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1. Zusammenfassung

1.1. Untersuchung der Effekte freiwilligen Ausdauertrainings auf das

Wachstum von Kollateralarterien im Mausmodell

Hintergrund

Sportliche Inaktivitét stellt einen unabhéngigen Risikofaktor kardiovaskuldrer Erkrankungen
dar. Korperliches Training hingegen wird als effektive Malinahme in der Primér- und
Sekundarpravention kardiovaskuldarer Ereignisse angesehen. Nach Verschluss einer
Konduktanzarterie resultiert Ausdauertraining in einer Steigerung des
kollateralarterienabhangigen Blutflusses. Die Auswirkungen von praventivem Sport vor

GefalRokklusion auf das Kollateralarterienwachstum sind bisher erst teilweise bekannt.

Methoden und Ergebnisse

In einem murinen Modell des freiwilligen Ausdauertrainings (Laufrad) absolvierten
Versuchstiere ein dreiwdchiges Laufradtraining, bevor eine einseitige Femoralarterienligatur
(FAL) erfolgte. Bis zur Ligatur legten die M&use durchschnittlich 3,5 = 0,5 km/Tag zurtick.
Die Perfusion des Hinterlaufs wurde durch druckkontrollierte Infusion fluoreszierender
Microsphéren in die abdominale Aorta unter maximaler Vasodilatation ermittelt, und als
Prozentwert ligierte/unligierte Seite angegeben. Unmittelbar nach Ligatur wiesen inaktive
Wildtyptiere (,,Sedentary*) eine deutliche Perfusionsverminderung auf (3,5 £ 0,7%; p<0,05),
die eine Woche nach FAL auf 34,8 + 3,6%; p<0,05 anstieg. Korperliche Betatigung bis zum
terminalen Experiment (,,Run®) fiihrte zu einer Stimulation der Perfusionswiederherstellung
auf 52,8 + 5,6%; p<0,001 im Vergleich zur inaktiven Kontrollgruppe. Wenn das Training am
Tag der Femoralarterienligatur (,,Run and Rest*) unterbunden wurde, resultierte nach einer
Woche ebenfalls eine signifikante Verbesserung der Kkollateralarterienabhangigen
Durchblutung (57,4 + 4,4%; p<0,001 im Vergleich zu ,,Sedentary*). Die Perfusionsergebnisse
wurden durch histolomorphometrische Bestimmung der Anzahl und Wanddicke der
Kollateralarterien  bestatigt. In  kollateralarterientragendem  Adduktorgewebe fiihrte
korperliche Betétigung sowohl tber die FAL hinaus (,,Run‘), wie auch in der nur bis zur FAL
trainierenden Gruppe (,,Run and Rest”) zu einer Reduktion der mRNA-Expression der

inflammatorischen Zytokine TNFa und IL6. (TNFa auf 11,9 + 3,9 %; p<0,05 bei ,,Run‘ und
3



auf 15,3 + 3,8%; p<0,05 bei ,,Run and Rest*; IL6 auf 13,5 + 10,4%; p<0,05 bei ,,Run* und auf
104 = 2,4 %; p<0,05 bei ,Run and Rest). Auch in aus Milzen isolierten und mit
Lipopolysaccharid stimulierten mononukledren Zellen resultierte Ausdauertraining in einer
signifikanten Abnahme der TNFa mRNA Expression in beiden Trainingsgruppen. Sowohl die
Genexpression der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iINOS), als auch die Aktivitat
der endothelialen NO-Synthase (Quotient aus phosphorylierter- und Gesamt-eNOS) war in
»Run®, sowie in ,,Run and Rest* im Vergleich zu ,,Sedentary* gesteigert, einhergehend mit

einer vermehrten NO-Bioverfugbarkeit im radioaktiven Arginin-Citrullin-Assay.

Zudem wurde der Effekt von freiwilligem Training anhand von eNOS- und iNOS-defizienten
Mausen (-/-) untersucht. Inaktive eNOS -/- Mduse zeigten eine Woche nach FAL eine stark
eingeschrankte Perfusionswiederherstellung (4,0 = 0,9%), die sich durch préventives
Ausdauertraining auf 8,0 + 0,8% (p<0,05) steigern lieR. Bei INOS -/- Tiere, die unter
Ruhebedingungen eine fast normale Perfusionswiederherstellung aufwiesen (31,24 + 4,52%),
konnte durch sportliche Betatigung (30,80 + 6,24%) keine Steigerung des
kollateralarterienabhangigen Blutflusses erzielt werden.

Wildtypmause, denen nach myeloablativer Bestrahlung Knochenmark (KM) von iNOS-
defizienten Méusen transplantiert wurde, zeigten nach Femoralarterienligatur schlechtere
Perfusionsergebnisse (19,8 + 2,1%; p<0,05), als ihre Vergleichsgruppe (Wildtyp-KM
transplantiert in Wildtypmause: 34,3 = 5,1%). Die flir das Kollateralarterienwachstum

bedeutende iNOS scheint demnach zirkulierenden mononuklearen Zellen zu entstammen.

Untersuchungen an humanen mononukledren Zellen zeigten ebenfalls, dass freiwilliges
Ausdauertraining bei zuvor sportlich inaktiven Probanden in einer Reduktion von TNFa (9 +
2%; p<0,05) bzw. einer Steigerung der INOS mRNA Expression (4651 + 1109%; p< 0,05 im

Vergleich zur nicht trainierenden Kontrollgruppe) resultiert.

Zusammenfassung

Freiwilliges Ausdauertraining fuhrt zu einer verminderten Expression inflammatorischer
Zytokine und steigert das Kollateralarterienwachstum auf eine Stickstoffmonoxid-abhéngige
Art und Weise. Diese Studie betont das mit einem korperlich inaktiven Lebensstil verbundene
vaskulare Risiko und identifiziert praventives Ausdauertraining als effektive MalRnahme zur

Stimulation der Arteriogenese.



1.2. Investigation of the effects of voluntary exercise training on collateral
artery growth in mice

Background

Physical inactivity is an independent risk factor for the development of cardiovascular
diseases. Physical training however is considered to be an effective measure in the primary as
well as in the secondary prevention of cardiovascular events. After the occlusion of a
conductance artery, exercise training results in an increase of the collateral artery dependent
blood flow. The impact of physical activity on collateral artery growth, started before arterial

occlusion in a preventive manner is incompletely understood.

Methods and Results

Mice were subjected to three weeks of voluntary treadmill running before unilateral femoral
artery ligation (FAL). On average animals ran 3.5 + 0.5 km/day until FAL. Hindlimb
perfusion was assessed using pressure controlled infusion of fluorescent microspheres into the
abdominal aorta under conditions of adenosine-induced maximal vasodilatation, and
expressed as percentages ligated/unligated hindlimb. Directly after FAL, perfusion in
sedentary wildtype mice (C57/BI6) was diminished to 3.5 + 0.7%; p<0,05. One week after
femoral artery ligation perfusion was restored to 34.8 + 3.65%; p<0,05 in this group. Physical
exercise until the final experiment (,,Run) resulted in a stimulation of the perfusion
restoration to 52.8 + 5.6%; p<0,001 compared to the sedentary controls. When training was
abandoned on the day of FAL (,,Run and Rest*), a remarkably increase of collateral artery
dependent blood flow became apparently (57.4 + 4.4%, p<0.001 compared to ,,Sedentary*).
These results were confirmed by histomorphological analysis of the number and wall
thickness of collateral arteries. In collateral-depending hindlimbs, physical activity until the
final experiment (,,Run‘) as well as only until FAL, resulted in a reduction of the mRNA
expression of the inflammatory cytokines TNFa and IL6 (TNFa to 11.9 + 3.9 %; p<0,05 in
,»Run“and to 15.3 + 3.8%; p<0,05 in ,,Run and Rest*“; IL6 to 13.5 + 10.4%; p<0,05 in ,,Run*
and to 10.4 + 2.4 %; p<0,05 in ,,Run and Rest*).



In mononuclear cells, isolated from spleens and stimulated by lipopolysaccharides, exercise
resulted in a significant decrease of the TNFo mRNA expression in both training groups.
Gene expression of the inducible NO-synthase (iNOS), as well as the activity of the
endothelial nitric oxide synthase (phospho-eNOS/total eNOS protein) were significantly
increased in ,,Run“ and in ,,Run and Rest“, compared to ,,Sedentary*, accompanied by an

augmented NO-bioavailability assessed by Arginin-Citrullin-assays.

Moreover, the effect of voluntary training was studied, using eNOS- and iNOS-deficient mice
(-/-). Sessile eNOS -/- showed a strongly limited perfusion restoration one week after FAL
(4.0 £ 0.9%), that was enhanced to 8.0 + 0.8% (p<0.05) by voluntary exercise. iNOS -/-,
showing an almost regular perfusion restoration under resting conditions (31.2 + 4.5%), were
not able to achieve an increase of the collateral dependent blood flow by physical activity
(30.8 £ 6.2%).

Wildtype mice which, after being radiated, received bone marrow transplantation from iNOS
-/- (19.8 = 2.1%; p<0.05), showed significant worse perfusion results than their comparison
group (bone marrow from wildtype mice transplanted to wildtype mice: 34.3 £ 5.1%) Hence,
it seems that the INOS, playing an important role for collateral artery growth, originates from

mononuclear cells.

Investigations of human blood cells also confirmed that voluntary exercise, practised by
formerly physical inactive people, leads to a reduction of TNFa (9 £ 2%; p<0.05), and to an
increase of the INOS mRNA expression, respectively (4651 + 1109%; p<0.05 compared to

sedentary controls).

Conclusion

Voluntary exercise training results in a diminished expression of inflammatory cytokines and
stimulates collateral artery growth in an NO-dependent manner. This study emphasizes the
vascular risk profile associated with a sedentary lifestyle and identifies exercise as a

prophylactic means to enhance vascular growth.
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2. Einleitung

2.1. Hintergrund

Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen nicht nur in den Industrielandern sondern auch weltweit
die hdufigste Todesursache dar. Selbst in Schwellenl&ndern belegen sie inzwischen Platz eins
der Todesursachenstatistik. In Entwicklungsléandern stellen Herz-Kreislauf-Erkrankungen die
zweith&ufigste Todesursache dar, welche nur noch durch die Sterblichkeit in Folge von
Atemwegsinfekten tbertroffen wird **°. Krankheitsbilder wie der akute Myokardinfarkt, der
Apoplex oder die chronisch ischdmische Herzkrankheit entstehen auf dem Boden von
stenosierenden GefaRprozessen im Rahmen der Atherosklerose und treten meist erst im
hoheren Lebensalter auf. Da nicht nur in Deutschland, sondern auch weltweit die
Lebenserwartung ansteigt, wird mit einer weiteren Zunahme kardiovaskuldr bedingter
Todesfalle um mehr als 30% bis zum Jahr 2030 gerechnet ®. Revaskularisationsmanahmen,
wie die perkutane transluminale coronare Angioplastie (PTCA) bzw. Bypass-Operationen,
kommen jedoch aufgrund von Begleiterkrankungen oder komplexen Verénderungen am

GefaRsystem fiir ca. 20% der Patienten nicht in Frage '%.

Der Begriff Arteriogenese bezeichnet einen natiirlichen Schutzmechanismus, der in der Lage
ist, den Verschluss eines Hauptversorgungsgefales zu kompensieren. Dies gelingt durch
Transformation préexistenter kollateralarteriolarer Anastomosen hin zu funktionellen
Konduktanzgefalen und bewahrt somit das poststenotische Gewebe vor Ischamie und

125

Nekrose Die Stimulation dieses Vorgangs wirde daher eine vielversprechende

Therapieoption bei der Behandlung stenosierender GeféRprozesse darstellen.

Trotz positiver tierexperimenteller Daten, ist es bisher nicht gelungen sich die gewonnenen
Erkenntnisse auch im klinischen Alltag zu Nutze zu machen. In einer klinisch kontrollierten
Studie konnte durch die Gabe des granulocyte — macrophage colony stimulating factor (GM-
CSF) zwar eine Stimulation der Arteriogenese bei humanen Probanden erzielt werden, jedoch
bleibt die Sicherheit dieser VVorgehensweise fraglich °**". Die Applikation von GM-CSF
scheint durch einen damit einhergehenden Anstieg der MCP-1 Konzentration eine
Progression sowie Ruptur atherosklerotischer Plaque zu beginstigen und dadurch

kardiovaskuldare Komplikationen, wie das akute Koronarsyndrom (ACS) zu verursachen
137,124
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Zahlreiche andere bisher unternommene Bemuhungen das Kollateralarterienwachstum bei
Patienten zu stimulieren, wie z.B. durch die Applikation des fibroblast growth factor (FGF)
oder des vascular endothelial growth factor (VEGF) lieferten bis dato ebenfalls enttduschende
Ergebnisse “>*1%_Hierfur konnen zahlreiche Griinde als ursachlich angesehen werden. Zum
einen waren speziesspezifische Unterschiede zu nennen. Wahrend bei M&usen z.B. nur einige
wenige Zellzyklen erforderlich sind, um eine praexistente Arteriole der Grofke 30-50 um in
ein reifes Kollateralgefdll zu Uberfuhren, bedarf es beim Menschen einer weitaus héheren
Anzahl an Zellzyklen sowie eines aufwandigen Umbauprozesses des umgebenden Gewebes
192 " AuRerdem finden Komorbiditaten, wie z.B. Dyslipiddmie oder Diabetes mellitus, die
regelhaft bei Patienten mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen vorliegen, im Tiermodell keine
Berlcksichtigung. Es wird jedoch vermutet, dass gerade diese zu einer erheblichen

Einschrankung des arteriogenen Potentials beitragen *2°.

Dartiber hinaus wurde in zahlreichen Kklinischen Studien deutlich, dass eine lokale
Behandlung mit bestimmten Zytokinen, wie beispielsweise mit GM-CSF oder MCP-1, neben
einer Stimulation des Kollateralarterienwachstums auch eine Progression atherosklerotischer
Plaques begiinstigt *?*. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die Vorgéange, die wahrend der
Arteriogenese stattfinden, denjenigen der Atherosklerose sehr ahnlich sind. Bei beiden kommt
es zu einer Heraufregulation von Adhésionsmolekilen, zur Monozyteninvasion, zur
Generierung eines inflammatorischen Milieus sowie zur Migration und Proliferation von
SMCs '

Die Losung dieses Problems konnte daher in der ldentifikation pro-arteriogener Stimuli
liegen, die jedoch zu keiner weiteren Progression der Atherosklerose beitragen **. Zudem sind
die molekularen Mechanismen, die dem Kollateralarterienwachstum beim Menschen
zugrunde liegen, noch nicht vollstandig verstanden und bedirfen weitergehenden

Nachforschungen %

. Ein primér nichtpharmakologischer Versuch die Arteriogenese zu
stimulieren scheint jedoch aus genannten Grinden vielversprechender und mit hoheren
Erfolgsaussichten verbunden zu sein, als die Applikation inflammatorischer Zytokine, da

Letztere auch immer mit dem Risiko einer Aggravierung der Atherosklerose einhergeht.
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2.2. Grundlagen der Arteriogenese
Der Begriff der Arteriogenese wurde etabliert, um eine Abgrenzung zu anderen Vorgangen

des GefaBwachstums wie Vaskulogenese und Angiogenese zu ermoglichen .

Vaskulogenese

Der Begriff Vaskulogenese beschreibt die ,,Gefa3bildung von Venen, Arterien und Kapillaren

« 12 Bei diesem Prozess

aus pluripotenten Angioblasten wéhrend der Embryogenese
differenzieren Angioblasten zu Endothelzellen, welche nachfolgend ein GeféBnetzwerk

formen %.

Angiogenese

Hierunter versteht man die Aussprossung endothelialer Zellen, die in der Ausbildung
kapillarer Netzwerke resultiert ®*. Im Gegensatz zur Arteriogenese erfolgt dieser Prozess in

von Ischdmie und Hypoxie betroffenen Arealen.

Die verminderte Oxygenierung der betroffenen Zellen fuhrt zu einer vermehrten Expression
und Aktivierung des hypoxia-inducible transcription Faktors 1 (HIF-1), was wiederrum eine
gesteigerte Transkription zahlreicher Gene nach sich zieht. Hierzu z&hlen v.a. diejenigen, die
flr die Stickstoffmonoxidsynthasen 1-3 (NOS 1-3) sowie den vascular endothelial growth
factor (VEGF) codieren *>1%8%21 Somit kommt es, aufgrund erhéhter NO Konzentrationen,
zur Vasodilatation. Auflerdem stimuliert VEGF die endotheliale Zellproliferation, was zum
Knospen und Aussprossen der kapillaren Netzwerke fihrt *?°. VEGF bewirkt dariiber hinaus
eine Steigerung der Gefél3permeabilitdt, was mit einer konsekutiven Extravasation von
Plasmaproteinen einhergeht, welche ein provisorisches Geriist fur die migrierenden

Endothelzellen ausbilden %°.

Gemal dem Gesetz von Hagen-Poiseuille ist der Fluss in einem GeféalRabschnitt proportional
zur vierten Potenz des Radius. Um eine grofRe Konduktanzarterie ersetzen zu kdnnen, wére
folglich eine viel zu hohe Anzahl an Kapillaren erforderlich. Dies wirde zum einen sehr viel
Platz in Anspruch nehmen und wére zudem mit einem hohen Energieverbrauch assoziiert,
weshalb das Prinzip der Angiogenese keine therapeutische Option bei der Okklusion
wichtiger Konduktanzarterien darstellt 2.
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Arteriogenese

Prinzip

Der Begriff Arteriogenese bezeichnet die Transformation préexistenter kollateralarteriolérer
Anastomosen zu funktionellen Konduktanzgeféen. Hierbei handelt es sich um einen
natlrlichen Schutzmechanismus, der die Versorgung des poststenotischen Gewebes nach

Okklusion eines Hauptversorgungsgefales gewahrleistet *%.

