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Abstract

1 Abstract

1.1 Abstract (deutsch)

Aufgrund korperlicher Einschrankungen bei kardiovaskular erkrankten Patienten ist ak-
tiver GefalRsport als Therapie nur einem Teil der Betroffenen mdglich. Diese Patienten
konnten von einem passiven Gefaldsport nach dem External Counterpulsation (ECP)-
Prinzip profitieren. Erstens kann durch einen anti-arteriosklerotischen Effekt das Auftre-
ten und / oder die Progression kardiovaskularer Erkrankungen verhindert werden; zwei-
tens kdnnen, durch Stimulation von Arteriogenese, die Beschwerden derartig erkrankter
Patienten nachweislich gemindert werden. Hierbei spielen insbesondere das in mono-
nuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) aktivierte Kallikrein-Kinin-System
(KKS) sowie die dem Monocyte chemoattractant Protein-1 / C-C-Chemokin-Rezeptor 2
(MCP-1 / CCR2) nachgeschaltete Signalkaskade eine entscheidende Rolle.

In dieser Studie wurden die Arteriogenese-Effektormolekile des KKS (Kallikrein, Kini-
nogen, Bradykinin Rezeptor B1 (B1R), Bradykinin Rezeptor B2 (B2R)), sowie von MCP-
1 und CCR2 auf ihre Eignung als molekulare, diagnostische Marker zur Beurteilung ei-
nes Trainingseffektes bei Laufbandtraining oder ECP-Therapie untersucht. Hierzu wur-
de zunachst an einer monozytaren THP-1 Zelllinie ein Stimulationsmodell entwickelt,
dessen Ergebnisse die Basis fur die Analyse der Expressionsregulation in einer an-
schlieBend durchgefuhrten Gefalisport-Studie bildeten. Der Effekt von aktivem (Lauf-
bandtraining, 30 Minuten) und passivem (ECP-Training, 45 Minuten) Gefalsport auf die
Expression der ausgewahlten Arteriogenese-Biomarker wurde an n = 26 jungen (mittle-
res Alter 23,37 Jahre) gesunden Probanden durchgeflihrt und das Expressionsprofil

dieser Marker in isolierten zirkulierenden PBMCs untersucht.

Die Auswertung der Expressionsanalyse nach THP-1 Zell-Stimulation zeigte, dass die
Expression der untersuchten Molekile mittels unterschiedlicher stimulatorischer Reize
(Stimulation mittels Granulocyte-colony stimulating factor [G-CSF], Interleukin-13 [IL-
1], Lys-[Des-Arg]-Bradykinin und bakterielles Lipopolysaccharid [LPS]) beeinflusst
werden kann. Die Ergebnisse entsprachen am ehesten einer angestol3enen Differenzie-

rung von Monozyten zu Makrophagen.
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Der Vergleich des Expressionsmusters der im Rahmen der Gefallsport-Studie aus Voll-
blut isolierten PBMCs ergab eine generelle Tendenz zur Herunterregulation der unter-
suchten Parameter. Hierbei zeigten sich insbesondere MCP-1 und CCR2 zwar nicht
signifikant, jedoch relevant in ihrer Expression herunterreguliert. Fur die Bradykinin-
Rezeptoren B1R und B2R konnte ein gegenlaufiges Expressionsmuster nachgewiesen
werden. Wahrend B1R bei passivem Gefalisport signifikant hochreguliert wurde, zeigte
sich nach aktivem Gefal3sport eher eine Tendenz zur Hochregulation. Die Expression
von B2R verhielt sich hierzu exakt gegensatzlich, wobei auch hier nur die Expressions-

anderung nach passivem Gefalisport Signifikanz erreichte.

Diese Ergebnisse weisen auf eine anti-arteriosklerotische Wirkung von Gefalisport bei
jungen gesunden Probanden hin. Die hier nach passivem und aktivem Gefallsport
gleichermalen feststellbare Regulation der untersuchten Parameter erlaubt erstmals
den direkten Vergleich beider Therapieformen und legt eine, in ihrer Auspragung ver-

gleichbare, kardio- / vaskuloprotektive Wirkung nahe.
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1.2 Abstract (englisch)

Active training as a highly effective therapy for patients suffering from cardiovascular
diseases is only available for patients in moderate cases. However, patients in higher
disease stages could benefit from external counterpulsation (passive training) promoting
an anti-arteriosclerotic effect to prevent the formation and / or progression of cardiovas-
cular diseases due to arteriosclerotic lesions. Notably, arteriogenesis, characterised by
the shear stress-induced outgrowth of pre-existing collateral vessels to functional con-
ductance arteries, is furthermore stimulated. Since the activation of peripheral blood
mononuclear cells via the KKS as well as the MCP-1- / CCR2-pathway plays a major
role in arteriogenesis, we examined the ability of different biomarkers out of these path-
ways (Kallikrein, Kininogen, B1R, B2R, MCP-1, CCR2) upon training.

We first developed an in vitro cell stimulation model using THP-1 cells. Taking into ac-
count the results of the in vitro experiments, we designed and performed a clinical trial
with young (mean age 23,37 years) healthy volunteers to examine the effects of active
(treadmill, 30 minutes) and passive (ECP, 45 minutes) training on the expression of the

aforementioned biomarkers.

The in vitro stimulation of THP-1 cells showed that the expression of different molecules
of the KKS and the MCP-1- / CCR2-pathways could be affected by different stimuli (G-
CSF, IL-1R, Lys-[Des-Arg]-Bradykinin and LPS) resulting in the induction of cell differen-

tiation from monocytes to macrophages.

Comparing the expression profiles of PBMCs isolated from whole blood of healthy vol-
unteers before and after active or passive training, we noticed a general tendency of
expressional down regulation of the examined parameters. Interestingly, the expression
of B1R and B2R seem to reveal an adverse regulation one to the other. While the ex-
pression of B1R was significantly up regulated after passive training, active training
leaded to a leaning down regulation. The changes in B2R expression have been shown

in the opposite direction.

These results point out an anti-arteriosclerotic effect of training on young healthy volun-

teers. In this study, we compared for the first time the impact of active and, respectively,

9
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passive training on the expressional regulation of arteriogenesis relevant biomarkers

and found a downregulation of both the KKS and the MCP-1- / CCR2-pathway upon
both training types.

10
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2 Einleitung

2.1 Statistische Grundlagen zu kardiovaskularen Erkrankungen

38,9 % der Todesfalle in Deutschland werden nach Angaben des statistischen Bundes-
amtes durch Erkrankungen des Kreislaufsystems verursacht (Abbildung 1)'. Weltweit
sind kardiovaskulére Erkrankungen die fiinrende Ursache fiir Morbiditat und Mortalitat?;
aktuelle Zahlen zeigen zudem eine weiterhin steigende Tendenz.® Dementsprechend ist
die Weiterentwicklung der Akut- und Langzeittherapie kardiovaskularer Erkrankungen

von besonderem klinischem Interesse.

Die Mehrzahl der kardiovaskularen Erkrankungen entsteht auf der Grundlage der Arte-

riosklerose. Der Myokardinfarkt ist hierflr ein prominentes Beispiel. Durch einen plotzli-
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Abbildung 1: Anzahl der in Deutschland im Jahr 2014 Gestorbenen nach ausgewahlten Todesursa-
chen. a) Insgesamt b) Boésartige Neubildungen c¢) Krankheiten des Kreislaufsystems d) Krankheiten
des Atmungssystems €) Krankheiten des Verdauungssystems f) psychische und Verhaltensstérungen
g) Verletzungen, Vergiftungen und bestimmte andere Folgen aullerer Ursachen.”
chen koronararteriellen Verschluss kommt es zu einem Ischamie-bedingten Absterben
von Kardiomyozyten®. Hieraus resultiert eine verminderte Kontraktilitat des Herzmus-

kels und haufig auch eine gegebenenfalls lebensbedrohliche Herzinsuffizienz. Die Ent-

11
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stehung eines koronararteriellen Verschlusses wird durch eine chronische Abnahme

von Gefalelastizitat und —durchmesser im Sinne einer Arteriosklerose stark begunstigt.

2.2 Einfuhrung in die Arteriosklerose

Arteriosklerose gilt als bedeutendster Risikofaktor fur die Entstehung eines Myokardin-
farktes® und stellt somit die Hauptursache fiir Morbiditat und Mortalitét in der industriali-
sierten Welt dar®. Die hierbei betroffenen arteriellen GefiaRe bestehen von auRen nach
innen aus der Tunica adventitia (Bindegewebe), der Tunica media (glatte Muskulatur)
sowie der Tunica intima (Endothel).” Der Begriff Arteriosklerose umschreibt eine variab-
le Kombination folgender Veranderungen der Tunica intima in arteriellen Gefalen: herd-
formige Ansammlungen von Fetten, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestand-
teilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, sowie Veranderungen der Tunica me-
dia. Dieser Prozess ist bereits seit der Mitte des 19. Jahrhunderts als Ausloser ver-
schiedener kardiovaskuldrer Erkrankungen bekannt”®. Der weitaus haufigste Entsteh-
ungsmechanismus von arteriosklerotischen Plaques ist hierbei die Bildung von lipidhal-

tigen Einlagerungen in der Intima®?®, den sogenannten Atheromen’.

Die Entstehung arteriosklerotischer Plaques wird mit zahlreichen Risikofaktoren in Ver-
bindung gebracht. Unter anderem bewirken verschiedene Noxen Genexpressions- und
Endothelveranderungen an den Pradilektionsorten, wodurch die Gefallintima initial ge-
schadigt wird. Solche Pradilektionsorte finden sich beispielsweise an den Ostien der
Seitenéste sowie an inneren Kurvaturen der Aorta'®"". Durch hohe low-density Lipopro-
tein (LDL)-Blutkonzentrationen begunstigt akkumulieren, oxidieren und aggregieren die

Blutfette im geschadigten GefaRabschnitt'?

. Die so veranderten Lipide ld6sen in En-
dothel- und glatten Muskelzellen die Ausbildung von Adhasionsmolekulen und
chemotaktischen Substanzen aus, wodurch wiederum die Transmigration von Monozy-
ten ins betroffene Gewebe stimuliert wird. Die transmigrierten Monozyten differenzieren
zu Makrophagen und dendritischen Zellen™. Diese werden, nach Phagozytose von

t'*. Mehrere Schichten aus Schaumzellen bilden

Lipoproteinen, Schaumzellen genann
gelbliche Fettstreifen (,Fatty steaks®), die als noch reversible Lasionen durch die weitere
Akkumulation azellularen, lipidreichen Materials in der Intima und weiterer Makropha-
gen-Invasion vergroRert werden. Dies fuhrt zur irreversiblen Zerstérung der normalen
Intimastruktur'?. Apoptose und sekundare Nekrose von Schaum- und glatten Muskelzel-

len resultieren in der Ausbildung eines nekrotischen Kerns, in dem Kalzium ausfallen
12
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kann (Kalzifikation). Die gebildete Plague kann durch verschiedene Mechanismen wie
beispielsweise hohe intravasale Drlcke oder andere mechanische Reizungen rupturie-
ren, wodurch der hoch thrombogene Kern in direkten Kontakt mit zirkulierenden Throm-
bozyten kommt, was wiederum zur Aggregation flhrt. Die aggregierten Thrombozyten
kénnen dann entweder lokal als Thrombus oder durch Ausschwemmung in andere Re-
gionen als Embolus das GefaRlumen verengen oder komplett verschlieRen'®'*'®. Die-

ser Mechanismus steht zu Beginn der Mehrzahl kardiovaskularer Erkrankungen.

Der demographische Wandel und die zunehmende Inzidenz kardiovaskularer Erkrank-
ungen fuhren zu einer stetig steigenden Patientenzahl und fordern somit ein Umdenken
in der Entwicklung erfolgreicher Therapien; insbesondere da die Zahl derer wachst, bei
denen die konservativ-medikamentose Therapie oder die interventionelle und operative
Revaskularisierung ohne Erfolg bleiben. Diese Patienten wurden von regenerativen
Therapien, beispielsweise der Induktion von GefalRwachstum, profitieren. Hierbei spielt

die Arteriogenese, auch biologischer Bypass genannt, eine groRe Rolle'®.
2.3 Mechanismen endogenen GefaBwachstums

2.3.1 Vaskulogenese und Angiogenese

Die Vaskulogenese beschreibt die de novo Formation von arteriellen Netzwerken wah-
rend der embryonalen Entwickung. Neben der Bedeutung fur die pranatale Entwicklung
wird sie auch im Rahmen von Neoplasien diskutiert, verliert aber im adulten Organis-
mus an Bedeutung. Die Vaskulogenese schlieldt die Bildung des Mesoderms, die Bild-
ung einer endothelialen Zellschicht (Hamangioblasten), deren Organisation und die

Ausbildung vaskularer Netzwerke ein'’.

Anders als die Vaskulogenese stellt die Angiogenese die Aussprossung oder Abspalt-
ung aus pra-existenten Kapillaren dar. Im adulten Menschen ist sie nachweislich durch

Hypoxie induzierbar und spielt insbesondere bei regenerativen Prozessen eine Rolle'®.

2.3.2 Einfuhrung in die Arteriogenese

Arteriogenese bezeichnet die Remodellierung pra-existenter Kollateralgefale zu funk-
tionellen Konduktanzarterien als Umgehungskreislaufe eines stenosierten arteriellen
GefaRes'®. Eine Ischamie wird in ihrer Schwere von der individuellen Zahl der verfiigba-

ren Kollateralgefalle beeinflusst. Hierbei findet Arteriogenese im nicht-ischamischen,
13
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zufuhrenden Bereich statt, wahrend Angiogenese ausschliel3lich im ischamischen Areal
vorkommt. Damit stellt die Arteriogenese einen der wichtigsten endogenen Protekti-
onsmechanismen bei Gefal-okkludierenden Erkrankungen dar und ist von besonderem

klinischem Interesse’’.

Durch Arteriogenese kdnnen stromabwarts liegende ischamische Areale verkleinert und
/ oder das Auftreten von vaskuldrer Ischamie praventiv verhindert werden®2".

Arteriogenese ist bislang die einzige Form des Blutgefallwachstums, fur die gezeigt
werden konnte, dass Blutzirkulationsdefizite nach arteriellen Verschlussen effektiv kom-

pensiert werden kénnen'”.

2.3.3 Mechanismen der Arteriogenese

Arteriogenese wird initiiert, wenn durch die Verengung bzw. den Verschluss eines Kon-
duktanzgefalles ein pra-existentes Kollateralgefal® vermehrt mit Blut durchstrémt wird
und dessen Endothel dabei einer erhdhten laminaren Schubspannung ausgesetzt ist
(Abbildung 2)*.

;o

Abbildung 2: Darstellung der prinzipiellen Mechanismen der Arteriogenese. Durch Stenose oder Ver-

schluss (h) eines Hauptgefalles entsteht ein Druckgradient zwischen den kollateralen Anastomosen,
die das verengte Gefall proximal (i) und distal des poststenotischen Gefal3verlaufs verbinden (J). Dies
fuhrt zu einem funktionellen Umgehungskreislauf nach dem Prinzip eines biologischen Bypasses und

zur Remodellierung des Kollateralgefalies (k). Adaptiert nach Persson et al., 2011

14
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Die so aktivierten Endothelzellen eines rekrutierten Kollateralgefalies setzen zum einen
chemoattraktive Substanzen wie MCP-1 frei und induzieren zum anderen die vermehrte
Expression von Adhasionsmolekulen. Durch beide Prozesse wird die Rekrutierung von
PBMCs, insbesondere Monozyten, gesteigert?>2°.

Die rekrutierten Monozyten transmigrieren durch die GefaBwand kollateraler Gefalde in
den perivaskularen Bereich und differenzieren zu unterschiedlichen Makrophagen-
Subtypen (siehe 2.5.1f). Makrophagen wirken hier in parakriner Funktion und sezernie-
ren Wachstumsfaktoren und Botenstoffe. Die daraus resultierende Umstrukturierung
des perivaskularen Raumes sowie anschlielend des Gefalles durch unter anderem
Matrixmetalloproteasen (MMP) ermoglicht die Proliferation von Endothelzellen, glatten
Muskelzellen sowie Fibroblasten. Diese Faktoren charakterisieren die Reifung einer

pra-existenten Kollateralarterie in eine groRere funktionelle Konduktanzarterie'”?°.

2.4 Arteriogenese als Therapieoption

2.41 Invasive Therapieansatze

Wahrend bei akuten Gefalokklusionen (Myokardinfarkt, ischamischer apoplektischer
Insult) eine sofortige medikamentdse Therapie oder interventionelle Revaskularisierung
dringend erforderlich ist, erscheint der Nutzen solcher Therapien bei chronischen Is-
chamien fraglich®. Aus diesem Grund wurde in der jiingeren Vergangenheit mehrfach
versucht, Arteriogenese durch eine medikamentdse Therapie zu steigern. Hierbei wur-
den unterschiedliche Zytokine mit verschiedenen Wirkmechanismen und -orten ver-
wandt. Die in Nagetieren (Maus, Ratte) teilweise vielversprechenden praklinischen Stu-
dien konnten allerdings aufgrund von massiven unerwunschten Wirkungen der Agenzi-
en nie vollstindig im Menschen angewandt werden®?”. Des Weiteren war auch die Ap-
plikation einzelner Wachstumsfaktoren im Vergleich zum Effekt einer gesteigerten
Schubspannung im Gefal® therapeutisch weniger erfolgreich. Die Steigerung der
Schubspannung wurde im Tiermodell bei Ratten und Kaninchen mit Hilfe einer Ligatur
der Arteria (A.) femoralis mit anschlieBender Anlage eines arteriovendsen Shunts distal
der Ligaturstelle erreicht. Der auf diese Weise induzierte Durckgradient fuhrte zu einer
Erhdhung der Perfusion sowie der Schubspannung in den pra-existenten kollateralen

Anastomosen, die wiederum zum Wachstum eben dieser fuhrte?.

