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Zusammenfassung

Zusammenfassung

RegelmaRiges physisches Training hat eine Vielzahl positiver Effekte auf die
Gesundheit und ist unter anderem mit einer Reduktion der Inzidenz, der Symptomatik
und der Mortalitdt verschiedener Erkrankungen assoziiert. Ebenso konnte
nachgewiesen werden, dass physische Aktivitat Einfluss auf den Entzlindungsstatus
des Korpers hat und die inflammatorische Reaktion auf verschiedene Stressoren
moduliert. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von regelmaligem physischem
Training auf den Verlauf der Sepsis, einer Erkrankung mit komplexer systemischer
Entzindungsreaktion, hoher Pravalenz und hoher Mortalitat, zu untersuchen. Dabei
sollten neben Organschaden und Uberlebensraten auch Variablen der Immunantwort

evaluiert werden.

Hierzu erfolgte eine tierexperimentelle Untersuchung an mannlichen Mausen. Die
Tiere wurden entweder mittels sechswochigem regelmaligem Laufband- und
freiwilligem Laufrad-Training konditioniert oder unter normalen Bedingungen
gehalten. Die Induktion einer polymikrobiellen Sepsis erfolgte mittels intraperitonealer
Verabreichung einer standardisierten Stuhlsuspension (peritoneal contamination &
infection model, PCI). In einer ersten Untersuchungsreihe wurden allgemeine
Parameter wie Korpergewicht und relatives Herzgewicht sowie der Verlauf der
Sepsis anhand der Krankheitsschwere (Clinical Severity Score) und der
Uberlebenswahrscheinlichkeit in beiden Mausepopulationen evaluiert. In einer
zweiten Versuchsreihe erfolgte die Beurteilung der Wirtsreaktion der Mause
phanotypabhangig zu zwei verschiedenen Zeitpunkten (nach 6 und nach 24
Stunden) im Verlauf einer Sepsis anhand allgemeiner Parameter wie Blutbild,
Zytokinkonzentrationen und der Dbakteriellen Keimlast. Organspezifische
Veranderungen der Leber wurden anhand von ALAT, ASAT und histologischen
Veranderungen evaluiert. Die Beurteilung der sepsisassoziierten Nierenschadigung
erfolgte Uber die Bestimmung von Kreatinin und Harnstoff-Stickstoff, die
Einschatzung der morphologischen Gewebsintegritdt und die Evaluierung von
Mediatoren einer inflammatorischen Stressantwort wie Hitzeschockprotein 70
(HSP70), Monoaminooxidase A (MAO-A) und Hypoxie-induzierter Faktor-1a (HIF-1a)
auf Genexpressionsebene mittels quantitativer Reverse-Transkriptase PCR und auf

Proteinebene mittels Westernblot.

Vi
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Insgesamt konnte bestatigt werden, dass regelmaliges korperliches Training im
Vorfeld einer polymikrobiellen Sepsis den Verlauf der Infektion und die
Uberlebensrate positiv beeinflusst. Dies war mit einer niedrigeren Konzentration
sowohl pro- als auch antiinflammatorischer Zytokine im Blut, einer gesteigerten
Fahigkeit zur Elimination von Bakterien und geringeren Zeichen einer
Organschadigung insbesondere der Niere assoziiert. Auf Genexpressions- und
Proteinebene konnten aktuell keine Effekte durch physisches Training nachgewiesen

werden.

Somit konnte gezeigt werden, dass regelmalige physische Aktivitdt die
Inflammationsreaktion im Verlauf einer peritonealen Sepsis moduliert und die
Uberlebenswahrscheinlichkeit im Tierexperiment steigert. Physisches Training
scheint somit auch praventive bzw. prakonditionierende Effekte bei schweren

Infektionserkrankungen zu zeigen.

Vi



Einleitung

1 Einleitung
1.1 Der Effekt von physischem Training auf Morbiditat und Mortalitat

In der heutigen Gesellschaft spielen fehlende koérperliche Bewegung und
Ubergewicht eine groRe Rolle. In Deutschland sind 61,6 % der Manner und 46,7 %
der Frauen Ubergewichtig oder adipds (Schienkiewitz et al. 2017). Das Ausmal} des
Ubergewichts wird anhand des BMIs (Body Mass Index) eingeteilt. Nach den
Bewertungskriterien der WHO (World Health Organisation) wird Ubergewicht als ein
BMI groRRer-gleich 25 und Adipositas als ein BMI grofRer-gleich 30 klassifiziert (Nuttall
2015). Ein zu hohes Korpergewicht ist mit einer Vielzahl an Beschwerden und
Erkrankungen assoziiert. So haben betroffene Menschen unter anderem ein
erhohtes Risiko fur Diabetes mellitus Typ 2, fur kardiovaskulare Erkrankungen und
fir einige Karzinomarten. AuRerdem weisen Ubergewichtige Menschen eine
geringere Lebenserwartung als normalgewichtige Menschen auf (Mensink et al.
2013). Neben dem Ubergewicht ist kérperliche Inaktivitat jedoch ein noch groRerer
Risikofaktor fur Morbiditat und Mortalitat. So hat eine niedrige kardiovaskulare
Leistungsfahigkeit einen groReren Einfluss auf die Gesamtsterblichkeit als Rauchen
und Ubergewicht zusammen. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass das Risiko an
einer kardiovaskularen Erkrankung zu sterben fur Menschen mit Diabetes mellitus
Typ 2 durch eine hohere korperliche Leistungsfahigkeit deutlich reduziert werden
kann. So hat ein Mensch mit Diabetes mellitus Typ 2 und Adipositas, aber hoher
korperlicher Fitness, ein geringeres Risiko an einer kardiovaskularen Erkrankung zu
versterben als ein normalgewichtiger Typ 2-Diabetiker mit geringer korperlicher
Fitness (Blair 2009). Regelmalliges physisches Training reduziert aulRerdem neben
der Inzidenz und Mortalitdt von Tumorerkrankungen, Schlaganfallen und Herz-
Kreislauf-Erkrankungen auch die Gesamtmortalitat (Lollgen et al. 2009, Wen et al.
2011, Lollgen 2014). Fur die Gesamtsterblichkeit und die Mortalitat kardiovaskularer
Erkrankungen konnte dieser positive Effekt auch unabhangig von BMI-

Veranderungen gezeigt werden (Lee et al. 2011).
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1.2 Der Effekt von physischem Training auf Infektionserkrankungen

Auch in Bezug auf Infektionskrankheiten konnte der positive Effekt physischen
Trainings schon vielfach bewiesen werden. Besonders in kontrollierten
tierexperimentellen Studien konnte ein positiver Trainingseffekt auf den Verlauf und
die Mortalitdtsrate von bestimmten Infektionserkrankungen gezeigt werden. So
konnte schon frih nachgewiesen werden, dass Mause, die zuvor mehrere Wochen
auf einem Laufrad trainiert wurden, bei einer anschlieBenden Infektion mit
Salmonella typhimurium eine bessere Uberlebensrate zeigten als untrainierte Tiere
(Cannon und Kluger 1984). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass bei Mausen
nach regelmafigem Training und anschlielender Influenzainfektion weniger
Symptome, eine geringere Viruslast und weniger proinflammatorische Zytokine
nachweisbar waren als bei untrainierten Tieren oder auch bei Mausen, die nur eine
einzelne Trainingseinheit absolvierten (Sim et al. 2009). Bei Ratten mit einer
Streptococcus pneumoniae—Infektion wurde sogar fur eine einzelne erschopfende
Schwimmeinheit ein positiver Effekt nachgewiesen (Friman et al. 1991). Auch bei
einer Studie mit Menschen, die regelmallig moderates Training absolvieren, konnte
gezeigt werden, dass sich das Risiko an einer Infektion der oberen Atemwege zu
erkranken um 29 % reduzierte (Gleeson 2007). Im Gegensatz dazu zeigte eine
erschopfende Trainingseinheit bei Mausen bei gleichzeitiger Inokulation von
Coxsackie-Virus B keinen Effekt und das gleiche Training 48 Stunden nach Infektion
mit den Viren sogar einen erhdhten Myokardschaden (Pedersen und Hoffman-Goetz
2000). AulRerdem konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass nach exzessiver
physischer Leistung wie einem Marathonlauf das Infektionsrisiko steigt (Gleeson
2007).

Fir den Verlauf einer Sepsis zeigen erste tierexperimentelle Arbeiten einen
protektiven Effekt durch Training. Nach der intravenésen Infusion des
prokaryontischen Pathogenitatsfaktors Lipopolysaccharid (LPS) wurde bei trainierten
Ratten ein geringerer Abfall von Blutzellen, eine geringere Konzentrationen
proinflammatorischer Zytokine und ein geringerer Kkardialer, hepatischer und
pulmonaler Organschaden nachgewiesen als in der untrainierten Kontrollgruppe
(Chen et al. 2007). Auch bei einer weiteren Studie, in der mittels cecal ligation and
puncture (CLP) ein Darmpunktionsmodell zur Sepsisinduktion verwendet wurde,

konnten ein reduzierter Lungen- und distaler Organschaden und zusatzlich eine
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verbesserte Uberlebensrate bei trainierten Mausen gezeigt werden (de Araujo et al.
2012).

1.3 Die Sepsis - ein schwerwiegendes Krankheitsbild

Die Sepsis kann definiet werden als eine komplexe systemische
Entzindungsreaktion auf einen Stimulus (Gramm et al. 1995) und ist ein
schwerwiegendes Krankheitsbild, welches mit einer hohen Mortalitat, steigender
Inzidenz und hohen Kosten fur das Gesundheitssystem assoziiert ist (Martin et al.
2003, Angus et al. 2001). In den aktuellen Empfehlungen der 3. Konsensuskonferenz
wird die Sepsis als lebensgefahrliche Organdysfunktion definiert, welche durch eine
fehlregulierte Wirtsantwort auf eine Infektion hervorgerufen wird (Singer et al. 2016).
Ein septischer Schock ist durch das zusatzliche Auftreten eines Kreislaufversagens
definiert, das trotz adaquater MalRnahmen nicht ausreichend beherrschbar ist und
den Einsatz von Vasopressoren notwendig macht (Singer et al. 2016). Trotz der
gesundheitlichen und 6konomischen Bedeutung fur die Bevdlkerung liegen bisher
wenige Arbeiten mit gut differenzierten und vergleichbaren Angaben zu Inzidenz und
Mortalitat der Sepsis vor. Die erhobenen Daten basieren auf der vormaligen
Sepsisdefinition, bei welcher die Diagnose der Sepsis gestellt wurde, wenn bei
mikrobiologisch oder klinisch nachgewiesener oder vermuteter Infektion mindestens
zwei von vier Kriterien (siehe Tab. 1) eines systemischen inflammatorischen
Response Syndroms (SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrom) vorlagen.
Eine schwere Sepsis ging neben der Erflllung der Sepsiskriterien mit dem
Vorhandensein von mindestens einer Organdysfunktion einher (Bone et al. 1992,
Reinhart et al. 2010).

Tabelle 1: Diagnosekriterien eines SIRS - systemisches inflammatorisches Response
Syndrom

systemisches inflammatorisches Response Syndrom

Fieber (= 38°C) oder Hypothermie (< 36°C), bestatigt durch eine rektale, intravasale oder
intravesikale Messung

Tachykardie (Herzfrequenz = 90/min)

Tachypnoe (Frequenz = 20/min) oder Hyperventilation (paCO2 <4,3 kPa bzw. <33 mmHg)
Leukozytose (= 12.000/mm?3) oder Leukopenie (< 4000/mm3) oder = 10 % unreife

Neutrophile im Differenzialblutbild

(Bone et al. 1992)
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Auf deutschen Intensivstationen wurde anhand der vormaligen Definition fur die
Sepsis eine Pravalenz von 12,4 % und fur die schwere Sepsis und den septischen
Schock eine Pravalenz von 11 % ermittelt. (Engel et al. 2007). Anhand von DRG-
Daten wurde zuletzt eine Inzidenz von 335 Patienten pro 100.000 Einwohner pro
Jahr in Deutschland nachgewiesen. Das entspricht 279.530 Patienten im Jahr 2013
in Deutschland (Fleischmann et al. 2016). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
die Inzidenz der Sepsis jahrlich steigt (Martin et al. 2003). Zuletzt wurde in
Deutschland ein Anstieg von 5.7 % pro Jahr zwischen 2007 und 2013 nachgewiesen
(Fleischmann et al. 2016).