Wie bereits 1971 von Schaper et al gezeigt werden konnte, handelt es sich dabei nicht nur um
eine schlichte Vasodilatation, sondern um einen aktiven Mechanismus, bei welchem v.a. die
Proliferation des Endothels und der glatten GefaRmuskelzellen eine wichtige Rolle spielen .
Arteriogenese findet, im Gegensatz zur Angiogenese, im nicht ischdmischen Gewebe, auf
Hohe der GefélRokklusion statt und ist prinzipiell in der Lage den Funktionsverlust einer

verschlossenen Avrterie vollstandig zu kompensieren 10412,

Mechanische Krafte in Form von laminarer Scherkraft dienen als Hauptinitiator dieses

®  Daneben bilden eine erhaltene Endothelfunktion sowie die Chemotaxis

Prozesses
mononukledrer Zellen, die Sekretion von Zytokinen und damit die Generierung eines
entsprechenden inflammatorischen Milieus, die Proliferation von glatten GefalBmuskelzellen
(vascular smooth muscle cells, vSMCs) sowie die Produktion von NO und eine ausgeglichene
Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies die Grundvoraussetzung fur ein erfolgreiches

Remodeling im Rahmen der Arteriogenese ‘%20,

Mechanische Faktoren

Im Rahmen von Gefélistenosen kommt es zum Abfall des arteriellen Drucks im Bereich
hinter der Stenose. Das Blut flieBt dann Uber die praexistenten arterioldren Anastomosen,
welche nun eine Region hohen Drucks mit einer Region niedrigen Drucks verbinden .
Hierdurch kommt es zu einem Anstieg der Blutflussgeschwindigkeit und damit einhergehend
zu einer Erhohung der laminaren Scherkréafte (fluid shear stress, FSS) in den

KollateralgefaRen *1:89110.109

. Der FSS ist proportional zur Blutflussgeschwindigkeit und
umgekehrt proportional zur dritten Potenz des KollateralgefaRradius. Aus diesem Grund fiihrt

ein gesteigerter Blutfluss direkt zu einem Anstieg des FSS *°.
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Wahrend des Wachstums nimmt der Radius des Kollateralgefales zu, dadurch fallt der FSS
schnell wieder ab. Dies konnte als urséchlich dafiir angesehen, dass der Prozess der
Arteriogenese friihzeitig stoppt, und nur ca. 35-40% der maximalen Leitfahigkeit der zu

ersetzenden Arterie kompensiert °"°.

Die erste Reaktion des Endothels auf gesteigerten FSS ist NO-vermittelt, durch Expression
eines Proteinkomplexes bestehend aus E-Cadherin, dem vascular endothelial growth factor
receptor 2 (VEGFR-2) und dem platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM) sowie
zahlreichen Transkriptionsfaktoren, wie z.B. CARP (cardiac-restricted ankyrine repeat
protein) und klIf2 (kruppel-like factor 2). NO fihrt zur Bildung von VEGF, welches
zusammen mit calciumaktivierten lonenkandlen mit der osmotischen Regulation des
Endothels interferiert. Dies veranlasst die Endothelzellen in ihren synthetischen Phanotyp
uberzugehen. Die SMCs der Media vollziehen ebenfalls eine Veranderung ihres Phanotyps
und treten in den Zellzyklus ein **. Zudem kommt es zur Anlockung, Adhésion und Invasion
von Monozyten, Lymphozyten und Mastzellen, welche nachfolgend den perivaskularen Raum
invadieren *°. Neben den mononukledren Zellen spielen vorallem CD4- und CD8-positive
Zellen sowie naturliche Killerzellen (NK) eine wichtige Rolle im Rahmen der Arteriogenese,
da diese eine Reihe von Zytokinen, wie z.B bFGF und VEGF produzieren und wahrscheinlich

durch parakrine Mechanismen zum kollateralarteriolarer Remodeling beitragen 62714,

Endothel, zirkulierender Zellen und Zytokine

Der hohe FSS bewirkt eine Aktivierung der Endothelzellen, die sich im Remodeling des
Zytoskeletts sowie einer veranderten Genexpression auRert ‘%2, Auf der Endotheloberflache
kommt es zu einer gesteigerten Expression von Adhésionsmolekilen wie der interzellulédren
Adhasionsmolekiile-1 und 2 (ICAM-1 und 2), die an der Adhdrenz und Migration von
Monozyten beteiligt sind *°2. AuBerdem wird vermehrt Monocyte-Chemoattractant-Protein-1
(MCP-1) gebildet, was die Chemotaxis von Monozyten begiinstigen soll *-891101% pje
Monozyten adhdrieren mit Hilfe ihres Macrophage-1- antigen- Rezeptors (Mac-1 Rezeptor)
an das endotheliale Oberflachenmolekil ICAM-1 und transmigrieren in das perivaskulare
Gewebe °!. Hier angekommen differenzieren sie sich zu Makrophagen, welche nachfolgend
Wachstumsfaktoren und Zytokine sezernieren, die wiederrum weitere Monozyten anlocken
und auRerdem eine Stimulation der Endothel- und glatten Gefamuskelzellen bewirken %2

Neben MCP-1, welches die Attraktion weiterer Monozyten induziert, spielen v.a. der
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Tumornekrosefaktror alpha (TNFa), der zur Generierung eines entsprechenden
inflammatorischen Milieus beitrégt, der basic fibroblast growth factor (b-FGF), welcher ein
Mitogen fir Endothelzellen und glatte Gefallmuskelzellen darstellt sowie die Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), die den Umbau der alten GefaRstruktur unterstiitzen und neuen

Raum schaffen, der fiir die Expansion des GefaRes bendtigt wird, eine wichtige Rolle >,

Stimulation glatter GefaRmuskelzellen

Die Proliferation der glatten GefaBmuskelzellen stellt den wichtigsten Schritt bei der
Transformation einer Arteriole zu einem reifen KollateralgefaR dar *°. Wahrend nur einige
wenige zusétzliche Endothelzellen fir die Entwicklung einer neuen Konduktanzarterie
erforderlich sind, bedarf es hingegen zahlreicher Schichten an glatten GefaRmuskelzellen 2.
Normalerweise liegen SMCs in einem differenzierten, kontraktilen Phénotyp vor. Sie
enthalten zahlreiche kontraktile Filamente und Intermediérfilamente und sind von einer
Basalmembran umgeben *’. Dadurch werden sie davon abgehalten zu proliferieren und zu

migrieren #9°0.79119,

Zu den von aktiviertem Endothel exprimierten Zytokinen gehéren u.a. auch die Monocyte-
Chemoattractant-Proteine 2 und 9 (MCP-2 und 9) sowie der Urokinase-Typ Plasminogen
Aktivator (u-PA), die eine Proteolyse der Basalmembran sowie der Membrana elastica interna
und externa bewirken 2218417 Djeser Vorgang ist notwendig, um die strukturellen Barrieren,
die das GefaBwachstum hemmen, zu lberwinden und somit die Expansion und das nach

auRen gerichtete Wachstum der Kollateralen zu ermoglichen #9-°0119.79.131

Der Verlust der Basalmembran erlaubt zudem eine direkte Interaktion zwischen den SMCs
und zahlreichen von Makrophagen bzw. eigens von SMCs produzierten Wachstumsfaktoren,
was die Phanotypveranderung sowie Migration und Proliferation der SMCs begiinstigt *#*.
Die Modifikation der SMCs hin zu einem unreifen synthetischen Phanotyp erlaubt es ihnen
schlieBlich in die Intima zu migrieren, zu proliferieren, extrazelluldre Matrixkomponenten zu
sezernieren und an der Entwicklung und Formation der Intima teilzunehmen. Letztere fihrt
zusammen mit zahlreichen anderen zelluld&ren Mechanismen, wie Monozyteninvasion,
Apoptose und extrazellulérer Proteolyse letztendlich zu einem 20-50 fachen Anstieg des
Diameters und der Gewebsmasse *’. Nach Abschluss der erforderlichen Zellteilungen nehmen
sowohl die Endothel-, als auch die glatten Gefalmuskelzellen wieder ihren urspringlichen

Phanotyp an *%.
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Die Rolle von Stickstoffmonoxid

Die NO-Synthese wird durch das Enzym Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) katalysiert. Die
NOS konvertiert Arginin und molekularen Sauerstoff zu NO und Citrullin. Diese Reaktion
erfordert Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat (NADP), Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD), Flavinmononucleotid (FMN) und Tetrahydrobiopterin als Kofaktoren **. Bei den NO-
Synthasen lassen sich 3 Subtypen unterscheiden, deren Namensgebung nach den Zellen

erfolgte, in denen sie erstmals entdeckt wurden *.

Die neuronale NO-Synthase (NNOS bzw. NOS I) stellt, wie die eNOS, ein Calcium
(Ca?*)/Calmodulin-abhangiges Enzym dar. Das von ihr produzierte NO agiert v.a. als

Neurotransmitter und Neuromodulator im zentralen und peripheren Nervensystem .

Die induzierbare NO-Synthase (iINOS bzw. NOS II) wurde erstmals aus aktivierten
Makrophagen isoliert und ist aufgrund der intrinsischen Calmodulin-Untereinheit unabhangig
von erhdhten Ca”* Spiegeln. Die Induktion der iNOS durch immunologische Stimuli, wie z.B.
durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) oder durch Zytokine, kann in fast allen Zelltypen
erfolgen “®. Im menschlichen Organismus wird die iNOS jedoch v.a. durch immunkompetente
Zellen, wie Monozyten/Makrophagen, Neutrophile, Eosinophile und T-Lymphozyten

exprimiert 869128130

Die endotheliale NO-Synthase (eNOS oder NOS I11) wird hauptsachlich von Endothelzellen
exprimiert. Das von ihr gebildete NO stellt einen wichtigen Vasodilatator dar und hemmt

zudem die Adhasion und Aggregation von Thrombozyten “*.

NO ist somit als endogener Mediator in eine Vielzahl von physiologischen Prozessen
involviert: Regulation des Gefélstonus, Hemmung der Thrombozytenfunktion, Abwehr des
Organismus gegen eindringende Pathogene sowie den Schutz vor Tumorerkrankungen.
AuRerdem ist NO an Regulationsprozessen der glatten Muskulatur beteiligt und fungiert als

neuronaler Transmitter *

. NO st als Radikal jedoch auch an der Entstehung von
Gewebsschaden im Zusammenhang mit verschiedenen inflammatorischen Prozessen sowie
Autoimmunkrankheiten beteiligt, indem es mit Sauerstoff (O,), bzw. von Oj-abgeleiteten
Stoffen reaktive Sauerstoff-/ und Stickstoffspezies (RNOS) bildet, wie z.B. das
Peroxynitritanion, welches die fur die meisten durch NO-vermittelten toxischen Effekte

verantwortlich ist #3°878,
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Im Rahmen der Arteriogenese sind v.a. die eNOS und die iNOS von Bedeutung. Die eNOS
spielt eine wichtige Rolle beim Erhalt der Dichte nativer Kollateralgefale bis ins
Erwachsenenalter und ist auBerdem an der Vermittlung des Kollateralarterioldren
Remodelings im Rahmen obstruktiver GefaRerkrankungen beteiligt %°. Durch erhdhten FSS
im Zusammenhang mit sportlicher Aktivitdt kommt es zu einer Steigerung der eNOS-

Expression- und Aktivierung *°.

Letztere erfolgt durch einen Akt-Phosphorylierungs-
abhangigen Signalweg, welcher wiederrum vom AusmaR des oxidativen Stresses abhangt.
Wahrend milder oxidativer Stress den Akt/eNOS Signalweg aktiviert, fuhrt starker oxidativer
Stress zu einer Hemmung der eNOS Phosphorylierung und damit der Aktivierung %, Die
eNOS Phosohorylierung findet an Serin 1177 statt und stellt eine posttranskriptionelle

Modifikation dar *°.

Eine erfolgreiche Transformation praexistenter Kollateralen hin zu funktionellen
Konduktanzgefallen scheint erheblich von der Funktion der iINOS abhéngig zu sein.
Experimentellen Studien zufolge fuhrt eine Hemmung der iNOS durch Gabe von L-Nitro-
Arginin Methyl Ester (L-Name) zu einer Inaktivierung der fur das Kollateralarterienwachstum
essentiellen Monozyten bzw. Makrophagen, die als Hauptproduzenten der iNOS fungieren
und deren Funktion entscheidend von der Aktivitat der iNOS abhangig ist .

Exercise und endotheliale Dysfunktion

Korperliche Inaktivitdt stellt einen unabhdngigen Risikofaktor bei der Entstehung

7 Das Risiko im Verlauf des Lebens eine KHK zu

kardiovaskularer Ereignisse dar
entwickeln, wird durch fehlende sportliche Aktivitat verdoppelt "*%. Tagliches aerobes
Training hingegen wird als effektive MalRnahme, sowohl in der Primdr-, als auch in der

Sekundérpravention kardiovaskularer Ereignisse angesehen "%,

So wirkt sich sportliche Aktivitat glnstig auf mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen assoziierte
Risikofaktoren, wie das Korpergewicht, die Serumlipidkonzentration, psychosozialen Stress,
Bluthochdruck, Insulinresistenz und Diabetes mellitus aus ***. Die Gemeinsamkeit dieser
Erkrankungen besteht im Vorliegen einer endothelialen Dysfunktion, die mit einer
eingeschrankten Aktivitdt der eNOS und somit einer verminderte NO Bioverfligbarkeit
einhergeht %. Dies ist als ursachlich fiir die eingeschrankte Entwicklung der KollateralgefaRe
im Rahmen der Arteriogenese anzusehen 2. Normalerweise ist das vaskulare Endothel, durch

Freisetzung endothelabhéngiger vasoaktiver Mediatoren, entscheidend an der Modulation des
18



lokalen GefaBtonus beteiligt *’. Die vaskuldren Anpassungen im Rahmen von kérperlicher
Betatigung umfassen zum einen die Veranderung der neurohumuralen Kontrolle %7
Hierbei kommt es durch die Exercise-induzierte Steigerung der NO Produktion zu einer
Modifikation der endothelabhdngigen vaskuldren Reaktion zu Gunsten der Vasodilatation

2223242981 " Dariiber hinaus werden durch Exericse auch strukturelle Veranderungen

65,66,76

(Arteriogenese und Angiogenese) induziert . Bei Patienten mit KHK, chronischer

Herzinsuffizienz und pAVK léasst sich durch regelméRige korperliche Aktivitat eine

Verbesserung der Endothelfunktion erzielen #8047313.115,

Dem préaventiven sowie rehabilitativen Effekt des Ausdauertrainings im Zusammenhang mit
endothelialer Dysfunktion und konsekutivem Auftreten atherosklerotischer Prozesse liegt eine
gesteigerte Expression der eNOS zugrunde. Das von ihr gebildete NO inhibiert zahlreiche
Schritte, die an der Entstehung der Atherosklerose beteiligt sind, wie z.B.
Leukozytenadhasion an das Endothel, Migration der vSMCs in den subendothelialen Raum

sowie Thrombozytenaggregation im GefaRlumen .

Korperliche Aktivitét greift zudem in die Regulationsmechanismen des vaskuldren oxidativen
Stresses ein. Ausdauertraining fuhrt Gber gesteigerten FSS zu einer Aktivierung der
endothelialen NADPH Oxidase und bewirkt dadurch eine gesteigerte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies, wie Superoxid und Hydrogenperoxid 2. Dieser Anstieg des vaskularen
oxidativen Stresse scheint jedoch nur transient zu sein, da hierbei nur wenig Zeit fur zellulare
Anpassungsreaktionen bleibt, die auf einem veranderten Genexpressionsmuster basieren .
Das durch die NADPH Oxidase gebildete Superoxid ist kaum in der Lage Zellmembranen zu
durchdringen und wird schnell durch Superoxiddismutasen (SOD) zu Hydrogenperoxid
konvertiert, welches viel stabiler ist und durch die GefaRwand diffundieren kann .
Hydrogenperoxid wiederrum steigert die Expression und Aktivierung der eNOS durch
Phosphorylierung mit Hilfe der Ca**/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase I1/Januskinase II
3114 Die Superoxiddismutasen, deren Bildung wiederrum durch NO stimuliert wird, bewirken
ihrerseits als Radikalfanger eine verminderte Inaktivierung von NO durch Superoxid und
andere ROS %%, Dieser Anstieg der eNOS Expression und Aktivierung in Verbindung mit
einer erhdhten NO Bioverfligbarkeit scheint jedoch ebenfalls nur von vorriibergehender Dauer
zu sein. Denn sowohl mittelfristig, als auch langfristig durchgefuhrtes Ausdauertraining
moderater Intensitat fuhrt zu einer Beeinflussung der vaskuldren Genexpression, die sich
durch verminderte Bildung von ROS, in Kombination mit einer gesteigerten antioxidativen

Kapazitat, in einer Reduktion des vaskuldren oxidativen Stresses auBert °2. Die Zunahme des
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Gefalldurchmessers wahrend der Umbauvorgdnge im Rahmen der Arteriogenese resultiert
schliellich in einem Abfall des FSS und folglich in einer verminderten Aktivierung der
NADPH Oxidase und geringerem vaskuldarem oxidativem Stress. Langzeittraining scheint
demnach durch ein anderes Genexpressionsmuster charakterisiert zu sein, als kurz- oder

mittelfristig durchgefiihrtes Ausdauertraining %.

Die Rolle inflammatorischer Zytokine

Entziindungsvorgéange spielen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese kardiovaskularer
Erkrankungen ®. So stellt die Atherosklerose einen inflammatorischen Prozess dar, welcher
durch Monozyten/ Makrophagen vermittelt wird. Diese sind an der Plaqueformation sowie
der Entstehung kardiovaskularer Komplikationen beteiligt °*. Nach Aktivierung in der
arteriellen Gefalwand produzieren sie Zytokine, welche nachfolgend Schaden verursachen.
So filhrt beispielsweise eine Uberexpression von TNFa zu endothelialer Dysfunktion,

Plaqueinstabilitat und Gewebsschaden in der arteriellen GefaRwand &122,

Die endotheliale Dysfunktion ist ihrerseits mit verminderten NO Spiegeln und gesteigertem
oxidativem Stress assoziiert. Letzterer ist wiederrum entscheidend an der Initiierung und
Progression der Atherosklerose beteiligt und tragt zur Instabilitat atherosklerotischer Plaques
bei, was wiederrum zu erheblichen Komplikationen, wie dem akuten Koronarsyndrom (ACS)

und plotzlichem Tod fuhrt %73,

Freiwilliges Training scheint durch seine antiinflammatorischen Effekte kardioprotektiv zu
wirken, wobei diese Effekte vermutlich dosisabhéangig (Art, Intensitat, Dauer des Sports) sind
35598835684 Eq scheint zudem ein umgekehrt proportionales Verhaltnis zwischen dem Ausmaf

korperlicher Aktivitat und der Hohe der inflammatorischen Marker zu bestehen .