15



Einleitung

2.4.2 Noninvasive Therapieansatze

Physisches Training, insbesondere Gefalisport, hat einen vasoprotektiven Effekt und
erhoht auf natlrliche Weise die laminare Schubspannung im Gefalbett und in den Kol-
lateralgefalen. Da dies zur Induktion therapeutischer Arteriogenese fuhrt, ist Gefald-
sport insbesondere bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK) oder peripherer
arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) integraler Bestandteil der kardiovaskularen Re-

habilitation geworden™®.

RegelmaRiges Ausdauertraining (aktiver Gefaldsport) steigert zwar die Schubspannung
und konsekutiv die Arteriogenese in den unteren Extremitaten nachweislich, jedoch
kommt aktiver GefalRsport nicht fur alle Patienten in Frage. Zum einen ist die Regelma-
Rigkeit des Trainings (Patienten-Compliance) von essentieller Bedeutung; zum anderen
konnen viele Patienten aufgrund ihrer Erkrankungen an keinem effektiven Trainingspro-
gramm teilnehmen'®°.

FiUr solche Patienten bietet der passive GefalRsport mit dem Ziel der Arteriogenese-
Induktion eine wichtige Alternative. Hierbei werden dem auf einer Liege ruhenden Pati-
enten pneumatische Manschetten um die unteren Extremitaten herum angelegt. Diese
werden dann, EKG-getriggert, nach dem ECP-Prinzip in der Diastole mit Luft beflllt und
in der Systole entluftet, wodurch eine herzwarts gerichtete Pulsdruckwelle entsteht. Auf
diese Weise wird, ahnlich dem aktiven Gefal3sport, die Schubspannung am Gefal3-
endothel erhoht. Durch diese Therapie konnten beispielsweise die anginésen Be-

schwerden von ECP-behandelten Patienten nachhaltig gebessert werden'®"?.

2.4.3 Schubspannung

Schubspannung wird als tangentiale Kraft des Blutes entlang der GefalBwand definiert
und durch den Schub des viskosen Blutes ausgelost. Veranderungen der Viskositat (n),
des Blutflusses (Q) oder des Gefaldradius (r) beeinflussen die Schubspannung (1) ent-

sprechend folgender Formel:

4n0Q
Trs

T =

Unter Anwendung der Dynamik Newton’scher Flussigkeiten ist anzunehmen, dass ein
vermehrter Blutfluss bzw. eine erhdhte Blutflussgeschwindigkeit, beispielsweise in Fol-
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ge eines veranderten Druckgradienten nach Okklusion eines Konduktanzgefalies, die
Schubspannung im KollateralgefaR erhoht?.

Obwohl der exakte Mechanismus der Schubspannungs-induzierten Endothelzell-
Aktivierung noch nicht vollstandig verstanden ist, existiert ein allgemein anerkanntes
Konzept, wonach verschiedene Kompartimente der Zelle, durch enge Kopplung der
Zellmembran an das Zytoskelett, als Schubspannungsrezeptor wirken (Mechanosen-
sing). Insbesondere verschiedene Integrine, bestimmte lonenkanale, Tyrosin-Kinase-
Rezeptoren sowie Aktinfilamente scheinen hier eine bedeutende Rolle zu spielen®®3% 22,
Die aktivierten Endothelzellen remodellieren ihr Aktinzytoskelett, induzieren eine veran-
derte Expression von Oberflachenrezeptoren und synthetisieren chemotaktische Sub-

stanzen zur Rekrutierung mononuklarer Zellen®-3% 22,

2.5 Die mononukleadren Zellen des peripheren Blutes

2.5.1 Kilassifizierung in Zelltypen und Subtypen

Die Klassifikation der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes ist im Wesentlichen
eine historische, morphologische Einteilung ohne Charakterisierung der Zellen nach
Ursprung, Funktion oder Expressionsmuster. Sie schlieft alle einkernigen Leukozyten,
wie Lymphozyten und Monozyten, ein, wobei Monozyten nur etwa 10% der gesamten
Zellzahl ausmachen®. Granulozyten gelten als mehrkernig, werden an dieser Stelle
aufgrund ihrer engen Beziehung zu den mononuklearen Zellen sowie ihrer grof3en Zell-
zahl im Vollblut (60%) dennoch erwahnt®. Obwohl auch Granulozyten und Lymphozy-
ten weiter subklassifiziert werden konnen, wird im Folgenden aufgrund der starken Re-
levanz fur diese Arbeit der Fokus auf die Subklassifikation der Monozyten gelegt.

Die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen hat einen wesentlichen Anteil an
der Arteriogenese. Es kann zwischen den M1-Makrophagen und den M2-Makrophagen
unterschieden werden. Wahrend M1-Makrophagen durch ihre Zytokin-Produktion (ins-
besondere Interleukine wie IL-13) die Immunantwort im Zielgewebe erhdhen, gelten
M2-Makrophagen nicht als klassisch-inflammatorisch, sondern scheinen eher anti-
inflammatorisch zu wirken. Eine weitere Unterscheidung in M2a-, M2b- und MZ2c-
Makrophagen zeigt, dass M2c-Makrophagen im Wesentlichen fur die Remodellierung
der extrazelluldren Matrix sowie die Gewebereparatur zustandig sind®***. Aufgrund die-

ser Eigenschaften erscheinen sie im Kontext der Arteriogenese von besonderem Inte-
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resse, wahrend die Subtypen M2a und M2b durch ihre speziellen Eigenschaften (M2a:
Mediation von Typ-2-Reaktionen, Regulation der T-Helferzell-2-Antwort [TH2-Antwort],
Bekampfung von Parasiten; M2b: Aktivierung von TH2-Zellen und Immunoregulation)®*

hier nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheinen.

2.5.2 Rolle von mononukleadren Zellen in der Arteriogenese

Die Rolle der Leukozyten in der Arteriogenese ist besonders wichtig, da klinische Un-
tersuchungen eine direkte Korrelation zwischen der Anzahl zirkulierender Leukozyten
und dem Grad der Kollateralisierung zeigten® . Demnach ist der therapeutische Nutzen
von Leukozyten fur die Gefalibiologie bedeutend und wurde jlngst als regeneratives

Konzept fiir die kardiovaskulare Forschung formuliert'.

Sowohl M1- als auch M2-Makrophagen konnten im Prozess der Gefalimodellierung
nachgewiesen werden. Es wird angenommen, dass M1-Makrophagen durch Sekretion
chemotaktischer Substanzen, wie MCP-1, weitere zirkulierende Monozyten rekrutieren.
Auf diese Weise rekrutierte Monozyten transmigrieren in den perivaskularen Raum und
differenzieren zu M2-Makrophagen, wo sie durch veranderte Zytokin- und Enzym-
Expression den Gewebsumbau einleiten'’**. Dementsprechend ist neben dem zellul-

ren auch der humorale Aspekt in gefaBmodellierenden Prozessen von Bedeutung.

2.6 Das Kallikrein-Kinin-System

Das Kallikrein-Kinin-System spielt sowohl in der Nierenphysiologie, der Regulation kar-
diovaskularer Parameter (z.B. Blutfluss und —druck), als auch in der Mediation inflam-
matorischer Prozesse (z.B. Arteriogenese) eine zentrale Rolle.

Kallikreine sind eine heterogene Gruppe von Serin-Proteasen unterschiedlichen Ur-
sprungs (Niere, Speicheldriisen, Pankreas, Gastrointestinaltrakt)®®. Sie spalten das
Propeptid Kininogen durch die Prozessierung von verschiedenen Kininen, deren wohl
bekanntester Vertreter das Bradykinin ist®.

Kininogen ist ein Cystein-Proteinase-Inhibitor, der unter anderem die Wirkung von Mat-
rix-Metalloproteasen (MMP) im perivaskularen Raum hemmt®®. In Kininogen-knock-out-
Mausen konnte nachgewiesen werden, dass Kininogen-Mangel zu einer Uberaktivier-
ung von MMP2 und MMP3 und konsekutiv zu einer erhdhten Inzidenz von Aorten-

Aneurysmen fuhrt. Interessanterweise traten trotz atherogener Diat keine arteriosklero-
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tischen Plaques auf®. Plasma-Kallikreine spalten aus einer HMW-Kininogen-Form
(engl. high molecular weight) mit hohem Molekulargewicht und sehr kurzer Halbwertzeit
das Polypeptid Des-Arg9-Bradykinin ab. Des-Arg9-Bradykinin besteht aus 8 Aminosau-
ren, wirkt am B2R und ist das wichtigste vasoaktive Peptid des KKS im Kontext der Re-
gulation von Blutdruck und Blutfluss®®°.

Der B2R ist ein konstitutiv exprimierter Oberflachenrezeptor des kardiovaskularen Sys-
tems*'. Bradykinin bindet am B2R und vermittelt eine Signalwirkung tber die Sezernier-
ung von Prostaglandinen sowie der Kalzium-abhangigen Aktivierung der endothelialen
NO-Synthase (eNOS). Die hieraus resultierende transiente Freisetzung von Stickstoff-
Monoxid (,Nitric Oxide®, NO) fuhrt dann zur Relaxation der glatten Muskelzellen in der
Tunica media und zur Regulation des Gefaltonus. Die Aktivierung des B2R kann so-

wohl autokrin als auch parakrin erfolgen*?>°

und zieht eine schnelle Desensitivierung
nach sich®.

An der Niere induziert Bradykinin die Natrium-Diurese. Diese wird durch einen reduzier-
ten GefalBwiderstand und dem daraus resultierenden signifikant gesteigerten renalen
Blutfluss verursacht. Die glomerulére Filtrationsrate &ndert sich jedoch nicht*.

Das KKS und das Renin-Angiotensin-System (RAS) sind Uber das Angiotensin-
Converting-Enzyme (ACE) verbunden. Das ACE setzt Angiotensin | zu Angiotensin Il
um. Gleichzeitig kann es Bradykinin degradieren45. Die Hemmung des ACE’s bewirkt
eine Stabilisierung von Bradykinin, was die kardioprotektive Wirkung der ACE-
Inhibitoren mit begriindet*®*’.

Gewebe-Kallikreine setzen eine Kininogen-Form mit niedrigem Molekulargewicht (engl.
low molecular weight, LMW) zu Lysyl-Bradykinin um. Dieses Peptid bindet am B1R. Der
B1R ist ein durch Inflammation in verschiedensten Geweben induzierter, G-Protein-
gekoppelter Oberflachenrezeptor®”*®. Er bleibt durch Aktivierung des Transkriptionsfak-
tors Nuclear Factor kB (NF-kB) Uber langere Zeit aktiv. Hierdurch wird der initiale in-
flammatorische Reiz verstarkt*’
cular Endothelial Growth Factor (VEGF), dessen Rezeptor VEGFR und eNOS in En-

dothelzellen®’.

. Der aktivierte B1R induziert die Expression von Vas-

Einige ausgewahlte Mechanismen des Kallikrein-Kininsystems sind in Abbildung 3
Ubersichtlich dargestellt. Aufgrund der Komplexitat des KKS wurde hier zugunsten der
Ubersichtlichkeit auf eine allumfassende Darstellung der Interaktionen und Mechanis-

men verzichtet.
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Extravaskuldrer Raum

i
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Lys-Bradykinin Bradykinin Des-Arg9-Bradykinin
Plasma-Kallikrein jegradiert Gewebe-Kallikrein
Intravaskuldrer Raum ACE

Abbildung 3: Darstellung ausgewahlter Mechanismen des Kallikrein-Kinin-Systems. Kininogen inhibiert
die Matrixmetalloproteasen MMP2 und MMP3. Die Umwandlung von HMW-Kininogen (durch Plasma-
Kallikrein) und LMW-Kininogen (durch Gewebe-Kallikrein) zu Bradykinin induziert auf diese Weise den
Gewebeumbau. Lys-Bradykinin bindet am durch Inflammation induzierten B1R und verstarkt so den in-
flammatorischen Reiz. Weiterhin bewirkt es Gefaproliferation und Vasodilatation. Die Bindung von Des-
Arg9-Bradykinin am konstitutiv exprimierten B2R bewirkt im Wesentlichen Vasodilatation. Bradykinin wird
durch ACE degradiert.

2.7 MCP-1/CCR2

Neben dem KKS spielen noch weitere humorale Faktoren wie MCP-1 / CCR2 eine
wichtige Rolle bei der Regulation arteriogener und inflammatorischer Prozesse. Der G-
Protein-gekoppelte CCR2 stellt eines von aktuell 10 bekannten Mitgliedern der C-C-
Rezeptorfamilie dar, deren Namensgebung an die N-terminale Aminosaurestruktur und
die dortige Reihenfolge der Cysteinreste angelehnt ist. Auf Monozyten konnten bisher

im Wesentlichen die Rezeptoren CCR1, CCR2 und CCR5 nachgewiesen werden®’.
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Der Hauptligand von CCR2 ist MCP-1, dessen Relevanz fur die Monozyten- / Makro-
phagen-Rekrutierung in verschiedenen Tiermodellen bewiesen werden konnte®®. MCP-
1 wird von Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Fibroblasten und Monozyten expri-
miert®.

Durch die Bindung von MCP-1 an CCR2 wird durch Remodelling des Zytoskeletts die
Zelldifferenzierung eingeleitet und folglich die Zellmigration in den perivaskularen Be-
reich erleichtert. Die dort stattfindende weitere Zelldifferenzierung fuhrt zur Erhéhung
der Expression von MCP-1, die wiederum die Herunterregulation von CCR2 und eine
vermehrte Proliferation von Endothelzellen sowie der extrazellularen Matrix nach sich

zieht®".

CCR2J,
MCP-11
Proliferation von
EC/EZM
Zell-
Perivaskularer Raum ‘ Differenzierung
(ccL2) ‘
Cyto-Skelett-Remodeling /
/ e
MAPK PL
A

G-

Protein

CCR2

Abbildung 4: Darstellung ausgewahlter Mechanismen der MCP-1-Wirkung auf im Blut zirkulierende
Monozyten. Die Bindung von MCP-1 am CCR2 zirkulierender Monozyten fihrt Gber Aktivierung der
Map-Kinase (MAPK) sowie der Phospholipase C (PLC) zur Remodellierung des Zytoskeletts. Hierdurch
wird die Zellmigration in den perivaskularen Raum erleichtert. Dort fUhrt die weitere Zelldifferenzierung
zur erh6hten Expression von MCP-1, die eine Herunterregulation von CCR2 sowie eine vermehrte
Proliferation von Endothelzellen (EC) und extrazellularer Matrix (EZM) bewirkt. Adaptiert nach Fantuzzi
etal., 1999
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Fantuzzi et al. konnten aullerdem zeigen, dass sowohl die Expression von CCR2, als
auch die direkt korrelierende Responsivitat auf MCP-1 mit zunehmendem Differenzie-
rungsgrad vom Monozyten zum Makrophagen abnimmt. Die MCP-1-Expression und -
Sekretion wiederum nehmen zu (umgekehrt proportionales Verhaltnis). MCP-1 scheint
also die CCR2-Expression in Monozyten in fruhen Differenzierungsstadien herunterzu-

regulieren (Abbildung 4)°".

2.8 Zielsetzung der Arbeit

2.8.1 Untersuchung der Expressionsmuster in PBMCs als diagnostischer Effek-
tivitatsparameter des GefaRsports

Training und die damit einhergehende Schubspannungserhéhung konnte als effektiver
Induktor der Arteriogenese in verschiedenen Tiermodellen nachgewiesen werden®?. Da
bisherige Methoden zum Nachweis der Arteriogenese nur teilweise auf den Menschen
Ubertragbar sind und / oder erhdhte Risiken bergen (Angiographien, endovaskulare In-
terventionen etc.), ist eine objektivierte, gering invasive Messung der Trainingseffektivi-
tat noch ausstehend. Durch objektivierte, Untersucher-unabhangige Parameter kdnnte
eine schnelle und einfache Uberwachung der Trainingserfolge erzielt und eine gegebe-
nenfalls notwendige, intermediare Adaptation des Trainings realisiert werden. Ziel die-
ser Arbeit ist es, Expressionsmuster ausgewahlter Gene zu identifizieren und auf ihre
Eignung als diagnostischer Marker zur Bewertung von Trainingseffekten hinsichtlich der

positiven Wirkung auf das regenerative vaskulare Remodelling zu untersuchen.

2.8.2 Direktvergleich des Akuteffektes von aktivem und passivem GefaRsport

Die steigende kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat impliziert eine stetig zunehmen-
de Relevanz effektiver Trainingsmethoden als Praventions- und Therapiestrategie. Da
sowohl aktive als auch passive Trainingsmethoden vasoprotektive Effekte zeigen, sind
messbare Parameter notwendig, um die Effektivitat beider Trainingsmethoden objektiv

miteinander vergleichen zu kénnen.