Unzureichende Daten mit schlechter Vergleichbarkeit sind auch hinsichtlich der
Mortalitat der Sepsis zu finden. So reichen die Angaben fir eine schwere Sepsis von
27 % Gesamtmortalitdt im Krankenhaus (Angus et al. 2001) bis 56 % 28-Tage-
Mortalitat (Brun-Buisson et al. 1995). Auf deutschen Intensivstationen betragt die 90-
Tage-Letalitat fur schwere Sepsis und den septischen Schock ca. 55 % (Engel et al.
2007). Die Angaben zur Sterblichkeitsrate der Sepsis allgemein liegen zwischen 5 -
37 % (Moerer und Quintel 2009). Aktuelle DRG-Daten aus Deutschland zeigen eine
Krankenhaussterblichkeit flr die Sepsis (einschlieBlich schwerer Sepsis und
septischer Schock) von 24,3 %. Insgesamt ist Uber die letzten Jahre ein leichter
Ruckgang der Mortalitat der Sepsis in Deutschland zu verzeichnen, sie bleibt jedoch
trotz guter intensivtherapeutischer Optionen weiterhin hoch (Fleischmann et al.
2016). Insbesondere die Gesamtsterblichkeit der Sepsis im Langzeitverlauf nach 48
Monaten ist laut Auswertung des ,Jenaer Sepsis-Registers® mit 74 % sehr hoch
(Schmidt et al. 2020). Mit ca. 60.000 Todesfallen pro Jahr stellt die Sepsis in
Deutschland die dritthaufigste Todesursache nach der koronaren Herzkrankheit und
dem akuten Myokardinfarkt dar (Bauer et al. 2006). Zusatzlich haben die Patienten,
die eine Sepsis Uberleben, eine deutlich eingeschrankte Lebensqualitat. Es zeigen
sich grofRe Defizite in der physischen Leistungsfahigkeit, unter anderem in Form von
Einschrankungen bei der Bewaltigung von Aufgaben im Beruf und im taglichen
Leben und ein schlechterer Allgemeinzustand im Vergleich zur gesunden
Bevolkerung (Perl et al. 1995). Die Langzeitfolgen nach einer Sepsis kdnnen sich
insbesondere in Form von Neuropathien, Myopathien, Fatigue, chronischen
Schmerzen, Depressionen und eine gesteigerte Infektanfalligkeit prasentieren
(Cavaillon et al. 2020).
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Zusatzlich verursacht die Sepsis eine relevante soziobkonomische Belastung. So
entstehen auf deutschen Intensivstationen, unter Berlcksichtigung der
schwankenden Inzidenzangaben, durch die schwere Sepsis direkte Kosten von 1,02
bis 2,21 Mrd. Euro pro Jahr (Schmid et al. 2002). Dies entspricht ca. 30 % des
Budgets fur Intensivmedizin (Bauer et al. 2006). Aulerdem werden unter anderem
durch Produktivitatsverlust indirekte Kosten von 2,62 bis 5,66 Mrd. Euro verursacht.
Insgesamt bedeutet dies fur Deutschland eine finanzielle Belastung von 3,65 bis 7,87
Mrd. Euro jahrlich (Schmid et al. 2002). Im Jahr 2011 erreichte die Sepsis auf der
Liste der teuersten Erkrankungen in der USA den 1. Platz (Torio und Andrews 2013).

1.4 Pathophysiologische Vorgange bei physischem Training und Sepsis

— Gemeinsamkeiten und Unterschiede

In verschiedenen Studien konnte wiederholt gezeigt werden, dass sich die
Entzindungsreaktion insbesondere in Bezug auf die Zytokinantwort bei Patienten
nach intensivem physischem Training und bei Patienten nach einem Trauma oder
wahrend einer Sepsis sehr ahnlich sind. Kérperliches Training aktiviert eine moderate
Akute-Phase-Reaktion und ein systemisches inflammatorisches Response Syndrom
(SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrom), wie es auch bei einer Sepsis
oder nach einem Trauma auftritt. (Pedersen et al. 2000, Fehrenbach und Schneider
2006). Zeichen eines systemischen inflammatorischen Response Syndroms im
Rahmen eines Infekts kdnnen Fieber oder Hypothermie, Tachykardie, Tachypnoe
und eine Leukozytose oder Leukopenie sein (Reinhart et al. 2010). Einige dieser
SIRS-Kriterien kdnnen auch nach extensivem Ausdauertraining in gewisser Art und
Weise nachgewiesen werden. So kommt es nach starker kérperlicher Anstrengung
vorribergehend zur Inflammation, Hyperthermie (bis 44 °C Kerntemperatur), Anstieg
der Leukozytenkonzentration, Tachykardie und Tachypnoe und somit zu einem
SIRS-ahnlichem Zustand (Fehrenbach und Schneider 2006). Uber die genauen
Ursachen und die Pathophysiologie der Entstehung herrscht sowohl bei einem SIRS
im Rahmen einer Infektion oder eines Traumas als auch bei einem
trainingsassoziierten SIRS-ahnlichen Zustand trotz intensiver Forschung in weiten

Bereichen noch Ungewissheit (Fehrenbach und Schneider 2006, Bauer et al. 2006).

Durch physisches Training werden eine Fulle an Veranderungen, wie z. B. Hypoxie

und Hyperthermie, aber auch oxidativer, hormonaler und mechanischer Stress
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initiiert, was wiederum einen Anstieg der Zytokinausschittung und der
Entzindungsantwort zur Folge haben kann. Als wichtige Initiatoren fir die
Immunantwort werden im Rahmen des Trainings insbesondere oxidativer Stress und
Hitzeschockproteine (HSP) vermutet (Fehrenbach und Schneider 2006). Als ein
weiterer Einflussfaktor auf die Entzindungsreaktion nach korperlichem Training wird
die Ischamie des Darms und die damit assoziierte Permeabilitatssteigerung
diskutiert, welche unter anderem durch oxidativen Stress und Minderperfusion
verursacht wird und eine Translokation von Bakterienbestandteilen Uber die Mukosa
zur Folge hat (Pedersen et al. 2000, Fehrenbach und Schneider 2006). Die Rolle der
dadurch  entstehenden  systemischen  Endotoxinamie im  Kontext der
Entzindungsreaktion insbesondere in Bezug auf die Aktivierung von TLRs (toll like
receptors, Toll-like Rezeptoren) wird spater in diesem Kapitel erldutert.
Nachgewiesen werden konnte eine systemische Endotoxindmie bisher jedoch nur bei
extrem anstrengender langandauernder korperlicher Belastung wie einem
Marathonlauf (Fehrenbach und Schneider 2006).

Bei der Entwicklung eines infektassoziierten SIRS bis hin zum septischen Schock
dagegen steht eine noch komplexere, multifaktorielle Homoostasestorung des
gesamten Organismus im Vordergrund. Diese ist unter anderem durch Stérungen der
Immunantwort, der Hamostase, der Hamodynamik und des endokrinen Systems
gekennzeichnet (Bauer et al. 2006). Die haufigsten Infektionsquellen bei einer Sepsis
sind mit 52 — 61 % die Lunge und mit 20 — 32 % das Abdomen (Bernard et al. 2001,
Mansur et al. 2015, Schmidt et al. 2020). Wahrend frUher gramnegative Erreger bei
einer Sepsis zahlreicher vertreten waren als andere Organismen, sind heute auch
grampositive Keime, polymikrobielle Infektionen und Pilze zunehmend haufiger
nachweisbar (Martin et al. 2003, Bernard et al. 2001, Schmidt et al. 2020). Zu Beginn
einer Sepsis oder eines Infektes werden immunkompetente Zellen des
unspezifischen bzw. angeborenen Immunsystems (z. B. Monozyten/ Makrophagen)
Uber verschiedene erregerassoziierte Liganden (PAMPs, pathogen associated
molekular patterns) aktiviert (Cinel und Opal 2009). Dazu gehdren neben
Membranbestandteilen wie Lipopolysacchariden (LPS), die bei gramnegativen
Bakterien im Fokus stehen, auch die Lipoteichonsdure grampositiver Bakterien.
AuRerdem fungieren bakterielle DNA, Flagellin und Peptidoglykan bei grampositiven
und —negativen Bakterien und Mannan bei Pilzen als Liganden (Rice und Bernard

2005, Bochud und Calandra 2003). Die PAMPs binden an korrespondierende PRRs
6



Einleitung

(pattern recognition receptors), wie z. B. TLRs oder NLRs (Nucleotide oligomerization
domain (NOD)-like receptors), auf oder in verschiedenen immunkompetenten Zellen

und aktivieren eine Vielzahl intrazellularer Signalwege.

Es kommt sowohl bei physischer Aktivitat als auch im Rahmen eine Sepsis Uber
verschiedene Mechanismen zur Aktivierung von Toll-like Rezeptoren. Bis jetzt
wurden mindestens zehn humane TLR und viele ihrer Liganden identifiziert. Zum
Beispiel bindet LPS gramnegativer Erreger mit Hilfe von LBP (LPS-binding protein)
und CD14 (Cluster of Differentiation 14) am TLR-4. Grampositive Erreger dagegen
aktivieren Immunzellen Uber CD14 und TLR-2. Aber auch durch Traumata oder
Ischamie, wie sie auch im Rahmen des physischen Trainings auftreten, entstandene
endogene DAMPs (danger associated molecular patterns), wie z. B.
Hitzeschockproteine, S-100-Proteine, Fibrinogen, Fibronektin oder high mobility
group box-1 (HMGB-1), kénnen PRRs nicht nur aktivieren, sondern auch ihre
Aktivitat und Expression steigern (Bochud und Calandra 2003, Cinel und Opal 2009).
Auch ROS (reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies), welche sowohl bei
physischem Training als auch wahrend einer Sepsis entstehen, haben Einfluss auf
die Aktivierung des TLR-4-Wegs (Fehrenbach und Schneider 2006). Die Stimulation
der Rezeptoren durch PAMPs oder DAMPs initiert die Aktivierung von
Signaltransduktionskaskaden. Zum Beispiel wird Uber die Aktivierung verschiedener
Kinasen die inhibitorische Untereinheit des Transkriptionsfaktors nuklearer Faktor
kappa B (NF-kB) phosphoryliert und anschliefend durch Proteasomen abgebaut,
wodurch NF-kB freigesetzt wird. Nach Translokation in den Zellkern bindet der
Transkriptionsfaktor spezifische DNA-Abschnitte und initiert so gewebe- und
zellabhéangig unter anderem die Genexpression von Zytokinen, wie z. B.
Tumornekrosefaktor-a  (TNF-a), Akute-Phase-Proteinen,  Gerinnungsfaktoren,
Enzymen zur Aktivierung zellularer Proteasen und der induzierbaren NO-Synthase
(siehe Abbildung 1). Zusatzlich kdnnen die Zytokine TNF-a und IL-1 (Interleukin-1)
selbst den NF-kB-Signalweg aktivieren und die Zytokinfreisetzung férdern (Cinel und
Opal 2009, Jean-Baptiste 2007, Franchi et al. 2009). Die Ausschittung fraher
proinflammatorischer Zytokine, wie z. B. TNF-a und IL-1, und die Aktivierung
immunkompetenter Zellen fuhrt wiederum zur Freisetzung von weiteren Zytokinen,
wie z. B. IL-6, -8, -10 und HMGB-1, Lipidmediatoren und reaktiven Sauerstoffspezies,
welche die Immunreaktion auf verschiedene Art und Weise modulieren (Schulte et al.

2013). Eine weitere wichtige Rolle in der Signalkaskade spielen Chemokine bzw.
7
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chemotaktische Zytokine, wie z. B. MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1),
das zur Migration und Aktivitatssteigung insbesondere der Monozyten bzw.
Makrophagen beitragt. Ein Anstieg von MCP-1 konnte sowohl nach physischem
Training als auch im Rahmen einer Sepsis nachgewiesen werden. Eine Vielzahl von
Zellen konnen MCP-1 sezernieren (u. a. Endothel- und Muskelzellen), Hauptquelle
sind jedoch Monozyten bzw. Makrophagen selbst. Die Initierung der MCP-1-
Expression ist nicht vollstandig geklart. Wahrend der Sepsis scheinen
proinflammatorische Zytokine beteiligt zu sein. Nach physischem Training kommt es
jedoch sehr fruh und wahrscheinlich unabhangig von TNF- a und IL-1 zu einem
Anstieg. Eine Aktivierung durch das sympathische Nervensystem wird diskutiert
(Suzuki et al. 2002, Deshmane et al. 2009, Yadav et al. 2010).
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Abbildung 1: Aktivierung des unspezifischen Imnmunsystems

Uber PRRs (z. B. TLRs) kénnen sowohl PAMPs (z. B. LPS und Lipoteichonsaure) als auch
endogene DAMPs (z. B. HSP, Fibrinogen) die Aktivierung von NF-kB férdern. Nach
Translokation in den Zellkern wird die Gentranskription und anschlielende Freisetzung von
Zytokinen und Chemokinen gesteigert. DAMPs: danger associated molekular patterns, DNA:
Desoxyribonukleinsdure, HSP: Hitzeschockproteine, HMBG-1: high mobility group box-1,
LPS: Lipopolysaccharid, NF-kB: nuklearer Faktor kappa B, PAMPs: pathogen associated
molekular patterns, PRRs: pattern recognition receptors, TLRs: toll like receptors, Abbildung
modifiziert nach Cinel und Opal 2009 und Schulte et al. 2013

Die proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-a sind entscheidend an der
Entstehung von Schockzustédnden mit Hypotension und vaskularer Permeabilitat und
der Aktivierung des Gerinnungssystems beteiligt (Jean-Baptiste 2007, Schulte et al.
2013). Sie tragen so malgeblich zur Entwicklung des Multiorganversagens im

Verlauf einer Sepsis bei. Zusatzlich haben beide Zytokine einen negativen inotropen
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Effekt auf Kardiomyozyten und wirken pyrogen (Jean-Baptiste 2007, Schulte et al.
2013). Fieber wird jedoch nur im Rahmen des infekt- oder traumaassoziiertem SIRS
uber ein Zusammenspiel aus Zytokinen, Prostaglandinen, Neurotransmittern und
Katecholaminen ausgeldst (Jansky und Vybiral 2004). Eine Hyperthermie, wie sie
sich bei einem trainingsassoziierten SIRS darstellt, basiert jedoch auf Muskelarbeit
und ist nicht als Fieber zu verstehen. Unabhangig von der Ursache kann
Hyperthermie wiederum zur Entstehung von freien Radikalen im Gewebe beitragen
(Fehrenbach und Schneider 2006).