Wahrend nur  vorribergehende/kurzzeitige  korperliche  Aktivitdt  in  einer
proinflammatorischen Reaktion resultiert, bewirkt Ausdauertraining eine Reduktion
inflammatorischer Zytokine, wie z.B. von Interleukin 6 (IL6), TNFo, dem hochsensitiven C-
reaktiven Protein (hsCRP) und Interleukin 18 (IL-18) *’. Dies scheint durch einen gesteigerten
Parasympathikotonus vermittelt zu sein, welcher mit einer erhdhten Acetylcholinbildung
einhergeht. Letzteres bewirkt tber einen cholinergen antiinflammatorischen Signalweg eine

Hemmung der Synthese von TNFo und anderen Zytokinen *2°.
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2.3. Ziele der Arbeit

Korperliche Aktivitat gilt als effektive Malinahme in der Primar- und Sekundarpravention
kardiovaskularer Erkrankungen.
Bisher existiert nur wenig Literatur ber die Effekte von préaventivem Ausdauertraining auf

das Wachstum von KollateralgefaRen im Rahmen von stenosierenden GefaRprozessen.

Ein genaueres Verstandnis der zugrunde liegenden Mechanismen und biochemischen sowie
physiologischen Prozesse ist jedoch mit Hoffnungen fur zukinftige Therapieansatze

verbunden.

Ein primar nichtpharmakologischer — Therapieansatz wirde, gerade auch aus
volkswirtschaftlicher Sicht, eine kostengiinstige Alternative im Vergleich zu operativen
Interventionen bzw. teuren Medikamenten darstellen. Zudem konnten auf diese Weise
zusatzliche, durch die Applikation weiterer Pharmaka induzierte, unerwinschte

Arzneimittelwirkungen sowie Arzneimittelinteraktionen vermieden werden.

Diese Arbeit untersucht daher folgende Punkte:

1) Den Einfluss freiwilligen Ausdauertrainings auf das Wachstum von
Kollateralgefalen und die Perfusionswiederherstellung im Mausehinterlauf nach

Femoralarterienligatur

2) Die Effekte praventiver korperlicher Aktivitat auf die lokale Zytokinexpression in

Skelettmuskulatur und Milz

3) Die Bedeutung von Stickstoffmonoxid fir die trainingsinduzierte Arteriogenese
anhand von Wildtyp- und Knockoutmausen

4) Die Auswirkungen von Ausdauertraining auf inflammatorische Parameter und die

NO-Synthase Expression in humanem Blut
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3. Material

3.1. Verwendete Substanzen

0,9% NaCl - Losung, B. Braun AG, Melsungen

2-Propanol (Isopropanol), Merck, Darmstadt, DE

3fach-Antikorper, Ly6C-Alexa Fluor 488, CD115-PE, CD11b-PE-Alexa Fluor 647, AbD
Serotec

Acrylamide 30%, Bio Rad, Minchen, DE

Adenosin, 6mg/2ml, Sanofi aventis, Frankfurt, Deutschland

Ammonium Persulfate (APS), Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE

Ampuwa, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, DE

Aprotinin, Sigma- Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Aqgua ad injectabilia (Ampuwa), B. Braun AG, Melsungen

Aqua dest., B. Braun AG, Melsungen

Biocoll Separating Solution, Biochrom AG, Berlin

Bromphenol Bluelndicator, E. Merck, Darmstadt, DE

BSA, Albumin bovine Fraction V, pH 7.0, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE

Chloroform, Sigma- Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Citronensaure-Monohydrat, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

D-(+)-Glukose, Sigma- Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Developer A (for medical x-ray film processing), AGFA- Healthcare, Mortsel, Belgien

Developer B (for medical x-ray film processing), AGFA- Healthcare, Mortsel, Belgien

Dinatriumhydrogenphosphat, E. Merck, Darmstadt, DE
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Dithiothreitol (DTT), Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Erythrozyten-Lyse (BD FACS Lysing Solution), BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Ethanol (absolut), Merck KGaA, Darmstadt, DE

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Sigma

FACS Clean, BD Biosciences, San Jose, CA, USA

FACS Flow, BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Fetal Bovine Serum (FBS), Invitrogen, South America

Fluorescent Mounting Medium, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark

Glukose, Sigma- Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Glycerol, Sigma- Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Glycin, Sigma- Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Goat-Serum, Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA

HCL (conc.), Sigma- Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Heparin — Na Braun, 10000 IE/ml, B.Braun AG, Melsungen

High Range Marker, Precision Plus Protein, BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Kaliumchlorid, Merck, Darmstadt, DE

Kaliumdihydrogenphosphat, Merck, Darmstadt, DE

Ketavet, Ketaminhydrochlorid, 200mg/ml, Pfizer, Berlin, Deutschland

Leupeptin, Sigma- Aldrich, Saint Louis, MO, USA

LPS, Lipopolysaccharides Escherichia coli 055:B5, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Methanol, Merck KGaA, Darmstadt, DE

Methylbutan, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Milchpulver, Sucofin, TSI GmbH, Zeven, DE

Mounting medium for Fluorescence with DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, USA

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Sigma- Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Natriumazid, Sigma — Aldrich Co. St. Louis, MO, USA

Natriumchlorid, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Natriumdodecylsulfat (SDS), Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat, VWR, Haasrode, Belgien

PenStrep, Penicillin/Streptomycin, Invitrogen, Auckland, Neuseeland

peqGOLD RNA-Pure, peqlLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF), Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Proteinase K, recombinant, Roche Diagnostics, Indianapolis, USA

Rapid Fixer (for medical x-ray film processing), AGFA-Gevaert AG, Mortsel, Belgien

Rompun, 23.32mg Xylazinhydrochlorid/ml, Bayer, Leverkusen, Deutschland

RPMI Medium, Invitrogen, Auckland, Neuseeland

Sodium Citrate, Dihydrate, Calbiochem, La Jolla, CA, USA

Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS), Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, Warrington/ UK

Tagman Gene Expression Mastermix, Applied Biosystems, manufactured by Roche, New
Jersey, USA

Tissue freezing medium, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch

Tris[hydroxymethyl]aminomethan (TRIS, TRIZMA-Base), VWR, Leuven, Belgien

Tris-HCI, Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tween 20 und 80, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Saint Louis, MO, USA
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3.2. Verwendete Puffer und Lésungen

Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich die Mengenangaben der Pufferbestandteile auf

ein Endvolumen von 1000 ml.

1M Tris 500ml enthalten:

60,6 g Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
500 ml Ampuwa

pH 6,8

1,5M Tris 500ml enthalten:

90,9 g Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
500 ml Ampuwa

pH 8,8

10% SDS 500ml enthalten:
50 g Natriumdodecylsulfat (SDS)
500 ml Aqua dest

10% SDS 500ml enthalten:
50 g Natriumdodecylsulfat (SDS)
500 ml Aqua dest.

10x PBS 80 g NaCl

2 g KCl

2,4 g KH2PO4
14,4 g Na2HPO4
pH 7.4

10x PBS Tween 1110x PBS + 10 ml Tween

ACD-A Stabilisator 229 Natriumcitrat H,0
7,39 Zitronensaure
24,5g Glucose H,0

Elektrophoresepuffer 720 g Glycin

51,59 Tris

50 g SDS

ad 5000 ml Ampuwa
Entwickler-L6sung (2.51) Aqua dest.: 1.25I

Developer A: 11, Developer B: 0.25I
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FACS Puffer

500 ml enthalten:
500ml 1xPBS
25ml FBS

2,50 BSA

0,359 Na-Azid

Fixierer-Losung

(2.51) Aqua dest.: 2l, Rapid Fixer: 0.5l

Hanks balancierte Salzlésung

500 ml enthalten:
0,49 KCI

0,069 KH2PO4
0,359 NaHCO;

8g NaCl

0,04788g Na;HPO,
1g D-Glucose

Ladepuffer

2,0 ml Glycerol

2,0 ml SDS (10%)

0,25 mg Bromphenolblau

2,5 ml Stacking Gel Puffer

ad 9,5 ml Ampuwa

und frisch 25ul DTT/ 475ul Ladepuffer

Lysepuffer

100 ml enthalten:
10ml 10% SDS
0,5g Natriumazid
800ug Tween 80
5ml 1M Tris, pH 8,0
85ml Aqua dest.

33 mg Proteinase K

Lysepuffer (Gesamtprotein)

5 ml Tris (1M)

20 ml SDS (10%)

10 ml Glycerol

ad 15 ml Ampuwa

und frisch: 1ul PMSF und 1pl Leupeptin/ ml
LyP sowie 1ug Aprotinin/ ml LyP
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Milz EDTA Puffer

500ml enthalten:

50ml 10xPBS

5ml FBS

20 ul EDTA 0,5M

mit Aqua dest. auf 500 ml auffullen

steril filtrieren

Perfusionspuffer

994ml 0,9% NaCl
Iml Tween 20
5ml Adenosin (3mg/ml)

RPMI Medium

500ml enthalten:
500ml RPMI Medium
50ml FBS

5ml PenStrep

Sammelgel- Puffer

TRIS: 12g, mit HCI [conc.] pH 6.8
mit Aqua dest. ad 200ml

Stacking Gel Puffer

6,06 g Tris
4 ml SDS (10%)
ad 100 ml Ampuwa, pH 6,8

Transferpuffer

2,9 g Tris
14,5 g Glycin
200 ml Methanol

Trenngel- Puffer

TRIS: 90.75¢g
mit HCl[conc] pH 8.8
mit Agua dest. ad 500ml

WB- Gel 8%

Sammel- Gel:

30% Acrylamid/Bis-Solution: 1,7 ml,
Sammelgel- Puffer: 1,25 ml, 10%

SDS: 100ul, 10% APS: 100ul, TEMED:
10ul, Aqua dest: 6,8 ml

Trenn- Gel:
30% Acrylamid/Bis-Solution: 5,3 ml,
Trenngel- Puffer: 5,0 ml, 10% SDS: 200pl,
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Aqua dest. : 9,3 ml, 10% APS: 200ul,
TEMED: 12pl

3.3. Verwendete Kits

Absolutely RNA Microprep Kit, Stratagene, La Jolla, CA, USA

ADMA-Elisa, DLD Gesellschaft fir Diagnostika und medizinische Gerate mbH, Hamburg,
Deutschland

DC Protein Assay Reagent A, Cat.No. 500-0113, Bio-Rad, Hercules, CA, USA

DC Protein Assay Reagent B, Cat.No. 500-0114, Bio-Rad, Hercules, CA, USA

ECL- Kit,RPN2106, GE Healthcare, Amersham™, Buckinghamshire, UK

FluoSpheres® Blood Flow Determination, Fluorescent Color Kit #2, polystyrene
microspheres, 15um, Invitrogen, Eugene, OR, USA

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster City, USA

NOS detect Assay Kit, Agilent Technologies, CA, United States

Sensiscript Kit, Qiagen GmbH, Hilden

3.4. Verwendete Gerate

Autoklaviergerat Tuttnauer 3850 EL, Tuttnauer Europe B.V., Breda, Niederlande

Druckgeregeltes Perfusionssystem mit Rollerpumpe und SCP Modul fur Perfusion mit
Mikrosphdren — Perfusionlésungen, Hugo Sachs Elektronik — Harvard Apparatus GmbH,

March — Hugstetten

Eismaschine Scotsman Frimont MF 22, Scotsman Frimont, Milano, Italien

Elektrophoresekammer Mini- PROTEAN® 3 Cell, Bio- Rad, Hercules, CA, USA
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Elisa Reader, Model 550, BIO-RAD, Hercueles, CA, USA

Entwicklermaschine Curix 60, AgfaPhoto GmbH, Leverkusen

FACSCalibur, BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Glasplatte, Glas Plates, Bio- Rad, USA

Hamiltonpipette, 1710 RNR, Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, CH

Heizblock, HLC, HLC- Haep Labor Consult, Bovenden, DE

Heizblock, HLC, HLC- Haep Labor Consult, Bovenden, DE

Inkubationsschrank, Hera cell 150, Heraeus, Kendro Laboratory Products GmbH,

Langenselbold, Deutschland

Kamm, Comb, 10 well, 1.5, Bio- Rad, USA

Kryostat, Leica CM 1900, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch

Kihlraum- Schiittler, Reax 2, Heidolf, Schwabach, DE

Nikon DXM1200F, Nikon GmbH, Diisseldorf

Nikon Eclipse E600, Nikon GmbH, Dusseldorf

Nikon SMZ800, Nikon GmbH, Disseldorf
mit KL 1500 LCD Kaltlichtquelle, Schott AG, Mainz

Potter/ Homogenisator, B. Braun, Melsungen AG, Deutschland

Powerbox, Power Pac 200, Bio- Rad, USA

Px2 Thermocycler, Thermo Electron Corp., Waltham, MA, USA

Rontgenkassette 24 x 30cm, Dr. Goos-Suprema, Heidelberg

Schuttelwasserbad Typ 1086, Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwendel

Schuttler, Heidolph Polymax 1040, Schwabach, Deutschland

Spectrophotometer, DU 730, Bio-Rad, Hercueles, CA, USA
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StepOne Plus Real Time PCR System, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Trans- Blot® Transfer Medium, Bio- Rad, Hercules, CA, USA

Ultraschallreiniger Sonorex RK 31 0,91, Bandelin electronics, Berlin

Vortex VV3, VWR International, Darmstadt

Waage, ALC-Series 0.0001g Analytical Balances, Acculab UK, Edgewood, NY, USA

Waage, VIC-Series 0.01g Precision Balances, Acculab UK, Edgewood, NY, USA

Zentrifuge, Biofuge pico, Thermo Electron Corporation, Osterode, Deutschland

3.5. Verbrauchsmaterial

Bio Rad Extra Thick Filter Paper, Bio- Rad, Miinchen, DE

Cell Scraper, 25 cm, Sarstedt, Newton, USA

Dako Pen, Dako Cytomation, Glostrup, DK

Deckgléser 24 x 60 mm, VWR International GmbH, Darmstadt

FACS-Ro6hrchen, 5ml Polystyrene Round-Bottom Tube, BD Biosciences, Bedford, USA

Film, Amersham Hyperfilm™ MP, GE Healthcare Limited, Buckinghamshire, UK

Konische Polypropylenréhrchen (15ml, 50ml), BD Labware, Franklin Lakes, NJ, USA

MicroAmp 96 well plates, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Nadel, 18Gx1.57", 1.2x40mm, BD Microlance, Ireland

Nadel, 24Gx1"", 0.55x25mm, BD Microlance, Ireland

Nitrocellulosemembran, 0.2um, BIO-RAD, Germany

Optical Adhesive Covers, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
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Pipettenspitzen (weil3, gelb, blau),Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht

Polysine slides, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

Seide 6.0 (geflochten), Feuerstein GmbH, Berlin

S-Monovette, 10ml 9NC, Sarstedt, NUimbrecht, Deutschland

Zellfilter, 70um, BD Biosciences, Bedford, USA

Zellkulturschale, Durchmesser 100 mm/60.1mm?2, RNA-/DNA-frei, RNase-/DNase-frei,
TPP, Schweiz

3.6. Antikorper fur Immunhistochemie

Monoclonal anti — o — smooth muscle actin — FITC antibody, Clone 1A4, Sigma —
Aldrich Co. St. Louis, MO, USA

3.7. Primar AK fir Western Blot

eNOS / NOS- Ill rabbit — anti — mouse, Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen

GAPDH mouse — anti — mouse, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA

p—eNOS (Ser1177) mouse — anti — mouse, Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen

3.8. Sekundar AK fir Western Blot

Anti—-rabbit 1gG (whole molecule) peroxidase conjugate, Sigma-Aldrich Co. St. Louis, USA

Goat anti — mouse 1gG (H+L) HRP conjugate, Bio — Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
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3.9. Primer fir Real Time PCR (von Eurofins MWG Operon, Ebersberg)

MRNA

Primer

mm18S

fwd: 5" TCA ACACGG GAAACCTCACYT
rev: 5" ACC AGA CAAATCGCTCCACY

mmeNQOS

fwd: 5" CACCTACGACACCCTCAGTG ¥

rev:5 CTT GAC CCA ATAGCT GCT CAG &

mmIL6

fwd: 5" TCC TAC CCCAAT TTCCAATG 3
rev: 5" ACC ACA GTG AGG AATGTCCA

mmiNOS

fwd: 5" CAA GCA CCT TGG AAG AGG AG 3

rev: 5° AAG GCC AAA CAC AGC ATACC ¥

MMTNFa

fwd: 5" GAT TAT GGC TCAGGG TCCAA 3
rev:5" CTC CCT TTG CAG AACTCAGG 3
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4. Methoden

4.1. Versuchstierbehandlung

Mannliche, zwischen 8 und 12 Wochen alte C57BI/6 Wildtypmduse wurden in 3
Behandlungsgruppen unterteilt. Die Versuchstiere der Gruppen ,,Run“ und ,,Run and Rest*
erhielten je ein Laufrad in ihrem Ké&fig, welches an einen Kilometerzahler gekoppelt war.
Somit konnten die Laufdistanzen der einzelnen Méuse erfasst werden. Die Kontrollgruppe

erhielt kein Laufrad.

Nach einem Zeitraum von 3 Wochen wurde bei allen Tieren eine Ligatur der rechten A.
femoralis vorgenommen. Am selben Tag wurden bei den Méausen der Gruppe ,,Run and Rest*

die Laufrader entfernt.

Die Gruppe ,,Run“ behielt die Laufrdder, je nach Versuchsziel, noch fur einen weiteren
Zeitraum. Sollte Gewebe fir Untersuchungen mittels Western Blot, Real Time PCR oder
Immunhistochemie gewonnen werden, wurde das freiwillige Ausdauertraining dieser Gruppe
noch 3 Tage Uber die Ligatur hinaus fortgefuhrt. War eine Perfusion mit Microsphéaren
geplant, verlangerte sich dieser Zeitraum auf 7 Tage. Fur die Perfusionsmessungen mit
Microsphéren wurden neben den Wildtypma&usen ebenfalls eNOS-und iNOS- Knockoutméuse

verwendet, welche demselben Behandlungsschema unterlagen (siehe Abbildung 1A).

Bei einer Versuchstierreihe erfolgte die Transplantation von Knochenmark (KM). Hierfur
wurden Wildtypmause myeloablativ bestrahlt. Anschlieend wurde ihnen KM transplantiert,
welches entweder anderen Wildtypmausen entstammte (Kontrollgruppe) oder sie erhielten
KM, welches aus iNOS -/- Mé&usen isoliert wurde. Nach einem Erholungszeitraum von 6
Wochen erfolgte die Weiterbehandlung entsprechend derjenigen, der (brigen Tiere.