Die Mehrzahl der vorliegenden Studien konzentriert sich zudem auf den Langzeiteffekt
von Training. Der Akuteffekt von passivem und aktivem Gefa3sport auf die Expression

ausgewabhlter Arteriogenese- und Arteriosklerose-relevanter Molekile in mononuklearen
22



Einleitung

Zellen des peripheren Blutes wurde bisher jedoch noch nicht beschrieben und liegt
dementsprechend im Fokus dieser Arbeit. In vorherigen Studien zeigten zudem gezielte
Untersuchungen der frihen Phase der Arteriogenese interessante Expressionsmuster
des KKS, welche flr die Initiierung des vaskularen Remodellings bedeutsam erschei-
nen. Es soll daher die akute Wirkung beider Gefal3sporttypen in Bezug auf das Expres-
sionsmuster mononuklearer Zellen miteinander verglichen werden. Wegen der Bedeu-
tung des KKS sowie der durch MCP-1 und CCR2 induzierten Signalkaskaden fur die
flussinduzierte Arteriogenese sollen die Expressionsmuster dieser Molekulle als mogli-
che Effektivitatsparameter des Gefalisports charakterisiert werden. Die Hypothese lau-
tet, dass ein erfolgreiches Training die Arteriogenese induziert und sich dies Uber die
Expressionsmuster der relevanten Schlisselmolekile in den zirkulierenden Effektorzel-

len abbilden lasst.

2.8.2.1 Ausgewahlte Molekiile des Kallikrein-Kinin-Systems

Sowohl die Aktivierung von B2R-, als auch von B1R-Rezeptoren bewirkt die Prolifera-
tion von Endothelzellen und eine starke Induktion der Angiogenese®>**. Dar{iber hinaus
konnten Hillmeister et al. nachweisen, dass auch die Arteriogenese durch eine Aktivier-
ung von B2R und B1R reguliert wird. Es zeigte sich, dass man die Arteriogenese insbe-
sondere durch eine Stimulation des B1R therapeutisch signifikant induzieren kann. Bei
Untersuchungen an der Maus wurde deutlich, dass es B1R exprimierende zirkulierende
Leukozyten sind, die einen essentiellen Anteil bei der Steuerung der Arteriogenese ein-
nehmen®. Dieser Befund macht erneut deutlich, wie wichtig die Expression relevanter
molekularer Parameter auf zirkulierenden Leukozyten fur den Ablauf vaskularer Um-
bauprozesse ist. Auch fur die dem Bradykinin vorgeschalteten Molekule konnte eine
Relevanz flr das Gefallwachstum nachgewiesen werden. Die Infusion von Gewebe-
Kallikrein, Bradykinin oder Des-Arg-Bradykinin in Ratten fuhrte nach Ischamie bei-
spielsweise zu einer deutlich gesteigerten Revaskularisierung im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrollgruppe®. Bei Kallikrein-1-knock-out-Mausen konnte auferdem eine
stark verzogerte hamodynamische Regeneration nach Extremitaten-Ischamie nachge-
wiesen werden®’. Weiterhin scheint die Expression von Kininogen direkt mit Verander-
ungen des Blutflusses®® sowie mit GefaR-modellierenden Prozessen zu korrelieren®

und wurden demzufolge als Marker fir Umpauprozesse identifiziert.
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Diese vielfaltigen Einflisse des KKS auf die Arteriogenese implizieren die Untersuch-
ung seiner Kernmolekile (B1R- / B2R-Rezeptor, Kininogen 1, Kallikrein 1) auf ihre Eign-

ung als Effektivitatsindikatoren fur den Gefallsport.

2.8.2.2 Ausgewahlte Molekiile der MCP-1 / CCR-2-Signalkaskade
Transmigration von Monozyten spielt eine entscheidende Rolle flur Gefal3-modellierende

Prozessen. Im Kontext der Arteriosklerose®®?°

und Arteriogenese***® belegen verschie-
dene Tiermodelle die Relevanz von MCP-1 und CCR2 fir Prozesse der Monozytenbio-

logie.

MCP-1 wird Schubspannungs-abhangig von Endothelzellen exprimiert und sezerniert
und scheint bei beiden Prozessen eine begiinstigende Rolle zu spielen®. Beispielswei-
se konnte gezeigt werden, dass die Infusion von MCP-1, aufgrund der dadurch stimu-
lierten Rekrutierung von Monozyten aus dem peripheren Blut, einen starken pro-
angiogenen Effekt erzielte. Dementsprechend weisen MCP-1-knock-out Mause eine
verminderte Kollateralisierung auf®®2. In Wildtyp-M&ausen konnte auRerdem eine direkte
Abhangigkeit der Monozyten-Migration in ein ischamisches Areal von der MCP-1-
Konzentration belegt werden, wahrend in CCR2-knock-out-Mausen die Migrationsrate

annahernd konstant blieb™.

Aufgrund der oben beschriebenen Relevanz der MCP-1/CCR2-Signaltransduktion fur
die Arteriogenese und Arteriosklerose wurden in dieser Arbeit die Expression beider
Molekile in PBMCs hinsichtlich ihrer Eignung als Effektivitatsparameter des Gefal3-

sports untersucht.
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3 Darlegung der Methoden

3.1 Materialien

Tabelle 1: Tabellarische Auflistung der verwendeten Materialien.

Material

Hersteller

Land

Artikelnummer

Medien und Agenzien

Roswell Park Memorial Institute

Miltenyi Biotec Deutschland 130-091-439
Medium
Glutamin Life technologies USA 25030-024
Penicillin / Streptomycin Life technologies USA 15140-122
Fetales Kalbsserum Sigma-Aldrich USA F0804
Phosphate Buffered Saline, Mg*'- _
os . Gibco USA 14190-169
/ Ca” -frei
Deutschland /
G-CSF Sygnis Bioscience ]
Spanien
IL-113 Miltenyi Biotec Deutschland 130-093-895
Lys-(Des-Arg)-Bradykinin R715 Sigma-Aldrich USA R9032
LPS Sigma-Aldrich USA L2654-1MG
99,8 % Ethanol, (vergallt), ca. 1 %
Roth Deutschland K928.4
Methylethylenketon
SYBR-Green PCR Mastermix Applied Biosystems USA 4309155
Kits
Quick-RNA MicroPrep Kit Zymo Research USA R1050 & R1051
Quick-RNA MiniPrep Kit Zymo Research USA R1055
High-Capacity cDNA Reverse . ]
Applied Biosystems USA 4368814
Transkription Kit
Verbrauchsmaterial
6-Well-Platten greiner bio-one Osterreich 657185
MicroAmp Optical 96-Well Reac- . )
Applied Biosystems USA 4306737
tion Plate
Thermo Scientific
Zellkultur-Flaschen USA 156499

(Nunc)
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PCR-Single-Cap 8er Soft-Strips Biozym Deutschland 710970
optisch klare Klebefolie Applied Biosystems USA 4311971
Serological pipets (5ml, steril) Corning USA 357543
Serological pipets (25ml, steril) Corning USA 357525
Serological pipets (10ml, steril) Fisher Scientific USA 13-676-10J
Serological pipets (25ml, steril) Fisher Scientific USA 13-676-10K
15 ml Falcon Tubes Corning USA 302096
50 ml Falcon Tubes Corning USA 352070
1,5 ml Safe-Lock-Tubes, clear,
Eppendorf Deutschland 0030123328
PCR clean
1,5 ml Safe-Lock-Tubes, Eppen-
Eppendorf Deutschland 0030120183
dorf Quality, griin
2 ml Safe-Lock-Tubes, clear, PCR
Eppendorf Deutschland 0030123344
clean
TipOne 10/20 ul XI, graduated
StarLab Deutschland S1120-3810
Filter Tip (steril)
TipOne 100 pl Ultra Point,
StarLab Deutschland S1123-1840
graduated Filter Tip (steril)
TipOne 1000 pl Filter Tip (steril) StarLab Deutschland S1126-7810
TipOne 200 ul graduated Filter
StarLab Deutschland S1120-8810
Tip (steril)
7 ml Pasteur Pipetten (Gradierung
VWR International USA 612-1747
bis 3 ml), einzeln steril verpackt
Gerate und Software
5417R (Zentrifuge) Eppendorf Deutschland
5810R (Zentrifuge) Eppendorf Deutschland
Universal 32R (Zentrifuge) Hettrich Deutschland
Universal 320R (Zentrifuge) Hettrich Deutschland
Mini-Zentrifuge ,,Sprout® Biozym Deutschland 552023
gRT-PCR-Thermocycler
Stratagene USA
Mx3000P
PTC-200 Thermal Cycler MJ Research USA

Nanodrop ND-1000 Spectropho-

tometer

peglab

Deutschland
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Cardi Assist External Counter-
Cardiomedics USA 4500GS
pulsation System
External Counterpulsation System = PSK Health Sci-Tech
China PSK-11010

with SpO, detecting,) Development

Hirschmann Laborge-
Pipetus-akku ) Deutschland

rate

ND-1000 V3.5.2 Software peqglab Deutschland
MxPro gPCR Software Agilent Technologies USA
IBM SPSS Statistics v. 18 / 22 IBM USA

Alle verwendeten Materialien sind, sofern moéglich, mit Hersteller, Land des Hauptsitzes des Herstel-

lers und Artikelnummer angegeben.

3.2 Etablierung eines in vitro Zell-Stimulationsmodells

Es wurde ein in vitro Zell-Stimulationsmodell entwickelt, um die in der Literatur be-
schriebenen Parameter zu validieren und weitere kontextabhangige Parameter zu be-
statigen. Dabei wurden ausschlieBlich Zellen der humanen Monozyten-Leukamie-
Zelllinie THP-1 (erhalten aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zell-
kulturen GmbH) verwendet. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Arbeitsbedin-

gungen durchgefuhrt.

3.2.1 Herstellung der Medien

Zur Herstellung des Cell Recovery Mediums, bestehend aus 0,8 Volumeneinheiten
Roswell Park Memorial Institute Medium mit stabilem Glutamin (RPMI), 0,01 Volumen-
einheiten Glutamin, 0,01 Volumeneinheiten Penicillin / Streptomycin und 0,2 Volumen-
einheiten Fetales Kalbsserum (FBS), wurden alle Bestandteile zunachst, falls nétig,
aufgetaut und anschlielRend unter sterilen Arbeitsbedingungen sorgfaltig vermengt. Zur
Herstellung des Kultur-Mediums wurden 450 ml RPMI Medium mit 4,5 ml Glutamin, 4,5
ml Penicillin / Streptomycin und 50 ml FBS unter sterilen Bedingungen zusammenge-
geben. Alle Medien wurden bei 4 °C gelagert und vor der Benutzung auf 37 °C vorge-

warmt.
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3.2.2 Vorbereitende Zellkulturarbeiten

Die bei -80 °C gelagerten THP-1 Zellen wurden innerhalb von etwa 2 min bei 37 °C
aufgetaut. Kurz vor der vollstandigen Losung des Eises wurde das Zellgefald aul3erlich
mit 70 % Ethanol gereinigt. Anschlielend wurden die Zellen in ein steriles 15 ml Falcon
Tube Uberfuhrt. Dann wurden langsam 4 ml des Recovery Mediums hinzugefugt. Nach
der Zellzahlung wurde die Losung bei 100facher Erdanziehungskraft (g) fur 4 min bei 37
°C zentrifugiert (Universal 32R, Hettrich, Deutschland), der Uberstand dekantiert und
das Zellpellet in 10 ml Recovery Medium resuspendiert. Die Zellsuspension mit einer
ungefahren Zellzahl von 5 x 10° Zellen /ml wurde in eine Zellkultur-Flasche (iberfiihrt
und in horizontaler Position bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Zellen wurden taglich
hinsichtlich ihrer Konzentration und Morphologie kontrolliert. Das Kultur-Medium wurde
alle 48 Stunden gewechselt. Hierzu wurden die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer
gezahlt. Das fiir eine Zielkonzentration von ca. 5 x 10° Zellen /ml benétigte Volumen
wurde in ein 15 ml Falcon Tube Uberflhrt und bei 100 g fir 5 Minuten (min) bei 37 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die Zellen in 10 ml Kultur-Medium
resuspendiert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in eine Zellkultur-Flasche uber-
fuhrt und bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

3.2.3 THP-1 Zell-Stimulation

Fir die Stimulationsversuche wurden THP-1 Zellen der 7., 10., 14. und 24. Passage
verwendet. Da verschiedene Transduktionswege induziert werden sollen, wurden fol-
gende Agenzien als Stimulanz verwendet: Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-
CSF) 50 ng/ml und 100 ng/ml, Interleukin-113 (IL-1R) 10 ng/ml, Lys-(Des-Arg)-Bradykinin
10 ng/ml und bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) 100 ng/ml. Zur Stimulation der THP-
1 Zellen wurden nach Medienwechsel (siehe 3.2.2) je 2 ml der Zellsuspension in einer
Konzentration von 500.000 Zellen /ml in je ein Well einer 6-Well-Platte gegeben. An-

schlieBend wurde die Platte wie in Abbildung 5 gezeigt beimpft.
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1 2 3 \

G-CSF

Negativ-Kontrolle

| 100 ng / ml
Lys-(Des-Arg-)-

LPS

Bradykinin 100 ng / ml

10 ng / mi

Abbildung 5: Darstellung der Beimpfung einer 6-Well-Platte gemaR des THP-1-Zell-Stimulations-
ansatzes.

Die Zellen wurden direkt nach der Zugabe der Agenzien 60 min bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. AnschlieRend wurden sie 5 min bei 100 g zentrifugiert (Universal 32R, Hett-
rich, Deutschland), der Uberstand dekantiert und das Zellpellet zur RNA-Isolation wei-

terverwendet (siehe 3.3.3.1).

3.3 Verarbeitung von Primarproben

Alle Methoden wurden zunachst an der Zelllinie THP-1 etabliert und anschlieRend auf
PBMCs ubertragen.

3.3.1 Isolation von PBMCs aus Vollblut

Die Isolation der PBMCs aus Vollblut wurde mittels Ficoll-Paque-PLUS-
Dichtegradienten-Zentrifugation umgesetzt. Das frisch enthommene, mit Ethylendiamin-
tetraessigsaure (EDTA) (siehe 3.4.4) antikoagulierte Vollblut wurde in einem 50 ml Fal-
con Tube im Verhaltnis 1:3 mit Magnesium und Kalzium-freiem Phosphate Buffered
Saline (PBS) verdinnt. AnschlieBend wurde das verdinnte Vollblut im Verhaltnis 4:3
langsam seitlich auf das etwa 20 °C warme Ficoll-Paque PLUS aufgetragen. Eine
Vermischung der beiden Phasen war unbedingt zu vermeiden. Die Probe wurde dann
Uber 35 min bei 400 g (Universal 320R, Hettrich, Deutschland) ohne Bremse bei Raum-
temperatur zentrifugiert, wodurch sich die in Abbildung 6 gezeigte Schichtung ergab.

Die PBMC-Fraktion wurde mit einer sterilen Pasteur-Pipette vollstandig abgenommen
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und mit 40 ml PBS bei 200 g und 4 °C fur 10 min gewaschen
(Universal 32R, Hettrich, Deutschland). Der Uberstand wurde
dekantiert und das Pellet in 6 ml PBS geldst. Zur Zahlung der

Zellen wurden 20 ul der Losung mit 20 pl Trypanblau vermischt

und anschlieBend auf eine Neubauer-Zahlkammer gegeben.

Das Trypanblau erlaubt die Identifizierung avitaler Zellen, die
die Zellzahlung verfalschen wirden. Nach dem Zahlen der Zel-
len wurde die Zellldsung aliquotiert und bei 200 g und 4 °C far | C
10 min zentrifugiert (Universal 32R, Hettrich, Deutschland). Der

Uberstand wurde abgenommen und das Pellet auf Trockeneis D

schockgefroren. Die so konservierten Zellen wurden anonymi-
siert beschriftet und bei -80 °C gelagert. Die dann auf Trocken-

eis ins Center for Cardiovascular Research verbrachten Pro- Abbildung 6: Schichtung

ben wurden anschlieRend wie in 3.3.3.2ff beschrieben weiter- nach Zentrifugation von
verdinntem Vollblut mit

Ficoll-Paque PLUS. A) Blut-

3.3.2 Primerdesign plasma- und PBS-Fraktion
B) PBMC-Fraktion C) Ficoll-
Paque PLUS-Fraktion D)

Erythrozyten-, Granulozy-
sprechenden Fachartikeln. Fur die Expressionsanalysen wur- ten- und Thrombozyten-

verarbeitet.