Wahrend TNF-a bei der sepsisassoziierten Initiierung der Entzindungsreaktion eine
entscheidende Rolle spielt, ist der Einfluss dieses proinflammatorischen Zytokins im
Rahmen des SIRS-ahnlichen Zustands nach physischem Training sehr gering. Eine
vergleichende Ubersicht der involvierten Zytokine im Rahmen der Immunantwort bei
physischem Training und Sepsis ist Abbildung 2 zu entnehmen. TNF-a-Erhdhung
nach korperlicher Aktivitat konnte bis jetzt nur nach extrem erschopfender,
langandauernder Belastung, z. B. nach einem Marathonlauf, nachgewiesen werden.
Einer der wichtigsten Mediatoren ausgelost durch Muskelarbeit dagegen ist IL-6
(Pedersen und Febbraio 2008). IL-6 hat besonders grof3en Einfluss auf die
hepatische Genexpression und induziert so die Akute-Phase-Reaktion. Dabei wird
die Synthese von positiven Akute-Phase-Proteinen, wie z. B. a2-Makroglobulin,
Komplementfaktoren, Fibrinogen und C-reaktives Protein, massiv gesteigert und die
von negativen Akute-Phase-Proteinen, wie z. B. Albumin, stark reduziert. Zusatzlich
zu den proinflammatorischen Signalkaskaden induziert IL-6 auch
antiinflammatorische Prozesse. So hemmt IL-6 die Ausschittung von IL-1 und TNF-a
und fordert die Freisetzung von entziindungshemmenden Mediatoren, wie z. B. IL-
1Ra (IL-1 Rezeptorantagonist), sTNFRs (soluble TNF rezeptor), IL-10, TGF-B
(transforming growth factor-B, transformierender Wachstumsfaktor §) und Kortisol
(Bauer et al. 2006, Schulte et al. 2013). Im Rahmen eines trauma- oder
infektassoziierten SIRS erfolgt die IL-6-Freisetzung hauptsachlich Gber den NF-kB-
Signalweg aus Makrophagen bzw. Monozyten und Leukozyten. Dieser scheint in
Bezug auf korperliches Training dagegen eine untergeordnete Rolle zu spielen.
Wahrend des physischen Trainings wird der grof3te Anteil des IL-6 von Myozyten
selbst produziert. Somit stellt der Skelettmuskel ein endokrines Organ dar, welches
Uber Mediatoren wie IL-6 Einfluss auf den Metabolismus des Koérpers nimmt. Die

genaue Signalkaskade hinter der Zytokinfreisetzung ist noch nicht vollstandig geklart.
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Wie bereits erwahnt, scheint der NF-kB-Signalweg jedoch eine untergeordnete Rolle
zu spielen. Die IL-6-Sekretion aus Myozyten wird wahrend koérperlicher Aktivitat
vermutlich durch eine Kombination von verschiedenen Signalwegen beeinflusst.
Sowohl ein niedriger Glykogengehalt des Muskels, als auch die Entstehung von NO
und die Freisetzung von Kalzium konnten als potenzielle Initiatoren der Sekretion
identifiziert werden. Das von Myozyten freigesetzte IL-6 steigert im Muskel die
Glukoseaufnahme und Lipidoxidation und férdert gleichzeitig die Glukoneogenese in
der Leber und die Lipolyse im Fettgewebe (Fehrenbach und Schneider 2006,
Pedersen und Febbraio 2008).

A B

IL-6 IL-6

TNF-a

Zytokinausschuttung
Zytokinausschittung

TNFR \f — \
N S~

Zeit Zeit

Abbildung 2: Zytokinausschuttung bei infekt- und trainingsassoziiertem SIRS

A Infektassoziiertes SIRS: ein friher Anstieg von TNF-a, gefolgt von einem IL-6-Anstieg und
anschlielBender antiinflammatorischer Reaktion, B trainingsassoziiertes SIRS: IL-6-
Ausschittung TNF-a-unabhangig, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a, IL-6: Interleukin-6, TNFR:
TNF-Rezeptor, IL-1RA: Interleukin-1-Rezeptorantagonist, IL-10: Interleukin 10, Abbildung
modifiziert nach Walsh et al. 2011

Die konsekutive Ausschuttung von entzindungshemmenden Zytokinen, wie z. B. IL-
10 und IL-1Ra, ist essenziell, um eine adaquate Balance zwischen pro- und
antiinflammatorischen Prozessen im Korper aufrechtzuerhalten (Fehrenbach und
Schneider 2006). IL-10 supprimiert die Antigenexpression, die Freisetzung von
Entzindungsmediatoren (z. B. IL-1 und TNF-a) und die Phagozytose der Monozyten
bzw. Makrophagen. Auferdem wirkt IL-10 durch einen negativen Feedback-
Mechanismus hemmend auf T-Helferzellen (Couper et al. 2008, Sabat 2010).
Zusatzlich stimuliert IL-10 auch die Freisetzung von IL-1Ra und sTNFRs und

reduziert so den proinflammatorischen Einfluss von IL-1 und TNF-a (Schulte et al.
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2013). Die Sekretion von entzundungshemmenden Zytokinen dient im Rahmen des
trainingsassoziierten SIRS lediglich zur Aufrechterhaltung des inflammatorischen
Gleichgewichts. Eine uberschielfende Immunsuppression ist dadurch nicht zu
erwarten (Fehrenbach und Schneider 2006). Es gibt lediglich Anzeichen dafur, dass
Leistungssportler nach sehr langem und erschopfendem Training anfalliger fur
Erkrankungen der oberen Atemwege sind, wobei die Ursache daflr wahrscheinlich
multifaktoriell ist (Gleeson et al. 2011). Im Gegensatz dazu kann im Rahmen eines
traumatisch oder infektiologisch bedingtem SIRS die antiinflammatorische Reaktion
auch Schaden verursachen. Friher wurde die Pathophysiologie der Sepsis
hauptsachlich in der Gberschief3enden proinflammatorischen Reaktion (Zytokinsturm)
gesehen. Heute wird vermutet, dass der frihen Phase der extremen
Hyperinflammation  mit  Organversagen eine  verzdgerte  Phase  der
Immunsuppression oder sogar Immunparalyse (,compensatory antiinflammatory
response syndrome®, CARS) folgt, in der die Infektion weiter fortschreitet oder das
Risiko fur eine zweite Infektion steigt (Bauer et al. 2006, Hotchkiss et al. 2013).
Jedoch darf fur diese beiden Phasen keine starre chronologische Reihenfolge
vorausgesetzt werden. Vielmehr ist das Ganze als hochvariabler und dynamischer
Prozess zu betrachten, in dem das Zusammenspiel von proinflammatorischen
Zytokinen, antiinflammatorischen Zytokinen und Idslichen Inhibitoren der
proinflammatorischen Zytokine, wie z. B. sTNFRs, essentiell ist, um sowohl die
Eliminierung von Pathogenen als auch die Begrenzung einer gewebeschadigenden
Entzindungsreaktion sicherzustellen (Bone 1996, Bauer et al. 2006, Schulte et al.
2013). Eine unbegrenzte Immunparalyse bis hin zur Anergie kann jedoch genauso
wie eine UberschielRende proinflammatorischer Immunreaktion zum Organversagen
fuhren (siehe Abb. 3) (Hotchkiss et al. 2013).
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Abbildung 3: Verschiedene Modglichkeiten des Verlaufs der Immunreaktion einer
Sepsis

a.) Sepsis ist eine bipolare Stérung des Immunsystems, bei der einer proinflammatorischen
Phase (SIRS) eine Immunsuppression (CARS) folgt. AuRerdem ist die MAglichkeit der reinen
Hyperinflammation dargestellt b.) Die anhaltende Inflammation durch Aktivierung des
unspezifischen Immunsystems verursacht ein Organversagen. c¢.) Durch eine
abgeschwachte oder fehlende hyperinflammatorische Phase kann es frih zur

Immunparalyse das Organismus kommen. CARS: kompensatorisches antiinflammatorisches
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Response Syndrom, SIRS: systemisches inflammatorisches Response Syndrom, Abbildung
modifiziert nach Bauer et al. 2006, Hotchkiss et al. 2013 und Schlegel et al. 2014

Das System der Inflammation wird bei physischem Training und im Rahmen einer
Sepsis durch Hypoxie entscheidend beeinflusst. Zur Gewebehypoxie tragen unter
anderem ein gesteigerter metabolischer Bedarf der Zellen und eine reduzierte
Verflgbarkeit metabolischer Substrate bei (Fehrenbach und Schneider 2006, Bauer
et al. 2006, Eltzschig und Carmeliet 2011). Zellulare Anpassungsreaktionen auf eine
Hypoxie werden unter anderem Uber den Transkriptionsfaktor HIF-1a (Hypoxie-
induzierbarer Faktor 1-alpha) realisiert (Eltzschig und Carmeliet 2011).
Sauerstoffmangel hemmt den Abbau von HIF-1a und erhéht so dessen Aktivitat.
Jedoch kann auch unter normoxamen Bedingungen u. a. Uber TNF-a, IL-1, LPS,
ROS, HSP, Hyperthermie und einen reduzierten intrazellularen Eisengehalt Uber eine
gesteigerte Genexpression oder eine reduzierte Degradation die Wirkung von HIF-1a
gesteigert werden. (Hellwig-Burgel et al. 2005, Peyssonnaux et al. 2007, Eltzschig
und Carmeliet 2011). HIF-1a wird in den meisten Geweben exprimiert und induziert
Gene, Uber die der Sauerstofftransport, die Angiogenese und die
Nahrstoffversorgung und -verwertung geférdert und der Sauerstoffverbrauch
reduziert werden, mit dem Ziel, die Gewebeintegritat und -homdostase auch bei
Hypoxie aufrechtzuerhalten (Rius et al. 2008, Lindholm und Rundqvist 2016).
AuRerdem stimuliert HIF-1a die Motilitdt und Aggregation von myeloischen Zellen
und hemmt die Apoptose von neutrophilen Granulozyten. Uber den NF-kB-Weg wird
eine zusatzliche Verbindung zwischen Inflammation und Hypoxie hergestellt. So wird
einerseits die Transkription von HIF-1a Uber die NF-kB-Weg reguliert. Auf der
anderen Seite fordern Hypoxie und auch HIF-1a direkt den NF-kB-Weg (zum Teil
Uber eine gesteigerte Expression von TLRs), was wiederum die Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen und die Stimulation von Leukozyten bedingt
(Walmsley et al. 2005, Rius et al. 2008, Eltzschig und Carmeliet 2011).

Eine weitere wichtige Komponente der zellularen Reaktion auf physisches Training
oder Infektionen stellt der oxidative Stress dar. Die Hauptmediatoren des oxidativen
Stresses sind reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species), wie
beispielsweise Superoxidradikal (O2e7), Hydroxylradikale (HO-) oder
Wasserstoffperoxid (H202) und davon abgeleitete Peroxidradikale (HOOQOe). Diese
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entstehen unter anderem durch regionale Gewebehypoxie und anschlieRende
Reoxygenierung. Oxidativer Stress tritt auf, wenn ein Ungleichgewicht zwischen der
Bildung von ROS und antioxidativen Abwehrmechanismen im Kdérper vorliegt. ROS
entstehen bei multiplen intrazellularen Prozessen, z. B. in der Atmungskette in
Mitochondrien. Zusatzlich generieren viele Enzyme reaktive Sauerstoffspezies
(Fehrenbach und Schneider 2006, Rocha et al. 2012). H202 entsteht unter anderem
bei der oxidativen Desaminierung von verschiedenen Monoaminen, wie z. B.
Serotonin und Noradrenalin, durch die MAO-A (Monoaminoxidase-A), diese ist
ubiquitar in allen Zellen nachweisbar (Edmondson et al. 2004, Chen 2004).
Phagozyten und zum Teil auch andere Zellen, wie z. B. Fibroblasten und
Endothelzellen, produzieren ROS Uuber die NADPH-Oxidase (Rocha et al. 2012).
Wahrend korperlicher Belastung werden ROS hauptsachlich in den Mitochondrien
der Muskelzellen gebildet, wobei zunehmend Daten vorliegen, dass auch andere
Zellkomponenten eine wichtige Rolle spielen (Powers und Jackson 2008). Im
Rahmen einer Sepsis stellen dagegen aktivierte Makrophagen und neutrophile
Granulozyten die Hauptproduzenten dar, insbesondere nach Hypoxie sind jedoch
auch andere Zellen an der ROS-Generierung beteiligt (Rocha et al. 2012, Bosmann
und Ward 2013). Reaktive Sauerstoffspezies weisen in Abhangigkeit ihrer Reaktivitat
und Halbwertszeit eine Vielzahl von physiologischen Effekten und Aufgaben auf.
Insbesondere die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies von Phagozyten dient
der Abwehr von Erregern. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass ROS jedoch auch als
Modulatoren von intrazellularen Signalkaskaden fungieren. Sie regulieren viele
Signalwege in neutrophilen Granulozyten, modulieren Protein- und Lipidkinasen,
Phosphatasen, die HSP- und TLR-abhangige Signaltransduktion und nehmen
Einfluss auf Transkriptionsfaktoren (einschlieRlich NF-kB und HIF-1a) und Apoptose
(Powers und Jackson 2008, Scheele et al. 2009, Rocha et al. 2012). Sowohl die
Freisetzung pro- als auch antiinflammatorischer Zytokine wird gesteigert. So férdern
ROS beispielsweise die IL-6-Ausschiuttung aus dem Muskel bei Belastung (Scheele
et al. 2009, Rocha et al. 2012). Sauerstoffradikale induzieren aulRerdem die
Aktivierung endogener antioxidativer Abwehrmechanismen, wie z. B. die SOD
(Superoxiddismutase). Wenn es jedoch zu einem Ungleichgewicht mit dem
Uberwiegen von reaktiven Sauerstoffspezies und dem Auftreten von oxidativem
Stress kommt, sind DNA-Schadigung sowie Protein- und Fettoxidation die Folge. Es

resultieren eine mitochondriale Dysfunktion und Beeintrachtigung der ATP-
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Produktion bis hin zur Zellapoptose (Rocha et al. 2012, Bosmann und Ward 2013).
Negative Effekte durch ROS im Rahmen von physischem Training begrenzen sich
auf einen potenziellen Beitrag zur Muskelermidung wahrend der Belastung und
einen hemmenden Einfluss auf die Muskelregeneration (Powers und Jackson 2008,
Scheele et al. 2009). Die Ausschuttung von Sauerstoffradikalen wahrend einer
Sepsis dagegen fuhrt zu einer Verschiebung des Redoxsystems in Richtung eines
oxidativen Status und tragt so Uber mitochondriale, zellulare und immunologische
Dysfunktionen entscheidend zur Entstehung eines Multiorganversagens bei (Rocha
et al. 2012, Bosmann und Ward 2013).

