit von 6-48 h nachweisen.
Weiterhin konnten sie eine Reduktion der HO-1-Halbwertszeit unter Hypoxie
von 3h auf 1,5 h zeigen. Hier gibt es verschiedene Erklarungsanséatze, unter
anderem ein Schutz der Zelle vor den potentiell toxischen Abbauprodukten des
Ham-Katabolismus, der durch HO-1 getriggert wird, eine Einsparung der
Energie, die im Ham-Stoffwechsel benétigt wird,und eine reduzierte
Eisenakkumulation. Eisen hauft sich beim Katabolismus von Hadm ebenfalls an

und ist im Tumorwachstum von Bedeutung. Die untersuchten Glioblastomzellen
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bendtigen Eisen zur Zellproliferation,daher ware eine Esienakkumulation von
Nacchteil. In dieser Studie handelt es sich einerseits um eine langere und
starkere Hypoxieexposition als in unserer Studie, andererseits um Tumorzellen
im Gegensatz zu gesunden Blutzellen in unserer Studie. Ein direkter Vergleich
ist aus diesen Grinden nicht mdéglich. Eine interessante Beobachtung ist die
verklirzte HO-1-mRNA-Halbwertszeit unter Hypoxie. Mit einem schnelleren
Abbau der HO-1 unter Hypoxie ist erklarbar, dass sich im zeitlichen Verlauf kein
deutlicher Effekt in der mMRNA-Expression durch die Hypoxieexposition zeigt.

Auch Nakyama et al. [37] konnten einen HO-1-mRNA-Abfall unter Hypoxie (1%
Sauerstoff, 6-48 h) in menschlichen Nabelschnurendothelzellen feststellen.
Auch hier ist der Erklarungsansatz einerseits eine Einsparung der fur den Ham-
Stoffwechsel bendtigten Energie, andererseits eine Art
Verteidigungsmechanismus der Zelle unter Hypoxie. In dieser Studie handelt es
sich ebenfalls um eine wesentlich langere und stérkere Hypoxieexposition und
um Endothelzellen. Bei in vitro-Versuchen, die in den beiden zuletzt
beschriebenen Studien durchgefiihrt wurden, kann eine beliebige Hypoxiezeit-
bzw. intensitat gewahlt werden, was bei unserer Studie in vivo nicht der Fall ist.
Eventuell ware bei einer langeren und starkeren Hypoxieexposition ein

ahnlicher Effekt zu beobachten.

4.6 Antioxidantien

In der durchgeflihrten Studie wurden als Medikamente die Antioxidantien a-
Tocopherol sowie a-Liponsaure verwendet. Applikation bzw. Einnahme der
Antioxidantien wurde anhand der Vitamin E-Konzentration im Serum Uberprift.
Bis auf einen Probanden konnten alle Werte eindeutig den entsprechenden
Placebo- oder Verumphasen zugeordnet werden.

Durch ihre Wirkung als Radikalfanger bzw. als Regenerator von verbrauchtem
Vitamin E wurden diese beiden Antioxidantien mit der Fragestellung substituiert,
ob sie in der Lage sind, die durch Hypoxie verursachten Stressreaktionen, wie
z.B. den oxidativen Burst und die HSP Synthese zu vermindern.
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Beim oxidativen Burst werden reaktive Sauerstoffradikale  bzw.
Stickstoffradikale (RONS) in neutrophilen Granulozyten gebildet. Diese RONS
kbnnen einerseits schadliche Auswirkungen auf Zellstrukturen haben,

andererseits aber auch wichtige regulatorische Funktionen ausiben.

Zu den schadlichen Auswirkungen gehért die Protein-Strukturveranderung
durch Oxidation einzelner Aminosauren und Spaltung von Polypeptidketten,
was zu einer beeintrachtigten Funktion oder zu einer Anhaufung von

beschadigten Proteinen flhrt.

Weiterhin kébnnen Radikale DNA-Schéaden wie Einzel- oder Doppelstrangbriiche

verursachen.

Andererseits kdnnen bestimmte, durch RONS verursachte Schaden wiederum
HSPs aktivieren, die bei der Renaturierung der denaturierten Proteine

unterstutzen.