Die Auswahl der in dieser Arbeit verwendeten Arteriogenese-

Biomarker erfolgte auf der Grundlage von Recherchen in ent-

den Primer fur folgende Gene entworfen: Fraktion
Bradykinin-Rezeptor 1 (B1R)
Forward 5-ATTCTCCCACCTCAGCCTCT-3’
Reverse 5-CTCTGGTTGGAGGATTGGAG-3’
Bradykinin-Rezeptor 2 (B2R)
Forward 5-CTTCATGGCCTACAGCAACA-3’
Reverse 5-GCACACTCCCTGGTACACCT-3’
Kallikrein 1
Forward 5-GCCAAGCAGACGAGGACTAC-3’
Reverse 5-AACTCCACGACCTTCACAGC-3’
Kininogen 1
Forward 5-GTGGTGGCTGGATTGAACTT-3’
Reverse 5-CACCATTCCAAAGGGACTTG-3’
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Monozyten-chemotaktische Protein 1 (MCP-1)
Forward 5-AGCAAGTGTCCCAAAGAAGC-3’
Reverse 5-TGGAATCCTGAACCCACTTC-3’
C-C-Chemokine-Rezeptor Typ 2 (CCR2)
Forward 5-GACAAGCCACAAGCTGAACA-3’
Reverse 5-AAACCGAGAACGAGATGTGG-3’
18S-RNA
Forward 5-CCGCAGCTAGGAATAATGGAATA-3’
Reverse 5-TCTAGCGGCGCAATACGAAT-3’
RPLPO
Forward 5-ACGGGTACAAACGAGTCCTG-3’
Reverse 5-AGCCACAAAGGCAGATGGAT-3’

Zur Quantifizierung der zellularen RNA-Expression wurden des Weiteren Primer gegen
die konstitutiv exprimierten Housekeeping-Gene 18S-RNA und Acidic ribosomal phos-
phoprotein PO (RPLPO) entworfen.

Zum Design der oben aufgelisteten Primer wurden die oben genannten Zielgene Uber

6364 identifiziert. Diese Datenbank erlaubt

die Online-Genom-Datenbank Ensembl.org
einen gezielten Zugriff auf die relevanten Gene des entschlisselten humanen Genoms
und liefert so die komplementare DNA (cDNA)-Sequenz der Gene fur das anschliel3en-
de Primerdesign. Nach der Auswahl eines Gens und des gewulnschten cDNA-
Transkripts wurden der transkribierende und nicht-transkribierende Bereich sowie die
alternierenden Exons des gesuchten Gens angezeigt. Der gezeigte Abschnitt der cDNA
konnte nun im Online-basierten Programm Primer3°>® des Howard Hughes Medical
Institute / Whitehead Institute eingefugt werden. Nach Einstellung einer gewunschten
Primerlange von 20 Basenpaaren und einer gewunschten Produktlange von 90-110
Basenpaaren generierte das Programm passende Primer fur die ausgewahlte DNA-
Sequenz. Diese Primer wurden nun auf unterschiedliche Kriterien hin Uberpruft. Es war
darauf zu achten, dass das Produkt exonuberspannend positioniert ist, damit in spater-
en Analysen keine genomische, sondern ausschliel3lich die durch reverse Transkription

gewonnene cDNA amplifiziert wirde. Um Zusammenlagerungen und damit Funktions-
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einbulRen der Primer zu verhindern, sollte der Guanin/Cytosin-Gehalt auRerdem 62 %

nicht Ubersteigen.

Die ausgewahlten Primersequenzen wurden als individualisierte Primer von Life Tech-
nologies angefertigt. Die gelieferten Primer wurden in RNase/DNase-freiem Wasser
gelost. Die so hergestellten Losungen hatten eine Konzentration von 100 uyM (Vorrats-

I6sung) beziehungsweise 10 uM (Arbeitslosung).

Die Primereffektivitat wurde mittels einer cONA-Verdlinnungsreihe in der quantitativen
RealTime-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) getestet. Hierbei wurden cDNA-
Verdunnungen von 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 sowie 1:640 mit DNase/RNase-freiem
Wasser verwendet. Die Primerqualitdt wurde anhand des Vergleichs der Amplifikation
der verschiedenen Verdunnungen beurteilt. Hierbei sollten die Verdinnungen eines

idealen Primers in der Analyse jeweils exakt einen Ct-Wert auseinander liegen.

3.3.3 RNA-Isolation
Die RNA-Isolation wurde abhangig vom Zelltyp mit Hilfe zweier verschiedener Kits reali-

siert.

3.3.3.1 RNA-Isolation aus THP-1-Zellen

Zur RNA-Isolation aus THP-1 Zellen wurde das Quick-RNA MicroPrep Kit (Zymo Rese-
arch, USA) nach Angaben des Herstellers wie folgt verwendet. Alle folgenden Schritte
wurden auf Eis oder in einer auf 4 °C gekuhlten Zentrifuge (5417R Eppendorf Zentrifu-
ge, Eppendorf, Deutschland) durchgefuhrt. Die durch Zentrifugation pelletierten Zellen
wurden vollstandig vom Uberstand befreit und in 300 ul RNA Lysis-Puffer resuspen-
diert. Das Lysat wurde durch Zentrifugation bei 12.000 g und anschlieRende Uberfih-
rung in ein RNase-freies 2ml-Eppendorf-Gefald von Zellfragmenten gereinigt. Dem Ly-
sat wurden dann 300 pl 99,8 % Ethanol hinzugefugt. Das Gemisch wurde in eine Zy-
moSpin IC Saule Uberflhrt, die wiederum in einem Sammelréhrchen platziert wurde.
Die Saule wurde bei 12.000 g fur 30 sek zentrifugiert, wodurch die RNA in dem in der
Saule befindlichen Filter zurlickgehalten wurde. Es folgten ein Aufreinigungsschritt so-
wie zwei Waschschritte, jeweils getrennt durch Zentrifugation bei 12.000 g uber eine

Dauer von 30 sek bis 2 min. Hiernach wurde die Saule in einem neuen RNase-freien
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Eppendorf-Gefal} platziert, 10 yl DNase-/RNase-freies Wasser direkt auf den Filter ge-
geben und die Saule in dem Gefalk bei 18.000 g fur 30 sek zentrifugiert. Die im Wasser
geldste RNA befand sich nach der Zentrifugation im Eppendorf-Gefald und konnte nun
nach einer Konzentrationsbestimmung eingefroren oder direkt zur Praparation der

cDNA verwendet werden.

3.3.3.2 RNA-Isolation aus isolierten PBMCs

Die Isolation von RNA aus PBMCs (Isolation aus Vollblut siehe 3.3.1) wurde mittels des
Quick-RNA MiniPrep Kits (Zymo Research, USA, Art.Nr. R1055) realisiert. Alle Schritte
wurden auf Eis oder in einer auf 4 °C gekuhlten Zentrifuge durchgeflhrt. Wie vom Her-
steller empfohlen wurden die pelletierten Zellen je nach Zellzahl in 300 ul oder 600 pl
RNA Lysis Puffer geldst, wobei das groRere Volumen einer Zellzahl von iiber 5 x 10°
Zellen vorbehalten ist. Das Lysat wurde nach grindlichem Durchmischen bei 12.000 g
zentrifugiert und der Uberstand auf einen Spin-Away Filter iberfiihrt, der sich in einem
Sammel-Tube befand. Eine anschliefiende Zentrifugation fur 30 sek bei 12.000 g befrei-
te das Lysat von der Mehrheit der genomischen DNA. Die aufgereinigte Probe wurde
mit 300 pl oder 600 pl 99,8 % Ethanol (im Verhaltnis 1:1 mit dem Lysispuffer) versetzt,
gut durchmischt und in eine Zymo-Spin IIICG Saule in einem Sammel-Tube Uberflhrt;
anschlieRend wurde die Probe fur weitere 30 sek bei 12.000 g zentrifugiert. Die nun im
Filter befindliche RNA wurde durch mehrere Waschschritte aufgereinigt und mit 30 ul
DNase/RNase-freiem Wasser bei 16.000 g fir 1 min in ein RNase-freies Tube eluiert.
Folglich wurde die Konzentration der auf diese Weise isolierten RNA mit Hilfe eines
Spektralphotometers (Nanodrop ND-1000, peqglab, Deutschland) bestimmt. Anschlie-
Rend wurde die RNA in cDNA umgeschrieben.

3.3.4 cDNA-Herstellung

Die cDNA-Synthese erfolgte mithilfe des High-Capacity cDNA Reverse Transkription
Kits (Applied Biosystems, USA). Hierzu wurden 500 yg RNA mit UltraPure DNase-
/IRNase-Free distilled water auf 13,95 pl verdinnt. Diese Verdiunnung wurde um 2 pl
10x RT Buffer, 2 yl RT Random Primers, 0,8 pyl dNTP Mix 100mM, 1 ul MultiScribe
RTase (50 U/ul) und 0,25 uyl RNase Inhibitor (RNasin, 40 U/ul) auf 20 yl Gesamtvolu-
men erganzt. Die fertige Losung wurde gut vermengt und anschlieRend kurz zentrifu-
giert (Sprout Minizentrifuge, Biozym, USA), um den Inhalt am Boden des PCR-Single-

Cap-Tubes zu sammeln. Im PTC-200 Thermal Cycler wurde das Tube zunachst 10 min
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bei 25 °C, anschlieRend 120 min bei 37 °C und anschlielend 15 min bei 70 °C inku-

biert. Die fertige cDNA wurde entnommen und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.3.5 Semi-quantitative Real-Time-Polymerase Kettenreaktion

Die semi-quantitative Real-Time-Polymerase Kettenreaktion ist eine Methode zur Echt-
zeit-Quantifizierung von Konzentrationsanderungen von Nukleinsduren. Mit von Hilfe
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen erlaubt sie die Echtzeit-Messung der Produkt-
menge, da diese sich proportional zur Zunahme der Fluoreszenz verhalt. Der Cycle
Threshold-Wert bestimmt den Zeitpunkt, an dem die Fluoreszenz vom Hintergrundrau-

schen abgrenzbar wird.

Hierzu wurden in jedes Well einer MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate je 5 pl ver-
dinnte cDNA (RNase/DNase freies Wasser, 1:100) sowie 15 ul SYBR-Green PCR
Mastermix, 3,4 yl RNase/DNase freies Wasser und je 3,3 yl 10 uM Primer gegeben. In
dieser Arbeit wurden die Primer fur die in 3.3.2 beschriebenen Gene verwendet. Die
fertige Platte wurde mittels einer optisch klaren Klebefolie versiegelt und bei spaterer
Verwendung bei -20 °C gelagert. Zur Analyse wurde die 96-Well-Platte nach einem
Zentrifugationsschritt (5810R Eppendorf Zentrifuge, Eppendorf, Deutschland) 1 min bei
2000 Runden / min und 4 °C) in einen gRT-PCR-Thermocycler (PTC-200 Thermal Cyc-
ler, MJ Research, USA) uberfuhrt. Im angeschlossenen Computerprogramm MxPro
wurde das Gerat ausgewahlt, anschlieRend die Plattenbelegung eingegeben und das
Thermalprofil festgelegt. Zu Beginn wurde die 96-Well-Platte Uber 10 Minuten und 15
sek bei 95 °C inkubiert. Hierbei denaturierte die cDNA, die komplementaren Strange
trennten sich. AnschlieRend lagerten sich bei 60 °C die Primer Uber 15 sek an die ge-
trennten cDNA-Strange an. Der nun folgende Elongationsschritt erfolgte tber 30 sek bei
72 °C. Die Schritte Denaturierung (15 sek bei 95 °C) Primeranlagerung (15 sek bei 60
°C) und Elongation (30 sek bei 72 °C) wurden in insgesamt 40 Zyklen wiederholt, um
durch die stetige Fluoreszenzzunahme die DNA-Quantifizierung vornehmen zu kdnnen.
Abschlief3iend wurden die Proben Uber 1 Minute bei 50 °C, dann 15 sek bei 95 °C, 20
sek bei 60 °C und final 30 sek bei 95 °C inkubiert.
Der im SYBR-Green enthaltene Cyanin-Farbstoff interkaliert in doppelstrangiger DNA.
Der entstandene Fluoreszenzfarbstoff emittiert grines Licht bei einer maximalen Wel-
lenlange (Amax) Von Amax = 521 nm und erlaubt so nach jedem Zyklus eine Analyse der
bereits amplifizierten DNA. Mit Hilfe einer Dissoziationskurve war es maoglich, die Quali-
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tat der amplifizierten DNA zu beurteilen. Insbesondere konnte so die Entstehung mehr-
erer Indukte und / oder von Primerdimeren ausgeschlossen werden.

Die bei der semi-quantitativen Real-Time-Polymerase Kettenreaktion erhaltenen Ct-
Werte wurden anschliefend ausgewertet. Von der Norm abweichende Wells (Ct-
Unterschied bei technischen Replikaten = 2) wurden von der Berechnung ausgeschlos-
sen. Die Berechnung erfolgte nach der AACt Methode. Hierbei wurde zunachst die Dif-
ferenz aus Ziel-Gen und dem Housekeeping-Gen RPLPO gebildet. AnschlielRend wur-
den ACt (vor Training) von ACt (nach Training) subtrahiert. Der durch 22! erhaltene
Relativwert stellt die n-fache Expression im Vergleich zum Ausgangswert und somit die

Basis der statistischen Auswertung (siehe 3.5) dar.

3.4 Studie zum Vergleich von aktivem und passivem GefalRsport

3.4.1 Voraussetzungen

Nach Zielsetzung und entsprechendem Studiendesign wurde der Ethikkommission der
Charité ein Antrag auf Zulassung der Studie vorgelegt. Das positive Votum wurde am
15.08.2013 erteilt (Referenznummer: EA2/108/13). Die International Standard Rando-
mised Controlled Trial Number (ISRNCTN)-Registrierung erfolge am 09.05.2014 (Refe-
renznummer: ISRCTN88693704).

3.4.2 Probandenauswahl

Es wurde eine Studie mit n = 26 Probanden geplant, wobei die Probanden zwischen 18
und 35 Jahren (mittleres Alter 23,37 + 1,85 Jahre) alte, gesunde Nichtraucher (mittlerer
Body Mass Index 22,22 + 2,25 kg/m?) ohne regelméRige Einnahme von Medikamenten
sein mussten. Fur diese Studie wurden Manner und Frauen in gleicher Anzahl rekru-
tiert. Aufgrund der Schwierigkeit Frauen dieses Alters ohne orale Kontrazeption zu fin-

den, wurde die Einnahme entsprechender Medikamente als Ausnahme zugelassen.

3.4.3 Versuchsanordnung

Die Probanden wurden fur die Untersuchung und Therapie zu zwei Visiten in die Cha-
rit¢ — Campus Virchow Klinikum einberufen. Zwischen den beiden Untersuchungstagen
wurde ein Mindestabstand von sieben Tagen eingehalten, um eine Beeinflussung der
Ergebnisse des zweiten Termins durch die Therapie am ersten Termin auszuschliel3en.

Die Probanden wurden in zwei Gruppen a 13 Probanden aufgeteilt. Die erste Gruppe
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erhielt am ersten Termin ein passives Trainingsprogramm (ECP), am zweiten Termin
ein aktives Trainingsprogramm.
Bei der zweiten Gruppe wurden die Trainingsprogramme in umgekehrter Reihenfolge

durchgefuhrt, um einen moglichen Bias zu minimieren (Abbildung 7).

Gruppe A (n=13) Gruppe B (n=13)
Akutanamnese Akutanamnese
: Blutentnahme Blutentnahme
o Passiver GefaRRsport Aktiver GefaRsport
g. Blutentnahme Blutentnahme
mindestens 7 Tage

N
-
®
3
3

Abbildung 7: Darstellung der Versuchsanordnung nach dem Cross-Over-Prinzip.

Als aktiver Gefaldsport wurde ein 30minlutiges Laufbandtraining mit einer Ziel-
Herzfrequenz von 130 Schlagen / min angewandt (Geschwindigkeit und Steigung fre-
quenzadaptiert). Als passiver Gefallsport wurde ein ECP-Training mit 200 mmHg Man-
schettendruck Uber 40 min angewandt. Der Manschettendruck wurde kontinuierlich in
40 mmHg-Schritten Uber jeweils ca. 2 min auf den Zieldruck erhdht. Die Gesamtdauer
der Therapie betrug 50 min. Zu Beginn beider Trainings wurde eine korperliche Unter-
suchung und eine Akutanamnese durchgeflhrt. Jeweils vor und nach dem Training
wurde ca. 30 ml Blut fir die experimentellen Analysen entnommen. Aus dem entnom-
menen Blut wurden unmittelbar nach der Entnahme mittels Ficoll-Paque Dichtegradien-
ten-Zentrifugation die PBMCs isoliert, aliquotiert und auf Trockeneis schockgefroren.

Die Lagerung bis zur Expressionsanalyse erfolgte bei -80 °C (siehe 3.3.1).
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3.4.4 Blutentnahme

Die Blutentnahme aus einer peripheren Vene wurde durch erfahrene medizinische Mit-
arbeiter der beteiligten Institute durchgefuhrt. Es wurden alle hygienischen, arbeits-
schutzrechtlichen sowie patientenschutzrechlichen Grundlagen beachtet. Das Vollblut
wurde in drei 10 ml -Vacutainern entnommen, durch die darin enthaltenen 18 mg EDTA
antikoaguliert und sofort verwandt. Die erste Blutentnahme geschah initial nach der
korperlichen Untersuchung, jedoch vor dem Gefalisport. Die zweite Blutenthahme ge-

schah 10 min nach Beendigung des Gefaltrainings.