Zusatzlich zu den bisher dargestellten Aspekten der gemeinsamen
pathophysiologischen Ablaufe von physischem Training und Sepsis soll noch die
Rolle der Hitzeschockproteine (HSP) portratiert werden. HSP70 ist ein Chaperon,
dass ubiquitar synthetisiert und auf verschiedenen Ebenen durch ROS induziert wird.
Zusatzlich kénnen auch andere Stimuli wie Gewebehypoxie, Energie-/
Glukosemangel, Azidose, Hyperthermie, Zytokine und ein reduzierter Blutfluss in
viszeralen Organen die HSP70-Expression aktivieren (Kregel 2002, Fehrenbach et
al. 2000, Qu et al. 2015). HSP70 hat pleiotrope protektive Effekte auf Zellen und
insbesondere Mitochondrien, u. a. stabilisiert es Proteinstrukturen, repariert
fehlgefaltete Proteine, hemmt die Proteinaggregation, reduziert stressinduzierte
Denaturierung von Proteinen und wirkt antiapoptotisch. Jedoch ist HSP70 auch in
der Lage, TLR-4 zu aktivieren und so eine Entzlindungsreaktion zu initiieren (Asea
2008, Gelain et al. 2011, Qu et al. 2015). Uber eine Modulierung der Aktivitat von
regulatorischen T-Zellen scheint HSP70 dagegen zur Aufrechterhaltung der
Immunhomdostase und Verhinderung einer UberschieRenden Immunreaktion

beizutragen (Wachstein et al. 2012).

Die durch physisches Training und Infektionen bis hin zu Sepsis induzierten
pathophysiologischen Vorgange weisen viele Gemeinsamkeiten, aber auch deutliche
Unterschiede auf. Besonders hervorzuheben sind neben den akuten Ablaufen die
daraus resultierenden Effekte auf den Organismus. So tragt regelmaliges
physisches Training zur Steigerung der physischen Leistungsfahigkeit, Modulation
des Inflammationssystems und eventuell langfristig zur Steigerung der
Immunkompetenz bei. Ein Schaden aus der akuten Inflammationsreaktion ist

lediglich fur den Muskel oder zum Teil fur den Darm zu erwarten, auch kann nach
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extremer korperlicher Belastung eine kurzfristige Steigerung der Infektanfalligkeit
auftreten. Wahrend einer Infektion hingegen dienen die genannten Mechanismen zur
Bekampfung von pathogenen Erregern. Dabei kann es jedoch zu einer
Fehlregulierung des Immunsystems kommen, welche schlussendlich in einem
Multiorganversagen resultiert. Diese Aspekte sollen in den folgenden Kapiteln

genauer portratiert werden (Fehrenbach und Schneider 2006, Schlegel et al. 2014).

1.5 Effekte des physischen Trainings auf die Immunreaktion des

Korpers

Ein inaktiver Lebensstil erhoht, wie bereits ausfuhrlich in Punkt 1.1 beschrieben, das
Risiko fur eine Vielzahl von Erkrankungen und deren Komplikationen. Als Ursache
dafir werden unter anderem eine Erhohung des viszeralen Fettgewebes mit
konsekutiv gesteigerter Ausschuttung von Adipokinen und die Entstehung eines
niedriggradigen, aber dauerhaft erhdhten systemischen Entzindungsstatus gesehen
(Gleeson et al. 2011, Neto et al. 2011). Zu den Adipokinen gehdren verschiedene
Faktoren, darunter auch Zytokine, die vom Fettgewebe ausgeschuttet werden und
inflammatorische und metabolische Vorgange modulieren. Der Zustand der
chronischen niedriggradigen Inflammation scheint ursachlich unter anderem an der
Entstehung von Diabetes Mellitus Typ 2 und Arteriosklerose beteiligt zu sein.
RegelmaRige korperliche Aktivitat dagegen hat einen antiinflammatorischen Effekt
bzw. verschiebt das Verhaltnis von pro- und antiinflammatorischen Einflissen in
Richtung der Entzindungshemmung. Dies scheint zum Teil durch die Reduktion des
viszeralen Fettgewebes und einer damit verbunden verringerten Ausschuttung
proinflammatorischer Adipokine, aber auch durch die Induktion eines systemischen
antiinflammatorischen Zustandes mit jeder Trainingseinheit verursacht zu werden
(Gleeson et al. 2011, Neto et al. 2011).

Akkumulation von Korperfett, insbesondere im Bereich des Bauchs, der Leber und
der Muskeln erhoht die Gesamtsterblichkeit (Pischon et al. 2008, Gleeson et al.
2011). Mit Zunahme des Fettgewebes steigt auch die Ausschittung
proinflammatorischer Adipokine, wie z. B. TNF, Leptin, MCP-1 und IL-6 (Ouchi et al.
2011). Antiinflammatorische Zytokine, wie z. B. Adiponektin, werden dagegen in
geringeren Mengen ausgeschuttet. Regelmalige korperliche Aktivitat reduziert das

subkutane und viszerale Fettgewebe sowie den Fettgehalt in Organen wie der Leber
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und dem Muskel. Dadurch wird auch die Produktion und Freisetzung von
proinflammatorischen Mediatoren reduziert, wohingegen Adiponektin vermehrt

ausgeschuttet wird (Gleeson et al. 2011, Lancaster und Febbraio 2014).

Der antiinflammatorische Zustand wird zum Teil Uber die Ausschuttung von IL-6 aus
kontrahierendem Skelettmuskel verursacht. In Ruhe hat das im Blut zirkulierende IL-
6 seinen Ursprung zu ca. 30 % im Fettgewebe, dabei produzieren die Adipozyten
jedoch nur einen sehr geringen Anteil. Ungefahr 90 % werden von den
gewebestandigen Makrophagen produziert. Weitere IL-6-Quellen sind Monozyten
und die Leber (siehe Punkt 1.4). Besonders wahrend andauerndem Training steigern
jedoch aktive Muskeln die zellulére und zirkulierende IL-6-Menge um das 100-fache.
Der IL-6-Anstieg verhalt sich exponentiell zur Trainingsdauer, ist jedoch transient und
normalisiert sich meist eine Stunde nach Trainingsende (Mohamed-Ali et al. 1997,
Fried et al. 1998, Fischer 2006, Pedersen 2009, Gleeson et al. 2011). Dieser
vorubergehende Anstieg ist dafur verantwortlich, dass antiinflammatorische Zytokine,
wie z. B. IL-10 und IL-1Ra und auch Kortisol, vermehrt und proinflammatorische
Zytokine wie TNF-a geringer ausgeschuttet werden und tragt so zur Entstehung
eines antiinflammatorischen Zustands bei. Zusatzlich steigert IL-6 die Lipolyse und
die Fettoxidation. IL-10 hat hauptsachlich antiinflammatorische Eigenschaften.
Neben den in Punkt 1.4 ausfuhrlich beschriebenen Funktionen reduziert IL-10
zusatzlich die Expression von interzellulare Adhasionsmolekilen (z. B. ICAM-1) und
die Ubergewichtassoziierte Makrophageninfiltration der Skelettmuskulatur. (Gleeson
et al. 2011, Petersen und Pedersen 2005). Langerfristig ist der Plasmaspiegel von IL-
6 nach regelmaligem Training sowohl in Ruhe als auch nach Belastung eher
rucklaufig. Dabei werden Mechanismen wie ein gesteigerter Glykogengehalt der
Muskulatur, eine gesteigerte antioxidative Kapazitat und eine erhohte

Insulinsensitivitat als Ursachen diskutiert (Warnberg et al. 2010).

Durch korperliches Training werden auch die Nebennierenhormone Kortisol und
Adrenalin  durch eine Aktivitatssteigerung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse und des sympathischen Nervensystems vermehrt ausgeschuttet
(Gleeson 2007, Ball 2015). Die Impulse dafur haben ihren Ursprung in den
motorischen Kortizes und der arbeitenden Skelettmuskulatur. Das sympathische
Nervensystem steigert die Freisetzung der Katecholamine Adrenalin und

Noradrenalin aus dem Nebennierenmark und ACTH (Adrenocorticotropes Hormon),
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welches von der Hypophyse ausgeschuttet wird, fordert die Kortisolsekretion aus der
Nebennierenrinde. Kortisol hat potente antiinflammatorische Effekte, so hemmt es
unter anderem die Zytokinausschittung (z. B. TNF-a) und die T- und B-
Lymphozytenaktivitat. Zusatzlich konnen Katecholamine mittels Inhibition der LPS-
induzierte Zytokinausschuttung (z. B. TNF-a, IL-1B) antiinflammatorisch wirken
(Gleeson et al. 2011, Schedlowski und Schmidt 1996, Galbo 1986).

Auch die Makrophagen und T-Zell-Infiltration des Fettgewebes bei Ubergewicht
tragen entscheidend zur Regulation des Entzindungsstatus im Fettgewebe bei. Fur
die Aufrechterhaltung der Inflammation im Fettgewebe oder vaskularem Endothel ist
die Extravasation von PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells, mononukleare
Zellen des peripheren Blutes) entscheidend. Die Infiltration durch Makrophagen wird
vor allem von einer gesteigerten Zellgrélie der Adipozyten und von Chemokinen wie
MCP-1 und MIP-1a induziert. Es wird vermutet, dass physisches Training die
Invasion von PBMCs in entziindetes Fettgewebe und die Adipozytengrolde reduziert.
(Gleeson et al. 2011). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die Kombination
aus Diat und Sport bei Mausen, neben einer Reduktion der Makrophagenanzahl im
Fettgewebe, auch zu niedrigeren IL-6 und MCP-1-Spiegeln im Plasma fuhrt (Bruun et
al. 2006). MCP-1-Knockout-Mause zeigen insgesamt weniger Makrophagen im

Fettgewebe. (Lumeng et al. 2007).

Desweitern konnte in einem Mausmodell gezeigt werden, dass die
Gewebeexpression von ICAM-1-mRNA durch Training reduziert werden kann
(Kawanishi et al. 2010). ICAM-1 spielt eine entscheidende Rolle fur Adhasion von
Entzindungszellen am vaskularen Endothel und der extrazellularen Matrix.
AulRerdem ist ICAM-1 ein Mediator fur die Interaktion zwischen T-Zellen und
Zielzellen und beeinflusst somit die T-Zellaktivierung und Zytokinproduktion. Es
konnte gezeigt werden, dass die Expression von ICAM-1 bei Ubergewichtigen
Menschen erhoht ist. Aullerdem wurde nachgewiesen, dass eine Blockierung von
ICAM-1 bei uUbergewichtigen Mausen tatsachlich vor einer Makrophageninfiltration

des Fettgewebes schutzt (Gleeson et al. 2011).

Makrophagen liegen im Korper in zwei verschiedenen Polarisationsstatus vor. M1-
Makrophagen produzieren proinflammatorische Zytokine (z. B. IL-6, TNF) und
generieren reaktive Sauerstoffspezies. M2-Makrophagen dagegen produzieren nur

im geringen Male proinflammatorische Mediatoren. Stattdessen schuitten sie grofRe
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Mengen antiinflammatorischer Zytokine (z. B. IL-10) aus (Mantovani et al. 2004,
Lumeng et al. 2007). Fettgewebe mit einer Ubergewichtassoziierten leichten
chronischen Entzindungsreaktion weist einen hoheren Anteil an M1-Makrophagen
auf. Die Ursache daflr liegt in einer gesteigerten Invasion von M1-Makrophagen,
aber auch in einem Wechsel des Phanotyps von M2- zu M1-Makrophagen. Die
Reduktion des entzindlichen Status des Fettgewebes durch physisches Training
wiederum scheint diese Makrophageninfiltration und den Wechsel des Phanotyps zu
supprimieren, wodurch eine erhohte Anzahl an M2-Makrophagen resultiert. Dieser
Trainingseffekt konnte bei Ubergewichtigen Mausen auch ohne eine

Gewichtsreduktion gezeigt werden (Kawanishi et al. 2010, Gleeson et al. 2011).

Ein weiterer potentieller Trainingseffekt ist die Herabregulation der TLR-Expression in
verschiedenen Geweben. Monozyten im Blut von physisch aktiven Individuen zeigen
in vitro eine reduzierte Entzindungsantwort auf eine Stimulation mit Endotoxinen und
eine reduzierte Expression von TLR-4, was wiederum mit einer erniedrigten LPS-
induzierten Produktion von proinflammatorischen Zytokinen assoziiert ist. Der
genaue Stimulus fur die trainingsinduzierte Reduktion der TLR-Expression ist noch
unklar, als potenzielle Einflussfaktoren werden antiinflammatorische Zytokine,
Stresshormone und Hitzeschockproteine diskutiert. Zusatzlich werden durch
regelmaliges Training zirkulierende TLR-Liganden, wie z. B. gesattigte Fettsduren

reduziert (Gleeson et al. 2011, Lancaster und Febbraio 2014).