Zu den positiven Effekten der RONS gehdrt der oben genannte Angriff auf
Mikroorganismen, die Zellproliferation, sowie die Aktivierung von Nukleasen zur
DNA-Reparatur. Durch die oben beschriebene Antioxidantiengabe kdnnte der
durch Stresseinwirkung eventuell erhéhte oxidative Burst vermindert werden. In
ihrer Wirkung als Radikalfanger kénnen Antioxidantien den durch die Hypoxie
bedingten oxidativen Stress vermindern und somit auch die Synthese von

Stressproteinen wie HSP 70 und HSP 27 verringern.

Unter Antioxidantiengabe fielen bei den gemessenen Parametern interessante
Effekte auf.

Primar ist zu sagen, dass es unter den Probanden zwar einen Non-responder
gab, bei ihm jedoch im Vergleich zu den Ubrigen Probanden vergleichbare

Effekte zu beobachten sind.

Bei der Phagozytose beobachteten wir niedrigere Werte unter Verum-als unter
Placebo (s. Abb. 7 Ergebnisteil). Dies entspricht unserer Erwartung an die Gabe
von Antioxidantien, die die durch den oxidativen Stress verursachten Effekte
vermindern sollen (s. 0.). Die Hypoxieexposition hatte, wie oben beschrieben,
keinen Anstieg der Phagozytoseaktivitat zur Folge. Die Phagozytose ist jedoch
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ein Prozess, der auch ohne Stresseinwirkung stattfindet und offensichtlich
durch die Gabe von Antioxidantien verringert werden kann.

Beim oxidativen Burst fiel kein Unterschied zwischen Placebo- und Verumgabe
auf. In einer zu wunserer Studie in vielen Punkten vergleichbaren
skandinavischen Studie von Nielsen et al. wurden 18 Sportlern Uber einen
Zeitraum von 4 Wochen Antioxidantien substituiert, um die Wirkung von
Antioxidantien auf den RONS-Spiegel nach korperlicher Belastung zu
erforschen. Primar ist zu sagen, dass die kérperliche Belastung der Probanden
keine signifikante Auswirkung auf den RONS-Spiegel hatte. Vergleichbar zu
unseren Ergebnissen konnte auch in dieser Studie kein Effekt der

Antioxidantiengabe auf den Status des oxidativen Stresses beobachtet werden.

Bei Erythropoietin, HSP 70, HSP 27 und HO-1 in Monozyten lagen die
beobachteten Effekte bei Verumgabe tendentiell héher als bei Placebogabe.

Wie oben bereits beschrieben, verursachte die in dieser Studie gewéhlte kurze
und milde Hypoxieform keinen so groBen Stress, sodass eine vermehrte
Expression von Stressproteinen oder eine Verstarkung der Immunfunktionen
wie Phagozytose und Burst nicht notig wurde. Moglicherweise war die
Hyypoxieintensitat zu schwach oder die Hypoxiedauer zu kurz, Es konnte
einerseits eine Umverteilung der in der Stressreaktion ,aktiven* Leukozyten im
peripheren Blut stattfinden, sodass diese der Messung entgehen, andererseits
war jedoch eventuell die Hypoxiedauer bzw -intensitat zu gering, um eine
Stressantwort der Leukozyten zu verursachen [47].

Die Antioxidantien wurden mit der Fragestellung substituiert, ob sie in der Lage
sind, den durch die Hypoxie verursachten Stress zu vermindern, und somit
auch die Stressantworten zu verringern. Da insgesamt keine deutlichen
Stressantworten zu messen waren, wurden hier auch die Antioxidantien mit
ihrer vermuteten Wirkung nicht bendtigt. Im Fall der Phagozytose bzw. dem
Peroxidspiegel zeigt sich jedoch, dass die verwendeten Antioxodantien
unabhang von der Hypoxieexposition durchaus einen vermindernden Effekt auf
die gemessenen Parameter haben.
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Die beschriebenen Effekte der Antioxidantien bei HSP, Phagozytose und Burst

sind daher nicht im Zusammenhang mit der Hypoxieexposition zu werten.