3.4.5 Versuchsablauf

Es wurden pro Tag maximal drei Probanden in die oben genannten Raumlichkeiten
einbestellt. Nach initialer korperlicher Untersuchung und Blutentnahme begannen die
Probanden ihr Gefaltraining. Parallel wurden die bereits gewonnenen Proben sofort
verarbeitet (siehe 3.3.1). Nach Beendigung des Gefalisports wurden erneut die Vitalpa-
rameter erhoben und die zweite Blutentnahme durchgefuhrt (ndheres siehe 3.4.4). Die
in den Abschnitten 3.3.1 , 3.4.3 und 3.4.4 beschriebenen Arbeitsschritte wurden teilwei-
se in Kooperation mit den Mitorganisatoren der hier beschriebenen Studie gemeinsam
durchgefuhrt.

3.5 Statistik
Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms IBM SPSS Statistics (Ver-

sionen 18 und 22) von IBM sowie mit der statistischen Programmiersprache R®’ in Ko-
operation mit der HealthTwist GmbH. Um zuféllige Fehler und Messungenauigkeiten
wahrend der gRT-PCR zu minimieren wurden jeweils drei technische Replikate angefer-
tigt. Fur alle oben genannten Gene wurde zunachst die Expression relativ zum House-
keeping-Gen (siehe 3.3.5) berechnet. Die erhaltenen relativen Expressionsdaten wur-
den mittels Kolmogorov-Smirnof-Test auf Normalverteilung getestet. Da eine rechts-
schiefe Verteilung vorliegt, wurden sie vor dem Mittelwertsvergleich logarrhythmisch
transformiert, um sie zu normalisieren. Fur die statistische Auswertung bei der Expres-
sionsanalyse der Probandenproben wurden Median und Quartile der untransformierten
Werte angegeben. Bei den THP-1 Zell-Stimulationsversuchen mit wenigen Datenpunk-
ten wurden Median und Extremwerte dargestellt. Die Analyse der Expression basiert

auf den gegenuber dem unstimulierten Zustand standardisierten Werten (Fold-Change).
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Sie wurden pro Stimulation mittels Einstichproben-t-Tests gegen den unter der Nullhy-
pothese zu erwarteten Wert 0 (log10(1)) getestet. Bei weniger als 3 verfugbaren Mess-
werten wurde kein Test durchgefuhrt. Statistische Signifikanz wurde bei einem Wert p <
0,05 durch ein Sternchen (*) gekennzeichnet, p-Werte < 0,1 aber = 0,05 wurden durch
eine Raute (#) gekennzeichnet. Die Richtlinien der Charité — Universitatsmedizin Berlin

zur guten wissenschaftlichen Arbeit wurden jederzeit eingehalten.
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4 Ergebnisse

4.1 Ubersicht

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war es, Arteriogenese-relevante molekulare Marker
als Parameter zum Nachweis der pro-arteriogenen Wirkung von Gefal3sport zu evaluie-
ren. Die Expressionsanalyse pra-selektierter Gene erfolgte durch semiquantitative qRT-
PCR und wurde zunachst nach in vitro Stimulation von THP-1 Zellen mittels verschie-
dener Agentien durchgefuhrt.

Hieran schloss sich die systematische Untersuchung von Probandenproben an, wobei
die Expression der Gene vor und nach passivem bzw. aktivem Gefallsport analysiert
wurde. Auf diese Weise wurde der Direktvergleich des Akuteffektes beider Trainingsme-

thoden ermoglicht.

Die nachfolgenden Tabellen stellen Ubersichtlich die Ergebnisse des THP-1 Zell-
Stimulationsversuches (Tabelle 2), sowie der Gefaldsportstudie vor und nach aktivem
und passivem Gefalisport (Tabelle 3) dar. Nachfolgend sind die detaillierten Ergebnisse

graphisch aufgetragen und naher beschrieben (siehe 4.2 bis 4.4.2).
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Tabelle 2: Expressionsanderungen von THP-1 Zellen nach Stimulation.

Darstellung: (Median (Minimum/Maximum). Die Signifikanzberechnung erfolgte gegen die unstimulierte

Kontrolle
Lys-
Mess- G-CSF p-Wert G-CSF p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
wert 50nM < 100nM < IL-18 < B{ii?.f' < LPS <
1.737  0.046 1.730 0.054 1.880 0.122 1.570 0.281 1.266  0.394
Kalli- (1.576/2 (1.523/ (1.119/ (0.900/1.70 (0.870/1.
krein 526) * 2.530) 2.020) 0)n.s. 700) n.s.
# n.s.
0.410 0.263 0.330 0.1747 0.1359
B1R  (0.410/0 (0.027/ (0.330/ (0.0394/0.3 (0.0418/
410) 0.500) 0.330) 100) 0.2300)
1.63 0.717 1.334  0.570 1.394  0.670 0.780 0.430 1235  0.737
B2R (0.02/3. (0.014/ (0.038/ (0.030/1.99 (0.064/3.
17) n.s. 2.400) 2.580) 0)n.s. 014) n.s.
n.s. n.s.
2.78 0.432 442  0.230 3.02 0172 1.650 0.844 5.19 0.007
MCPA (0.26/6. (0.39/3 (0.61/5. (0.262/2.12 (2.50/7.9
25) n.s. 1.34) 57)n.s. 0)n.s. 1) **
n.s.
0.690 0.396 1.31 0.878 0.900 0.345 0.520 0.030 0.815  0.223
(0.290/1 (0.25/3. (0.360/ (0.410/0.84 (0.710/1.
CCR2  ~ 740) 34) n.s. 1.110) 0) * 120) n.s.
n.s. n.s.

Tabelle 3: Expressionsdnderungen von zirkulierenden PBMCs nach passivem und aktivem GefaRsport.

Darstellung: (Median (25%/75%)). Die Signifikanzberechnung erfolgte gegen die Kontrolle (vor Ge-
falsport). VP: vor passivem Gefalisport, NP: nach passivem Gefallsport, VA: vor aktivem Gefal3sport,
NA: nach aktivem Gefal3sport.

p-Wert p-Wert n n n n

Messwert NP < NA < VW NP VA NA

I 0.975 (0.139/1.647) 0.242 0.970 (0.357/2.967) 0.794 26 26 26 25
Kallikrein ns n.s

- 0.865 (0.125/1.803) 0.173 0.965 (0.149/2.622) 0.585 26 24 26 24
Kininogen n.s. n.s.

B1R 1.83(0.92/3.38) * 0.035 0.750 (0.582/2.618) 0.601 26 15 26 14
n.s.

B2R 0.680 (0.113/1.563) * 0.021 1.020 (0.223/3.137) 0.581 26 23 26 22
n.s.

MCP1 0.740 (0.077/1.753) # 0.094 1.21 (0.35/4.38) n.s. 0.691 26 25 26 23

0.910 (0.592/1.158) # 0.091 1.030 (0.848/1.372) 0.890 26 19 26 20
CCR2 ns.
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4.2 Expressionsanderungen durch THP-1-Zell-Stimulation

4.2.1 Kallikrein

Die Kallikrein-Expression in THP-1 Zellen wurde nach Stimulation mit G-CSF, IL-18,
Lys-Bradykinin und LPS analysiert. Die Stimulation mit G-CSF erfolgte mit Konzentrati-
onen von 50 ng/ml und 100 ng/ml, da in der Literatur unterschiedliche Angaben bezug-
lich der stimulatorischen Wirkung von G-CSF zu finden waren. Hierbei wurden alle Ct-
Werte fur Kallikrein gegen die des Housekeeping-Gens RPLPO relativiert. Unstimulierte
THP-1 Zellen wurden als Kontrolle betrachtet, alle oben genannten Stimulationsansatze
wurden relativ zur Kontrolle berechnet. Es zeigte sich bei 60 minutiger Stimulation von
THP-1 Zellen mit 50 ng/ml G-CSF eine signifikante (Median 1,74, p = 0,046), mit 100
ng/ml G-CSF (Median 1,73, p = 0,054) eine tendenzielle, jedoch nicht signifikante
Hochregulation der Kallikrein-Expression. Die Stimulation mit IL-1R, Lys-Bradykinin und

LPS hatte keinen messbaren Effekt auf die Kallikrein-Expression.
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Abbildung 8: Darstellung der Kallikrein-Expressionsianderung von THP-1 Zellen nach Stimulation
mittels verschiedener Agentien. Alle Werte sind als relative Expressionsanderung zum Housekee-
ping-Gen RPLPO dargestellt. Die Stimulation mit G-CSF bewirkte eine signifikante (50 ng/ml, p = 0,046)
bzw. tendenzielle (100 ng/ml, p = 0,054) Hochregulation der Kallikrein-Expression. n = 3 biologische
Replikate.
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4.2.2 B1R

Viele Ansatze zur Detektion der B1R-Expression nach Stimulation von THP-1 Zellen
fielen unterhalb der Nachweisgrenze. Es konnte dementsprechend keine valide Aussa-
ge Uber die stimulationsbedingte Expressionsanderung von B1R getatigt werden. Auf-
fallig ist jedoch, dass sich bei detektierbaren biologischen Replikaten (n = 2 bei G-CSF
100 ng/ml, Lys-Bradykinin- und LPS-Stimulation, n = 1 bei G-CSF 50 ng/ml- und IL-13-
Stimulation) eine Herunterregulation der B1R-Expression infolge aller Stimulationsbe-

dingungen abzeichnet. Dies ist jedoch nur eine Tendenz und bedarf weiterer Untersu-

chungen.
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Abbildung 9: Darstellung der B1R-Expressionsdanderung von THP-1 Zellen nach Stimulation mit-
tels verschiedener Agentien. Alle Werte sind als relative Expressionséanderung zum Housekeeping-
Gen RPLPO dargestellt. n = 2 biologische Replikate (unstimuliert, G-CSF 100nM, Lys-Bradykinin, LPS)
bzw. n =1 (G-CSF 50nM, IL-1B).
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4.2.3 B2R

Die Expression des B2R in THP-1 Zellen nach der Stimulation durch G-CSF, IL-1R, Lys-

Bradykinin oder LPS unterlag generell einer grol3en Varianz. Es konnte keine signifikan-

te Anderung des Expressionslevels von B2R relativ zur unstimulierten Kontrolle detek-

tiert werden.
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Abbildung 10: Darstellung der B2R-Expressionsdnderung
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mittels verschiedener Agentien. Alle Werte sind als relative Expressionsanderung zum Housekee-

ping-Gen RPLPO dargestellt. n = 4 biologische Replikate.
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424 MCP-1

Bei der Analyse der MCP-1-Expression gegenuber der unstimulierten Kontrolle stellte
sich eine hochsignifikant erhdhte Expression nach Stimulation mit LPS dar (Median
5,19, p = 0,007). Die Stimulation der Zellen mit G-CSF, IL-13 oder Lys-Bradykinin fihrte

zu keiner signifikanten Anderung der Expression.
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Abbildung 11: Darstellung der MCP-1-Expressionsidnderung von THP-1 Zellen nach Stimulation
mittels verschiedener Agentien. Alle Werte sind als relative Expressionsanderung zum Housekee-
ping-Gen RPLPO dargestellt. Nach Stimulation mit LPS zeigte sich eine signifikant erh6hte Expression
von MCP-1 (Median 5,19, p = 0,007) gegeniber der unstimulierten Kontrolle. n = 4 biologische Replika-

te.
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4.2.5 CCR2

Nach der Stimulation von THP-1 Zellen mittels 10 ng/ml Lys-Bradykinin konnte eine
signifikante Herunterregulation der CCR-2-Expression (Median 0,52, p = 0,03) festge-
stellt werden. Die Stimulation mit G-CSF, IL-1R und LPS zog keine signifikanten Effekte

nach sich.
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Abbildung 12: Darstellung der CCR2-Expressionsanderung von THP-1 Zellen nach Stimulation
mittels verschiedener Agentien. Alle Werte sind als relative Expressionsanderung zum Housekee-
ping-Gen RPLPO dargestellt. Nach der Stimulation mit 10 ng/ml Lys-Bradykinin zeigte sich eine signifi-
kante Herunterregulation der CCR2-Expression (Median 0,52) gegeniber der unstimulierten Kontrolle

(p = 0,03). n = 4 biologische Replikate.
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4.3 Expressionsanderungen im Kallikrein-Kinin-System nach GefaR-

sport

4.3.1 Kallikrein

Die Expression von Kallikrein relativ zu RPLPO konnte weder durch passiven noch
durch aktiven Gefallsport messbar beeinflusst werden. Feststellbar ist eine minimale
Tendenz zur Herunterregulation, wobei die Mediane sowohl nach aktivem als auch

nach passivem Gefal3sport auf Kontrollniveau liegen.
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Abbildung 13: Darstellung der Kallikrein-Expressionsanderung von PBMCs nach passivem und
aktivem GefaRsport. Alle Werte sind als relative Expressionsanderung zum Housekeeping-Gen RPL-
PO dargestellt. Es konnte keine signifikante Veranderung der Kallikrein-Expression, weder nach aktivem
noch nach passivem Gefal3sport, festgestellt werden. VP: n = 26 biologische Replikate. NP: n = 26 bio-
logische Replikate. VA: n = 26 biologische Replikate. NA: n = 25 biologische Replikate. VP: vor passi-
vem Gefalisport, NP: nach passivem Gefalisport, VA: vor aktivem GefalRsport, NA: nach aktivem Ge-

falksport.
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4.3.2 Kininogen

Bei der Kininogen-Expression nach passivem Gefaldsport wurde ebenfalls keine statis-
tisch signifikante Regulation nach aktivem oder passivem Gefalisport detektiert, jedoch

zeigte sich auch hier die gleiche Tendenz zur Herunterregulation.
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Abbildung 14: Darstellung der Kininogen-Expressionsdnderung von PBMCs nach passivem und
aktivem GefdBsport. Alle Werte sind als relative Expressionsdnderung zum Housekkeping-Gen RPL-
PO dargestellt. Weder nach aktivem noch nach passivem Gefalisport zeigte sich eine signifikante Regu-
lation der Kininogen-Expression. VP: n = 26 biologische Replikate. NP: n = 24 biologische Replikate.
VA: n = 26 biologische Replikate. NA: n = 24 biologische Replikate. VP: vor passivem Gefalsport, NP:
nach passivem Gefalisport, VA: vor aktivem Gefalsport, NA: nach aktivem Gefallsport.
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4.3.3 B1R

Die Analyse der Expression der B1R-Expression gestaltete sich aufgrund der sehr un-
terschiedlichen Expressionsniveaus schon vor passivem oder aktivem Gefallsport als
schwierig. Tatsachlich war eine grof3ere Anzahl der Proben (15 / 26 Proben nach passi-
vem Gefallsport und 14 / 26 Proben nach aktivem Gefaldsport) auswertbar, sodass die
Aussagekraft der Analyse erheblich beeintrachtigt ist. Von den ausgewerteten Proben
zeigte sich nach aktivem Gefalisport keine signifikante Regulation der Expression von
B1R. Nach passivem GefalRsport konnte eine signifikante positive Regulation festge-
stellt werden (Median 1,83, p = 0,035).
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Abbildung 15: Darstellung der B1R-Expressionsanderung von PBMCs nach passivem und akti-
vem GefaRsport. Alle Werte sind als relative Expressionsanderung zu RPLPO dargestellt. Nach passi-
vem Gefalisport zeigte sich eine signifikante Hochregulation der B1R-Expression (Median 1,83) gegen-
Uber der unstimulierten Kontrolle (NP: p = 0,035). VP: n = 26 biologische Replikate. NP: n = 15 biologi-
sche Replikate. VA: n = 26 biologische Replikate. NA: n = 14 biologische Replikate. VP: vor passivem
Gefalsport, NP: nach passivem Gefalisport, VA: vor aktivem Gefallsport, NA: nach aktivem Gefalisport.
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4.3.4 B2R

Die Expression von B2R konnte durch passiven Gefaldsport signifikant beeinflusst wer-
den (Median 0,68, p = 0,021) - Es zeigte sich eine Herunterregulation der B2R-
Expression. Im Gegensatz hierzu zeigte sich im Vergleich vor und nach aktivem Gefal3-

sport keine signifikante Expressionsanderung.
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Abbildung 16: Darstellung der B2R-Expressionsédnderung von PBMCs nach passivem und akti-
vem GefiaBsport. Alle Werte sind als relative Expressionsanderung zum Housekeeping-Gen RPLPO
dargestellt. Nach passivem GefalRsport zeigte sich eine signifikante Herunterregulation der B2R-
Expression (Median 0,68) gegenuber der unstimulierten Kontrolle. (NP: p = 0,021). VP: n = 26 biologi-
sche Replikate. NP: n = 23 biologische Replikate. VA: n = 26 biologische Replikate. NA: n = 22 biologi-
sche Replikate. VP: vor passivem Gefalisport, NP: nach passivem Gefalisport, VA: vor aktivem Gefal-

sport, NA: nach aktivem Gefallsport.
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4.4 Expressionsanderungen im MCP-1/CCR2-System

441 MCP-1

Die Expression von MCP-1 scheint nach passivem Gefal3sport einer Regulation zu un-
terliegen. Nach passivem Gefallsport konnte im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
eine tendenzielle, jedoch nicht signifikante Herunterregulation des MCP-1-
Expressionslevels detektiert werden (Median 0,74, p = 0,094). Nach aktivem GefaR-

sport stellte sich keine Expressionsanderung feststellen.
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Abbildung 17: Darstellung der MCP-1-Expressionsidnderung von PBMCs nach passivem und
aktivem GefaBsport. Alle Werte sind als relative Expressionsanderung zum Housekeeping-Gen RPL-
PO dargestellt. Nach passivem Gefalsport zeigte sich eine tendentielle Herunterregulation der MCP-1-
Expression (Median 0,74) gegeniber der unstimulierten Kontrolle. Nach aktivem Gefalsport konnte
keine ahnliche Tendenz festgestellt werden (NP: p = 0,094). VP: n = 26 biologische Replikate. NP: n =
25 biologische Replikate. VA: n = 26 biologische Replikate. NA: n = 23 biologische Replikate. VP: vor
passivem GefaRsport, NP: nach passivem Gefalsport, VA: vor aktivem Gefalsport, NA: nach aktivem

Gefalisport.