Desweitern scheint die Reduktion proinflammatorischer Monozyten im Blut eine Rolle
zu spielen. CD14°“CD16*-Monozyten exprimieren 2,5-mal mehr TLR-4 als andere
Monozyten-Subgruppen und tragen entscheidend zum inflammatorischen Potenzial
aller Monozyten bei. Nach einer akuten Trainingseinheit kommt es zu einem
transienten Anstieg dieser proinflammatorischen Monozyten, welcher schnell
reversibel ist. RegelmaRiges Training scheint den Anteil der CD14°“CD16*-
Monozyten zu reduzieren. So wurden bei inaktiven alteren Menschen doppelt so
viele proinflammatorische Monozyten und hohere TNF-a-Spiegel im Blut
nachgewiesen als bei sportlich aktiven. Sowohl die Anzahl an CD14"°“CD16*-
Monozyten als auch der TNF-a-Spiegel konnten in der inaktiven Gruppe durch 12
Wochen mit regelmalligem Ausdauertraining deutlich reduziert werden. Diese
Reduktion der proinflammatorischen Monozyten kénnte zum antiinflammatorischen

Effekt von Training beitragen (Timmerman et al. 2008, Gleeson et al. 2011).
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Als einen weiteren immunmodulierenden Effekt physischer Aktivitat konnte der
Anstieg von regulatorischen T-Zellen (Treg) nachgewiesen werden. So konnte
gezeigt werden, dass nach einem 12-Wochen Thai Chi Chuan-Trainingsprogramm
die Anzahl der CD4CD25-Treg im Blut deutlich erhdht war und dass isolierte
mononukleare Leukozyten der Probanden in vitro nach Antigenstimulation die Treg-
Mediatioren TGF-$ und IL-10 in signifikant hdherem Ausmal} produzierten (Yeh et al.
2006). Eine weitere Studie mit Mausen zeigte, dass nur Training mit hoher Intensitat
eine Erhdhung von Treg sowie eine erniedrigte proinflammatorische und erhdhte
antiinflammatorische Zytokinexpression zur Folge hatten. Dieser Effekt konnte bei
moderatem Training nicht erreicht werden (Wang et al. 2012b). Eine Ubersicht tiber
mdgliche immunmodulatorische Effekt des physischen Trainings ist Abbildung 4 zu

entnehmen.
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Abbildung 4: Potentielle Effekte von physischer Aktivitat auf den inflammatorischen
Status

Physisches Training fuhrt Gber Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse zu einer gesteigerten Kortisolausschittung und Uber das sympathische Nervensystem
zu einer erhéhten Adrenalinfreisetzung. Durch den kontrahierenden Skelettmuskel wird IL-6
produziert. Zusatzlich reduziert physisches Training die Adipozytengréfe sowie die Invasion
von M1-Makrophagen ins Fettgewebe und den Wechsel des Phanotyps von M2- zu M1-
Makrophagen, wodurch eine erhohte Anzahl an MZ2-Makrophagen resultiert. Physische
Aktivitat steigert die Anzahl der regulatorischen T-Zellen und reduziert die Expression von
TLR sowie die Anzahl proinflammatorischer CD14°*CD16*-Monozyten. Zusatzlich ist die
Auswirkung der genannten Effekte auf die Freisetzung pro- und antiinflammatorischer
Zytokine dargestellt. TNF- a: Tumor-Nekrose-Faktor-alpha, /IL-1,-6,-10: Interleukin-1,-6,-10,
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IL-1Ra: Interleukin-1-Rezeptorantagonist, T.g-Zelle: regulatorische T-Zelle, Abbildung

modifiziert nach Gleeson et al. 2011

Zusatzlich spielt eine Adaptation des Endothels durch wiederholtes physisches
Training eine Rolle. Das Endothel ist ein Organ mit wichtigen autokrinen und
parakrinen Funktionen, das multiple Mechanismen, wie z. B. die Vasodilatation,
Leukozytenadhasion, Thrombozytenaktivierung und Gerinnungsprozesse, reguliert.
Wiederholte vaskulare Scherkrafte im Rahmen des physischen Trainings steigern
uber eine Induktion der endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS, endothelial
nitric oxide synthase) die NO-Freisetzung mit konsekutiver Vasodilatation. Zusatzlich
fuhren Scherkrafte am Endothel auch zur Regulierung der SOD (Superoxid-
Dismutase) und der Glutathionperoxidase, welche am Abbau von ROS beteiligt sind.
Zwar tragen Scherkrafte wahrend Training auch zur Bildung von Superoxiden bei,
insgesamt ist der Gesamteffekt jedoch antioxidativ und protektiv vor hoheren
Scherkraften. Durch regelmaRiges Training wird, vermutlich NO-bedingt, ein Umbau
induziert, der in einem vergrélkertem Kapillardurchmesser resultiert. Dieser Prozess
stellt einen Langzeitmechanismus zur Reduktion von Scherkraften dar, so dass die
NO-Freisetzung im Verlauf regredient ist. Die Endothelfunktion ist zusatzlich
empfindlich gegentber oxidativem Stress. Hauptquelle fir ROS in der Arterienwand
ist die NADPH-Oxidase. RegelmaRiges Training induziert die Aktivitat von
antioxidativen Enzymen sowie der eNOS und reduziert die Aktivitat der NADPH-
Oxidase, daraus resultieren eine ROS-Reduktion und ein NO-Anstieg (Higashi und
Yoshizumi 2004, Di Francescomarino et al. 2009). Der durch Training selbst
verursachte oxidative Stress ist jedoch essentiell, um diese adaptiven antioxidativen
Prozesse Uber Aktivierung entsprechender Signalwege zu initiieren. Zusatzlich kann
durch regelmalige physische Aktivitat mittels VEGF und FGF die Angiogenese
gefordert und so die Anzahl der Kapillaren gesteigert werden (Di Francescomarino et
al. 2009).

Insgesamt konnte auch unabhangig vom Endothel gezeigt werden, dass Zellen, die
rezidivierend mit geringen Mengen an oxidativem Stress exponiert werden, wie es
auch bei physischem Training der Fall ist, die antioxidativen Abwehrmechanismen
steigern. Das Resultat ist ein Schutz gegen auch hdhere, normalerweise schadliche
Level an oxidativem Stress. Bei der Induktion der Resistenz gegen oxidativen Stress
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scheinen HSP70 und eine gesteigerte Biogenese von Mitochondrien eine

entscheidende Rolle zu spielen (Fehrenbach et al. 2000).

Lymphozyten, Makrophagen und neutrophile Granulozyten bendtigen flir eine
effiziente Proliferation und Funktion eine ausreichende Menge an Glutamin, einer
essentiellen Aminosaure, die hauptsachlich in der Leber, den Nieren und dem
Skelettmuskel synthetisiert wird. Die Skelettmuskulatur ist stark involviert in die
Synthese, Speicherung und Freisetzung von Glutamin. In vivo Studien an Menschen
konnten zeigen, dass physisches Training die Glutaminfreisetzung aus dem Muskel
fordert und so die Plasmaglutaminkonzentration steigert. Da in verschiedenen
katabolen Situationen, wie z. B. Krebs und Sepsis, eine Reduktion der
Glutaminkonzentration mit einer Schwachung der Funktion von Lymphozyten und
Makrophagen assoziiert ist, wird der trainingsassoziierten Glutaminsteigerung ein
potentiell protektiver Effekt zugeschrieben (Costa Rosa 2004, Neto et al. 2011).
Glutamin scheint zusatzlich Gber eine Inhibierung proinflammatorischer Mediatoren,
die Uber den NF-kB-Signalweg aktiviert werden, antiinflammatorische bzw.

immunregulatorische Eigenschaften aufzuweisen (Fillmann et al. 2007).

Insgesamt sind die Einflisse des physischen Trainings auf das angeborene
Immunsystem wahrscheinlich gréRer als auf das adaptive (Neto et al. 2011).
Interessanterweise wurde in verschiedenen Studien nachgewiesen, dass viele der
positiven immunmodulierenden Eigenschaften des Trainings auch unabhangig von
einer Gewichtsreduktion auftreten (Lancaster und Febbraio 2014). Regelmaliges
physisches Training und physische Aktivitat kann vor vielen chronischen
Erkrankungen, wie z. B. Diabetes mellitus Typ Il und Arteriosklerose, schutzen.
Dieser positive Effekt wird vermutlich durch antiinflammatorische und
immunmodulatorische Effekte verursacht. Ob diese Mechanismen auch vor
schweren Infektionskrankheiten, wie z. B. einer Sepsis, schutzen oder dessen
Verlauf positiv beeinflussen, ist dagegen bisher noch wenig und unvollstandig
erforscht (Wasinski et al. 2014).
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1.6 Organdysfunktion als Folge der Inmunreaktion im Verlauf der

Sepsis

Als Folge der generalisierten Entziindungsreaktion im Rahmen einer Sepsis
entwickelt sich haufig eine Dysfunktion bis hin zum vollstandigen Versagen multipler
Organe. Als Ursachen werden neben Bakterien und ihrer Toxine vor allem die Zellen
des unspezifischen Immunsystems und ihre proinflammatorischen Mediatoren
verantwortlich gemacht, insbesondere dann, wenn die notwendige und
angemessene Immunantwort auf einen infektibsen Stimulus von einem
unkontrollierten Zytokinanstieg abgelost wird (Bauer et al. 2006, Hotchkiss et al.
2013). Die daraus folgende Organschadigung ist multifaktorieller Genese. Im Fokus
des Geschehens stehen Mikrozirkulationsstérungen und eine mikrovaskulare
Schrankenstorung, die entscheidend zum Sauerstoffmangel im Gewebe beitragen.
Diese Gewebehypoxie wird durch Stérungen auf verschiedenen Ebenen aggraviert.
Neben einer unzureichenden O2-Aufnahme in der Lunge und einem durch Anadmie
bedingten eingeschrankten Sauerstoffgehalt des Blutes spielen der reduzierte
Transport durch Herz-Kreislauf-Dysfunktion und die gestorte Sauerstoffabgabe und -
utilisation im  Gewebe eine entscheidende Rolle. Auch regionale
Verteilungsstérungen und ein erhdhter Sauerstoffverbrauch durch Stress, Fieber und
Hypermetabolismus tragen zum O2-Mangel im Gewebe bei (Bauer 2003, Schlegel et
al. 2014, Bauer et al. 2006). Eine mikrovaskulare Dysfunktion wird durch heterogene
Pathologien im Blutfluss charakterisiert, unter anderem werden einige Kapillaren
unterversorgt, wahrend andere eine normale oder gesteigerte Perfusion aufweisen
(Ince 2005).

Ein entscheidender Pathomechanismus auf mikrovaskuldrer Ebene ist die
endotheliale Dysfunktion und die daraus resultierende Schrankenstérung mit
erhohter Permeabilitat des Endothels. Durch Defekte der sonst undurchlassigen
Okkludenskontakte (,tight junctions®) kommt es zur Extravasation von Flussigkeit ins
Interstitium, auch ,capillary leak® genannt. Dadurch vergrofRert sich die
Diffusionsstrecke des Sauerstoffs zur Zielzelle und die O2-Verfugbarkeit wird
reduziert. Aullerdem erhoht sich durch den intravasalen Volumenmangel die
Koagulabilitat des Blutes, was wiederrum Uber Mikrothrombenentstehung die
Organdysfunktion aggraviert. Die Odembildung durch extravasale
Flussigkeitsansammlung reduziert Gber einen erhdhten interstitiellen Druck zusatzlich
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die mikrovaskulare Perfusion (Lee und Slutsky 2010, Schlegel et al. 2014). Zu den
Funktionen des Endothels gehort nicht nur ein regulierender Einfluss auf den
Blutfluss, sondern auch auf die Gerinnung und die Immunreaktion. Diese beiden
Systeme beeinflussen wiederum selbst die Mikrozirkulation (Ince 2005). Uber die
Induktion vasoaktiver Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO), Kohlenmonoxid (CO)
und Endothelin-1 kdnnen proinflammatorische Mediatoren zusatzlich zu Stérungen
der Endothelfunktion und Perfusion beitragen. LPS und verschiedene
proinflammatorische ~ Zytokine  steigern = sowohl die  Expression von
Adhasionsmolekutlen am Endothel und somit die Anhaftung von Thrombozyten und
Leukozyten als auch die Aggregation der Blutblatichen. Die Aktivierung, Adhasion
und Aggregation der Thrombozyten tragen wahrscheinlich zur Mikrothrombenbildung,
mechanischen Obstruktion der Kapillaren und zum Abfall der Thrombozyten im
peripheren Blut bei. Insgesamt ist die Balance zwischen pro- und antithrombotischen
Einflissen auf die thrombozytare wund plasmatische Gerinnung, das
Fibrinolysesystem und die Gefallwandzellen wahrend einer Sepsis in Richtung der
intravasalen Gerinnungsaktivierung verschoben. Dabei steht eine enge bidirektionale
Interaktion zwischen Inflammation und Gerinnungssystem im Vordergrund (Remick
2007, Bauer et al. 2006, Secor et al. 2010, Ince 2005). Die Stérungen des
Gerinnungssystems bei septischen Patienten kdnnen von einer geringen Aktivierung
der Gerinnung bis hin zu einer manifesten disseminierten intravasalen Gerinnung
(DIC, disseminated intravascular coagulation) reichen wund betreffen alle
Komponenten des Hamostasesystems (Levi et al. 2013, Bauer et al. 2006). Im
Zentrum der Aktivierung der plasmatischen Gerinnung steht die durch bakterielle
Toxine und Zytokine induzierte Expression des Gewebefaktors (TF, tissue factor) auf
Monozyten, neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen, was die Bildung von
Thrombin stark steigert. (Shimaoka und Park 2008, Vollmar 2011, Bauer et al. 2006).
Weiterhin  tragen  sepsisassoziierte = Veranderungen im  physiologischen
Inhibitorsystem der plasmatischen Gerinnung (Antithrombin, tissue factor pathway
inhibitor (TFPI) und Protein-C) und Hemmung des Fibrinolysesystems (gesteigerte
Aktivitdt des Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1)) zur Hyperkoagulabilitat bei.
Die Entzindungsreaktion wahrend einer Sepsis ist ein entscheidender Faktor im
Prozess der Gerinnungsaktivierung. Im Gegenzug fuhrt diese jedoch nicht nur Uber
eine Mikrozirkulationsstérung und Gewebehypoxie wiederum zur Aktivierung der

Entzindungsreaktion.  Vielmehr tragen auch einzelne Mediatoren des

26



Einleitung

Gerinnungssystems, wie Thrombin und Faktor Xa, zur Aufrechterhaltung der
Inflammation bei (Bauer et al. 2006). Eine Ubersicht der Veranderungen des

Hamostasesystems wahrend einer Sepsis ist Abbildung 5 zu entnehmen.
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Abbildung 5: Veranderungen des Hamostasesystems wahrend einer Sepsis

Die systemische Entzindungsreaktion fuhrt haufig zur Verschiebung des
Gerinnungsgleichgewichts zugunsten pro-koagulatorischer Faktoren und dem Resultat der
intravasalen  Gerinnungsaktivierung.  PAI-1:  Plaminogen-Aktivator-Inhibitor-1,  AT:
Antithrombin, PC: Protein C, TFPI: tissue factor pathway inhibitor, Abbildung modifiziert nach
Bauer et al. 2006

Stérungen in der Sauerstoffverwertung sind vor allem durch eine mitochondriale
Dysfunktion bedingt. Inflammatorische Prozesse verursachen neben einer
funktionellen auch eine strukturelle Schadigung der Mitochondrien. Dadurch kann
Sauerstoff nicht adaquat genutzt werden und die Energiegewinnung der Zellen wird

eingeschrankt.