Auffallig ist allerdings, dass der Erythropoietinspiegel wahrend der Hypoxie
signifikant ansteigt, hier also die Hypoxie einen deutlichen Effekt hatte, die
Antioxidantiengabe hier jedoch keinen Effekt zeigte. Es stellt sich die Frage, ob
Antioxidantien in den Erythropoietin- Stoffwechsel eingreifen kénnen. Bekannt
ist, dass die Erythropoietin-Regulation vor allem in Zusammenhang mit
Veranderungen des O2-Gehaltes der Atemluft steht und nicht mit dem
zellularen Redoxstatus, bei dem die Antioxidantien u.a.als Redikalfanger wirken
kénnen [60]. Somit ist auf dieser Ebene nicht mit einer Veranderung des
Erythropoietinspiegels zu rechnen. Eine andere Mdglichkeit der Beeinflussung
des Erythropoietinspiegels ist Uber die HIF 1-a Regulation méglich, da die
Erythropoietinsynthese von diesem Transkriptionsfaktor abhanging ist. Die
Regulation dieses Transkriptionsfaktors ist jedoch ebenfalls, wie in Abbildung 1
deutlich wird, vom Sauerstoffgehalt, genauer von einer sauerstoffabhangigen
Hydroxylierung des HIF 1-a abhéngig [20]. Auch an dieser Stelle haben

Antioxidantien keinen Einfluss.

Entgegen unseren Ergebnissen beobachteten Hildebrandt et al. einen
steigernden Effekt einer Antioxidantiengabe auf die Plasma-Epo-Konzentration
in Normoxie und sechstiindiger Hypoxie bei einem pO2 von 12,0% [63].
Erklarungsansatz flr diese Beobachtung lautet hier folgendermassen: Reaktive
Sauerstoffradikale, die bei Sauerstoffmangel gebildet werden, flhren
normalerweise zu einer Verminderung des HIF 1-a, der wiederum
Transkriptionsfaktor einiger Proteine, wie z.B. EPO und VEGF ist. Das in der
Studie von Hildebrandt et al. eingesetzte Antioxidans N-acteyl-cystein soll
reaktive Sauerstoffradikale vermindern. Dies héatte eine Steigerung des HIF 1-a

zur Folge, durch den u.a ein EPO-Anstieg reguliert werden kann.

In einer zu unserer vergleichbaren Studie von Freudenthaler et.al (O2-Gehalt
13%, 6h) konnte dahingegen kein Effekt einer Antioxidantiengabe auf das
Plasma-Erythropoietin festgestellt werden [62]. Im Gegensatz zu unserer Studie

wurden die Antioxidantien jedoch nur im Zeitraum bzw. eine halbe Stunde vor,
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wahrend und eine halbe Stunde nach Hypoxie substituiert. Freudenthaler et al.
erklaren diese gegensatzliche Beobachtung im Vergleich zu einer in vitro-Studie
an Leberzellen damit, dass es sich hier um eine in vivo-Studie an menschlichen
Zellen und um eine kurzzeitige Medikamentensubstitution handelt. Um diese
widersprichlichen Angaben weiter zu erforschen, misste ein Folgeversuch mit
langerer bzw. starkerer Hypoxie bzw. mit unterschiedlichen Zeitrdumen der

Antioxidantiensubstitution durchgefthrt werden.

4.7 Hypoxie in Zusammenhang mit Sport und Héhentraining

Ein weiterer interessanter Gesichtspunkt der durchgefiihrten Studie ist der
Zusammenhang der Hypoxie mit Sport und HOhentraining. Korperliches
Training kann bekanntermassen einerseits protektive Effekte auf das
Immunsystem haben [9], es kann jedoch bei starkerer Intensitat auch
immunsuppressiv wirken. In der oben bereits erwahnten Studie von Chinda et
al.[49]wurde bei 36 Marathonlaufer nach einem absolvierten Marathon die
Neutrophilenfunktion sowie die Neutrophilenanzahl getestet. Hier fiel ein
Anstieg  der  Neutrophilenanzahl,  jedoch  eine Reduktion der
Neutrophilenfunktion wie der oxidative Burst oder die Phagozytoseaktivitat auf.
Der Neutrophilenanstieg wird hier als kompensatorische Reaktion auf die
geringere Aktivitat gewertet. In dieser Studie wird deutlich, dass eine starke
kérperliche Belastung allein (d.h. ohne zusatzliche Hypoxie) schon

immunsuppressiv wirken kann.