(siehe auch Abschnitt 4.5. ,,spezifische Behandlung der KM-transplantierten Mause*)

Zur Narkotisierung der Versuchstiere wurde fur alle durchgefiihrten Eingriffe ein Gemisch
aus 1ml Xylazin (Iml 2 20mg) und 2 ml Ketamin (Iml 2 100mg) hergestellt, welches mit
Hilfe von NaCl 1:10 verdunnt wurde. Davon wurden je 300ul/20g Maus appliziert. Getotet
wurden die Tiere schlieflich durch Applikation einer erhéhten Dosis unverdiinnter
Injektionsnarkose (300ul/20g Maus). Danach wurden jeweils Adduktorgewebe und Blut fiir
die spéater durchgefiihrten Untersuchungen isoliert.
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4.2. Trainingsprotokoll der Sportler

Alter Grole Gewicht BMI

Name |Geschlecht| (Jahre) (cm) (kg) (kg/m2)

B.M. ) 46 179 80 25

H.S. Q 46 174 61 20,3
K.F. 3 47 196 102 26,6
K.H. Q 45 166 56 20,4
K.M. Q 29 172 70 24,2
L.G. Q 57 160 55 21,6
L.S. Q 38 176 82 26,5
L.B. 3 54 168 77 27,1
P.L. ) 35 189 73 20,6
W.B. Q 43 165 72 26,6
MW 44 174,5 72,8 23,89
STABW 8,37 11,14 13,96 2,87

10 junge gesunde ménnliche und weibliche nicht sportlich aktive Probanden, im Alter von 29
bis 57 Jahren wurden in eine Trainingsstudie eingeschlossen. Diese sah vor, dass Uber einen
Zeitraum von 3 Monaten 3 Mal pro Woche im Freien (Waldweg, Sportplatz) trainiert werden
sollte, wobei eine dieser wdchentlichen Einheiten am Institut fir Sportmedizin zu absolvieren

war. Der Trainingsablauf gestaltete sich wie folgt:

1) 5 min Aufwéarmen durch Laufen/ Gehen bei 65-75% der maximalen HF
2) 4 Intervalllaufe (Dauer je 4 min): Laufen bei 80-90% der maximalen HF
3) Zwischen den Intervalllaufen: 3 min Laufen bei 65-75% der maximalen HF

4) 3 min Auslaufen bei 65-75% der maximalen HF

Blut wurde jeweils zu Beginn der Studie, vor und nach Absolvieren der ersten
Trainingseinheit, abgenommen sowie am Ende der Studie, vor und nach Absolvieren der

letzten Sporteinheit.

Aullerdem waren alle Teilnehmer dazu angehalten ein Trainingstagebuch zu fuhren, in
welchem sie Datum und Uhrzeit der einzelnen Sporteinheiten sowie sonstige Besonderheiten

vermerkten.
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4.3. Western Blot

Als Ausgangsmaterial wurde Adduktorgewebe, welches seit der Organentnahme bei -80° C
aufbewahrt wurde, verwendet. Ein ca. 150 pg schweres Gewebsstick wurde in 500 pl
Lysepuffer gepottert und anschlieBend fiir 5 min bei 4000 Umdrehungen zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgehoben. Hieraus erfolgte die Proteinbestimmung nach dem Verfahren
von Lowry et al (1951) °. Zu diesem Zweck wurde das Lysat mit Aqua dest zunachst 1:10
verdunnt und mit 100 pl Biorad D Protein Assay Reagent A versehen. Dadurch entstand ein
Kupfer-Protein-Komplex in alkalischer Losung. AnschlieBend wurden 800 pl Biorad D
Protein Assay Reagent B hinzugefiigt. Der zuvor gebildete Kupfer-Protein-Komplex
reduzierte das nun zugegebene Phosphomolybdat-Phosphowolframat- Reagens unter Bildung
einer blauen Féarbung, deren Intensitat proportional zur Proteinkonzentration der Lésung war.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte schlieBlich mit Hilfe des Photometers bei einer
Wellenldange von 540 nm. Als Leerwert diente ein Gemisch aus 20 ul Aqua dest, 100 pl
Reagenz A und 800 ul Reagenz B. Zur Fehlerminimierung wurden jeweils
Dreifachbestimmungen durchgefihrt.
Die gelelektrophoretische  Auftrennung der Proteingemische, entsprechend ihres
Molekulargewichts, erfolgte mit Hilfe eines 8%igen SDS-Polyacrylamid-Gels. VVor Beladung
des Gels, wurden jeweils 50 pg der zu untersuchenden Proben mit einer identischen Menge an
Ladepuffer vermischt und fur 7 Minuten auf 70° C erwarmt. Dieses Gemisch wurde
anschlieBend in die im Sammelgel befindlichen Gelslots pipettiert. Als Mitlaufkontrolle
wurde ein High Range Marker verwendet.
Nach Beflllen der Kammer mit Elektrophoresepuffer, wurde eine Spannung von 30 mA
angelegt. In den folgenden 2-3 Stunden wanderten die Proteine durch das Sammel- und das
darunter befindliche Trenngel, in welchem die eigentliche Auftrennung der Proteine erfolgte.
Nach Ablauf dieser Zeit wurden die aufgetrennten Proteine durch einen Abklatsch (Blot) des
Gels auf eine Nitrocellulosemembran (bertragen. Diese wurde anschlieBend fiir 30 Minuten
in 5%iger PBS-Tween-Milch langsam geschuttelt, um unspezifische Antikérperbindungen zu
vermeiden. AnschlieBend wurde die Membran bei 4°C (ber Nacht in 5 ml 1%ige PBS-Tween
Milch, die den Primé&rantikorper der entsprechenden Konzentration enthielt, inkubiert. Als
Ladekontrolle diente GAPDH.
Am darauf folgenden Tag wurden (berschiissige Reste des Primérantikorpers durch mehrere
Waschschritte (2x5 Minuten in 1x PBS-Tween, 2x10 Minuten in 1x PBS-Tween, 2x2
Minuten in 1x PBS-Tween) entfernt. Anschliefend wurden 50ml 1x PBS, welches den
Sekundarantikorper der entsprechenden Konzentration enthielt, auf die Membran gegeben
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und bei RT inkubiert, wobei der Schttler langsam rotierte. Fir Anti-Rabbit wurde eine
Inkubationszeit von 30 Minuten eingehalten, wohingegen fur Anti-Mouse nur 20 Minuten
erforderlich waren. Auf diesen Schritt folgte ein erneuter, dem Vorherigen identischer,
Waschzyklus.

Die Banden wurden schlieRlich durch Zugabe von ECL sichtbar gemacht. Dieses wird durch
die Peroxidaseaktivitit des Sekundarantikorpers bei 428 nm zum Leuchten gebracht, wobei
H.0, reduziert und Luminol oxidiert wird. Die Schwarzung des Rontgenfilms erfolgt direkt
proportional zur detektierten Proteinmenge. Der in der Dunkelkammer entwickelte Film
wurde schlielRlich eingescannt und am Computer mit Hilfe des Programmes Labworks
densitometrisch ausgewertet, wobei die Ergebnisse auf die Ladekontrolle (GAPDH) bezogen

wurden.

4.4. Quantitative Real Time (QRT) - PCR

Probenaufbereitung Milz

In einem ersten Schritt erfolgte die Zerkleinerung der Milzen in je 15 ml EDTA Puffer.
Dieses Gemisch wurde auf einen 70 um Filter gegeben, welcher anschlieBend mit 20 ml
1XxPBS durchgespiilt wurde. Die Isolation mononukledrer Zellen erfolgte durch
Dichtegradientenzentrifugation. Zwischenzeitlich wurden 15 ml Ficoll in ein anderes Gefal}
vorgelegt, worauf das Filtrat vorsichtig geschichtet wurde. Es folgte ein Zentrifugationsschritt
(20 Minuten bei 2200 Umdrehungen/Minute und 15°C; Bremse ausgeschaltet). Danach wurde
die schleierformige Interphase mit Hilfe einer Pipette gewonnen und zum Waschen mit
1xPBS auf ein Volumen von 50 ml aufgefillt. Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt (10
min bei 2200 Umdrehungen/Minute bei 4°C; Bremse eingeschaltet). Der Uberstand wurde mit
Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das verbleibende Pellet in 1 ml RPMI Medium

resuspendiert.

Die Zellzéhlung der auf diese Weise isolierten mononukledren Zellen erfolgte in der
Neubauerkammer. Mit Hilfe dieses Verfahrens konnte die Konzentrationen der einzelnen
Proben so aneinander angeglichen werden, dass nach Zugabe einer entsprechenden Menge an
RPMI Medium jeweils 2 Millionen Zellen/ml Medium vorlagen. Nach dem Transfer in
Petrischalen erfolgte eine Stimulation der MNCs mittels LPS. Dieses wurde zuvor 1:100 mit

RPMI Medium verdunnt. Davon wurde dann pro zugegebenem ml Medium je 1 ul zu jeder
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Probe hinzugefiugt. Es folgte eine dreistindige Inkubation im Inkubationsschrank.
Zwischenzeitlich wurde der Lysepuffer vorbereitet (pro ml Lysepuffer Zugabe von 7 pl -

Mercaptoethanol), dessen Verwendung den ersten Schritt der RNA Isolation darstellte.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und zu jeder Petrischale 350
ul des Lysepuffergemisches hinzugefiigt. Die am Boden haftenden MNCs wurden danach mit
Hilfe von Cellscrapern geldst und mittels einer Pipette im Lysepuffer resuspendiert, bevor das
Gemisch schlie3lich in ein Eppendorfgefal3 dberfiihrt wurde. Die weiteren Schritte der RNA
Isolation folgten den Herstellerangaben. Pro Probe wurde je 350 ul 70%igen Ethanols
zugegeben und durch grindliches Vortexen vermischt. Es folgte der Transfer in einen leeren
RNA — binding spin cup und ein Zentrifugationsschritt in der Tischzentrifuge (60 Sekunden
bei maximaler Geschwindigkeit). Das Filtrat wurde verworfen. Die Membran der spin cups
wurde durch Zugabe von je 600 pl Low Salt Wash Buffer und mehrfaches Zentrifugieren
gereinigt und getrocknet. Auf die nun trockenen Membranen wurden je 30 pul DNase —
Losung (25 pl DNase Digestion Buffer + 5 pl RNase — free DNase 1) gegeben, bevor eine 15
mindtige Inkubation bei 37°C erfolgte. Nach Ablauf dieser Zeit wurden, unter VVerwendung
des High- und Low-Salt Wash Buffers, wiederrum mehrere Wasch- und
Zentrifugationsschritte (jeweils 1-2 Minuten bei Maximalgeschwindigkeit) vorgenommen,

wobei das Filtrat jeweils verworfen wurde.

Vor Zugabe des Elution Buffers wurde der spin cup mit der gebundenen RNA auf ein
frisches, Nukleinsdure — und RNase — freies Eppendorfgefal gesteckt. Dann wurden je 30 pl
Elution Buffer, welcher zuvor mit Hilfe eines Heizblockes auf 60°C erwérmt wurde, direkt
auf die Membran gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 Minuten bei RT folgte ein letzter
Zentrifugationsschritt. Das daraus resultierende Filtrat enthielt die RNA der mononukleéren

Zellen und wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C  gelagert.

Probenaufbereitung Adduktor

Ein Viertel des M. adductor magnus wurde in 1 ml RNA Pure gepottert. Das Homogenat
wurde mit 200 pl Chloroform versetzt und griindlich gemischt, bis die Probe milchig wurde.
Auf eine Inkubationszeit von 10 Minuten bei RT folgte ein Zentrifugationsschritt (5 Minuten
bei 12000 Umdrehungen/Minute und 4°C), wodurch sich das Gemisch in 3 Phasen auftrennte.
Die obere wéssrige Phase enthielt die RNA und wurde in ein neues GefaR tberfuhrt, in
welches bereits 500 pl Isopropanol vorgelegt wurden. Nach grundlichem Mischen erfolgte

eine Inkubationszeit von 15 Minuten bei 4°C, bevor erneut zentrifugiert wurde (10 Minuten
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bei 12000 Umdrehungen/ Minute und 4°C). AnschlieBend wurde der isopropanolhaltige
Uberstand angehoben und die Proben mit 1ml 75%igem Ethanol versetzt. Auch hiernach
wurde, unter den gleichen Bedingungen wie zuvor, zentrifugiert. Das am Boden des
Eppendorfgefales haftende Pellet wurde nach Abheben des Uberstandes kurz an der Luft
trocknen gelassen, bevor es schliellich in 20 pl Injektionswasser resuspendiert wurde. Durch
Erhitzen auf 60°C wurde die Loslichkeit verbessert. Die Proben wurden bis zur

Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

Probenaufbereitung humanes Blut

Von jedem Probanden wurden zu Beginn und am Ende der Studie jeweils vor und nach dem
Training 20 ml Citratblut entnommen, welches durch Zugabe von 1xPBS auf ein VVolumen
von 35 ml aufgefullt wurde. Dieses Gemisch wurde vorsichtig auf je 15 ml Ficoll geschichtet,
welches zuvor in ein anderes Gefal vorgelegt wurde. Der weitere Ablauf war mit dem unter
,Probenaufbereitung Milz*“ beschrieben Vorgehen identisch. Das nach dem letzten
Zentrifugationsschritt und Abheben des Uberstandes entstandene Pellet wurde allerdings in 7
ml 1xPBS resuspendiert. Danach wurde erneut fir 10 min bei 3000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und zu dem entstandenen MNC-haltigen Pellet
wurde jeweils 1 ml RNA Pure gegeben. Dies stellte den ersten Schritt der RNA Isolation dar.
Der weitere Ablauf folgte dem unter ,,Probenaufbereitung Adduktor beschriebenen

Vorgehen.

RNA- Bestimmung

Mit Hilfe von Injektionswasser wurde eine 1:50 Verdlinnung einer jeden Probe hergestellt,
die bei 260 und 280nm photometrisch gegen einen Leerwert (50 pl Injektionswasser)

gemessen wurde.

Reverse Transkriptase

Die RNA der MNCs, welche aus Milzen isoliert wurden, wurde mit Hilfe der Sensiscript
Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Somit lieR sich bei nur geringen RNA
Mengen eine hohere Ausbeute erzielen. VVon jeder der zu untersuchenden Proben wurden 2 g
eingesetzt und mit Injektionswasser auf ein Volumen von 12 ul angeglichen. AnschlieRend

wurden je 8 pl Mastermix hinzugegeben, welcher pro Probe 2 pl 10x Buffer RT, 2 pl dNTP
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Mix (5 mM), 2 ul Random Primer, 1 pl RNAse Inhibitor (RNAsin 10 U/ul) und 1 pl
Sensiscript RT enthielt. Es folgte eine einstiindige Inkubationszeit bei 37°C im Wasserbad.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 93°C auf dem Heizblock erwérmt, bevor

sie wieder auf Eis gelagert wurden.

Zur reversen Transkription der RNA, welche aus Adduktorgewebe bzw. MNCs aus humanem
Blut isoliert wurde, wurde das ,,High- Capacity cDNA Reverse Transcription Kit* verwendet.
Auch hierfur wurden je 2 pg der zu untersuchenden Proben eingesetzt und das VVolumen aller
Proben mit Hilfe von Injektionswasser auf 12 pl angeglichen. AnschlieRend wurden je 8 pl
Mastermixhinzufugt, welcher pro Probe 2 ul 10x RT Buffer, 0,8 ul 25x dANTP Mix (100 mM),
2 pl 10x RT Random Primer, 1 pl MultiScribe ™ Reverse Transcriptase, 1 pl RNase Inhibitor
und 1,2 ul Aqua ad inj. enthielt. Der eigentliche Reaktionsablauf erfolgte schlie3lich im
Thermocycler: 10 Min 25°C, 120 Minuten 37°C, 5 Minuten 85°C, Abkuhlung auf 4°C.
Endresultat beider Verfahren waren 20 pl jeweils gleich konzentrierter cDNA, die nun fur

Real-Time-PCR-Untersuchungen zur Verfligung stand.

Fur die qRT — PCR wurden je 3 pl cDNA der zu untersuchenden Proben in eine 96-well-plate
pipettiert. Fur die Anfertigung einer 18s-PCR als Housekeeper wurden jeweils 1:10000
Verdunnungen der cDNA erstellt, wohingegen fir alle tbrigen Targets 1:10 Verdlnnungen
verwendet wurden. Um die PCR anschlief3end Uber eine relative Standardkurve auswerten zu
kénnen, wurde ein Mix aller 1:10 bzw aller 1: 1000 Verdinnungen hergestellt. Der 1:10er
Mix wurde dann jeweils 1:2 weiterverdiinnnt, sodass schlieflich die Verdtnnungsstufen 1:10,
1:20, 1:40, 1:80 und 1:160 vorlagen. Der 1:1000er Mix hingegen wurde jeweils 1:10
weiterverdiinnt, woraus eine 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000, 1:100.000 Verdunnungsreihe
resultierte. Als Leerwert wurden 3 pl Injektionswasser verwendet. Anschlieend wurden in
jedes Feld zuséatzlich 22 pl Mastermix hinzugefiigt. Dieser setzte sich pro Probe aus 7,5 ul
PowerSybrGreen, 0,5 ul Primer forward, 0,5 pl Primer reverse und 13,5 ul Injektionswasser
zusammen. Wurden statt Primern Tagman-Sonden verwendet, bestand der Mastermix pro
Probe aus je 10 ul Tagman- Mastermix- Reagenz, 1 pl Sonde und 6 pl Injektionswasser. Zur
Fehlerminimierung wurden jeweils Doppelbestimmungen aller zu untersuchenden Proben auf
die 96-well-plate pipettiert. Vor Beginn der RT-PCR erfolgte eine dreiminitige
Zentrifugation bei 300 U/min. In Excel wurden die Target-Quantities in Bezug auf die

jeweilige 18s gesetzt und somit ausgewertet.
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4.5. Perfusionsmessungen

Spezifische Behandlung der knochenmarkstransplantierten Mause

Die Wildtypmause wurden zunéchst mit einer Strahlendosis von 0,32 Gray/g KG bestrahlt
(Bestrahlungszeit 10,6 Sekunden/g KG). Das zu transplantierende Knochenmark der BI6
Wildtymdusen und iNOS-/- Mdusen wurde jeweils beidseits aus Femur und Tibia isoliert. Die
Kochen wurden dafiir mit Hilfe einer Spritze mit einem Gemisch aus Hanks stabilisierter
Losung und ACD-A Stabilisator durchgespiilt. Das gewonnene Material wurde durch
mehrfaches Aufziehen mit der Spritze resuspendiert und auf einen Zellfilter gegeben. Das
Lysat wurde anschlieBend fir 10 Minuten bei 4°C und 1000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgehoben und nach Zugabe von 5 ml NaCl Losung
erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt unter gleichen Bedingungen wie zuvor. Das
entstandene Pellet wurde schlieBlich in 0,7 ml NaCl resuspendiert. Das auf diese Weise
gewonnene Knochenmark einer Spendermaus wurde jeweils halftig auf 2 Empfangermause
aufgeteilt, in dem es 3 Stunden nach Ablauf der Bestrahlung in die Schwanzvene der

Empfangerméause appliziert wurde.