50



Ergebnisse

442 CCR2

Die Analyse der CCR2-Expression ergab eine tendenzielle, jedoch nicht signifikante
Herunterregulation nach Stimulation durch passiven Gefalisport (Median 0,91, p =
0,091). Die Stimulation durch aktiven Gefal3sport fluhrte zu keinen signifikanten Expres-

sionsanderungen.
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Abbildung 18: Darstellung der CCR2-Expressionsidnderung von PBMCs nach passivem und akti-
vem GefaBRsport. Alle Werte sind als relative Expressionsanderung zum Housekeeping-Gen RPLPO
dargestellt. Nach passivem Gefaflsport zeigte sich eine Tendenz zur Herunterregulation ohne statisti-
sche Signifikanz (Median 0,91, p = 0,091). VP: n = 25 biologische Replikate. NP: n = 21 biologische
Replikate. VA: n = 23 biologische Replikate. NA: n = 22 biologische Replikate. VP: vor passivem Gefal-
sport, NP: nach passivem Gefalisport, VA: vor aktivem GefalRsport, NA: nach aktivem Gefalisport.
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5 Diskussion

5.1 Uberblick iiber die Ergebnisse

Nach aktuellem Kenntnisstand wurden in dieser Arbeit erstmalig die Expressionsander-
ungen von Arteriogenese-Markern in Folge des Akuteffektes von Gefalisport diagnos-
tisch untersucht und in einem Expressionsprofil abgebildet. Vergleichend dazu wurden
Stimulationsversuche an einer monozytaren THP-1 Zelllinie mit unterschiedlichen Zyto-
kinen durchgeflhrt, um hier die pro-inflammatorische Initiation der Arteriogenese und
Monozytenaktivierung zu stimulieren. Uberblickend zeigten die Ergebnisse der in vitro
Zell-Stimulationsversuche an THP-1 Monozyten ein klares Expressionsprofil, jedoch
tendenziell geringe Unterschiede. Die Ergebnisse der molekularen Untersuchung der
Primarzellen aus der klinischen Gefallsport-Studie an 26 Probanden konnten ebenso
zeigen, dass bereits nach einmaligem Training im Akutversuch Expressionsanderungen
im KKS sowie in der MCP-1- / CCR2-Signalkaskade nachweisbar sind. Vergleiche zwi-
schen in vitro Expressionsuntersuchungen an THP-1 Zellen und primaren PBMCs von

Probanden zeigten jedoch teils sehr heterogene Ergebnisse.

5.2 Ergebnisse der THP-1 Zell-Stimulation

Durch in vitro Stimulation von THP-1-Zellen mittels verschiedener Zytokine konnten be-
reits nach einer Stimulationszeit von 60 Minuten klare Expressionsanderungen detek-
tiert werden. Insbesondere in der MCP-1- / CCR2-Signalkaskade zeigte sich eine signi-
fikante Deregulation. Entsprechend Fantuzzi et al. konnte hier gezeigt werden, dass
sich durch Stimulation von THP-1 Zellen die Expression von MCP-1 (bei Stimulation
durch LPS) signifikant erhdht, wahrend die Expression von CCR2 (bei Stimulation durch
Lys-Bradykinin) signifikant sinkt®'. Dieses Ergebnis entspricht dem Expressionsprofil,
welches fur die beginnende Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen bekannt
ist und auch durch stimulatorische Reize angestoRen wird**®®. Der Nachweis pro-
inflammatorischer M1- und anti-inflammatorischer M2-Makrophagen in diesem Prozess

steht aktuell noch aus.

Wiahrend in der MCP-1- / CCR2-Signalkaskade signifikante Anderungen der THP-1 Ex-
pression schon nach kurzer Stimulationszeit nachweisbar waren, konnten im KKS mit

Ausnahme von Kallikrein nur tendenzielle Anderungen ohne Signifikanzen festgestellt
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werden. So zeigte sich bei Stimulation von THP-1 Monozyten durch G-CSF eine signi-
fikante (50 ng/ml) bzw. tendenzielle (100 ng/ml) Hochregulation der Expression von Kal-
likrein. Diese Tendenz lasst sich im Rahmen der experimentell induzierten Inflammation
als beginnende Aktivierung des KKS mit daraus theoretisch resultierender Verstarkung
der Inflammation, Vasodilatation und Proliferation deuten®. Im Gegensatz zur Expres-
sion von Kallikrein unterlag die Expression von B2R deutlichen Schwankungen, sodass
hohe Standardabweichungen ein aussagekraftiges Ergebnis verhinderten. Dies kann
durch die mogliche rasche Internalisation von B2R, insbesondere bei durch Inflamma-
tion hochregulierter B1R-Expression, erklart werden®. Die Expression des konstitutiv
exprimierten B2R unterliegt weiterhin, je nach Zellursprung (Spezies, Gewebe), Zelltyp
(Monozyten, Makrophagen, Mikroglia) und Zelldifferenzierungsgrad, Schwankungen.
Auch eine Beeinflussung durch auliere Umstande wie Erkrankungen konnte bereits
mehrfach nachgewiesen werden’"">"%. Die Analyse der Expression von B1R in THP-1
Zellen zeigte, dass sich insbesondere vor der Stimulation, ahnlich wie in PBMCs, kaum
mMRNA detektieren liel3. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Rodrigues et al., die
nachweisen konnten, dass in gesunden Probanden die Expression von B1R ohne Sti-
mulation stark herunterreguliert bzw. nicht exprimiert ist. Bei Inflammation wird B1R
wiederum sehr stark exprimiert’!, wie es auch von Leeb-Lundberg et al. genauer be-
schrieben wurde™. Weiterfiihrende Untersuchungen, beispielsweise eine langere Sti-
mulationszeit oder andere immunologische (Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung
(FACS)) oder biochemische Nachweismethoden (Western-Blot, Enzyme-linked Immu-
nosorbent Assay (ELISA)), kdnnten diesen Effekt validieren und so das hier eingeflhrte

Zell-Stimulationsmodell weiterentwickeln.

5.2.1 THP-1 Stimulation als Zellkulturmodell fiir Expressionsuntersuchungen
von Arteriogenese-Markern
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass THP-1 Zellen als Modellorga-
nismus fir inflammatorische Stimulationsversuche geeignet sind’>’®. Tangirala et al.
zeigten beispielsweise eine identische Rezeptordichte fur CCR2 auf THP-1 Zellen und
humanen Monozyten®. Ein Vorteil der Zelllinie THP-1 gegeniiber frisch isolierten
PBMCs ist die deutlich hohere Teilungsrate und der einfachere Umgang aufgrund
nachgewiesener Virus- und Toxinfreiheit. Auch die Immortalisierung, die eine vielfache
Passage der Zellen mit geringen Veranderungen der Zelleigenschaften erlaubt, sowie
der homogene genetische Ursprung der THP-1 Zellen ermdglichen eine einfachere Re-
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produzierbarkeit von Ergebnissen. Dennoch muss bei der Verwendung dieser Zelllinie
bedacht werden, dass der Ursprung aus malignen Zellen moglicherweise die Vergleich-
barkeit zu gesunden Zellen mindert. Auch die wechselseitige Beeinflussung von THP-1
Zellen mit anderen, in vivo interagierenden Zellen ist in vitro nur bedingt simulierbar,
was insbesondere im Rahmen der komplexen leukozytaren Expressionsmuster bei der
Arteriogenese von Relevanz ist. THP-1 ist eine monozytare Zelllinie, wohingegen
PBMCs eine heterogene Zellpopulation aus u.a. Monozyten und Lymphozyten repra-
sentiert. Dennoch war das Expressionsprofil von THP-1-Zellen und PBMCs in dieser
Untersuchung bis auf wenige Ausnahmen gut vergleichbar. Bis jetzt gibt es keine Un-
tersuchungen, die Unterschiede in der Expression von Arteriogenese-Biomarkern in
verschiedenen leukozytaren Subpopulationen im Detail untersuchen’’. Es wurde jedoch
gezeigt, dass Monozyten und differenzierte anti-inflammatorische M2-Makrophagen die

wichtigsten Effektorzellen der Arteriogenese darstellen’®.

5.2.2 Limitierungen des THP-1 Zell-Stimulationsmodells

Das THP-1 Zell-Stimulationsmodell wurde entwickelt, um unterschiedliche Signalwege
in Monozyten einer humanen monozytaren Zelllinie ex vivo zu stimulieren. Auf diese
Weise sollte eine Reaktion der Zellen auf verschiedene Stimuli auf Transkriptionsebene
nachweisbar werden. So konnten ausgewahlte Gensequenzen auf ihre Relevanz in In-
flammation und schlie8lich Arteriogenese hin untersucht werden. Zur Weiterentwicklung
des hier erstmalig vorgestellten Modells ware eine groRere Anzahl an Wiederholungen
der Experimente noétig, um die Signifikanz der Ergebnisse weiter zu unterstreichen. Wei-
terhin sollte sich um eine Integration von Schubspannung in die experimentelle Durch-
fuhrung bemuht werden, da Schubspannung als initialer Stimulus der Arteriogenese
identifiziert werden konnte?. In Endothelzellen wurde in diesem Zusammenhang bereits
erfolgreich eine Schubspannungs-induzierte Expressionsanderung von Arteriogenese-
Biomarkern (z. B. MCP-1%, Gewebe-Kallikrein”®, B1R*) gezeigt. Ein mégliches Modell
um die Expression von Arteriogenese-Markern in Monozyten zu untersuchen und
gleichzeitig die schubspannungsinduzierte Aktivierung von Endothelzellen zu bertck-
sichtigen ware die kiinstliche Arterie®®. Die kiinstliche Arterie erlaubt unter anderem,
nicht-adharente Zellen Schubspannung auszusetzen. In diesem Rahmen ware auch
eine Co-Kultur von Monozyten mit Endothelzellen denkbar, um Zell-Zell-Interaktionen in

vitro besser simulieren zu kénnen’”°.
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5.3 Ergebnisse der Expressionsanalyse von Arteriogenese-Markern
in PBMCs nach GefaRsport

Die hier durchgefihrte Expressionsanalyse von PBMCs zeigt, unseres Wissens nach
erstmalig, dass bereits nach kurzer Applikationszeit sowohl von passivem als auch von
aktivem Gefal3sport eine Deregulation der Expression in PBMCs stattfindet. Gleichzeitig
wird hier erstmalig die Wirkung von passivem und aktivem Gefal3sport auf molekularer
Ebene direkt verglichen (siehe 5.4). Ein solcher Vergleich stand bisher noch aus und
wurde von verschiedenen Fachgesellschaften dringend gefordert®®. In der Literatur

198283 gder aktivem®*2 Ge-

wurde bisher nur der Langzeiteffekt von entweder passivem
falsport eruiert, beziehungsweise allgemeine Plasmakonzentrationsbestimmungen oh-
ne Bezug auf bestimmte Zelltypen vorgenommen®’. GefaRsport ist eine effektive Me-
thode, um physiologisch das vaskulare Remodelling zu induzieren. Hinsichtlich des vas-
kuldaren Remodelling ist die Untersuchung der Akuteffekte, insbesondere fur die Arterio-
genese-Forschung, von groldem Interesse. Hier kdbnnen Informationen Uber die frihe
und damit initiale Phase von GefaRumbauprozessen gewonnen werden®. Ergebnisse
aus Langzeitversuchen werden immer auch durch Adaptationsprozesse mitbeeinflusst,
was sich in der Aktivierung anderer Gene in fruhen als in spateren Phasen der Arterio-
genese widerspiegelt. Untersuchungen zu Expressionsprofilen von Arteriogenese-
Markern zeigten, dass sich eine frihe, mittlere und spate Phase der Arteriogenese cha-
rakterisieren lassen. So beschrieben Lee et al. in einem Arteriogenesemodell in der
Maus, dass sich durch die Ligatur der linken A. femoralis das kollaterale GefalRwachs-
tum induzieren und innerhalb von 7 Tagen sichtbar nachweisen lasst. Genexpressions-
untersuchungen an isolierten Gefallen zeigten hier, dass sich innerhalb der ersten 24
Stunden grolRe Expressionsunterschiede nachweisen lassen. Betroffen waren insbe-
sondere Inflammation-, Angiogenese und Stress-assoziierte Gene sowie die Expression
von Transkriptionsfaktoren. Auf eine von pro-inflammatorischen Genen dominierte frihe
Phase folgte eine mittlere Phase (ab dem dritten Tag), welche durch eine Hochregulati-
on von Zellzyklus-, Zytoskelett- und ebenso Inflammationsgenen charakterisiert war.
Zuletzt zeigte sich in der Spatphase (7. — 14. Tag) die Expression von angiostatisch und
anti-inflammatorisch wirkenden, sowie Extrazelluldrmatrix-assoziierten Genen®®. Hier-
aus lasst sich klar ablesen, dass in den verschiedenen Phasen der Arteriogenese un-

terschiedliche Prozesse relevant sind.
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5.3.1 Hemmung der Expression von Arteriogenese-Biomarkern durch Laufband-
Training und ECP

Die Expressionsanalyse von B1R und B2R ergab nach passivem Gefalisport eine signi-
fikante Regulation, wobei B1R hoch- und B2R herunterreguliert wurde. Die Expression
von MCP-1 und CCR2 zeigte den gleichen Trend zur Herunterregulation nach passivem
Gefalisport. Keines der hier untersuchten Markermolekule zeigte eine signifikante Ex-
pressionsanderung nach aktivem Gefaldsport. Tendenziell zeigen die hier erhobenen
Daten eine Herunterregulation nach passivem Gefal3sport, aus der lediglich B1R signifi-
kant heraussticht. Wahrend nach passivem Gefal3sport signifikante Ergebnisse erreicht
werden konnten, zeigte sich nach aktivem Gefalisport allenfalls ein Trend zur Hochre-
gulation, der jedoch nicht durch alle hier untersuchten Arteriogenese-Biomarker getra-

gen wird.

5.3.2 Beeinflussung der Expression von B1R und B2R durch GefaRsport

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass aktiver und passiver Gefal3sport die Ex-
pression der hier untersuchten Arteriogenese-Biomarker gegenlaufig zu beeinflussen
scheinen. Obwohl die Ergebnisse nur teilweise signifikant sind, zeigte die Expression
von B2R nach passivem Gefalisport eine (signifikante) Herunterregulation, wahrend die
Expression von B1R offenbar gegensatzlich beeinflusst wurde. Umgekehrt zeigte akti-
ver Gefallsport eine nur angedeutete Herunterregulation von B1R, wahrend die Expres-
sion von B2R eine Tendenz zur Hochregulation zeigte.

Unter der Pramisse der besonderen Bedeutung, die den Bradykinin-Rezeptoren in der
Arteriogenese zugeschrieben wird®®, scheinen dieser beobachtete Umstand und die
hier beschriebenen Unterschiede in der B1R- und B2R-Expression bedeutsam. Auch
wenn die beobachteten Unterschiede im Ergebnis gering sind, so kénnen sie doch auf
unterschiedliche Formen der Regulation der Bradykinin-Rezeptoren hindeuten. Fur die
Bradykinin-Rezeptoren wurde beschrieben, dass zirkulierende mononukleare Zellen mit

6989 \Weiterhin ist bekannt, dass anti-

B1R und B2R die Arteriogenese aktivieren
inflammatorische M2-Monozyten bei der Arteriogenese eine wichtige regulatorische
Rolle spielen; gleichzeitig werden andere monozytare Subpopulationen mit der Entsteh-
ung und dem Wachstum von pathologischen, arteriosklerdsen Plaques in Verbindung
gebracht®®'. Eine weitere Analyse von Bradykinin-Rezeptor-exprimierenden leukozyta-
ren Subpopulationen erscheint hier daher sinnvoll.
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5.3.3 Anti-inflammatorischer Effekt von Sport

Die Herunterregulation der Expression der hier untersuchten Komponenten des KKS
sowie der MCP-1- / CCR2-Signalkaskade kann im Rahmen einer generellen anti-
inflammatorischen Regulation gedeutet werden. Ein solcher Effekt ist bisher bereits im
Rahmen von aktivem Training (Laufbandtraining, Schwimmen) sowohl bei Ratten als
auch beim Menschen nachgewiesen worden. Beispielsweise zeigten mit Isoprenalin
vorbehandelte Ratten, nach einem 13-wo6chigen Laufbandtraining, im Vergleich zu
ausschlieRlich mit Isoprenalin behandelten Kontrollratten, einen deutlich geringeren Ex-
pressionsanstieg von Tumor Nekrosefaktor a (TNF-a), Interleukin 6 (IL-6) und anderen
pro-inflammatorischen Zytokinen.