Sport in Zusammenhang mit Hypoxie wird im Héhentraining in der Form von
Live high - train low - Konzepten oder in Live low - train high - Konzepten gerne
zu Trainingszwecken eingesetzt. Es stellt sich die Frage, ob unter hypoxischen
Bedingungen ein zusatzliches kdrperliches Training sinnvoll und effektiv sein
kann oder eher schadliche Auswirkungen hat. Levine [72] konnte nachweisen,
dass das live high - train low - Prinzip die Leistungsfahigkeit des Sportlers
deutlich verbessert, der Mechanismus dieser Verbesserung ist vor allem Uber
die Erythropoietin-Steigerung und den damit verbundenen Anstieg der roten
Blutkérperchen zu erklaren. Andererseits hat laut Levine das Konzept des live
low — train high gegenteilige Auswirkungen, namlich eher verringerte
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Geschwindigkeit, geringeren Sauerstofftransport und reduzierte Leistung. Die
Schwierigkeit des Hbhentrainings allgemein liegt vor allem darin, die richtige
,Dosis“ der Hypoxie zu finden, d.h. welche Hdhe, wie viele Stunden taglich und
Uber welchen Zeitraum die Hypoxieexposition stattfinden muss, um das
gewulnschte Ziel der Leistungsverbesserung zu erreichen [73,74].Ein weiterer,
nicht zu vernachlassigender Faktor ist naturlich auch die Individualiat der
Sportler, da nicht jeder auf die gewahlte H6he beim Hbéhenaufenthalt oder auf
die gewahlte Trainingsintensitat gleich reagiert [73]. Rusko et al. [75] gehen
noch auf ein drittes Konzept des Hbéhentrainings, namlich das Live high - train
high - Konzept ein. Im Vergleich zum Live high - train low kdénnen beide
Konzepte des Trainings in der HOhe einen positiven Effekt auf die
Leistungsfahigkeit von Sportlern haben. Wie auch schon beim live low- train
high angesprochen, kdnnen beim Live high - train high jedoch auch negative
Effekte Uberwiegen. Hier kann eine unzureichende Hbéhe oder eine zu kurze
Dauer des Hbdhenaufenthalts und aufgrund dessen eine fehlende Stimulation
der Erythropietin-Produktion negativ wirken, es kann jedoch auch erhdhter
Stress durch den HOhenaufenthalt mit erhéhter Infektanfalligkeit ein Problem
darstellen. In unserer Studie wird deutlich, dass zumindest ein vierstiindiger
Aufenthalt in einer H6he von 4100 m keinen besonderen Stressfaktor flr das
Immunsystem bedeutet. Ein zusatzliches Training unter hypoxischen
Bedingungen muisste so geringer Intensitdt sein, dass es unter
Normalbedingungen sicherlich keinen suppressiven Effekt auf das
Immunsystem hat. Die Reaktion des Immunsystems auf eine kdrperliche
Belastung ist jedoch wie oben beschrieben individuell unterschiedlich, daher
kann keine Trainingsintensitat in einer Studie fir jeden Probanden gleich als
Jhicht-immunsuppressiv® oder gar ,protektiv gewertet werden. Eine weitere
Studie zur genaueren Erforschung wéare schon allein aufgrund individueller
Unterschiede nur sehr schwer planbar und zusatzlich aus ethischen
Gesichtspunkten haufig nicht vertretbar.
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4.8 Schlussfolgerung

Eine vierstlindige Hypoxieexposition bei einem O, Gehalt von 12,5% stellte fir
den menschlichen Koérper keinen so groBen Stress dar, dass
Schutzmechanismen wie die Expression von Stressproteinen in den
Leukozyten des peripheren Blutes unter diesen Bedingungen nicht notwendig
sind. Immunfunktionen wie Phagozytose oder oxidativer Burst wurden nicht
beeinflusst. Eine unveranderte Peroxidkinetik sowohl in der Placebo- als auch
in der Verumgruppe deutet darauf hin, dass die hier gewahlte kurzfristige, milde
Hypoxie keinen Radikalstress in Plasma produziert hat.