Ligatur der rechten A. femoralis

Nach  Narkotisierung der Tiere erfolgte ein Hautschnitt an der rechten
Oberschenkelinnenseite. Nachfolgend wurde die A. femoralis freiprépariert und vorsichtig
von der zugehorigen Vene abgelost. Distal des Abgangs der A. profunda femoris wurde mit
Hilfe einer Pinzette ein Faden (6.0 geflochtene Seide) unter der Arterie hindurchgefihrt, der
durch Zuziehen einer Schlinge den Verschluss des GefaRes gewdhrleistete. Um
sicherzustellen, dass das Geféal3 vollstandig verschlossen wurde, erfolgte knapp distal des
ersten Knotens eine zweite Ligatur. Die Op-Wunde wurde durch eine Hautnaht verschlossen.
Zur Behandlung postoperativer Schmerzen erfolgte eine intraperitoneale Verabreichung von

10mg Carprofen, entsprechend 0,2 ml Injektionslésung.
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Aufsuchen der A. femoralis in der Leistenregion (a). Nach Abpréparieren von der
zugehdrigen Vene, wurden zwei Faden unter der Arterie hindurchgefihrt (b). Die Okklusion
der A. femoralis erfolgte durch Zuziehen einer Schlinge, ohne dabei die VVene zu unterbinden
(c). Zur Sicherung der Ligatur wurde ein zweiter Knoten distal des Ersten platziert (d).

Perfusion mit Microspharen

Nach tiefer Narkotisierung der Tiere erfolgte eine mediane Laparotomie. Die
Baucheingeweide wurden mit Wattestabchen zur Seite geschoben, bis die Aorta abdominalis
und die Vena cava inferior zu sehen waren. Diese wurden vorsichtig voneinander abgeldst.
AnschlieBend wurden die groBen Gefale mit Hilfe einer Klemme oberhalb der Nierenarterien
abgeklemmt. Die Aorta wurde durch einen Schnitt mit einer kleinen Gefalischere er6ffnet und
der Silikonkatheter langsam in das Lumen vorgeschoben. Mit Hilfe eines unter der Aorta
hindurchgefiihrten Fadens (6.0 geflochtene Seide) wurde der Katheter durch Zuziehen einer
Schlinge fixiert. Dabei war darauf zu achten, dass der Katheter proximal der
Aortenbifurkation zu liegen kam, um eine beidseitige Perfusion der Hinterlaufe zu
gewdhrleisten. Danach wurde die Vena cava eroffnet. Nach Anschlielen des

Perfusionsschlauches und des Druckabnehmers wurde zunéchst 30 Sekunden lang mit
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Perfusionspuffer, welcher mit Hilfe eines Durchlauferhitzers auf 38°C vorgewédrmt wurde,
perfundiert.

Die eigentliche Perfusion erfolgte bei unterschiedlichen Drlicken, wobei fir jede Druckstufe
verschiedenfarbig fluoreszierende Mikrospharen verwendet wurden. Diese wurden zuvor mit

Perfusionspuffer verdiinnt (Zugabe von je 250 ul pro 50 ml Puffer).

Die Dauer der einzelnen Perfusionsschritte betrug jeweils 2 Minuten. Um eine gleichmaRige
Verteilung zu gewaéhrleisten, wurde die Mikrospharensuspension kontinuierlich mit Hilfe
eines Magnetruhrers durchmischt. Begonnen wurde die Perfusion bei 60 mmHg mit
purpurfarbenen Mikrosphéren (crimson; Absorptionsmaximum 612 nm / Emissionsmaximum
638 nm), gefolgt von Roten (red; Absorptionsmaximum 570 nm / Emissionsmaximum 598
nm) bei einem Druck von 70 mmHg, Orangefarbenen (orange; Absorptionsmaximum 534 nm
/ Emissionsmaximum 554 nm) bei 80 mmHg und schliel3lich blaugriinen Mikrosphéren (blue
— green; Absorptionsmaximum 427 nm / Emissionsmaximum 468 nm) bei einem
Perfusionsdruck von 90 mmHg. Zwischen den einzelnen Druckstufen wurde jeweils fur 30

Sekunden mit reinem Perfusionspuffer perfundiert.

Da die maximale Forderleistung der verwendeten Pumpe von 20 ml/Minute bei verschiedenen
Versuchstieren bereits bei orange oder blue — green erreicht wurde, wurde teilweise nicht mit

dem gewtinschten Druck, sondern mit einem konstantem Fluss von 20 ml/ Minute perfundiert.

Gewebeentnahme

Nach Abschluss der Perfusion wurde die Maus getdtet. Das Muskelgewebe beider
Unterschenkel wurde vom Kochen gel6st, gewogen und mit Hilfe eines Skalpells zerkleinert.
Dem Lysepuffer wurden Proteinkinase K (10 mg/30 ml Puffer) sowie scharlachrote
Mikrospharen (scarlet; Absorptionsmaximum 651 nm/Emissionsmaximum 680 nm) in einer
Konzentration von 5000/ml als Referenz beigefuigt. Das zerkleinerte Gewebe der beiden
Hinterldufe einer Maus wurde jeweils separat in 5 ml FACS-R6hrchen gegeben und mit je 3
ml Lysepuffer vermischt. Anschlielend folgte eine 7 tdgige Inkubation bei 50°C im
Wasserbad. Wahrend dieser Zeit wurden die FACS-Rohrchen in regelmaRigen Abstdnden
geschittelt, um eine vollstandige Lyse des Gewebes zu erzielen. Nach Ablauf dieser Zeit
wurden die FACS-Ro6hrchen zentrifugiert (30 Minuten bei 1000g). Der Uberstand wurde mit
Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das am Boden befindliche microsphérenhaltige

Pellet in je 500 pl 1xXPBS resuspendiert.
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FACS-Analyse

Mit Hilfe des Durchflusszytometers konnten die in der Suspension enthaltenen Microsphéren
gemessen werden. Im Vorfeld wurden dazu die Thresholds und Gates so gewdhlt, dass es zu
einer moglichst vollstdndigen Detektion kam. Zur Auswertung wurden die ermittelten Daten
in Bezug zur Referenz gesetzt und jeweils die linke unligierte Seite mit der rechten ligierten

Seite verglichen.

4.6. FACS Blutbild Maus

Nach Tétung der Tiere wurde die V. cava punktiert und das Blut in eine mit 50 pl Heparin
befullte Spritze aufgezogen. Das Blut wurde anschlieBend mit 2 ml FACS Puffer versetzt,
grindlich durchmischt und dann fir 3 Minuten bei 4°C und 400 g zentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstandes wurden 50 pl FACS Puffer und 5 pl Ak-Mix hinzugegeben. Nach
erneutem Mischen folgte eine Inkubationszeit von 45 Minuten (Proben auf Eis, dunkel). Nach
Ablauf dieser Zeit wurden 3 ml 1:10 verdlnnte Lysereagenz zugefugt, bevor eine erneute 10-

minutige Inkubation, unter gleichen Bedingungen wie zuvor, folgte.

Danach wurden die Proben durch mehrfache Zugabe von FACS Puffer und mehrfaches
Zentrifugieren gereinigt, bevor das entstandene Pellet schlieflich in 300 pl FACS Puffer

resuspendiert wurde und fir die Messung am FACS Gerét zur Verfiigung stand.

4.7. Immunhistochemie

Probengewinnung

Als Ausgangsmaterial diente der M. adductor magnus beider Hinterlaufe. Dieser wurde in
vorgefertigten und mit TissueTek befullten Férmchen aus Alufolie eingebettet und mit Hilfe
von Methylbutan und flissigem Sickstoff darin eingefroren. Die weitere Lagerung erfolgte
bei -80°C.

Zur histologischen Beurteilung wurden am Kryostat (Leica, Bensheim) 8 um dicke Schnitte
angefertigt. Diese wurden auf Polysin-beschichtete Objekttrager aufgebracht; jeweils 3
Schnitte nebeneinander. Um sicherzustellen, dass die einzelnen Schnitte eines Objekttragers
jeweils unterschiedliche Zellen des Gewebsstiickes darstellten, wurde beim Schneiden ein

Abstand von 20 um zwischen den einzelnen Schnitten belassen.
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a-smooth muscle actin-Farbung

Hierfir wurden die Objekttrager zunéchst in die Farbekivetten gestellt und fir 10 Minuten in
1x PBS inkubiert. Anschlieend wurden die Schnitte mit einem Fettstift umrandet, bevor
0,5%iges Goat-Serum direkt auf die Schnitte gegeben wurde. Dieses wurde nach 10 Minuten
durch leichtes Abklopfen der Objekttrager auf Zellstoff wieder entfernt. Nun wurde der FITC
— gelabelte anti — a — smooth muscle actin — Antikorper 1:250 in 0,5% Goat — Serum verdinnt
und wiederrum direkt auf die Schnitte pipettiert. Es folgte eine einstiindige Inkubation in einer
feuchten Kammer bei 37°C im Wasserbad. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Objekttréager
erneut in 1XPBS gewaschen (2x5 Minuten).

Abschlielend wurde DAPI (zur Anfarbung der Zellkerne) und Mounting Medium auf die
Schnitte gegeben, bevor diese schlielflich mit einem Deckglas versehen wurden.

4.8. Arginin Citrullin Assay
Diese Methode dient der Quantifizierung der NO-Synthase Aktivitdat und damit der NO
Produktion. Sie basiert auf der enzymatischen Umwandlung von radioaktiv markiertem L-

Arginin in L-Citrullin und NO, welche durch die NOS katalysiert wird.

Als Ausgangsmaterial diente Adduktorgewebe, welches zunéchst gewichtsabhanging in einer
entsprechenden Menge 1:10 verdinntem Homogenisationspuffer gepottert wurde. Es folgte
ein  5-mindtiger Zentrifugationsschritt bei 4°C und maximaler Geschwindigkeit. Der
Uberstand wurde in ein frisches GefaR tberfiihrt. 1 pl dieses Uberstandes wurde dann mit 40
pl Reaction Mixture vermischt, in welcher unter anderem das radioaktivmarkierte Arginin
enthalten war. Als Positivkontrolle wurden 5 pl Gewebeextrakt aus Rattencerebellum
verwendet, zu denen ebenfalls 40 pl Reaction Mixture hinzugefigt wurden. Als

Negativkontrolle diente Homogenisationspuffer.

Die Proben wurden anschliefend fur 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit
wurde die Reaktion durch Zugabe von EDTA-haltigem Stop Puffer angehalten, da das fir die
Enzymaktivitét erforderliche Calcium durch EDTA gebunden wurde.

Anschliefend wurden jeweils 100 pl Resin zu den Proben hinzugefligt, bevor diese in Spin
Cups uUberfuhrt wurden. Es folgte ein Zentrifugationsschritt (30 Sekunden bei maximaler

Geschwindigkeit). Dem Eluat, in welchem das durch die enzymatische Umwandlung der
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NOS entstandene Citrullin enthalten war, wurde Szintillationsflussigkeit zugefiigt. Die
Messung der Radioaktivitat (Counts/Minute) erfolgte mit Hilfe eines Szintillationszahlers.

Um eine Aussage Uber das Verhaltnis des noch vorhandenen Arginins und des entstandenen
Citrullins treffen zu kénnen, wurden die Spin Cups in neue EppendorfgefaRe Gberfihrt und
mit je 400 ul Elution Buffer Uberschichtet. Es wurde wiederrum fur 30 Sekunden bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Das Eluat, welches nun Arginin enthielt, wurde
ebenfalls mit Szintillationsfllssigkeit vermischt und danach die Radioaktivitat ermittelt.

4.9. Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Innerhalb einer Gruppe
erfolgte der Vergleich mit Hilfe des gepaarten T-Tests. Der Vergleich zwischen zwei Gruppen
wurde mittels ungepaartem T-Test vorgenommen. Die Varianzanalyse (ANOVA= analysis of
variance) mit nachfolgender Bonferroni-Korrektur erlaubte eine Gegeniiberstellung der Daten

von drei oder mehr Gruppen.
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5. Ergebnisse

5.1. Laufdistanzen

Die am Laufradtraining teilnehmenden  Wildtypméuse  (,,Run®) legten  vor
Femoralarterienligatur eine Wegstrecke von 3,04 = 1,34 Kilometern (km) pro 24 Stunden
zurlick (n=24). Diese verringerte sich nach Verschluss der rechten A. femoralis auf 0,60 *
0,33 km pro Tag.

Die Versuchstiere der Gruppe ,,Run and Rest bewiltigten bis zur Ligatur der Arteria
femoralis eine tagliche Laufdistanz von 3,52 + 1,22 km (n=24) (p=ns im Vergleich zu ,,Run*).

Am selben Tag wurden ihnen die Laufréder entfernt, um weiteres Training zu unterbinden.

Den untersuchten Knockouttieren (-/-) wurden ebenfalls am Tag der Femoralarterienligatur
die Laufrader entfernt. Bei eNOS -/- Mdusen lieR sich bis zu diesem Zeitpunkt eine
Wegstrecke von 4,05 + 1,45 km/Tag registrieren (n=7). iNOS -/- Tiere wiesen mit 4,02 + 1,64
km/Tag &hnliche Reichweiten auf (n=15). (Abb.1B)
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Ligatur biochemische Perfusionsmessung
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Abb. 1 A: Versuchstiereinteilung in die Gruppen ,,Kontrolle®, ,,Run“ und ,,Run and Rest".
Die Tiere der beiden letztgenannten Gruppen erhielten je ein Laufrad. Nach 21 Tagen erfolgte
bei den Tieren aller Gruppen die Ligatur der rechten A. femoralis. Der Gruppe ,,Run and
Rest* wurden auflerdem an diesem Tag die Laufrdder entfernt, wohingegen die Gruppe ,,Run‘
das freiwillige Ausdauertraining, je nach Versuchsziel, noch 3 bzw. 7 weitere Tage fortfihrte.

1B

vor Ligatur (km/Tag) nach Ligatur (km/Tag)
C57BI6
Run 3,04 0,6
Run and Rest 3,52 /
eNOS-knockout
Run and Rest 4,05 /
iINOS-knockout
Run and Rest 4,02 /

Abb. 1 B: Laufdistanzen in km/Tag. Wildtypmause legen durchschnittlich eine Wegstrecke
von ca. 3 (,,Run*) bzw. 3,5 km (,,Run and Rest*) pro Tag zuriick. Nach Femoralarterienligatur
reduziert sich diese Strecke auf 0,6 km/Tag. eNOS- und iNOS-Knockoutmé&use bewéltigen
eine Tagesdistanz von ca. 4 km.
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5.2. Freiwilliges Ausdauertraining stimuliert das Kollateralarterien-

wachstum

Um zu untersuchen, inwieweit freiwilliges Training das Wachstum préexistenter
kollateralarteriolarer Anastomosen und damit die Durchblutung des distalen Hinterlaufs nach
Femoralarterienligatur  beeinflusst, wurden  Perfusionsmessungen mit Hilfe von
fluoreszierenden Mikrosphdren in maximaler Vasodilation durchgefihrt. Die Auswertung
erfolgte durchflusszytometrisch. Dabei wurden jeweils die fir den rechten ligierten Hinterlauf

erhobenen Daten mit denjenigen der unligierten Gegenseite verglichen.

Die Akutperfusion, unmittelbar nach Ligatur der Femoralarterie, resultierte bei den inaktiven

Wildtymausen in einer Perfusionsverminderung auf 3,5 + 0,7% (n=8; p<0,05).

Préventives Ausdauertraining bis zum Zeitpunkt der Akutperfusion fiihrte im Vergleich dazu
zu keiner signifikanten Verbesserung der Perfusion (4,0 £ 0,8%, n=6; p=ns im Vergleich zu
nicht trainierenden Tieren). (Abb.2A)

Betrachtet man hingegen die Daten der Microsphdrenperfusion 7 Tage nach
Femoralarterienligatur, so zeigte sich fir die nicht am Ausdauertraining teilnehmenden
Kontrolltiere eine signifikante Verbesserung der Perfusionswerte (34,8 + 3,6, n=5; p<0,05)
(Abb.2B), verglichen mit denjenigen der akutperfundierten Kontrollen (3,5 £ 0,7%, n=8).
(Abb.2A)

Korperliche  Aktivitdt  resultierte  in einer  signifikanten  Stimulation  der
Perfusionswiederherstellung nach Femoralarterienligatur. Interessanterweise zeigte die
Gruppe, die lediglich einer praventiven Intervention im Sinne von Ausdauertraining bis zum
Zeitpunkt der Femoralarterienligatur (aber nicht mehr dartiber hinaus) unterzogen wurde, eine
ahnlich gesteigerte Perfusionswiederherstellung im Sinne einer Stimulation der Arteriogenese
(,,Run and Rest” 57,4 + 4,4%, n=7; p<0,001), wie die Gruppe ,,Run“, welche bis zum Ende
des Experiments sportlich aktiv war. (52,8 £ 5,6%, n=5; p<0,001) (Abb.2B)

Um neben den funktionellen Flussmessungen die Verdnderung der Kollateralalisierung im
Hinterlauf auch morphologisch quantifizieren zu kodnnen, wurden immunhistochemische
Farbungen vaskulérer glatter Muskelzellen (a-smooth muscle- actin) angefertigt. Dieser
Zelltyp ist der wichtigste proliferierende Zelltyp im Kollateralarterienwachstum. Anhand
dieser liel sich erkennen, dass freiwilliges Ausdauertraining bei beiden Ldaufergruppen
(,Run“ 4325 + 517 pm? n=6; p<0,05; ,Run and Rest“ 4123 + 668um? n=6; p<0,05), im
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Vergleich zu den ruhenden Kontrollen (2615 + 394 pm? n=5), zu einer Flachenzunahme der
glatten Gefalmuskelzellen flhrt. (Abb.2D)

Aulerdem resultierte sportliche Aktivitat in einer statistisch relevanten Zunahme der
Kollateralartiendichte. Die am Ausdauertraining teilnehmenden Versuchstiere (,,Run® 16,7 +
0,9 SMC" - GefaRe pro Schnitt, n=6; p<0,001; ,,Run and Rest“ 18,3 + 1,7 SMC" - GefaRe pro
Schnitt, n=6; p<0,001) wiesen im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe (9,1 + 0,9
SMC" - GefaRe pro Schnitt, n=5) deutlich mehr GefaRke pro Gewebsschnitt auf. (Abb. 2E)
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Perfusion unmittelbar nach FAL Perfusion 7 Tage nach FAL
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Abb. 2 A und B: freiwilliges Ausdauertraining stimuliert das
Kollateralarterienwachstum.