In dieser Promotionsarbeit konnten keine signifikanten Veranderungen der Expression
der hier untersuchten Biomarker nach Laufbandtraining festgestellt werden. Im Gegen-
satz hierzu war in vorangegangenen Studien ein signifikanter Anstieg des anti-
inflammatorisch wirkenden Interleukins 10 (IL-10) sowie von B2R und Gewebe-

Kallikrein feststellbar®®°

. Die Vergleichbarkeit dieser Studien ist jedoch eingeschrankt,
da die untersuchte mRNA aus myokardialen Zellen stammte. Touati et al. zeigten je-
doch auch jungst, dass durch ein 12-wdchiges Laufbandtraining die Plasmakonzentra-
tionen von TNF-a und IL-6 in Ubergewichtigen Ratten gesenkt werden, was im Rahmen
der ebenfalls nachgewiesenen allgemeinen Senkung von Risikofaktoren als anti-

arteriosklerotischer Effekt gewertet wurde®.

Ein derartiger anti-arteriosklerotischer Effekt wurde auch nach passivem Gefaldsport
beschrieben. So wiesen Braith et al. nach 35 ECP-Behandlungen (35 x 1 Stunde Uber
einen Zeitraum von 7 Wochen) eine signifikante Herunterregulation der Plasmakonzen-
tration von MCP-1 und anderer pro-inflammatorischer Zytokine bei Patienten mit stabiler
Angina pectoris nach®. Die Autoren erkldren diese Expressions-Anderung mit einer
durch ECP-Behandlung hervorgerufene vermehrte Freisetzung von Stickstoff-Monoxid
(NO). Dem vasodilatatorischen Effekt von NO wurde hier die hemmende Wirkung auf
die Expression von MCP-1 zugeschrieben. Gegensatzliche Ergebnisse zu denen von
Braith et al. sowie zu den in dieser Arbeit erhobenen Messungen fuhren Roseguini et al.
an. Sie konnten nachweisen, dass passiver Gefal3sport bei Ischamie inflammatorische
Prozesse, beispielsweise die Expression von MCP-1, in Ratten stimuliert®. Entschei-
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dender Faktor fur die entweder pro-inflammatorische oder anti-inflammatorische Wirk-
ung von passivem Gefal3sport scheint ergo das Vorliegen von Ischamie zu sein.

Eine derartige, durch passiven Gefalisport (30 Stunden, Patienten mit pAVK) ausgelos-
te, signifikante Plasmakonzentrations-Erhdhung von NO konnte kurzlich auch durch
Brix et al. an Patienten mit pAVK nachgewiesen werden. Wahrenddessen zeigte 45-
minutiger aktiver oder passiver Gefalisport keinen messbaren Kurzzeiteffekt hinsichtlich

der Anderung der NO-Konzentration®.

5.3.4 Schubspannungserhohung als regulierender Faktor eines pro-arteriogenen
oder anti-arteriosklerotischen Effekts von GefaRsport

Arteriogenese findet statt, wenn aufgrund einer hamodynamisch relevanten Stenose
erhdhte Schubspannung entlang des GefaRes und Ischdmie entsteht”. Da in dieser
Arbeit ausschlieRlich gesunde Probanden untersucht wurden, ist das Vorliegen einer
Ischamie mit relevantem Druckgradienten zwischen einer Kollateralarterie und einem
poststenotischen Gefaly unwahrscheinlich. Die fur die Arteriogenese essenzielle Akti-
vierung von Entziundungszellen wie PBMCs fuhrt im Falle eines vorliegenden Druckgra-
dienten mit konsekutiv erhdhter Schubspannung zur Umformung pra-existenter Kollate-
ralarterien in  Konduktanzarterien®®.  Solche  pro-arteriogenen  bzw.  anti-
arteriosklerotischen Effekte konnten in dieser Arbeit sowohl durch passiven als auch
durch aktiven Gefal3sport hervorgerufen werden, wobei lediglich nach passivem Gefal3-
sport signifikante Expressionsanderungen feststellbar waren.

Dieses Ergebnis gliedert sich in eine Reihe anderer Studienergebnisse ein, die die
Senkung einer Vielzahl von Risikofaktoren fur Arteriosklerose nach Sport
darlegen® %" Dementsprechend konnte kiirzlich durch Zietzer et al. nachgewiesen
werden, dass passiver Gefaldsport die Telomerase-Aktivitat in PBMCs erhdht und so
vermutlich durch Beeinflussung relevanter Molekile vaskularen Alterungsprozessen
vorbeugt. Diese Ergebnisse konnten als Kurz- sowie als Langzeiteffekt beobachtet wer-
den'’. Da endotheliale GefaRalterung arteriosklerotische Umbauprozesse begiinstigt,

ist auch dieser Prozess als anti-arteriosklerotischer Effekt von Gefallsport zu verstehen.

Direkt nach 60minatigem Wassersport oder normalem Lauftraining zeigten Pontes et al.
in Erwachsenen mit bekannter arterieller Hypertonie eine erhdhte Kallikrein- und
Bradykininkonzentration im Blutplasma. Erst 60 Minuten nach dem Training erreichten
diese Konzentrationen wieder das Vor-Trainings-Niveau®’. Da diese Ergebnisse auf den
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ersten Blick gegensatzlich zu den in dieser Arbeit erhobenen Ergebnissen erscheinen,
bedarf es eines differenzierteren Vergleichs. Zunachst existieren einige wesentliche
Unterschiede zwischen der hier dargelegten Arbeit und der Studie von Pontes et al.
Wahrend in der hier dargelegten Arbeit der Effekt von Laufbandtraining bzw. passivem
Gefalisport auf das Expressionsmuster von PBMCs junger gesunder Erwachsener (Al-
ter zwischen 18 und 35 Jahren) hin untersucht wurde, untersuchten Pontes et al. die
Veranderungen der Plasmakonzentrationen von Kallikrein und Bradykinin in Patienten
mit arterieller Hypertonie im mittleren Alter von 39,8 + 0,8 Jahren nach Wassersport
bzw. Lauftraining. In der Studie von Pontes et al. handelt es sich also tendenziell um
kranke Patienten, die langer trainierten. Weiterhin fallt auf, dass die Plasma-Bradykinin-
und Plasma-Kallikrein-Konzentrationen ihr Maximum direkt nach dem Sport erreichen,
um anschlieBend abzufallen. Es ist demzufolge davon auszugehen, dass die Expres-
sion von Kallikrein und Bradykinin, die dem tatsachlichen Abfall im Plasma vorausgeht,
nach Sport herunterreguliert wird. In der hier dargelegten Arbeit konnten also die Pro-
benentnahmen 10 Minuten nach Gefal3sport bereits in die Phase der negativen Regula-
tion fallen. Gjevestad et al. postulierten in einem neuen und sehr umfangreichen Review
zu Genexpressionsanalysen in PBMCs, dass generell direkt nach Training eine pro-
inflammatorische Antwort und im weiteren Verlauf eine anti-inflammatorische Antwort
beobachtet werden kann'®. Dies kénnte die hier beobachteten Unterschiede erklaren.
Bei all diesen Betrachtungen muss hier auch posttranslationale Modifikation und Regu-

lation als mdglicher Erklarungsansatz erwogen werden.

5.3.5 Limitierungen der GefaRsport-Studie und PBMC-Expressionsanalysen
Die hier dargelegten Effekte von passivem und aktivem Gefal3sport auf das Expres-
sionsprofil von PBMCs sind nur teilweise statistisch signifikant. Ihre biologische Rele-
vanz muss jedoch in weiteren Untersuchungen naher Uberpruft werden. Hierzu waren
insbesondere eine groRere Probandenzahl sowie die Integration von Proteinanalysen in
das Studiendesign geeignet. Auch der Effekt von siRNA (small interfering RNA) kdnnte
in zukUnftige monozytare Zellanalysen mit untersucht werden. Durch den knock-down
von Zielgenen kénnte so der Einfluss auf relevante Signalwege genauer charakterisiert
werden.
Die zum Teil gro’e Standardabweichung kann bei einigen der hier untersuchten Arteri-
ogenese-Biomarker auf die bereits initial niedrige Expression zuruckgeflhrt werden.
Insbesondere die Auswertung von B1R wirde aufgrund des geringen basalen Expres-
59



Diskussion

sionsniveaus von einer diesbeziiglichen Uberpriifung und gegebenenfalls Anpassung
profitieren. Die hier vorgestellten objektiven Parameter sind theoretisch in der Lage,
Trainingseffektivitat anzuzeigen. Jedoch ist zum einen der klinische Nutzen zum jetzi-
gen Zeitpunkt aufgrund der Komplexitat der Probenaufbereitung begrenzt; zum anderen
fehlen aktuell weitere Daten, beispielsweise die Abhangigkeit der Expressionsanderung
von der Trainingsintensitat, dem Trainingszustand der Probanden, die Auswirkungen
von Medikation oder verschiedenen Erkrankungen auf die Expression der hier be-
sprochenen Parameter.

So konnte bei adipdsen Mannern mittleren'®

und gesunden Probanden hoheren
Alters'® eine Reduktion inflammatorischer Prozesse durch (GefaR-)Sport nachgewie-
sen werden, wahrend bei exzessiver sportlicher Betatigung Inflammation haufiger auf-
zutreten schien'®"%”. Andere Studien zeigen keine signifikanten Unterschiede beziig-
lich der Beeinflussung kardiovaskularer Risikofaktoren durch maRiges oder intensives
Lauftraining’®. Insgesamt ist die Vergleichbarkeit der verschiedenen vorliegenden Stu-
dien aufgrund der enormen Diversitat an Trainingsmethoden und —intervallen sowie der
Auswahl verschiedener Probanden und Endpunkte eingeschrankt. Uber die molekulare
Wirkung von Sport herrscht aktuell eine rege Diskussion. Hier zeigten Expressionsana-
lysen zur Untersuchung der Lange von Telomerasen in Leukozyten (siehe hierzu auch
5.3.4), dass ein Kumulativeffekt von regelmafiger sportlicher Betatigung Uber die Le-
benszeit existiert’®®""°. Dies ist ein Indiz dafiir, dass fiir eine groRere Aussagekraft hin-
sichtlich des Effektes von Sport auf molekulare Parameter die sportliche Betatigung der
Probanden exakt erfasst werden muss. Auch wenn diese Ergebnisse sicherlich nur teil-
weise auf die hier untersuchten Parameter Ubertragbar sind, sollte der Effekt regelma-
Rigen Sports auf das Expressionsprofil von PBMCs nicht unterschatzt werden. In die
hier durchgefuhrte Studie wurden ausschlieldlich Probanden mit durchschnittlicher
sportlicher Aktivitat sowie ohne auliergewohnliche Ernahrungsgewohnheiten einge-
schlossen, um derartige Effekte zu minimieren.

Auch der Einfluss verschiedener Medikamente muss — insbesondere beim Vergleich mit
arteriosklerotisch bedingt erkrankten Patienten — berlcksichtigt werden. Solche Patien-
ten stehen beispielsweise haufig unter einer Dauermedikation mit Acetylsalicylsaure;

ein Wirkstoff, fiir den bereits eine anti-inflammatorische Wirkung beschrieben wurde?®.
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Da die Probengewinnung teilweise durch die Mitorganisatoren der hier beschriebenen
Studie durchgefuhrt wurde, sind theoretisch Abweichungen bei den in den Abschnitten
3.3.1, 3.4.3 und 3.4.4 beschriebenen Arbeitsschritten mdglich. Da die Arbeitsschritte
genormt und in gegenseitiger Kontrolle vorbereitet wurden, ist eine darauf zurtckfuhrba-
re Abweichung jedoch unwahrscheinlich.

Der Einfluss der Zell-Mischpopulation auf die Ergebnisse musste in weiteren Untersuch-
ungen Uberpruft werden. Fir eine konkrete Betrachtung der Expressionsprofile von pri-
maren humanen Zellen sollten zudem in einem zweiten Schritt monozytare Zellen aus
den PBMCs isoliert werden. Da Mononzyten in der PBMC-Fraktion nur ca. 10 % der
Gesamtzellen ausmachen, setzt dies jedoch ein groferes Blutvolumen voraus, um eine
ausreichende Zellmenge fur weiterfUhrende Untersuchungen zu erhalten. Da jedoch in
ahnlichen Studien ebenfalls PBMCs untersucht wurden, wurde in dieser Arbeit zur bes-
seren Vergleichbarkeit der Studien auf eine weitere Differenzierung verzichtet. Bei der
Isolation einzelner Zelltypen aus dem Zellkollektiv ist eine ungewollte Stimulation der
selektierten Zellen durch das Separationsverfahren moglich. Eine Expressionsanalyse
der gesamten PBMC-Fraktion ohne Separationsverfahren schien daher fur das Design

der hier durchgefuhrten (Pilot-)Studie als erster Schritt naheliegend.

In solchen Studien sollte auch die Kinetik der ausgewahlten Systeme in den entsprech-
enden Zellen untersucht werden, um zu verifizieren inwieweit Kurzzeiteffekte innerhalb
dieser Systeme madglich sind. Gegebenenfalls miusste dann in folgenden Untersuch-
ungen das Therapieintervall bzw. das Blutentnahmeintervall an die Kinetik der zu unter-
suchenden Systeme angepasst werden, um optimale Ergebnisse zu erzielen. In dieser
Arbeit wurde zu Gunsten eines mdglichst kurzen Untersuchungsintervalls auf derartige
Anpassungen verzichtet. Ein weiterer limitierender Faktor dieser Arbeit sind die im Fol-
genden diskutierten interindividuellen Unterschiede der Probanden, wobei die gewahlte
Probandenzahl (n = 26) hier eine Verzerrung der Studienergebnisse durch derartige

Faktoren unwahrscheinlicher macht.

5.3.6 Probanden und Compliance als limitierende Faktoren der GefaRsport-
Studie
Die in der Gefalsport-Studie vorgenommenen Untersuchungen fanden an Primarpro-
ben aus Vollblut gesunder Probanden statt. Aufgrund der ambulanten Durchfihrung der
Studie und des bewusst kurz gehaltenen Untersuchungsintervalls war jedoch die Kon-
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trolle der Compliance der Probanden trotz vorgenommener Praventionsmallnahmen
nur begrenzt moglich. Bereits bei der Rekrutierung der Probanden wurde, im Rahmen
der umfassenden Information und Aufklarung, die Notwendigkeit des Verzichts auf
Sport oder anderweitige korperliche Anstrengung unmittelbar vor Beginn der Untersu-
chungen erlautert. Dennoch ist eine sportliche Betatigung der Probanden vor Studien-
beginn nicht auszuschlieRen. Da vielfaltige Einflisse auf das Expressionsmuster in
PBMCs, wie beispielsweise Ernahrungsgewohnheiten, akute oder chronische Erkrank-
ungen oder Verletzungen denkbar sind, ware zum Ausschluss derartiger Einflussgrofien

ein stationares Setting notwendig.
5.4 Vergleich von passivem und aktivem GefaBsport

5.4.1 Zusammenfassung aktiver GefaBsport

In der Therapie von Patienten mit Erkrankungen vaskularer Genese, insbesondere Pa-
tienten mit koronarer Herzkrankheit oder peripherer arterieller Verschlusskrankheit, ist
Sport seit Langem ein fester Bestandteil der Sekundar- und Tertiarpravention. In zahl-
reichen Studien konnte der protektive Effekt von verschiedenen Sportarten nachgewie-
sen werden. Begonnen mit der allgemeinen Senkung von kardiovaskularen Risikofakto-
ren wie Gewichtsreduktion, Senkung hypertensiver Blutdruckwerte in den normotonen
Bereich, sowie die Senkung der Blutplasmakonzentrationen von Glukose, Cholesterol,
Triglyceriden und LDL'®*'% konnte weiterhin die Erhdhung des Blutflusses in Kollate-
ralarterien nachgewiesen werden'®. Dieser Effekt wurde in bisherigen Studien teils auf
einen NO-vermittelten Endotheleffekt, teils auf eine durch erhéhte Schubspannung in-
duzierte Arteriogenese zurlckgefuhrt. Generell scheint aktiver Gefalisport sowohl lokale
(Endotheleffekte) als auch systemische Effekte (Expressionsmuster zirkulierender Zel-
len wie PBMCs) hervorzurufen, wobei die genauen Mechanismen der endothelvermittel-
ten GefaRmodulation noch nicht vollstandig geklart sind'""'"2. In dieser Studie konnten
solche systemischen Effekte aktiven Gefalisports auf die Expression Arteriogenese-
relevanter Biomarker als Kurzzeiteffekt nachgewiesen werden.

Jedoch muss neben den offensichtlichen Vorteilen des aktiven Gefalisports auch die
eingeschrankte Anwendbarkeit bei Patienten in hohergradigen Krankheitsstadien er-
wahnt werden. Sowohl Patienten mit hdhergradiger KHK als auch solche mit fortge-
schrittener pAVK wurden aufgrund des hohen Risikos gravierender Komplikationen in

der Mehrzahl der Studien von einer Teilnahme ausgeschlossen, sodass Aussagen zur
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Wirksamkeit in diesen Fallen bisher nicht moglich sind. Ebenfalls beeintrachtigen im
klinischen Alltag die hohen Kosten fur supervisierte Trainingsprogramme und der damit
verbundene hohe Zeitaufwand die Compliance von Arzt und Patient. Sportprogramme
ohne Supervision erzielen jedoch signifikant schlechtere Ergebnisse, sodass allein das
Anhalten zu einem geslnderen und sportlich aktiveren Lebensstil in wenigen Fallen

eine deutliche Besserung erzielt®®.