Alle diese Mechanismen auf verschiedenen Ebenen tragen entscheidend zur
hypoxischen Zellschadigung und somit zur Entwicklung von Organdysfunktionen bis
hin zum Multiorganversagen bei. Post-mortem-Studien zeigen das diese
Organdysfunktionen wahrscheinlich nicht primar Folge von massivem Zelltod in Form
von Apoptose oder Nekrose sind, sondern eventuell mehr einer funktionellen als
einer strukturellen Stérung der Zellen zu Grunde liegen (Bauer et al. 2006, Ince

2005, Rudiger et al. 2008, Secor et al. 2010).
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Einen weiteren Pathomechanismus in der Entstehung von sepsisassoziierten
Organschaden stellt der oxidative Stress dar. Aktivierte neutrophile Granulozyten und
Makrophagen produzieren zur Erregerabwehr grolle Mengen an reaktiven
Sauerstoffspezies. Durch den gleichzeitig vorliegenden Mangel an Antioxidanzien
wie Glutathion und intrazellularem ATP resultiert eine Stérung des Gleichgewichts
des Redoxsystems. Das Ergebnis sind reversible und irreversible Veranderungen an
Proteinen, DNA und Lipiden, die zu Zell- und Organschaden und zu

Gerinnungsstorungen fuhren (Bosmann und Ward 2013, Ince 2005).

Zu den besonders im Multiorganversagen betroffenen Organen zahlen die Lunge,
Leber, Niere sowie das Nerven- und Herzkreislaufsystem. Verschiedene Studien
zeigen flur die Pravalenz und die assoziierte Mortalitdt schwankende Angaben. Die
Mortalitatsrate bei Dysfunktion der Leber und der Niere scheint héher zu sein als bei
Fehlfunktionen der Lunge im Rahmen einer Sepsis, obwohl letztere die hohere
Pravalenz aufweist (Hebert et al. 1993, Yan et al. 2014, Bellomo et al. 2017).
Wahrend der Sepsis kommt der Leber eine zentrale Rolle in der Wirtsantwort, der
Beseitigung von infektiosen Stimuli und der Regulierung der Gerinnung zu.
AulRerdem kommt es zu einer Modulierung der endokrinen Funktionen. Die
Leberschadigung wird durch hamodynamische Komponenten, unter anderem in
Sinne einer Hypoperfusion oder durch eine direkte und indirekte Zellschadigung
durch Pathogene, Toxine und Zytokine verursacht (Yan et al. 2014, Nesseler et al.
2012). Hepatische Schadigungen manifestieren sich unter anderem in Form einer
sepsisinduzierten  Cholestase, einer ischamischen Hepatitis oder von
Leberabszessen (Trauner et al. 2003). Eine Leberdysfunktion oder ein
Leberversagen tragen wiederum entscheidend zur Aggravation und Mortalitat der
Sepsis bei. Die pathophysiologischen Aspekte der Leber sind komplex. Das
retikuloendotheliale System der Leber spielt eine entscheidende Rolle bei der
Eliminierung von Bakterien aus der Blutbahn. Auferdem kommt es zu
Hochregulierung der hepatischen Synthese der akute-Phase-Proteine. Insbesondere
Kupferzellen produzieren proinflammatorische Zytokine (z. B. TNF-a, IL-1, IL-6,
MCP-1) und andere gewebeschadigende Mediatoren (z. B. ROS) und kénnen somit
eine Schadigung der Leber und anderer Organe fordern. Zusatzlich beinhaltet die
hepatische Wirtsantwort der Sepsis auch die Produktion antiinflammatorischer
Mediatoren (z. B. IL-10). Viele leberstandige Zellen stehen in kontinuierlichem

Austausch mit zirkulierenden Immunzellen. Die Leber, als entscheidende Quelle
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immunmodulatorischer Mediatoren im Rahmen einer Sepsis, kann somit sowohl uber
eine Uberschiefende proinflammatorische Zytokinfreisetzung und einer daraus
resultierenden Aggravation der systemischen Entzindungsreaktion als auch uber
eine Immunparalyse durch entzindungshemmende Parameter zur Steigerung der
Mortalitat beitragen. Daher steht die Regulierung der Leberfunktion und der
hepatischen Immunantwort wahrend einer Sepsis im Zentrum aktueller
Sepsisforschung, mit dem Ziel, die Wirtsantwort und damit verbundene
Organschaden positiv zu beeinflussen (Nesseler et al. 2012, Yan et al. 2014).

Auch die Pathophysiologie des sepsisassoziierten Nierenversagens wird weiterhin
kontrovers diskutiert und ist zu weiten Teilen noch nicht vollstandig verstanden. In
der Vergangenheit wurde die Ursache des sepsisinduzierten Nierenversagens in
einer gestorten Mikrozirkulation aufgrund generalisierter renaler Hypoperfusion mit
Zellschadigung und akuter Tubulusnekrose gesehen. Viele Studien haben jedoch
widerspruchliche Daten gezeigt. Im Vergleich zur alteren Theorie mit makrovaskular
bedingter Ischamie, welche in Apoptose und Nekrose resultiert, scheinen nach
aktueller Datenlage mikrozirkulatorische Dysfunktion, inflammatorische Prozesse und
energetische Anpassungsreaktionen im Vordergrund der Pathogenese des
Nierenversagens zu stehen und eher einen funktionellen Tubulusschaden zu
initiieren (Zarbock et al. 2014). Insbesondere zu Beginn der Sepsis kommt es zu
einer Vasodilatation mit erhohtem Herzzeitvolumen und somit systemisch
hyperdynamer Kreislaufsituation (John 2012). Es konnte tierexperimentell gezeigt
werden, dass ein Nierenversagen auch bei normalem oder erhohtem renalem
Blutfluss auftreten kann (Di Giantomasso et al. 2003). Potentielle Ursachen flir einen
Abfall der GFR trotz gesteigerter Nierenperfusion sind eine Umverteilung des
intrarenalen Blutflusses von der Nierenrinde zum Nierenmark und eine im Verhaltnis
starkere Vasodilatation des Vas efferens im Vergleich zum Vas afferens und ein
damit verbundener Abfall des glomerularen Filtrationsdrucks. Zusatzlich reduzieren
die interstitielle FlUssigkeitseinlagerung in der Niere mit Steigerung des
intrakapsularen Drucks, eine Erhéhung des Drucks im Abdomen (z. B. Aszites) mit
konsekutivem Anstieg des Drucks von extrakapsular auf die Niere und die renale
Kongestion den glomeruléren Filtrationsdruck (Chvojka et al. 2008, John 2012). Uber
Faktoren, wie z. B. Aktivierung des Endothels und der Blutgerinnung sowie
Aggregation und Adhasion von Leukozyten und Thrombozyten, kommt es zu einer

Obstruktion oder Okklusion der Kapillaren mit einer daraus folgenden
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Gewebeischamie (Zarbock et al. 2014). Eine ausfuhrliche Beschreibung ist unter den
allgemeinen pathophysiologischen Aspekten der Sepsis bereits weiter oben in
diesem Kapitel erfolgt. Zusatzlich besteht eine Assoziation zwischen einem akuten
Nierenversagen und erhdhten proinflammatorischen Zytokinen, wie z. B. TNF-a
(Murugan et al. 2010). Leukozyten, Zytokine, DAMPs, PAMPs und ROS kdnnen
renale Tubuluszellen aktivieren, schadigen und funktionelle und metabolische
Veranderungen hervorrufen. Die Folge sind intrazellulare Adaptationen insbesondere
der Mitochondrien zur Reduktion des Sauerstoffverbrauchs der Zellen. Dies scheint
einen weiteren Zellschaden zu verhindern oder zu reduzieren. Insbesondere die
frihe Phase des Nierenversagens ist eher durch einen funktionellen als durch einen
strukturellen Parenchymschaden charakterisiert (Gomez et al. 2014, Zarbock et al.
2014). Durch eine sepsisassoziierte Schadigung der Niere kommt es mittels einer
Flussigkeitsretention im Korper und durch die Freisetzung proinflammatorischer
Mediatoren durch die Niere selbst wiederum zur Aggravation des
Multiorganversagens (John 2012).

Aus einer ausgepragten Verminderung des peripheren GefalRwiderstands mit daraus
folgenden hohen Herzzeitvolumina resultiert insbesondere zu Beginn einer Sepsis
eine hyperdyname Herzkreislaufreaktion. Als Ursache wird unter anderem die
UberschieRende NO-Freisetzung angesehen (Bauer et al. 2006). In dieser frihen
hyperdynamen Phase ist die Perfusion vieler Organe gesteigert und es ist ein
Anstieg der Sauerstoffversorgung und des Sauerstoffverbrauchs nachweisbar. Daher
wird die Rolle der globalen Ischamie als Hauptursache der Organdysfunktion vor
allem in der hyperdynamen Phase immer mehr angezweifelt. Nach dieser frihen
Phase der Sepsis schliet sich eine spatere hypodyname Kreislaufsituation mit
Reduktion des  Herzzeitvolumens, der Organdurchblutung sowie der
Sauerstoffversorgung und Anstieg des peripheren vaskularen Widerstands an (Yang
et al. 2002, Di Giantomasso et al. 2003).

30



Ziele der Arbeit

2 Ziele der Arbeit

Die Sepsis, als komplexe systemische Entzindungsreaktion, ist mit einer hohen
Pravalenz und Mortalitatsrate eine ernstzunehmende Erkrankung, deren
Pathophysiologie im Ganzen noch lange nicht verstanden ist. Auch therapeutisch
sind dadurch Grenzen gesetzt. Daher ware es von hohem Interesse, neben neuen
(supportiven) Therapieoptionen auch mogliche Adaptationsmechanismen zu
erforschen, welche die natlrliche Widerstandskraft des Korpers erhdhen, um die

Uberlebensraten zu steigern und das Outcome zu verbessern.

Fur regelmaBiges physisches Training konnte ein protektiver Effekt flr eine Vielzahl
von Erkrankungen gezeigt werden. Zum Beispiel kann die Inzidenz von Diabetes
mellitus Typ I, kardiovaskularen Erkrankungen und Karzinomen reduzieren werden.
Die Ursache liegt mdglicherweise in den antiinflammatorischen Effekten von
physischem Training. Diese werden unter anderem uber eine Reduktion
insbesondere des Vviszeralen Fettgewebes und einer konsekutiv reduzierten
Freisetzung von Adipokinen induziert. Zusatzlich spielen eine gesteigerte Freisetzung
von Kortisol, Adrenalin und IL-6, eine reduzierte Expression von Toll-like Rezeptoren,
eine Hemmung der Infiltration des Fettgewebes mit Monozyten und Makrophagen
sowie ein Phanotyp-Switch der Makrophagen hin zu M2-Makrophagen und eine
damit verbundene Reduktion proinflammatorischer Zytokine eine Rolle. Zudem ist
der Gesamteffekt des physischen Trainings im Korper antioxidativ und eine

Resistenz gegenulber oxidativem Stress und hohen Scherkraften wird generiert.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob regelmaRiges physisches Training einen
Einfluss auf die Mortalitatsrate einer polymikrobiellen Sepsis bei Mausen hat. Ein
besonderer Fokus sollte dartber hinaus auf der Untersuchung von funktionellen,
morphologischen und molekularbiologischen Organveranderungen im Verlauf einer

Sepsis und deren Abhangigkeit vom Trainingszustand liegen.

Hierzu wurden folgende Hypothesen formuliert:

Der Trainingszustand beeinflusst die Uberlebenswahrscheinlichkeit bei schweren
bakteriellen Infektionen. Dieser Phanotyp spiegelt sich auf funktioneller, zellularer

und molekularbiologischer Ebene wider.
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Zur Untersuchung der Arbeitshypothese wurden folgende Schwerpunkte definiert:

Als Voraussetzung fur die Untersuchung der Arbeitshypothesen sollte eine
randomisiert bestimmte Gruppe der Mausepopulation ein sechswdchiges intensives
kontinuierliches Laufbandtraining absolvieren. Der Zustand einer schweren
bakteriellen Infektion bzw. einer Sepsis sollte mit einem modifizierten PCl - Modell
(peritoneal contamination and infection, peritoneale Kontamination und Infektion)

erreicht werden.