A) Praventives 3-wochiges Ausdauertraining zeigte keinen Effekt auf die Perfusion nach
Akutligatur der Femoralarterie (angegeben als Perfusion des ligierten in % des nicht-ligierten
Hinterlaufs). Jedoch bewirkte freiwillige korperliche Aktivitat eine Stimulation der
Perfusionswiederherstellung 7 Tage nach Femoralarterienligatur (B).
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Run
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Abb. 2 C-E: Effekte korperlicher Aktivitat auf die Dichte und den Auspragungsgrad

von Kollateralgefalien in Adduktorgewebe.

Die Flache der glatten GefaBmuskelzellen in Adduktorgewebe lieR sich durch korperliche
Aktivitat steigern (D). Dies wurde anhand der Aufnahmen immunhistochemisch geférbter
Schnitte (Antikorper gegen glattmuskuldres Actin) von Adduktorgewebe deutlich; die glatte
Gefallmuskulatur stellte sich hierbei grin dar, Zellkerne erschienen blau (C). Die
Versuchstiere beider Laufergruppen wiesen zudem eine hoéhere Kollateralarteriendichte im

Adduktorgewebe auf, als die Kontrolltiere (E).
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5.3. Anzahl und Aktivierungsstatus von Monozyten in peripherem Blut

werden durch korperliche Aktivitat nicht beeinflusst

Monozyten spielen eine wichtige Rolle im Rahmen der Arteriogenese, da sie durch
Sezernierung bestimmter Zytokine zur Generierung eines entsprechenden inflammatorischen
Milieus beitragen. Um beurteilen zu konnen, inwieweit freiwilliges Ausdauertraining sich
sowohl auf die Konzentration sowie die Aktivitdt der Monozyten- ersichtlich anhand der
Modifikationen ihrer Oberflichenmarker- in peripherem Blut auswirkt, wurden

durchflusszytometrische Untersuchungen vorgenommen.

Bezliglich der Anzahl der Monozyten, welche in Prozent der insgesamt registrieren
Leukozyten angegeben wird, lieB sich kein Unterschied zwischen den sportlich aktiven
Versuchstieren (4,39 £ 0,92%, n=8) und den inaktiven Kontrollen (3,92 + 0,64%, n=8; p=ns)
feststellen. (Abb. 3A)

Der Aktivierungsstaus der Monozyten wurde durch Zugabe eines gegen den CD11b-
Oberflachenrezeptor  gerichteten  Antikorpers — untersucht, wobei  die  mittlere
Fluoreszenzintensitéat ermittelt wurde. CD11b wird als Teil des Macl Rezeptors, der bei der
monozytaren Endotheladhésion an endotheliales ICAML1 bindet, intrazellular in Vesikeln

vorgehalten und bei Zellaktivierung rasch auf die Membran der Zelle transportiert.

Auch beziiglich der Monozytenaktivitét liel} sich keine signifikante Differenz zwischen den
Tieren der Gruppe ,Run and Rest* (223,26 + 33,00 %, n=7) sowie denjenigen der
Kontrollgruppe erkennen (228,01 + 29,97, n=7; p=ns). (Abb. 3 B)
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Abb. 3: Durchflusszytometrie zirkulierender Monozyten in peripherem Blut.

Die Anzahl der Monozyten in peripherem Blut, angegeben in % der insgesamt registrierten
Leukozyten, wurde durch freiwilliges Ausdauertraining nicht beeinflusst (A). Die
Monozytenaktivitat, ermittelt anhand der mittleren Fluoreszenzintensitat nach Zugabe eines
gegen den CD11b-Oberflachenrezeptor gerichteten Antikorpers, wurde durch korperliche
Betatigung ebenfalls nicht verandert (B).
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5.4. Ausdauertraining bewirkt Reduktion Kklassischer Inflammations-

parameter in Adduktorgewebe und Milz

Korperliche  Aktivitat resultierte in einer signifikanten Reduktion von TNFa in
kollateralarterientragendem Adduktorgewebe. Die beiden sportlich aktiven Gruppen (,,Run‘
11,9 + 3,9 %, n=6; p<0,05; ,,Run and Rest* 15,3 + 3,8%, n=8; p<0,05) wiesen im Vergleich
zu den inaktiven Kontrolltieren (100 + 41,7%, n=7) eine deutlich geringere TNFo. mMRNA-
Expression auf. Dieser Befund bestdtigte sich auch im Bezug auf das IL6-mRNA
Expressionsverhalten in Adduktorgewebe. Die beiden Laufergruppen (,,Run® 13,5 £+ 10,4%,
n=5; p<0,05; ,,Run and Rest*“ 10,4 £ 2,4 %, n=8; p<0,05) zeigten auch hier, im Vergleich zu
den nicht am Ausdauertraining teilnehmenden Versuchstieren (100 + 41,5%, n=6), eine
statistisch relevant verminderte IL6-Expression. (Abb. 4)

Das TNFo Expressionsverhalten wurde ebenfalls anhand von aus Milzen isolierten
mononukledren Zellen, welche zusétzlich mit Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert wurden,
untersucht. Auch in stimulierten mononukledren Zellen resultierte Ausdauertraining in einer
deutlichen Abnahme der TNFo Expression (,,Run“ 50,9 + 11,6%, n=6; p<0,05; ,,Run and
Rest 27,2 £ 13,0%, n=5; p<0,05), verglichen mit derjenigen der Kontrollgruppe (100 +

14,3%, n=8), was auf eine verminderte inflammatorische Antwort dieser Zellen hinweist.
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Abb. 4: Sportinduzierte Reduktion Kklassischer Inflammationsparameter in
Adduktorgewebe und Milz.

Real-Time-PCR-Untersuchungen des Hinterlaufs zeigten eine verminderte mRNA-Expression
von TNF alpha und IL6 durch freiwilliges Ausdauertraining vor Femoralarterienligatur (A).
In aus Milzen isolierten und mit Lipopolysacchariden stimulierten mononukledren Zellen
resultierte praventives Training ebenfalls in einer Reduktion der TNF alpha RNA-Expression

(B).
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5.5. Ausdauertraining steigert die Bioverfugbarkeit von NO in
Adduktorgewebe

Ausdauertraining steigert durch strukturelle Verdnderungen préexistenter KollateralgefaRe die
Blutflusskapazitat im Skelettmuskelgewebe ®°. Obwohl die zugrunde liegenden Mechanismen
bisher nicht vollstandig aufgeklart werden konnten, ist bekannt, dass Stickstoffmonoxid (NO)
entscheidend an diesen Vorgangen beteiligt zu sein scheint %, Aus diesem Grund wurde
mit Hilfe von Real-time-PCR,- und Western-Blot-Untersuchungen berprift, inwieweit sich
die Expression der NO-Synthasen in Adduktorgewebe durch freiwilliges Ausdauertraining
modulieren lasst und ob daraus auch eine Konzentrationsverdnderung von NO in

Muskelgewebe resultiert.

Wihrend sich bei der Gruppe ,,Run and Rest* (179,9 + 36,9%, n=10; p=ns), im Vergleich zu
den inaktiven Kontrollen (100 + 4,8%, n=9), ein Trend zur vermehrten iINOS Expression
feststellen liel3, zeigten die Tiere der Gruppe ,,Run®“ (209,8 = 43,1%, n=8; p<0,05) einen
signifikanten Anstieg der iINOS Genexpression. Im Gegensatz dazu wurde die Genexpression

der eNOS durch Ausdauertraining nicht beeinflusst.

Anhand von Western Blot Untersuchungen konnte jedoch nachgewiesen werden, dass aktive
korperliche Betétigung zu einer vermehrten Phosphorylierung und damit Aktivierung des
eNOS Proteins in Adduktorgewebe fuhrt. Hierfir wurde der relative Anteil der aktiven Form
(peNOS) zur nicht aktivieren Form (eNOS) berechnet (,,Run® 241,8 £+ 44,2%, n=5; p<0,05;
,Run and Rest“ 2324 + 34,2%, n=6; p<0,05 vs. Kontrolle 100 + 24,5%, n=5). Arginin-
Citrullin Assays basieren auf der enzymatischen Umwandlung von radioaktiv markiertem L-
Arginin zu L-Citrullin und NO. Diese Reaktion wird durch die NOS katalysiert. Diese
Methode ermdglicht eine Quantifizierung der NO-Synthase Aktivitdt und damit der NO
Produktion. Mit Hilfe dieser VVorgehensweise konnte demonstriert werden, dass freiwilliges
Ausdauertraining nicht nur zu einer gesteigerten Expression bzw. Aktivierung der NO-
Synthasen fuhrt, sondern, dass hieraus auch eine tatsachliche NO-Konzentrationserhéhung in
Adduktorgewebe resultiert. Sowohl die Gruppe ,,Run“(10445 + 554 counts per minute L-
Citrullin, n=7; p<0,05), als auch die Gruppe ,,Run and Rest“(11427 + 960 counts per minute
L-Citrullin, n=8; p<0,05) wies im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe (8747 + 486
counts per minute L-Citrullin, n=6) erhohte Stickstoffmonoxidwerte auf. (Abb. 5)
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Abb. 5: Ausdauertraining steigert die Bioverfiigbarkeit von NO in Adduktorgewebe.

Freiwilliges Ausdauertraining fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der INOS-
Genexpression (A). Die endotheliale NO-Synthase wurde auf mRNA-Ebene nicht vermehrt
exprimiert (B), jedoch bewirkte Ausdauertraining eine gesteigerte Phosphorylierung und
damit Aktivierung des eNOS-Proteins (C). Sowohl in der Gruppe ,,Run®, als auch in der
Gruppe ,,Run and Rest”, konnte mit Hilfe des Arginin-Citrullin-Assays eine gesteigerte
Aktivitat der Stickstoffmonoxid-Synthase nachgewiesen werden, die sich im Vergleich zur
Kontrollgruppe in einer signifikant erhdhten NO-Produktion &ulRerte.
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5.6. eNOS-defiziente Méause weisen deutliche Einschrankungen der

Perfusionswiederherstellung auf

Knockoutmause stellen durch die Mdglichkeit ein oder mehrere Gene gezielt ausschalten zu
kdnnen, ein ideales Modell dar, um die Funktion der betreffenden Gene im Organismus zu
ermitteln und daraus neue Behandlungsansatze abzuleiten. Um die Bedeutung der
endothelialen und induzierbaren NO-Synthase im Rahmen der Arteriogenese zu eruieren,
wurden Untersuchungen an eNOS- bzw. iNOS-defizienten Mé&usen (eNOS -/-, INOS -/-)

vorgenommen.

Nach Akutligatur der rechten Femoralarterie wiesen inaktive eNOS -/- Méause (3,5 £ 0,7%,
n=6) ahnlich schlechte Perfusionsergebnisse auf, wie die ebenfalls inaktiven Wildtyptiere (3,5
+ 0,7%, n=8). (Abb. 6A) Auch eine Woche nach Verschluss der Femoralarterie liel} sich
anhand von Perfusionsuntersuchungen nicht trainierender eNOS -/- Mduse (4,0 = 0,9%, n=6;

p=ns) keine Verbesserung der Durchblutungsverhaltnisse erkennen.

Préventives Ausdauertraining bewirkte bei eNOS -/- Tieren (,,Run and Rest“ 8,0 + 0,8%, n=6;
p<0,05), im Gegensatz zu den sportlich inaktiven eNOS -/- Kontrollen (4,0 = 0,9%, n=6),
jedoch  eine  signifikante  Stimulation  der  Perfusionswiederherstellung  nach
Femoralarterienligatur. Diese erfolgte allerdings in sehr viel geringerem Ausmal} als in der
Vergleichsgruppe der Wildtypmaduse. (Abb. 6B) (Vgl. Abb. 2B)

Die inaktivem iNOS -/- Méuse (31,2 £ 4,5%, n=6) hingegen wiesen nach Ligatur der A.
femoralis dhnlich gute Perfusionsergebnisse auf, wie die mit ihnen in der Behandlung
ubereinstimmenden Wildtyptiere (37,4 + 1,7%, n=5) (Abb. 6C und Abb. 2B)

Durch préaventives Training liel sich bei iINOS -/- Mausen (30,8 + 6,2%, n=7) im Vergleich
zu ihren inaktiven Kontrollen (31,2 = 4,5%, n=6) jedoch keine Stimulation der

Perfusionswiederherstellung nach Femoralarterienligatur erzielen. (Abb. 6C)
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5.7. Zirkulierende Zellen als Ursprung der iNOS?
Um dariber hinaus zu evaluieren, woher die induzierbare NO-Synthase stammt, welche im
Rahmen der Arteriogenese eine relevante Rolle zu spielen scheint, wurden Untersuchungen

an knochenmarktransplantieren Mausen durchgefihrt.

Wildtyptiere, denen nach myeloablativer Bestrahlung Knochenmark (KM) von iNOS -/-
Méausen transplantiert wurde (19,8 £ 2,1%, n=6; p<0,05), zeigten nach Femoralarterienligatur
signifikant schlechterer Perfusionsergebnisse als ihre Vergleichsgruppe (34,3 + 5,1%, n=7).
Hierfur dienten Wildtypméuse, denen KM anderer Wildtyptiere transplantiert wurde (Abb.
6D).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die fur die Stimulation des Kollateralarterienwachtstums

relevante iNOS zirkulierenden mononukleédren Zellen entstammt.
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Abb. 6: Einfluss der eNOS und iNOS auf das Kollateralarterienwachstum.

Nach Akutligatur wiesen eNOS -/- Mduse eine ahnlich geringe Perfusion wie die Wildtyptiere
auf (A). Praventives Ausdauertraining bewirkte bei den eNOS Knockouttieren eine
Stimulation der Perfusionswiederherstellung 7 Tage nach Femoralarterienligatur, jedoch in
sehr viel geringerem Ausmal? als in der Vergleichsgruppe der Wildtypméuse (B) (siehe auch
Abb. 2 B).

Sportliche Aktivitat fuhrte bei iINOS -/- Tieren nicht zu einer Stimulation der
Perfusionswiederherstellung nach Femoralarterienligatur (C). Wildtypmé&use, denen nach
Bestrahlung Knochenmark von iNOS-Knockoutméusen transplantiert wurde, zeigten nach
Ligatur der A. femoralis signifikant schlechtere Perfusionsergebnisse, als ihre
Vergleichsgruppe. Hierfur dienten Wildtypmause, denen Knochenmark anderer Wildtyptiere
transplantiert wurde (D).
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5.8. Ausdauertraining vermindert TNFa und steigert iNOS in humanem

mononukledren Zellen

Um zu uberprifen, inwiefern sich die bisherigen Ergebnisse der tierexperimentellen Versuche
auf den Menschen ubertragen lassen, wurden auch Untersuchungen an humanen Blutproben
vorgenommen. Hierflr wurden 10 junge gesunde ménnliche und weibliche sportlich inaktive
Probanden rekrutiert. Diese wurden in eine Trainingsstudie eingeschlossen, die vorsah, dass
uber einen Zeitraum von 3 Monaten dreimal wdchentlich ein protokollarisch vorgegebenes

Lauftraining zu absolvieren war.
(siehe Abschnitt 4.2. Trainingsprotokoll der Sportler)

In Real-time PCR Untersuchungen von aus Citratblut isolierten mononukleéaren Zellen wurde
deutlich, dass sich durch freiwilliges Training, bei zuvor sportlich inaktiven Probanden
(,untrainiert 100 * 34%, n=7), eine signifikanten Reduktion des Kklassischen

Inflammationsparameters TNFa erzielen lésst (,.trainiert 9 + 2%, n=7; p<0,05).

Auch der im Tiermodell erhobene Befund, dass korperliche Aktivitat in einer Erhdhung der
INOS Genexpression resultiert, fand Bestatigung durch die anhand von humanen
zirkulierenden mononuklearen Zellen erhobenen Daten. Die Analyse der RNA-Expression
mononukledarer ~ Zellen nach  Absolvierung des  vorgegebenen  dreimonatigen
Trainingsprogramms (,.trainiert 4651 = 1109%, n=6; p<0,05) liel3, im Gegensatz zu den
Untersuchungen zu Studienbeginn (,,untrainiert 100 + 41%, n=8), eine signifikant gesteigerte

INOS Expression erkennen.
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Abb. 7: Korperliches Training reduziert TNFa und steigert die iNOS Expression in
zirkulierenden mononukledren Zellen von gesunden Probanden

Gesunde junge sportlich inaktive Probanden wurden in eine Trainingsstudie aufgenommen.
Diese sah vor, dass Uber einen Zeitraum von 3 Monaten dreimal wochentlich ein
protokollarisch fest vorgeschriebenes Lauftraining abzuleisten war. Untersuchungen der
mononukledaren Zellen der Probanden ergaben, dass besagtes Ausdauertraining in einer
signifikanten Reduktion der TNFo. mRNA-Expression resultiert (A). Die iNOS Expression
hingegen wurde durch die korperliche Aktivitat signifikant gesteigert (B).
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6. Diskussion

Die Arbeit zeigt, dass freiwilliges korperliches Training in einer verminderten Expression
proinflammatorischer Zytokine resultiert. Das Kollateralarterienwachstum wird auf eine
Stickstoffmonoxid-abhéngige Art und Weise gefdrdert. Dies wird zum einen durch
Stimulation der induzierbaren NO-Synthase, bevorzugt in zirkulierenden mononukleéren
Zellen erreicht, die zu einer gesteigerten iNOS mRNA Expression fiihrt; daneben spielt auch
die vermehrte Phosphorylierung und damit Aktivierung des eNOS Proteins eine wichtige
Rolle. Die Studie verdeutlicht dartiber hinaus das mit einem korperlich inaktiven Lebensstil
verbundene vaskuldre Risiko und betont den Nutzen von freiwilligem Ausdauertraining als

effektive praventive MaRnahme, um Gefalwachstum zu verbessern.