Antioxidanien werden folglich bei dieser milden Form der Hypoxie nicht
bendtigt, was durch die Ergebnisse im Vergleich von Placebo und Verum
bestatigt wird.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Eine adaquate Sauerstoffversorgung des menschlichen Organismus ist eine
essentielle Grundvoraussetzung flr die Funktion aller Organe, beispielsweise
fir Herz und Gehirn, sowie fir Kérpersysteme wie das hdmatologische System
und insbesondere das Immunsystem. Das Immunsystem kann durch vielfaltige
Stressfaktoren in seiner Funktionalitat gestért werden. In der vorliegenden
Arbeit haben wir uns insbesondere mit den Auswirkungen einer
Hypoxieexposition, die einer HOhe von 4100m Uber dem Meeresspiegel
entspricht, beschaftigt. Ziel der Studie war es, die Regulation der verschiedenen
Stressantworten ( Expression der Hitzeschockproteine HSP 27/ 72,HO-1 und
INOS, Erythropoietin, HIF-1a, Phagozytose und Burst) in Leukozyten auf diese
Hypoxie zu erforschen, sowie weiterhin den Einfluss des Redox-Status der

Zelle auf diese Stressreaktionen zu untersuchen.

Klinische Relevanz hat dieses Thema beispielsweise beim Hbhentraining, da
Sport fir das Immunsystem einen zusatzlichen Stressfaktor darstellen kann.
Bekannterweise steigt nach starker sportlicher Belastung die Infektanfalligkeit
des Korpers, der in Zusammenhang mit Hypoxie eine doppelte Belastung fur

das Immunsystem darstellen kénnte.

In unserer Studie wurden 12 mannliche Probanden einer vierstiindigen Hypoxie
(O2-Gehalt: 12,5%) Uber Maskenatmung ausgesetzt. Als Kontrolle wurde der
gleiche Versuch vorher in Normoxie durchgefihrt.

In einer doppelblinden, placebokontrollierten crossover-Studie wurden
Antioxidantien (2 Kapseln jeweils 400 mg all-rac-a-tocopherol (a-Toc) und eine
Kapsel zu 600 mg o-lipoic acid (a-LA)) verabreicht, um den Einfluss des
Redoxstatus der Zelle auf die Stressantworten der Leukozyten zu erforschen.

Die Hitzeschockproteine HSP 27, HSP 72 und HO-1, iNOS, HIF-1q,
Phagozytose und Burst wurden durchflusszytometrisch bestimmt, die mRNA-
Expression der genannten Proteine mittels RT-PCR.
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Es zeigte sich, dass die vierstlindige Hypoxie zu den in dieser Studie gewahlten
Bedingungen einen signifikanten Anstieg des Plasma-Erythropoietinspiegels zur
Folge hatte.

Auf die gemessenen Stressfaktoren bzw. die Immunfunktionen Phagozytose
und Burst hatte die Hypoxieexposition jedoch keinen groBen Effekt. Die hier
gewahlte eher milde Hypoxieform scheint folglich fir den Kérper keinen so
groBen Stress zu bedeuten, als dass eine gesteigerte Synthese von

Stressproteinen oder Immunfunktionen notwendig ware.

Die unveranderte Peroxidkinetik sowohl unter Placebo- als auch unter
Verumbedingungen deutet darauf hin, dass die vierstiindige milde Hypoxieform
keinen Radikalstress verursacht hat und somit auch die Antioxidantien mit
ihrem Wirkmechanismus nicht benétig werden.

In Hinblick auf ein Hbéhentraining kénnen die beschriebenen Ergebnisse so
gewertet werden, dass zumindest ein vierstindiger Aufenthalt in 4100 m Hbéhe
keinen besonderen Stressfaktor fir das Immunsystem bedeutet. Eine
zusatzliche koérperliche Belastung kénnte jedoch durchaus immunsuppressiv
wirken. Diese Vermutung kénnte in einer weiteren Studie mit &hnlichen
hypoxischen Bedingungen und zusatzlichem leichten Training weiter erforscht

werden.

Um die teilweise neuartigen Ergebnisse unserer Studie, wie z.B. die Reduktion
des HSP 72, und unsere Hypothesen zu bestéatigen, sollte ein Folgeversuch mit
langerer und starkerer Hypoxieexposition angeschlossen werden. Hier stellt
sich allerdings das Problem, dass unter ethischen Gesichtspunkten am

Menschen keine beliebigen Versuchsbedingungen zu vertreten sind.
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