In einer ersten Untersuchung sollte die Wirtsreaktion der Mause im Verlauf der
Sepsis anhand der Uberlebenswahrscheinlichkeit und eines Clinical Severity Score
evaluiert und zwischen den beiden Gruppen (trainiert, untrainiert) verglichen werden.
Des Weiteren sollte ein allgemeiner Eindruck Uber den Trainingseffekt anhand von
Parametern wie dem Korpergewicht und dem relativen Herzgewicht gewonnen

werden.

Bei positivem Trainingseffekt auf das Uberleben, sollte sich eine zweite
Versuchsreihe anschlieen, mit dem Ziel, die Wirtsreaktion der Mause
phanotypabhangig zu zwei verschiedenen Zeitpunkten (nach 6 und nach 24
Stunden) im Verlauf einer Sepsis anhand allgemeiner Parameter wie dem Blutbild,
Zytokinkonzentrationen und der bakteriellen Keimlast und anhand organspezifischer
Veranderungen zu evaluieren. An lebenswichtigen Organen (z. B. Leber, Niere)
sollten die morphologische Gewebsintegritat, die Organfunktion und Mediatoren
einer inflammatorischen Stressantwort, wie z. B. Hitzeschockprotein 70 (HSP70),
Monoaminooxidase A (MAO-A) und Hypoxie-induzierter Faktor-1a (HIF-1a)

untersucht werden.
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3 Material und Methoden
3.1 Chemikalien

0,1 % Ponceau S

0.9%iger Kochsalzlosung (NaCl)

4 % PFA (Paraformaldehyd)

6X DNA Loading Dye
Aceton

Brilliant I1l Ultra-Fast SYBR® Green
QPCR Master Mix
Bromphenolblau

Chlorhallhydrat

EDTA
Entellan®

Eosin

Essigsaure

Ethanol

Glycerin

Material und Methoden

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH
(Bad Homburg, Deutschland)

MORPHISTO GmbH (Offenbach am
Main, Deutschland)

Fermentas (Waltham, USA)
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Agilent Technologies (Santa Clara,
USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,

Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Fisher Scientific GmbH (Schwerte,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Munchen, Deutschland)
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Harris Hamatoxylin

Hirn-Herz-Glucose-Boullion

Kalialaun (Kaliumaluminiumsulfat)

Ketamin

MagicMark™ XP Western Protein

Standard

Methanol

Natriumjodat

Natriumorthovanadat
NuPAGE® Running Buffer (20X)

NuPAGE® Transfer Buffer (20X)

O’GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder

PBS

Periodsaurepulver

Rinderserumalbumin (BSA, bovine

serum albumin)

Saccharose

Schiff'sches Reagenz

Material und Methoden

MORPHISTO GmbH (Offenbach am

Main, Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH
(Burgdorf, Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Fisher Scientific GmbH (Schwerte,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Fisher Scientific GmbH (Schwerte,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,

Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
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SDS

SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard

Skim Milk Powder
SYBR Green |
TBS

Tissue-Tek OCT

Tris

Tris-HCI

Tween® 20
UltraPure™ Agarose

Wasser DEPC behandelt, steril,

autoklaviert
Xylazin

Xylol Il

Zitronensaure

B-Mercaptoethanol

Material und Methoden

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Sakura Finetek Germany GmbH
(Umkirch, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Bayer AG (Leverkusen, Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
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3.2 Kits

Tabelle 2: Kits und Inhalt

Material und Methoden

Kit/Firma

Inhalt

BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Mouse
Inflammation Kit, BD Biosciences, Becton
Dickinson GmbH (Heidelberg, Deutschland)

Mouse IL-6 Capture Beads

Mouse IL-10 Capture Beads

Mouse MCP-1 Capture Beads

TNF Capture Beads

Mouse Inflammation PE Detection Reagent
Mouse Inflammation Standards, lyophilized
Cytometer Setup Beads

PE Positive Control Detector

FITC Positive Control Detector

Wash Buffer

Assay Diluent

Bicinchoninic Acid Kit for Protein
Determination, Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)

Bicinchoninic Acid Solution
4 %(w/v) CuS04.5H20 Solution

Protein Standard Solution

cOmplete™ Lysis-M, Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland)

Lysis-M Reagent
cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail
Tablets

Experion RNA StdSens Analysis Kit, Bio-
Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen,
Deutschland)

RNA StdSens chips

Spin filter

Experion RNA StdSens Stain

Experion RNA StdSens Loading Buffer
Experion RNA Gel

Experion™ RNA Ladder

Immobilon™ Western Chemiluminescent
HRP Substrate — Merck Millipore, Merck
KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Luminol Reagent

Peroxide Solution

NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic
Extraction Reagents, Fisher Scientific
GmbH (Schwerte, Deutschland)

Cytoplasmic Extraction Reagent | (CER 1)
Cytoplasmic Extraction Reagent Il (CER II)
Nuclear Extraction Reagent (NER)

QIAquick PCR Purification Kit, QIAGEN
(Hilden, Deutschland)

Buffer PE Wash buffer
Buffer PBI Binding buffer
QIAquick Spin Colum

Collection Tubes
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RevertAid first Strand cDNA Synthesis Kit,

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

5x Reaction Buffer

dNTP Mix (10mM)

Oligo (dT)1s Primer Mix (100uM)
Random Hexamer Primer (100uM)
DEPC-treated water

Revert Aid RT (200u/ul)

RiboLock RNAse Inhibitor (20u/ul)

RNA Standard Sens Kit, Bio-Rad
Laboratories GmbH (Feldkirchen,
Deutschland)

RNA Gel

RNA Stain
RNA Ladder
Loading Buffer

RNeasy Mini Kit, QIAGEN (Hilden,
Deutschland)

RPE Wash buffer concentrate
RW1 Wash buffer
RLT Lysis buffer

RNase-free water
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3.3 Losungen

Tabelle 3: Losungen/Puffer und Zusammensetzung

Losung/ Puffer Zusammensetzung

Lammli-Puffer 2 g SDS
5 ml B-Mercaptoethanol
10 ml Glycerin
1 ml 1% Bromphenolblau
4 ml1,5M Tris-HCI pH 6,8

TBS 10 X 12,11 g/ 0,1 M Tris
58,44 g/ 1 M NaCl
mit Aqua tridest. auf pH 7,6 eingestellt

TBS 1 X 100 mI TBS 10 X
900 ml Aqua tridest.
TBS-Tween 1 X 100 mI TBS 10 X

900 ml Aqua tridest.

1 ml Tween 20

Lysepuffer 11 mM Tris-HCI (pH 7,5)
250 mM Saccharose
1 mM EDTA
TAE-Puffer 10 X 400 mM Tris
10 mM EDTA

mit 98%iger Essigsaure auf pH 8 eingestellt

mit Aqua bidest. auf 1 | aufgefullt
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3.4 Gerate, Software und sonstige Materialien

Aida Image Analyzer 3.5.2 Software

Automated Hematology Analyzer pocH-

100iV Diff

Axio Vision Sofware Rel. 4.6

Centrifuge 5415 R

DNA Engine®Peltier ThermalCycler

Excel

Experion RNA StdSens Chip

Experion™ Automated Electrophoresis

System:

Experion™ Automated Electrophoresis
Station

Experion™ Vortex Station Il
Experion Priming Station
Experion Software

FACScan™

FCAP Array™ Software

Fuji DRI-CHEM 3500i

G:BOX F3
Gel Blotting Paper, GB002

GeneSnap

Elysia-raytest GmbH (Straubenhardt,
Deutschland)

Sysmex Deutschland GmbH
(Norderstedt, Deutschland)

Carl Zeiss Microscopy Deutschland
GmbH, (Oberkochen, Deutschland)

Eppendorf AG (Hamburg,
Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Feldkirchen, Deutschland)

Microsoft Corporation (Redmond,
USA)

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Feldkirchen, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Feldkirchen, Deutschland)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

FUJIFILM Europe GmbH
(Dusseldorf, Deutschland)

Syngene (Cambridge, UK)

Whatman Schleicher & Schuell
GmbH, (Dassel, Deutschland)

GSL Biotech LLC (Chicago, USA)
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GraphPad Prism 5.0 Software

Hamilton 702 N 25ul Syringe (22s/51/2)

IBM® SPSS® Statistics 19

Laufband Modell T70

Luminescent Image Analyser LAS-3000

Magnetrihrer Hei-Mix S

Metall-Block-Thermostat MBT 250
(Heizgerat)

Mikroplattenreader

Mikroskop Provis AX70

Mini-Taumel-Wipptisch WT17

NanoDrop® 2000c

NuPAGE® Novex® 10% Bis-Tris Gels
(1.5-mm thick, 15-well)

PowerPac 1000

PowerPac™ HC

Precision Liquid Handling System CAS-
1200™ (Pipettierroboter)

QIA cube

QIAquick spin column

Material und Methoden

GraphPad Software (San Diego,
USA)

Hamilton Germany GmbH
(Grafelfing, Deutschland)

IBM Deutschland GmbH (Ehningen,
Deutschland)

Tunturi® (Almere, Niederlande)

FUJIFILM Europe GmbH
(Dusseldorf, Deutschland)

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, (Kehlheim, Deutschland)

ETG Entwicklungs- und Technologie
Gesellschaft mbH limenau (limenau,
Deutschland)

MWG Biotech AG (Ebersberg,
Deutschland)

Olympus Winter & Ibe GmbH
(Hamburg, Deutschland)

Biometra GmbH (Géttingen,
Deutschland)

Thermo Scientific, Thermo Fisher
Scientific GmbH (Dreieich,
Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Feldkirchen, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Feldkirchen, Deutschland)

Corbett Life Science (Mortlake,
Australien)

QIAGEN (Hilden, Deutschland)
QIAGEN (Hilden, Deutschland)
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Rotor-Gene Rotary Analyzer

Rotor-Gene™ 6000 Software

SpeedMill P12

ThermoMixer Comfort

TissuelLyser (Kugelmuhle)

Transfermembran Roti®-PVDF,
PorengrofRRe 0,45 ym, Bindung hydrophob

ULTRA-TURRAX®

Vortex-Genie 2 V
XCell II™ Blot Module

XCell SureLock Mini-Cell
Elektrophoresekammer

Material und Methoden

Corbett Life Science (Mortlake,

Australien)

Corbett Life Science (Mortlake,
Australien)

Analytik Jena GmbH (Jena,
Deutschland)

Eppendorf AG (Hamburg,
Deutschland)

QIAGEN (Hilden, Deutschland)

Carl Roth GmbH + Co KG
(Karlsruhe, Deutschland)

IKA-Werke GmbH & Co. KG
(Staufen, Deutschland)

Scientific Industries (New York, USA)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
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3.5 Versuchstiere

In dieser Studie wurden erwachsene mannliche Mause des Stammes C57BL/6NCrl
(12 Wochen alt, Korpergewicht 25-30 g; Firma Charles River, Deutschland)
verwendet. Die Tiere wurden in einem Tag-Nacht-Rhythmus (14:10 h), einer
Raumtemperatur von 23 + 1 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 40 — 60 % gehalten.
Sie erhielten Standardnagerfutter in Pelletform und Wasser ad libitum. Alle
Tierversuche erfolgten in Ubereinstimmung mit dem Deutschen Tierschutzgesetz und
wurden von der zustandigen Tierschutzkommission genehmigt (Tierversuchsantrag
Reg. Nr. 02-10/10).

3.6 Trainingsprogramm

Die Tiere wurden zu Beginn der Studie randomisiert einer Trainings- und einer
Kontrollgruppe zugewiesen. Das Trainingsprogramm bestand aus freiwilligem
Laufradtraining im Kafig und einem progressiven Intervalltraining auf dem Laufband
Uber sechs Wochen. In der Trainingsgruppe wurden alle Kafige mit einem Laufrad
und mit einem magnetischen Zahler ausgestattet, iber den die Anzahl an vollstandig
durchgefiuihrten Umdrehungen der Laufrader bestimmt werden konnte. Fur das
Ausdauertraining wurde der von Kemi et al. etablierte Trainingsplan modifiziert
angewandt (Kemi et al. 2002). Dieser Trainingsplan stellt eine gute Methode dar, um
die physische Leistungsfahigkeit der Tiere, durch Steigerung der Herzleistung und
des maximalen Sauerstoffverbrauchs, zu erhéhen. Das Training wurde in der
Nachtphase der Mause durchgefihrt. Die Tiere der Trainingsgruppe wurden eine
Woche vor Beginn des Trainings an das Laufband gewohnt. Daflr liefen sie an 2
Tagen bei 0,6 km/h fur 20 Minuten, gefolgt von 3 Tagen Intervalltraining
(Trainingsgeschwindigkeiten siehe 1. Trainingswoche) fir jeweils 25 Minuten. Das
anschlieBende Ausdauertraining wurde 5 Tage pro Woche durchgefihrt, gefolgt von
2 Tagen Trainingspause und enthielt eine stufenweise Steigerung der Trainingsdauer
und -intensitat. Wahrend des Trainings wechselten sich Intervalle mit hoher Intensitat
(HI) fGr 8 Minuten und solche mit niedriger Intensitat (NI) fir 2 Minuten ab. Der
Trainingsplan fur die jeweilige Woche kann Tabelle 4 enthommen werden.
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Tabelle 4: Trainingsprogramm

Woche Geschwindigkeit HI Geschwindigkeit NI Trainingsdauer
[km/h] [km/h] [min]
1. 1 0,6 30
2. 1 0,6 40
3. 1 0,6 50
4. 1 0,6 50
5. 1 0,6 60
6. 1,1 0,7 60

HI: hoher Intensitat, NI: niedriger Intensitat

Vor Beginn jedes Trainings fand ein Aufwarmprogramm bei 0,5 km/h fir 5 Minuten
statt. Die Steigung des Laufbandes lag wahrend allen Trainingseinheiten konstant
bei 12 %. Eine Stahlelektrode am Ende jeder Laufbahn konnte einen elektrischen
Impuls (0,8 mA) abgeben, um die Tiere zu einem kontinuierlichen Training zu
motivieren. Um gleiche Umgebungsbedingungen zu sichern, wurden die Kontrolltiere
zwei Mal pro Woche fur 30 Minuten auf das Laufband gesetzt, ohne dass sie darauf

trainierten.
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3.7 Studiendesign, Sepsisinduktion, Organentnahme

C57BL/6 Mause
@ 6 Wochen @
. . . . . . Sepsis durch
Untrainierte Tiere Trainierte Tiere . e
fakale Peritonitis

Uberlebensanalyse Verdnderungen der Wirtsantwort
trainiert: n=30 trainiert: n=28
untrainiert: n=20 untrainiert: n=30

@ ohne/ 6 h und 24 h nach Sepsisin
Kaplan-Meier-Kurve @

CSScore
Zytokine, bakterielle Keimlast, klinische

Histologie, Genexpression, Wes

Abbildung 6: Studiendesign

n: Anzahl, CSScore: Krankheitsschwerescore (Clinical Severity Score)

Fir die Uberlebensstudie wurden 30 Tiere wie oben beschrieben trainiert und 20
dienten als Kontrolle. Eine Maus aus der Trainingsgruppe konnte nicht zum Laufen
animiert werden und wurde deswegen aus dem Experiment ausgeschlossen. Die

Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde mit Hilfe einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt.