6.1. Praventives freiwilliges Ausdauertraining stimuliert das
Kollateralarterienwachstum und steigert die vSMC Fléache in

kollateralarterientragendem Adduktorgewebe

Freiwilliges, Uber einen Zeitraum von 3 Wochen durchgefiihrtes Ausdauertraining resultiert
unseren Experimenten zufolge nicht in einer Verbesserung der kollateralarterienabhéngigen
Durchblutung nach Akutligatur der Femoralarterie. Préventive korperliche Aktivitat scheint
demnach in gesunden Maé&usen das Wachstum praexistenter Kollateralen in ihrem

,funktionellen Ruhezustand* nicht zu fordern .

Im Unterschied hierzu haben Prior et al sowie Yang et al schon unmittelbar nach FAL einen

84135 Fir diese

signifikanten Perfusionsanstieg in der Préventivsportgruppe gemessen
Diskrepanzen konnen verschiedene Griinde als ursachlich angesehen werden. Wéhrend in
unseren Experimenten die Perfusion mit Microsphdren unmittelbar nach FAL unter
maximaler Vasodilatation durchgefuhrt wurde, um den kollateralarterienabhangigen Blutfluss
zu ermitteln, beziehen sich die von Yang et al erhobenen Daten auf die ca. 5 Stunden nach
FAL und unter Exercise-Bedingungen vorherrschenden Zustdnde. Darlber hinaus wurden
unsere Untersuchungen an BI6 Wildtypméusen vorgenommen, wohingegen die andere
Arbeitsgruppe Ratten untersuchte, sodass wohlmdglich auch speziesspezifische Differenzen

als urséchlich fir die unterschiedlichen Ergebnissen angesehen werden kénnen.
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In der Literatur herrscht Uneinigkeit darliber, ob der gesteigerten Leitféhigkeit der
Kollateralarterien bei korperlich aktiven Versuchstieren strukturelle Umbauvorgéange
und/oder ein veranderten Vasomotortonus dieser GefaRe zugrunde liegen '*°. Die
vorteilhaften, durch praventives Ausdauertraining induzierten Effekte, scheinen Yang et al
zufolge jedoch vor allem auf einer verbesserten vasodilatatorischen Reserve der Kollateralen
zu beruhen '®. Ausdauertraining resultiert vermutlich durch den taglichen Anstieg des
Blutflusses Uber die lliacalgefalle und deren Verzweigungen in einem gesteigerten Potenzial
der KollateralgefaRe fiir eine endothelvermittelte Vasodilatation **. Diese ginstigen, durch
praventiven Sport induzierten Effekte, scheinen laut Prior et al auf einem durch eNOS
vermittelten Prozess zu beruhen. Der durch freiwilliges Ausdauertraining erzielte Anstieg der
kollateralarteriellen Leitfahigkeit wurde in Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe durch eine
Hemmung der eNOS mittels L-Nitro-Arginine Methyl Ester (L-Name) aufgehoben und auf

gleiche Werte, wie in der sessilen Kontrollgruppe reduziert .

In unseren Experimenten resultierte korperliche Aktivitét allerdings in einer Stimulation der
Perfusionswiederherstellung NACH Femoralarterienligatur. Interessanterweise konnten wir
diesbeziiglich keinen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe, welche nur freiwilliges
Ausdauertraining bis zur FAL im Sinne einer Prdvention betrieb (,,Run and Rest*) und
derjenigen Gruppe, die auch dartiber hinaus bis zum Ende des Experiments (,,Run®) sportlich
aktiv war, feststellen. Demzufolge scheinen die giinstigen durch freiwilliges Training
vermittelten Effekte bereits bis zum Zeitpunkt der GefaRokklusion ihre Wirkung auf die
praexistenten Kollateralen zu entfalten. Und eine Fortfihrung des Ausdauertrainings tber die
FAL hinaus scheint, im Beobachtungszeitraum von sieben Tagen, zu keiner weiteren

Verbesserung der Durchblutungsverhaltnisse beizutragen.

Die Tatsache, dass der kollateralarterienabhéngige Blutfluss erst nach FAL eine signifikante
Verbesserung erfahrt, legt zudem die Vermutung nahe, dass die GefaRokklusion einen
Schlusselreiz darstellt, welcher die nachfolgenden Verénderungen erst in Gang zu setzen
scheint. Diese Vermutung stellten auch Prior et al auf. Diese Arbeitsgruppe konnte anhand
ihrer Experimente nachweisen, dass die exogene Applikation von proarteriogenen
Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF erst nach FAL zu einem Anstieg des Flusses tber die
Kollateralen fihrt und demnach die GeféaBokklusion als solche die nativen Kollateralen zu
sensibilisieren scheint und es ihnen dadurch erst ermdglicht, die durch VEGF induzierten

Signalkaskaden zu initiieren 5.
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Unklar bleibt dartber hinaus, ob auch fiir die Umsetzung der gilinstigen durch préventiven
Sport vermittelten Effekte an den Kollateralen primar die Okklusion des entsprechenden
Konduktanzgefalies erforderlich ist. Aus diesem Grund stellt sich auch die Frage, ob der von
Yang et al sowie von Prior et al beobachtete Anstieg des kollateralarterienabhéngige
Blutflusses unmittelbar nach FAL tatsdchlich durch die préventive korperliche Aktivitat
bedingt wird, oder ob diese Veranderungen nicht eher als Folge der durch die GefaRokklusion
induzierten Endothelaktivierung und den dadurch in Gang gesetzten Mechanismen anzusehen
ist. Korperliches Training flhrt zwar zu einer gesteigerten Expression der eNOS in den
Kollateralgefalien, jedoch ist fraglich, ob dieser Stimulus von der Intensitat her ausreichend
ist, oder es eines starkeren Reizes in Form der FAL bedarf, um einen signifikanten Anstieg
des FSS in den Kollateralen und damit eine signifikante Stimulation der eNOS Expression zu
erzielen 3. Letztere scheint wichtig fur die Vermittlung der ginstigen durch freiwilliges

Ausdauertraining induzierten Effekte zu sein.

Auch die inaktive Kontrollgruppe zeigt einen signifikanten  Anstieg des
kollateralarterienabhé&ngigen Blutflusses nach FAL, was darauf hindeutet, dass neben den
durch Ausdauersport induzierten Mechanismen noch andere VVorgéange stattzufinden scheinen,
die nach GefaRokklusion zu einer Durchblutungsverbesserung des poststenotischen Gewebes
beitragen. Prior et al duBerten die Vermutung, dass die maximale radiale GroRenausdehnung
der KollateralgefalRe, unabhangig von der endothelvermittelten Dilatation, endgltig nur mit

der Zeit realisiert zu werden kann %

Diesen Veranderungen liegen zellulare
Anpassungsreaktionen zugrunde, die auf einem verénderten Genexpressionsmuster basieren,

und folglich eine gewisse Zeit in Anspruch nehmen, um realisiert zu werden 2.

Freiwilliges Ausdauertraining fuhrt, unseren Ergebnissen zu folge, dartiber hinaus zu einer
Flachenzunahme der vaskuldren glatten Gefallmuskelzellen im kollateralarterientragenden
Adduktorgewebe. Auch hier kann durch die Fortfiihrung der kdrperlichen Aktivitéat Gber die
FAL hinaus (Run), innerhalb einer Woche keine weitere Flachenzunahme der vSMC’s erzielt
werden. Der registrierten Flachenzunahme liegt eine gesteigerte Proliferation der glatten
GefaBmuskelzellen zugrunde, die den wichtigsten Schritt im Rahmen der Arteriogenese
darstellt. Dieser Vorgang wird wahrscheinlich ebenfalls durch den Exercise-induzierten
eNOS/NO Anstieg vermittelt. Diese scheinen die Expression eines Gennetzwerkes zu steuern,
welches die Zellzyklus-Kontrollpunkte reguliert, die wiederrum entscheidend an der

Zellproliferation wahrend des kollateralarteriellen Remodelings beteiligt sind 2°.
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Zudem zeigen die beiden aktiven Gruppen in den von uns durchgefiihrten Experimenten auch
eine signifikant hohere Kollateralarteriendichte im Adduktorgewebe auf, als die ruhenden
Kontrolltiere. Die eigentliche Anzahl der Kollateralgefalie durfte durch das Ausdauertraining
nicht beeinflusst werden. Diesem Effekt liegt wohlmdglich eher die Tatsache zugrunde, dass
kleinste KollateralgefaBe durch korperliche Aktivitdt zu einer Expansion, sowie einer
Proliferation intramuraler Zellen veranlasst werden und durch diese GroRenzunahme in
histologischen Untersuchungen Uberhaupt erst registriert werden koénnen. Zwar ist es
ebenfalls die eNOS, die entscheidend am Erhalt der nativen Kollateralarteriendichte bis ins
Erwachsenenalter beteiligt ist, jedoch scheint kein Zusammenhang zwischen der durch Sport
induzierten Steigerung der eNOS Expression und einer Zunahme der Kollateralarteriendichte

zu bestehen %,

6.2. Freiwilliges Training fuhrt zu einer gesteigerten iINOS Expression in

zirkulierenden mononukledren Zellen und stimuliert die eNOS Aktivierung
Aufgrund der hohen Bedeutung der NO-Synthasen/NO bei der Vermittlung der ginstigen,
durch freiwilliges Ausdauertraining induzierten Verdanderungen im Rahmen der
Arteriogenese,  sollte  deren  Einfluss anhand  von  Untersuchungen  an
kollateralarterientragendem Adduktorgewebe naher eruiert werden.

In den von uns durchgefuhrten Experimenten resultierte praventives Training in einem
signifikanten Anstieg der INOS mRNA Expression. eNOS hingegen wurde auf mMRNA-Ebene
nicht vermehrt exprimiert, jedoch konnte eine gesteigerte Phosphorylierung und damit

Aktivierung des eNOS Proteins durch korperliche Aktivitat nachgewiesen werden.

Der trainingsinduzierte Anstieg der laminaren Scherkrafte (fluid shear stress, FSS) fiihrt zu
einer Aktivierung der endothelialen NADPH Oxidase und resultiert dadurch in einer
gesteigerte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 2"*°. Dieser Anstieg des vaskularen oxidativen
Stresses scheint jedoch nur durch akute und extensive korperliche Belastung ausgel6st und
auch nur transient zu sein, da hierbei nur wenig Zeit fur zellulare Anpassungsreaktionen
bleibt, die auf einem veranderten Genexpressionsmuster basieren ®2. Das durch die NADPH
Oxidase gebildete Superoxid wird schnell durch Superoxiddismutasen (SOD) zu
Hydrogenperoxid konvertiert %. Letzteres steigert wiederrum die Expression und Aktivierung
der eNOS durch Phosphorylierung mit Hilfe der Ca®*/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase
l1/Januskinase 11 **'*3. Das durch die eNOS gebildete NO scheint seinerseits, durch die
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Formation reaktiver Sauerstoffspezies, zu einer redox-sensitiven Aktivierung der iNOS
Gentranskription und Expression zu filhren ', Die durch korperliche Aktivitat bedingte
Steigerung der INOS Expression scheint folglich einem Regulationsmechanismus zu
unterliegen, welcher einer gesteigerten eNOS Aktivierung bedarf. Letztere hangt vermutlich
entscheidend vom Ausmal} des oxidativen Stresses ab. Wahrend milder oxidativer Stress die
Phosphorylierung begunstigt, wird sie durch eine zu hohe Konzentration an reaktiven
Sauerstoffspezies gehemmt 8. AuBerdem kommt es wahrend der Umbauvorginge im
Rahmen der Arteriogenese zu einer Zunahme des GefalRdurchmessers und einem
konsekutiven Abfall des FSS, der wiederrum in einer verminderten Aktivierung der NADPH
Oxidase und folglich geringerem vaskuldrem oxidativem Stress resultiert. Somit scheint
Langzeittraining mit einem anderen Genexpressionsmuster vergesellschaftet zu sein, als kurz-

oder mittelfristig durchgefiihrtes Ausdauertraining °.

Unseren Experimenten zufolge scheint vorallem die iNOS fir die Umsetzung der durch
korperliche Aktivitat induzierten Verédnderungen an den Kollateralgefalien von Bedeutung zu

sein, wie wir anhand von Untersuchungen an Knockoutmé&usen feststellen konnten.

Sessile iINOS -/- Mé&use zeigten nach FAL zwar dhnlich gute Perfusionsergebnisse auf, wie
die mit ihnen in der Behandlung Ubereinstimmenden Wildtyptiere. Praventives
Ausdauertraining fiihrte bei INOS -/- Tieren, im Vergleich zu den ruhenden iNOS -/-
Kontrolltieren, jedoch zu keiner Verbesserung der kollateralarteriolaren Leitfahigkeit nach
FAL. Diese Tatsache legt die Vermutung nahe, dass fur die Umsetzung der vorteilhaften
durch  freiwilliges  Ausdauerdauertraining induzierten  Verédnderungen an den

KollateralgefaRen ein intaktes iINOS Expressionsvermdégen erforderlich ist.

Sportlich aktive eNOS -/- Mé&use allerdings wiesen, im Gegensatz zu den iNOS -/- Tieren,
eine geringe, aber signifikante Stimulation der Perfusionswiederherstellung nach FAL auf,
wenn auch in geringerem Ausmall als in der Vergleichsgruppe der Wildtyptiere. Als
Erklarung hierfur konnte die bei den eNOS -/- Mé&usen intakte Mdglichkeit der INOS
Expression angesehen werden, die offensichtlich auch, ohne vorherige Aktivierung durch die
eNOS, vermehrt exprimiert werden kann, wenn auch scheinbar in geringerem Ausmal, als in
der Vergleichsgruppe der Wildtyptieren. Diese Vermutung der eNOS-unabhdngigen iNOS
Aktivierung findet Bestatigung durch die von Sharp et al erhobenen Daten, dass auch eNOS

-/- Tieren zur iNOS Expression fahig sind 1%,
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Die Arbeitsgruppe von James Faber beschreibt bei eNOS -/- Mausen zudem einen grofieren
Abfall des Flusses tiber die Kollateralen nach Akutligatur, im Vergleich zu den Wildtyptieren
% Dies konnte fur eine geringere Dichte und/oder geringere Diameter der nativen
Kollateralen im murinen Hinterlauf sprechen, wohingegen ein geringerer Blutfluss in der
darauffolgenden Zeit eher auf ein eingeschranktes kollateralarteriolares Remodeling bei

eNOS -/- Tieren hinzudeuten scheint 2

. Die geringere Kollateralarteriendichte beruht
allerdings nicht auf einer Stérung der embryonalen Bildung oder Reifung der nativen
Kollateralen bei eNOS -/-. Die eNOS spielt vielmehr eine wichtige Rolle flr den Erhalt der

nativen Kollateralen bis ins Erwachsenenalter 6.

Die Verbesserung der kollateralarterienabhéngigen Durchblutung nach FAL bei sessilen
INOS -/- Mé&usen, im Gegensatz zu den sessilen eNOS -/- Tieren, l&sst sich wohImdglich
durch die Tatsache erklaren, dass die nach FAL stattfindenden Verdnderung vermutlich

hauptsachlich durch die eNOS vermittelt werden.

Auch in den von Xuming Dai et al erhobenen Daten weisen eNOS -/- Méause, im Vergleich zu
den Wildtyptieren, nach FAL schlechtere Perfusionsergebnisse auf. Diese beruhen der
Arbeitsgruppe zufolge auf einem verminderten kollateralarteriolaren Remodeling, in
Verbindung mit einer eingeschrankten flussvermittelten Vasodilatation sowie einer
eingeschrankten Proliferation vaskularer SMCs bei diesen Tieren 2. Fir die Umsetzung eben
dieser Effekte ist wahrscheinlich die eNOS von erheblicher Bedeutung. Dartiber hinaus
verfigen eNOS -/- Tiere zwar uber ein &hnliches Genexpressionsprofil beziglich der
Chemokine/Zytokine und Inflammation wie Wildtypmaduse, allerdings kommt es bei ihnen
nur zu einer geringeren Aktivierung des Zellzyklus-Gennetzwerks und folglich zu einer
geringeren Anzahl proliferierender Zellen in den Kollateralen, sodass die fir die
Arteriogenese so bedeutende Proliferation der vaskuldren glatten GefalBmuskelzellen bei
diesen Tieren deutlich eingeschrankt ist %.

Interessanterweise zeigen unsere Experimente, dass neben der fur die Vasodilatation
erforderlichen Grundvoraussetzung einer vorhandenen eNOS Aktivitat, vor allem die
Steigerung der INOS-Expression fur die Vermittlung der glnstigen durch préventives
Ausdauertraining induzierten Effekte auf das Kollateralarterienwachstum verantwortlich ist.
Die zugrunde liegenden biochemischen sowie physiologischen Vorgénge sind bisher jedoch

nur unzureichend verstanden und bedirfen daher weitergehenden Nachforschungen.
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Aufgrund der scheinbar erheblichen Bedeutung der iNOS fiir die Vermittlung der positiven
durch Exercise induzierten Effekte auf die Arteriogenese wurden unsererseits Experimenten
an knochenmarkstransplantierten Méusen durchgefiihrt, um zu eruieren, welchen Ursprungs
die iNOS ist.

Wildtypméause, denen nach myeloablativer Bestrahlung Knochenmark (KM) von iNOS -/-
Mausen appliziert wurde, zeigen deutlich schlechtere Perfusionsergebnisse, als die BI6
Kontrollen, denen KM anderer Wildtyptiere transplantiert wurde. Damit konnte gezeigt
werden, dass die lokal im Gewebe bendtigte INOS von einer Expression durch zirkulierende
Zellen abhéngig ist. Diese Zellen entstammen dem KM und werden auf entsprechende
Stimuli hin in die Zirkulation freigesetzt und zur iNOS Synthese angeregt. Prinzipiell sind fast
alle Korperzellen zur iNOS Bildung fahig **. Im menschlichen Organismus wird die iINOS
jedoch hauptséchlich durch immunkompetente Zellen, wie Monozyten exprimiert 869128130,
Letztere sind demnach wahrscheinlich die entscheidenden Protagonisten im Rahmen der
Exercise-induzierten Stimulation der Arteriogenese, vermutlich bereits durch ihre

Funktionsbeeinflussung VOR Femoralarterienligatur.