5.4.2 Zusammenfassung passiver GefaBsport

Als Alternative zum aktiven Gefalisport als nicht-invasives Therapiekonzept kardiovas-
kularer Erkrankungen gewinnt seit geraumer Zeit der passive Gefal3sport nach dem
ECP-Prinzip zunehmend an Bedeutung. Initial wurde die ECP-Therapie zur Behandlung
von Patienten mit beginnender KHK eingesetzt. Kurzlich konnte durch eine modifizierte
Variante von ECP (Individual Shear Rate Therapy — ISRT) nun auch ein positiver Train-
ingseffekt auf durch pAVK hervorgerufene Symptome gezeigt werden. Entgegen friher-
en Empfehlungen besteht heute die Ansicht, dass auch Patienten mit fortgeschrittener
KHK oder pAVK von einer solchen Therapie profitieren®®. Auch gesundheitsékonomisch
gesehen kann der Einsatz von passivem Gefal3sport empfehlenswert sein, da selbst bei
Patienten, die nicht mehr fur aktiven Gefal3sport in Frage kommen, eine verbesserte
Lebensqualitat sowie eine geringere Hospitalisierungsrate nach passivem Gefaldsport
erzielt werden kann''®. Aktuell ist in Deutschland passiver GefaRsport noch nicht fla-
chendeckend verfugbar, sodass zum jetzigen Zeitpunkt nur verhaltnismalig wenige
Patienten mithilfe des ECP-Prinzips therapiert werden kdnnen, obwohl jungst veroffent-
lichte Studien auf ahnlich positive Langzeiteffekte von passivem Gefaldsport hinweisen.
So konnte auch nach passivem Gefal3sport, vergleichbar mit aktivem Gefal3sport, eine
verbesserte Glukosetoleranz und Verbesserung der Endothelfunktion beobachtet wer-
den114'116.

Obwohl passiver Gefallsport seit mehreren Jahren als erfolgreiche Therapie eingesetzt
wird, sind die Mechanismen, die dem Therapieerfolg zugrunde liegen, bisweilen unge-
klart. Als wesentlicher Faktor der anti-arteriosklerotischen und pro-arteriogenen Wirkung
passiven Gefallsports wird jedoch die erhdhte Schubspannung vermutet, die wiederum
die Endothelfunktion und Morphologie positiv beeinflusst. Hierbei spielt wahrscheinlich
neben der Aktivierung des NO-Signalwegs auch die Beeinflussung pro-

inflammatorischer Biomarker eine wesentliche Rolle’' "% In dieser Arbeit wurden die
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Wirkmechanismen von passivem Gefal3sport naher beleuchtet, indem die Beeinflus-

sung des Expressionsprofils zirkulierender PBMCs bewiesen wurde.

5.4.3 Wertung der Ergebnisse nach passivem und aktivem GefalRsport

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Expressionsmustern ausgewahlter Gene in
PBMCs, die auf ihre Eignung als diagnostische Marker von vaskularem Remodelling
und zur Beurteilung der Effektivitat von Gefalsport getestet wurden. Anhand der hier
erhobenen Daten kann festgestellt werden, dass ein charakteristisches Expressionspro-
fil erkennbar ist, das allerdings in Abhangigkeit von individuellen Probandeneigenschaf-
ten unterschiedlich bewertet werden muss.

Desweiteren konnte in dieser Arbeit erstmalig festgestellt werden, dass der Kurzzeitef-
fekt von ECP-Therapie auf die hier ausgewahlten Biomarker weitgehend mit konventio-
nellem aktiven Gefal3sport vergleichbar ist. Die Veranderungen des Expressionsmus-
ters in PBMCs gesunder Probanden nach aktivem und passivem Gefal3sport waren
Uberwiegend durch eine Herunterregulation der untersuchten Parameter charakterisiert,
sodass hier vornehmlich von einem anti-arteriosklerotischen Effekt auszugehen ist. Die-
ser Effekt scheint von beiden Therapieformen gleichermallen erzielt zu werden. Die
gegenlaufig erscheinende Expression der Bradykinin-Rezeptoren weist jedoch auf eine
Beeinflussung des KKS hin, die differenzierter zu betrachten ist. Beide Gefal3sportarten
sollten im Hinblick auf ihre unterschiedliche physiologische Rolle bei der Entstehung

von Arteriogenese und Arteriosklerose dringend weiter untersucht werden.

5.5 Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse Uber die Beeinflussung der Expression
der hier untersuchten Biomarker durch aktiven und passiven Gefal3sport erlauben die
Wertung beider Therapiemethoden als potenziell anti-arteriosklerotisch. Diese Effekte,
deren Auspragung von Probanden- und Patienteneigenschaften abhangt, sind fur die
Prognose von Patienten mit KHK oder pAVK entscheidend. Die Rolle von pro-
arteriogenen Leukozyten sollte jedoch im Detail in weiteren, spezifischeren Untersu-
chungen an zellularen Subpopulationen betrachtet werden, da hier ggf. andere in-
flammatorische Prozesse eine Rolle spielen. Das therapeutische Potenzial von Arterio-
genese ist angesichts der anfangs beschriebenen Pravalenz kardiovaskularer Morbidi-

tat und Mortalitdt sowie der demographischen Entwicklung klinisch hoch relevant. Mit

64



Diskussion

sowohl passivem als auch aktivem Gefaldsport kdnnen nicht nur die Auswirkungen be-
stehender arteriosklerotischer Stenosen durch Ausbildung kollateraler Konduktanzarte-
rien vermindert werden, sondern im Rahmen seiner anti-arteriosklerotischen Wirkung
durch Risikoreduktion aktiv vorgebeugt werden. Wahrend die Rolle aktiven Sports hier-
bei bereits gefestigt und allgemein anerkannt erscheint, konnte hier passiver Gefal3-
sport als kostengunstige und effektive Alternative zum konventionellen Training besta-
tigt werden. Insbesondere Patienten in fortgeschrittenen Stadien kardiovaskularer Er-

krankungen profitieren hier von einer Therapie.

Zur weiteren Etablierung passiven Gefaldsports als Alternative zum aktiven Gefal3sport
ist eine weitere detaillierte Untersuchung des hier besprochenen pro-arteriogenen, so-
wie anti-arteriosklerotischen Effekts notwendig. In kinftigen Studien sollte im direkten
Vergleich von aktivem und passivem Gefallsport insbesondere die Beeinflussung ver-
schiedener kardiovaskularer Risikofaktoren sowie weiterer pro-arteriogener Signalwege
untersucht werden, um die Gleichwertigkeit beider Methoden zu untermauern. Beispiel-
haft ware hier die Veranderung von Glykohamoglobin Aic(HbA1;) als Langzeiteffekt,
sowie der Serumkonzentrationen von high-density Lipoprotein (HDL) und LDL zu nen-
nen. Auch eine differenzierte Betrachtung der Makrophagen-Subtypen M1, M2a, M2b
und M2c und deren Beeinflussung durch aktiven oder passiven Gefaldsport ware von

grolkem Interesse.

Insbesondere die hier nur angedeutete gegenlaufige Tendenz der B1R und B2R Ex-
pression nach aktivem und passivem Gefallsport bedarf weiterer Untersuchungen, um
gegebenenfalls bestehende Unterschiede zu beweisen und deren Relevanz fur die Ent-
stehung von Arteriogenese und / oder Arteriosklerose zu untermauern.

Weiterhin ware die Untersuchung von gesunden Probanden, parallel zu kardiovaskular
erkrankten Patienten, ein wertvoller Beitrag, um die Effektivitat von aktivem und passi-
vem Gefalisport hinsichtlich der Pravention von Arteriosklerose und der Induktion von

Arteriogenese zu beurteilen.
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6 Zusammenfassung

Diese Studie diente der Untersuchung verschiedener Arteriogenese-Biomarker (Kalli-
krein, Kininogen, B1R, B2R, MCP-1 und CCR2) auf ihre Eignung als diagnostische
Marker zur Uberwachung von Trainingseffekten. Hierbei wurde erstmalig auch der Ef-
fekt von aktivem und passivem Gefaldsport auf die Expression der ausgewahlten Arteri-

ogenese-Biomarker direkt miteinander verglichen.

Vor dem Hintergrund weltweit steigender Morbiditat und Mortalitat aufgrund kardiovas-
kularer Erkrankungen gewinnt die Entwicklung neuer Konzepte kardiovaskularer Akut-
und Langzeittherapie sowie der Pravention derartiger Erkrankungen, gro3e Bedeutung.
Ein anerkanntes Konzept das Therapie und Pravention vereint, ist aktiver Gefalisport.
Aufgrund krankheitsbedingter Einschrankungen ist diese Therapieform jedoch einem
grolRen Teil der betroffenen Patienten nicht zuganglich; diese kdnnten von passivem
Gefaldsport nach dem ECP-Prinzip profitieren. Wahrend der anti-arteriosklerotische Ef-
fekt im Wesentlichen praventiv wirkt, kann Arteriogenese die Beschwerden von kardi-
ovaskular erkrankten Patienten nachweislich mindern. Arteriogenese bezeichnet dabei
die schubspannungs-induzierte Ausformung pra-existenter Kollateralarterien zu funk-
tionellen Konduktanzarterien. Hierbei spielen insbesondere das in PBMCs aktivierte
KKS sowie die MCP-1- / CCR2-Signalkaskade eine entscheidende Rolle.

Zur Charakterisierung der ausgewahlten molekularen Marker wurde zunachst ein THP-
1 Zell-Stimulationsmodell entwickelt, um Expressionsanalysen unter kontrollierten Be-
dingungen durchzufuhren. Dieses Modell erlaubte die Analyse der Kurzzeiteffekte (60
Minuten) von unterschiedlichen stimulatorischen Reizen auf die Expression pro-
arteriogener Markergene in einer humanen Monozyten-Zelllinie. Die hieraus gewon-
nenen Erkenntnisse bezlglich der Expressionsanderungen flossen in die Auswertung

der anschliel3end durchgefuhrten Gefaldsport-Studie mit ein.

In der durchgefuhrten Gefalsport-Studie wurden 26 junge (Alter 18 — 35 Jahre, mittle-
res Alter 23,37 £ 1,85 Jahre) gesunde Probanden im Abstand von mindestens einer
Woche aktivem (Laufbandtraining) und passivem (ECP-Training) GefalRsport unterzo-
gen. Vor und nach dem jeweiligen GefalRsport wurde Blut entnommen, aus dem direkt
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im Anschluss mittels Ficoll-Paque Dichtegradientenzentrifugation PBMCs isoliert wur-
den. Diese wurden aliquotiert, auf Trockeneis schockgefroren und anschliel3end bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Nach Gewinnung von cDNA aus isolierter mRNA erfolgte die Expressionsanalyse durch
gRT-PCR. Die fur die qRT-PCR verwendeten DNA-Primer wurden nach den Gense-
quenzen der ausgewahlten Arteriogenese-Biomarker entworfen. Die anschlielende
SPSS- und R-gestutzte statistische Auswertung erfolgte unter Relativierung der absolu-

ten Regulation gegen RPLPO als Housekeeping Gen.

Die Auswertung der Expressionsanalyse nach THP-1 Zell-Stimulation zeigte eine signi-
fikant hochregulierte Expression von MCP-1 (Median 5,19, p = 0,007) nach Stimulation
durch LPS, wahrend CCR2 (Median 0,52, p = 0,030) nach Stimulation mit Lys-
Bradykinin signifikant herunterreguliert wurde. Diese Ergebnisse lassen sich als durch
LPS und Lys-Bradykinin hervorgerufene beginnende Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen deuten. Die Stimulation von THP-1 Zellen mittels unterschiedlichen G-
CSF-Konzentrationen ergaben eine signifikante (50 ng/ml, Median 1,74, p = 0,046) bzw.
tendenzielle, jedoch nicht signifikante (100 ng/ml, Median 1,73, p = 0,054) Hochregula-

tion der Kallikrein-Expression.

Der Vergleich des Expressionsmusters aus Vollblut isolierter PBMCs gesunder Proban-
den vor und nach aktivem oder passivem Gefalisport ergab — mit Ausnahme von B1R —
eine generelle Tendenz zur Herunterregulation der in dieser Arbeit untersuchten Gene.
So war die B2R-Expression nach passivem Gefalisport signifikant herunterreguliert
(Median 0,68, p = 0,021), wahrend die B1R-Expression signifikant (Median 1,83, p =
0,035) hochreguliert wurde. Auch die MCP-1- und CCR2-Expression war nach passi-
vem Gefalsport zwar nicht signifikant, jedoch tendenziell herunterreguliert (MCP-1:
Median 0,74, p = 0,094, CCR2: Median 0,91, p = 0,091). Diese Ergebnisse sind verein-
bar mit der vorbeschriebenen anti-arteriosklerotischen Wirkung von Gefal3sport. Die
Bedeutung der sich zeigenden, gegenlaufig erscheinenden Regulation von B1R- und
B2R-Expression nach aktivem und passivem Gefal3sport fur die Induktion von Arterio-
genese bzw. die Pravention von Arteriosklerose muss noch weiter eruiert werden. Inte-

ressant ist hier eine mdgliche Hochregulation der B1R-Expression nach passivem Trai-
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ning, da speziell fur B1R exprimierende PBMCs eine pro-arteriogene Wirkung nachge-

wiesen wurde.

In Zusammenschau der Ergebnisse zeigt diese Studie erstmals im direkten Vergleich
einen Effekt von aktivem und passivem Gefal3sport auf Arteriogenese-relevante Para-
meter. Die nach beiden Therapieformen gleichermallen feststellbare Herunterregulation
der hier untersuchten Parameter aus KKS und MCP-1- / CCR2-Signalkaskade kann im
Sinne eines anti-arteriosklerotischen Effekts gewertet werden und legt somit eine in
ihrer Auspragung vergleichbare protektive Wirkung beider Gefal3sportarten auf das kar-
diovaskulare System nahe. Damit schafft diese Studie eine Basis zur weiteren moleku-
laren Erforschung der Vergleichbarkeit von konventionellem und passivem Gefal3sport
mit dem Ziel, in Zukunft die Therapie kardiovaskular erkrankter Patienten durch etablier-

te molekulare, diagnostische Marker effektiver gestalten zu konnen.
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7 Verzeichnisse

7.1 Abkurzungsverzeichnis

A.

Aa.
ACE
Art.Nr.
B1R
B2R
CCR2
cDNA
Ct

DNA
EC

ECP
EDTA
ELISA
et al.
eNOS
EZM
FACS
FBS

g
G-CSF
GM-CSF
HbA1¢
HDL
HMW-Kininogen
IL-113
IL-6
IL-10
ISRCTN

lat. arteria

lat. arteriae

engl. Angiotensin Converting Enzyme
Artikelnummer

engl. bradykinin receptor B1

engl. bradykinin receptor B2

C-C Chemokin-Rezeptor 2

engl. complementary DNA

engl. Cycle Threshold

engl. Desoxyribonucleic acid
Endothelzelle(n)

engl. External Counterpulsation
Ethylendiamintetraessigsaure

engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
lat. et alii / et aliae / et alia

endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
Extrazellularmatrix

engl. Fluorescence activated cell sorting
engl. Fetal Bovine Serum

Einheit fir Erdanziehungskraft

engl. Granulocyte-Colony stimulating Factor
engl. Granulocyte-Monocyte-Colony stimulating Factor
Glykohamoglobin A+

engl. High-Density Lipoprotein

engl. High Molecular Weight Kininogen
Interleukin-113

Interleukin-6

Interleukin-10

engl. International Standard Randomised Controlled Trial
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ISRT
KKS
LDL

LMW-Kininogen

LPS
MAPK
MCP-1
min
MMP
NF- kB
NO
PLC
PBMC
gRT-PCR
RAS
RNA
RPLPO
RPMI
sek
siRNA
TH
TLR
TNF-a
VEGF
VEGFR
WHO

Number

engl. Individual Shear Rate Therapy
Kallikrein-Kinin-System

engl. Low-Density Lipoprotein

engl. Low Molecular Weight Kininogen
Bakterielles Lipopolysaccharid

engl. Mitogen-activated protein-Kinase
engl. Monocyte chemoattractant Protein 1
Minuten

Matrix-Metalloproteasen

engl. Nuclear Factor kB
Stickstoff-Monoxid

Phospholipase C

engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells
engl. Quantitative Real-Time-Polymerase Chain Reaction
Renin-Angiotensin-System

engl. Ribonucleid acid

engl. Acidic ribosomal phosphoprotein PO
engl. Roswell Park Memorial Institute
Sekunden

engl. small interfering RNA
T-Helferzellen

engl. Toll-like Rezeptor

engl. Tumor Necrosis Factor a

engl. Vascular Endothelial Growth Factor
engl. Vascular Endothelial Growth Factor Receptor

engl. World Health Organisation
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