6.3. Korperliche Betatigung fuhrt zur verminderten Expression

proinflammatorischer Zytokine in Adduktorgewebe und Milz

Unsere Experimente zeigen, dass praventives Ausdauertraining in einer verminderten
Expression der proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL6 in kollateralarterientragendem
Adduktorgewebe resultiert. Eine Fortfuhrung des Trainings tber die FAL hinaus fihrt
allerdings zu keiner weiteren Verminderung besagter Parameter. Demzufolge scheinen die
gunstigen, durch freiwillige korperliche Aktivitat vermittelten Effekte auf das perivaskulare
inflammatorische Milieu bereits bis zum Zeitpunkt der GefaRokklusion ihre Wirkung zu

entfalten.

Der Einfluss von freiwilligem Ausdauertraining auf die Zytokinexpression wurde zudem
anhand von aus Milzen isolierten und mit LPS stimulierten mononukleédren Zellen untersucht,
wodurch eine gesteigerte Expression proinflammatorischer Zytokine erzielt werden sollte. Die
Milz fungiert als wichtiger Speicherort fiir Monozyten, von wo aus diese auf entsprechende
Stimuli hin, wie beispielsweise im Rahmen von Entziindungsreaktionen, in die Zirkulation
freigesetzt werden. Préventives Ausdauertraining resultiert auch bei aus Milzgewebe

isolierten mononukledre Zellen in einer signifikanten Reduktion der TNFo Expression. Eine
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Fortsetzung der sportlichen Aktivitat tber die FAL hinaus fuhrt auch hier zu keiner weiteren

Beeinflussung des besagten Parameters.

Die von Monozyten/Makrophagen sezernierten Zytokine und Wachstumsfaktoren spielen eine
wichtige Rolle im Rahmen der Arteriogenese. So generiert TNFo das notwendige lokale
inflammatorische Milieu, in welches durch MCP-1 weitere Monozyten angelockt und zur
Sezernierung weiterer Zytokine und Wachstumsfaktoren angehalten werden 2. TNFo
stimuliert zudem die Arteriogenese via des Rezeptors p55 und der dadurch induzierten
Signalkaskade 1%2°2. Im Gegensatz dazu wirkt eine zu hohe Konzentration inflammatorischer

Zytokine, v.a. die des IFNp Signalwegs, hemmend auf das Kollateralarterienwachstum 101%4,

Eine zu hohe Konzentration proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. von TNFa, fihrt zudem
zur Instabilitdt atherosklerotischer Plaques und inflammatorischem Schaden der arteriellen
GefaBwand 2. Dariiber hinaus sind proinflammatorische Zytokine vermutlich ebenfalls an
der Entstehung der endothelialen Dysfunktion beteiligt, in dem diese zu einer gesteigerten
Produktion freier Sauerstoffradikale beitragen, die in einer verminderten Halbwertzeit der
MRNA der NO-Synthasen und/oder der Zerstérung des vom Endothel gebildeten NOs
resultieren, bzw. sie die Apoptose endothelialer Zellen durch oxidativen Stress induzieren **.
Die endotheliale Dysfunktion wiederrum ist als urséchlich fir die eingeschrankte

Entwicklung der KollateralgefaRe im Rahmen der Arteriogenese anzusehen .

Préaventives Ausdauertraining tragt unseren Ergebnissen zufolge jedoch zu einer Reduktion
proinflammatorischer Zytokine bei. Hierbei sollte jedoch erwahnt werden, dass (starke)
sportliche Aktivitat mehreren Studien zufolge initial in einer vorribergehenden
proinflammatorischen Reaktion resultiert, wohingegen Uber einen ladngeren Zeitraum
durchgefiihrtes Ausdauertraining schlieRlich einen antiinflammatorischen Effekt aufweist °’.
Beginnende korperliche Aktivitat fuhrt, durch den damit einhergehenden Anstieg des FSS,
und die konsekutive Aktivierung der endothelialen NADPH Oxidase, zu vorribergehend
gesteigertem  vaskuldren oxidativen Stress, da nur wenig Zeit fur zellulare
Anpassungsreaktionen bleibt, die auf einer veranderten Genexpression basieren 272
Oxidativer Stress wiederrum scheint als proinflammatorischer Stimulus zu fungieren, sodass
es initial vermutlich u.a. zur gesteigerten Expression von IL6 und TNFa durch korperliche

Aktivitat kommt %,

Langzeittraining hingegen fuhrt zu einer Dominanz des Parasympathikotonus und resultiert

dadurch in einer verminderten Zytokinfreisetzung durch Monozyten, im dem das durch den
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Nervus vagus freigesetzte Acetylcholin (Ach) eine cholinerge antiinflammatorische
Signalkaskade initiiert °. AuRerdem kommt es durch gesteigerten FSS, im Rahmen von
korperlicher Aktivitat, zur vermehrten eNOS Expression ®. Das durch die eNOS gebildete
NO fungiert zum einen selbst als Radikalfanger und steigert zusatzlich die SOD Expression
durch glatte Gefalmuskelzellen (vascular smooth muscle cells, vSMCs), wodurch der lokale

oxidative Stress vermindert wird 3¢

Vermutlich liegt zudem ein umgekehrt proportionales Verhaltnis zwischen dem Ausmal} der
korperlichen Fitness und der Konzentration inflammatorischer Marker vor %838739332 Dariber
hinaus scheint die Ausgangsfitness zu Studienbeginn von Bedeutung zu sein, da laut Kojda et
al die durch korperliche Aktivitat bedingten gunstigen Effekte bei zuvor sportlich inaktiven

Individuen von gréRerem AusmaR sind %2

Préventives Ausdauertraining tragt, unseren Ergebnissen zufolge, durch die verminderte
Expression proinflammatorischer Zytokine, zu einer glnstigen Beeinflussung des
perivaskularen inflammatorischen Milieus bei, was durch eine positive Beeinflussung der
Endothelfunktion zu einem verbesserten arteriogenen Potential nach GefaRokklusion fihrt.
Die von uns erhobenen Daten decken allerdings nur die lokalen Gegebenheiten in
kollateralarterientragendem Adduktorgewebe sowie in Milzen auf, die als wichtiger
Speicherort mononukleérer Zellen fungieren. Ob und inwiefern, freiwilliges Ausdauertraining
jedoch auch die systemische Zytokinexpression beeinflusst, miissen zukinftige Studien, unter

Ber(cksichtigung zugrunde liegender Mechanismen, zeigen.

Aulerdem stellt sich die Frage, wie lange die glinstigen durch freiwilliges Training erzielten
Auswirkungen auf die Zytokinexpression anhalten und warum die positiven Effekte auf die
Arteriogenese auch nach Beendigung des Trainings weiterhin fortdauern. Als ursachlich
hierfur konnte, neben der vorteilhaften Beeinflussung der Zytokinexpression, der ginstige
Einfluss auf die NO-Synthasen angesehen werden. Unbekannt ist dartber hinaus auch, wie
lange die sportliche Aktivitat betrieben werden muss, um die gewinschten vorteilhaften
Effekte (berhaupt erzielen zu kénnen.
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6.4. Anzahl und Aktivitat zirkulierender Monozyten in peripherem Blut

werden durch Ausdauertraining nicht beeinflusst

Da Makrophagen als Hauptproduzenten der Wachstumsfaktoren und Zytokine eine wichtige
Rolle im Rahmen der Arteriogenese spielen, kommt die Frage auf, ob préaventives
Ausdauertraining auch zu einer Beeinflussung der Chemotaxis von Monozyten/ Makrophagen
flhrt. Unseren Ergebnissen zufolge kommt es durch freiwillige kérperliche Aktivitat weder zu
einer gesteigerten Rekrutierung, noch zu einer gesteigerten Aktivierung der Makrophagen in

peripherem Blut.

Die Datenlange beziglich der Beeinflussung der Chemotaxis mononuklearer Zellen durch
freiwillige korperliche Betétigung ist allerdings diskrepant. Wéhrend in einigen Studien ein
gesteigerter Chemotaxisindex durch trainingsinduzierten Stress beschrieben wurde, resultiert
Ausdauertraining moderater Intensitat, Batista et al zufolge, in einer Normalisierung der
Rekrutierung sowie Funktion der Makrophagen %" Diese Daten wurden anhand von
Ratten erhoben, die nach Okklusion der linken Koronararterie eine terminale Herzinsuffizienz
(congestive heart failure CHF) entwickelten, welche mit einer gesteigerten Produktion

proinflammatorischer Zytokine einherging °.

In den von Gielen et al durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
korperliche Aktivitat in einer Reduktion der Serumkonzentration von GM-CSF, MCP-1,
SICAM sowie sVCAM bei Pateinten mit CHF resultiert, was als Begriindung fir das fehlende
Auftreten einer gesteigerten Monozytenrekrutierung durch freiwilliges Training angesehen
werden kann . Denn diese Faktoren sind allesamt an der Stimulation der Monozytenbildung
im KM, deren Freisetzung in die Zirkulation und der Chemotaxis in das perivaskulére
Gewebe beteiligt 281024189110109 Eraglich bleibt allerdings, ob diese Mechanismen auch bei
gesunden Individuen zu tragen kommen, oder ob diese nur im Rahmen von sportlicher
Aktivitdt bei CHF stattfinden. Woods et al duBerten zudem die Vermutung, dass der
modulatorische Effekt von freiwilligem Ausdauertraining auf die Makrophagenfunktion von
der Intensitat, der Frequenz und der Art des durchgefiihrten Sports abhangt *2. Aus diesem
Grund erfordert es weiterer Studien, die den Einfluss von freiwilligem Ausdauertraining auf
die Chemotaxis und Aktivitdt von Monozyten/Makrophagen, unter Berticksichtigung der
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen, néher untersuchen. Hierbei sollten vorallem
Einflussfaktoren wie Art, Frequenz und Intensitat der ausgefihrten korperlichen Betétigung

Beachtung finden.
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6.5. freiwilliges Ausdauertraining resultiert in verminderter TNFa - und

gesteigerter iNOS Expression in humanen mononukleéaren Zellen

Um den Einfluss von freiwilligem Training auf die Zytokinexpression junger gesunder
Individuen zu eruieren, wurden Untersuchungen an humanen zirkulierenden mononukleéren
Zellen vorgenommen. Bei zuvor sportlich inaktiven Probanden lieR sich durch

Ausdauertraining eine signifikante Reduktion der TNFo Expression erzielen.

Starke sportliche Aktivitat resultiert mehreren Studien zufolge initial in einer
vorribergehenden proinflammatorischen Reaktion, wohingegen tber einen langeren Zeitraum
durchgefiihrtes Ausdauertraining schlieRlich einen antiinflammatorischen Effekt aufweist °’.
Diese Feststellung stimmt sowohl mit den unsererseits, als auch den von Sloan et al
erhobenen Daten (berein. Dessen Arbeitsgruppe konnte ebenfalls eine Reduktion der TNFa
Expression in  humanen zirkulierenden mononuklearen  Zellen durch aerobes
Ausdauertraining, bei zuvor sportlich inaktiven Probanden, nachweisen 2. Diese Studie
widmete sich zudem der Frage nach der notwendigen Intensitdt des Trainings, um die
gunstigen durch Sport induzierten Effekte erzielen zu koénnen. Uberraschenderweise
resultierte dabei nur Ausdauertraining hoher Intensitat in einer Verminderung der TNFa
Expression in den untersuchten Blutproben **2. Im Gegensatz dazu stehen die von Yakeu et al
erhobenen Daten, laut derer bereits Training geringer Intensitat ausreicht, um eine
systemische Reduktion proinflammatorischer Zytokine zu erzielen ***. In einer von Smith et
al durchgefiihrten Untersuchung resultierte moderates, Uber einen Zeitraum von 6 Monaten
durchgefuhrtes Ausdauertraining ebenfalls in einer verminderten Expression von TNFa und
anderen inflammatorischen Parametern in zirkulierenden Zellen aus peripherem Blut 2.
Zusammenfassend kann jedoch festgestellt werden, dass AUSDAUERtraining- unbeachtet
der Intensitdt- mehreren Studien zufolge zu einer signifikanten Reduktion

proinflammatorischer Zytokine fithrt 1%,

Sowohl die unsererseits, als auch die von Sloan et al erhobenen Daten stutzen sich allerdings
auf Untersuchungen an jungen gesunden Probanden. Interessant zu wissen ware darlber
hinaus, inwiefern freiwilliges Ausdauertraining die Zytokinexpression bei alteren Individuen,
mit einem hoheren Risiko fur das Vorliegen stenosierender Gefdllerkrankungen im Rahmen
atherosklerotischer Prozesse, beeinflusst. Eine zu hohe Konzentration inflammatorischer
Zytokine fuhrt zur Instabilitat atherosklerotischer Plagues und inflammatorischem Schaden
der arteriellen GefaBwand . Dabei ist v.a. MCP-1 entscheidend an der Progression der

endothelialen Dysfunktion hin zur Entwicklung atherosklerotischer Lasionen beteiligt, in dem
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es Monozyten dazu veranlasst in die GefdBwand zu migrieren, wo diese proinflammatorische

Zytokine sowie ROS sezernieren und sich zudem durch die Aufnahme von Lipiden und

2. Dariiber hinaus tben inflammatorische

100,104

Cholesterinestern zu Schaumzellen entwickeln
Mediatoren einen anti-arteriogenen Effekt aus . Eine anti-inflammatorische, pro-
arteriogene Therapie wurde sich daher wahrscheinlich nicht nur vorteilhaft auf das Wachstum
préexistenter Kollateralgefale auswirken, sondern konnte maoglicherweise auch das

Voranschreiten atherosklerotischer Prozesse unterbinden.

In einer von Schirmer et al durchgefiihrten Studie, in der der Einfluss einer
Herzfrequenzreduktion mittels des selektiven Ig- Kanalinhibitors Ivabradin auf das
Kollateralarterienwachstum am Modell der Apo E -/- defizienten Maus untersucht wurde,
fuhrte die Behandlung mit Ivabradin zu einer verbesserten Arteriogenese im Mausehinterlauf.
Diese glnstigen durch Ivabradingabe induzierten Effekte auf die vaskulare Pathophysiologie
lassen sich auf antiinflammatorische (Reduktion der systemischen Konzentration
inflammatorischer Zytokine, wie z.B. TNFa, IL6 und MCP-1) sowie antioxidative
Veranderungen zuriickfiihren ?°. Laut Schirmer et al wiirden insbesondere Patienten mit
PAVK von einer antiinflammatorischen, pro-arteriogenen Therapie profitieren, was sich
unseren Ergebnissen zufolge durch freiwilliges Ausdauertraining erzielen lassen wiirde .
Diese Annahme findet auch Bestdtigung durch die in der Clever-Studie erhobenen Daten,
dass sich bei Patienten mit pAVK durch sportliche Aktivitat hohere Erfolge beziglich der
schmerzfreien Gehstrecke verzeichnen lassen, als durch interventionelle Verfahren, wie die

Stentimplantation ".

Anhand der von Kohut et al erhobenen Daten resultiert Ausdauertraining, auch bei Probanden
mit einem Durchschnittsalter von > 64 Jahren, in einer verminderten Expression
proinflammatorischer Zytokine in humanem Blut . Demzufolge entfalten die giinstigen
durch Sport induzierten Veranderungen ihre Wirkung auch bei alteren Probanden mit einem
hoheren Risikoprofil und kénnen wohlmdéglich aus diesem Grund als vielversprechende
sekundarpréventive Mallnahme in der Behandlung stenosierender Gefél3prozesse angesehen
werden. Allerdings liegen bislang keine validen Daten Uber die erforderliche Dauer und
Intensitét des Trainings vor, um diese guinstigen Effekte verwirklichen zu kdnnen. Aus diesem
Grund bedarf es weitergehender Untersuchungen, die gerade diese Fragestellung aufgreifen

und die zugrunde liegenden molekularbiologischen Mechanismen weiter eruieren.
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Die von uns untersuchten, zuvor sportlich inaktiven Probanden zeigten zudem, nach
Absolvierung des dreiwdchigen Trainingsprogramms, eine Steigerung der iINOS Expression.
Diese Feststellung steht im Einklag mit den in tierexperimentellen Untersuchungen erhobenen
Daten, in denen freiwilliges Ausdauertraining ebenfalls in einer gesteigerten iNOS Expression
resultierte. Mardsen et al sowie Nunokawa et al konnten in der Promotorregionen des
humanen INOS-, und eNOS Gens ein FSS-sensibles Element nachweisen, was als Hinweis
dafiir angesehen werden kann, dass die Transkription besagter Gene tatsachlich durch
korperliche Aktivitat beeinflussbar ist “>’". Auch hier kommt allerdings wieder die Frage auf,
wie lange die gunstigen, durch préventives Training vermittelten Effekte anhalten. In einer
von Pullin et al durchgefiihrten Untersuchung an gesunden jungen, zuvor sportlich inaktiven,
mannlichen Probanden konnte gezeigt werden, dass die vorteilhaften, durch Training
induzierten Effekte, zwar schnell eintreten, jedoch nur sehr kurzlebig zu sein scheinen %. Es
bedarf folglich vermutlich eines regelméRigen und konstant ber einen langeren Zeitraum
durchgefuhrten Trainingsprogramms relativ haufiger Frequenz, um die glinstigen, durch Sport
vermittelten Effekte, im Speziellen auf die Endothelfunktion, aufrecht zu erhalten . Auch
Zdrenghea et al sind der Annahme, dass korperliche Aktivitat optimalerweise lebenslang
betrieben werden sollte, um die vorteilhaften, durch freiwilliges Training induzierten Effekte

auf die kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat zu bewahren 3.

Zusammenfassend resultiert freiwilliges Training vor Femoralarterienligatur in einer
verminderten  Expression  proinflammatorischer ~ Zytokine  und  stimuliert  das
Kollateralarterienwachstum auf eine Stickstoffmonoxid-abhangige Art und Weise. Hierbei
fuhrt Ausdauertraining sowohl zu einer vermehrten iNOS mRNA Expression, als auch zu
einer gesteigerten Phosphorylierung und damit Aktivierung des eNOS Proteins. Insbesondere
die induzierbare NO-Synthase aus zirkulierenden mononukledren Zellen ist entscheidend am
prophylaktischen Trainingseffekt beteiligt. Diese Studie unterstreicht zudem das mit einem
sportlich inaktiven Lebensstil assoziierte vaskulére Risikoprofil und identifiziert freiwillige

korperliche Aktivitat als prophylaktische Malinahme, um das Gefallwachstum zu verbessern.
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