Zur Untersuchung trainingsassoziierter pathophysiologischer Veranderungen wurden
Blut, Gewebe und Organe von 28 trainierten und 30 untrainierten Mausen zu drei
verschiedenen Zeitpunkten (ohne Sepsisinduktion, 6 und 24 Stunden nach

Sepsisinduktion) enthommen.

Die Induktion der polymikrobiellen Sepsis erfolgte am dritten Tag nach der letzten
Trainingseinheit. Als Grundlage diente die von Gonnert et al. beschriebene und
charakterisierte PCIl-Methode (peritoneal contamination and infection) (Gonnert et al.
2011). Dabei wurde den Tieren mittels intraperitonealer Injektion einer
aufgearbeiteten humanen Stuhlsuspension eine multibakterielle Peritonitis induziert.
Als Erstes wurde eine humane Stuhlprobe mit 0.9%iger Kochsalzlosung im
Verhaltnis 1:4 verdunnt. Fur die Induktion der Peritonitis wurden allen Tieren mit
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einer 21G-Nadel 3,0 ml/kg Korpergewicht der Stuhlsuspension in den rechten

unteren Quadranten des Abdomens narkosefrei injiziert.

Die Organ- und Blutentnahme erfolgte in tiefer Narkose. Diese wurde durch die
intraperitoneale Injektion einer Narkoseldsung aus Ketamin (100 mg/kg) und Xylazin
(6,5 mg/kg) eingeleitet. Die Mause wurden daraufhin durch Direktpunktion des
rechten Ventrikels und Entnahme des gesamten Blutvolumens getotet. Anschlie3end
wurden den Tieren Herz, Lunge, Leber, Niere, Milz, Musculus quadriceps und
Musculus biceps entnommen. Die Organe wurden kurz in PBS gespult, danach
gewogen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Weitere
vorbereitende Malinahmen an den Organen sind in den Kapiteln zur jeweiligen

Methode erklart. Eine Ubersicht des Versuchsaufbaus ist in Abbildung 6 dargestellt.
3.8 Krankheitsschwerescore (Clinical Severity Score)

Fur die Einschatzung des Allgemeinzustandes der Tiere wahrend der Sepsis wurde
von zwei unabhangigen Beobachtern zu drei determinierten Zeitpunkten ein
Krankheitsschwerescore (Clinical Severity Score) nach der Vorlage von Gonnert et
al. erhoben (Gonnert et al. 2011). Die Evaluierung fand verblindet statt. Durch die
Beobachter wurden folgende Merkmale bewertet: spontane Aktivitat, Reaktion auf
externe Stimuli und Korperhaltung. Es konnten Punkte zwischen 1 (keine Zeichen
einer Erkrankung) und 5 (Tod) vergeben werden. Aus der Summe der Punkte fur die
verschiedenen Kriterien ergab sich der Gesamtwert flr jedes Tier. Verstorbene Tiere

wurden bei der weiteren Betrachtung zensiert.
3.9 Blutbild-Bestimmung

Die Blutbildbestimmung wurde mit Hilfe des automatischen Hamatologie Analysers
POCH-100iV Diff durchgefiihrt. Dieses Analysesystem basiert auf dem Prinzip der
Impedanzmessung. Unter Zuhilfenahme der hydrodynamischen Fokussierung
werden Erythrozyten- und Thrombozytenanzahl im Gerat in einem gemeinsamen
Messvorgang bestimmt. Die Zahlung der Leukozyten dagegen erfolgt nach
vorheriger Lyse der Erythrozyten separat. Es wurden von 8 - 10 Tieren je Gruppe 15
pl EDTA-antikoaguliertes Blut untersucht.
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3.10 Klinische-Chemie-Messung

Mit dem Fuji DRI-CHEM 3500i Analysesystem wurden aus Plasmaproben von 6 - 10
Tieren aus jeder Gruppe vier verschiedene Parameter gemessen. Dazu gehoérten
neben den Leberschadigungsmarkern Aspartat-Aminotransferase (ASAT) und
Alanin-Aminotransferase (ALAT), auch Blut-Harnstoff-Stickstoff und Kreatinin, welche
zur Evaluierung der Nierenfunktion dienten. Flr die Herstellung der Plasmaproben
wurde EDTA-antikoaguliertes Blut direkt nach der Entnahme bei 2.220 x g fur 10
Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand bzw. das so gewonnene
Plasma wurde in ein neues Tube Ubertragen, in flissigem Stickstoff tiefgefroren und
bei -80 °C gelagert. Fur die Untersuchung am Fuji DRI-CHEM 3500i Analysesystem
wurden die Plasmaproben auf Eis aufgetaut, gut gevortext und anschliel3end
vermessen. Der Automat pipettiert 10 pl Probe auf einen Chip und inkubiert diesen
bei 37 °C je nach Parameter fur eine definierte Zeit. Die Messchips bestehen aus
mehreren Schichten und parameterabhangig finden verschiedene Reaktionen statt,
welche eine  Farbreaktion verursachen. Zuletzt misst der Automat
spektralphotometrisch bei einer Wellenlange von 505 nm die Dichte der optischen
Reflektion. Aus dieser berechnet das Gerat Uber Kalibriergeraden die Konzentration

des jeweiligen Parameters.
3.11 Genexpressionsanalysen
3.11.1 RNA-Isolierung aus Gewebe

Fur die RNA-Isolierung diente homogenisiertes Nierengewebe von 4 Mausen je
Gruppe als Ausgangsmaterial. Jeweils ca. 30 mg Gewebe wurden auf Trockeneis
von gefrorenen Nieren separiert und anschlielend in 600 pl RLT Lysepuffer geldst,
welcher zuvor im Verhaltnis von 1:100 mit B-Mercaptoethanol versetzt wurde. Der
Zellaufschluss erfolgte mechanisch mittels einer Kugelmuahle fir 4 Minuten bei 30
Impulsen pro Sekunde. Die homogenisierten Proben wurden fur 10 Minuten bei 3000
x g zentrifugiert und das Pellet verworfen. Mit 600 ul des Uberstands jeder Probe
erfolgte die RNA-Isolation mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits im QIA cube. Dafur
wurden zuerst 11 ml des RPE Waschpufferkonzentrat mit 44 ml 70%igem Ethanol
versetzt, anschlieend der QIA cube nach Herstelleranleitung mit RNase-freiem
Wasser, RW1 Waschpuffer, 70%igem Ethanol und dem verdinnten RPE
Waschpuffer bestickt und die RNA-Isolierung gestartet. Um die Léslichkeit der RNA
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zu erhohen, wurden die Proben nach der Isolation fiir 5 Minuten bei 60 °C erwarmt

und anschlielend auf Eis gelagert.
3.11.2 Spektralphotometrische RNA-Konzentrationsbestimmung

Nach der RNA-Isolation wurde die RNA-Konzentration mit Hilfe des NanoDrops®
2000 spektralphotometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm, dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsauren, bestimmt. Die Probe Uberbrickt durch das
Bilden einer Flussigkeitssaule die Lucke zwischen zwei Glasfaserkabeln. Dies
ermdglicht einem Spektralphotometer mit Hilfe eines linearem CCD-Arrays die
Transmission des von einer Xenon Blitzlampe emittierten Lichts durch die Probe zu
analysieren. Zunachst wurde am Gerat die Lichttransmission von 1 yl RNase-freiem
Wasser bestimmt und als Referenzwert gespeichert. Anschliefend erfolgte eine
Doppelbestimmung der transmittierten Lichtintensitat in jeweils 1 pl Probe. Uber den
negativen Logarithmus des Quotienten von Intensitat der Probe und Intensitat der
Referenzlésung wurde vom Gerat die Absorbanz bei einer Wellenlange von 260 nm,
kurz Aze0, und uUber diese mittels Lambert-Beer'schem Gesetz und einem
Extinktionskoeffizienten von 40 ng*cm*ul-! fur RNA die Nukleinsdurekonzentration
bestimmt. Ein Absorbanzwert von 1 entspricht einer RNA-Konzentration von 40 ng/pl.
Erste Aussagen zur Reinheit konnten durch die Bildung des Quotienten aus Aze0 und
A2so getroffen werden. Bei einer Wellenlange von 280 nm haben Proteine ihr
Absorptionsmaximum. Bei RNA ohne Proteinverunreinigung ist ein Verhaltnis von
A260/A280 von 2 zu finden. Ist der gemessene Wert geringer, kann neben einer
Verunreinigung durch Proteine auch eine Kontamination durch Phenol und andere
aromatische Substanzen, die bei oder nahe einer Wellenlange von 280 nm stark
absorbieren, der Grund sein. Im weiteren Verlauf wurden nur Proben verwendet, die

einen Quotienten = 2 aufwiesen.

3.11.3 RNA-Qualitatskontrolle

Fur die Analyse der Genexpression ist eine hohe Qualitdt der isolieten RNA
essentiell. Vor allem die Integritat und eine mogliche Verunreinigung durch DNA
muss kontrolliert werden. Dafiir wurden die Experion™ Automated Electrophoresis
Station zusammen mit den Experion™ RNA StdSens Chips und dem Experion RNA

StdSens Analysis Kit nach Herstellerangaben verwendet. Das System flhrt in
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sogenannten ,Microfluid-Chips“ eine Kapillar-Elektrophorese durch. Durch Elektroden
wird eine Spannung angelegt, welche die Migration geladener Teilchen der Proben in
den Separierungskanal des Chips induziert. Auf Grund des darin enthaltenen Gels,
durchwanden die Moleklle den Kanal je nach GroRRe unterschiedlich schnell und
werden somit aufgetrennt. Ein Fluoreszenzfarbstoff interkaliert zwischen die Basen
von Nukleinsauren. Durch Laseranregung wird anschlielend eine Fluoreszenz des
an RNA oder DNA gebundenen Farbstoffs induziert. Diese wird von einer Photodiode
detektiert und die Experion Software stellt die Fluoreszenzintensitat als Funktion der
Zeit dar, um so ein Elektropherogramm zu erstellen. Aus diesen Daten wird ein
virtuelles Gelelektrophoresebild generiert.

Mit dem Experion RNA StdSens Analysis Kit kénnen Proben mit einer RNA-
Konzentrationen zwischen 5 — 500 ng/ul untersucht werden. Proben, die diese
Obergrenze uberschritten, wurden mit DEPC behandeltem Wasser verdinnt. Danach
wurden 2 pul aller Proben und 1,3 yl RNA Ladder mittels eines Thermocyclers 2
Minuten bei 70 °C denaturiert und anschlieRend auf Eis gelagert. Die Reagenzien
des Kits mussten fur 15 Minuten bei Raumtemperatur equilibriert werden. Zur
weiteren Vorbereitung wurden zunachst 600 pul RNA Gel in einen Spinfilter gegeben
und bei 1.500 x g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Anschlie3end
konnte eine sogenannte GS-Losung hergestellt werden, dafir wurden 65 pl des
zentrifugierten RNA Gels in ein frisches RNAse freies Reaktionsgefal pipettiert und
mit 1 yl RNA Stain versetzt. Von dieser Losung wurden 9 ul in die dafur vorgesehene
Probenvertiefung (Well) des Chips pipettiert und dieser anschlieend in der Experion
Priming Station platziert. Dort wurde das Programm ,B1“ gestartet und der Chip nach
30 Sekunden wieder entnommen. Nachdem die Quarzglasoberflache des Chips auf
Luftblasen Uberprift wurde, konnten erneut 9 ul der GS-Losung und 9 ul des RNA
Gels in die entsprechenden Wells des Chips geflllt werden. Der Loading Buffer
wurde gut gevortexed, 5 pl in alle tbrigen Wells gegeben und anschlieend mit
jeweils 1 pl Probe oder mit 1 ul RNA Ladder versetzt. Der fertig beflllte Chip wurde in
der Experion™ Vortex Station Il gevortext, danach in die Experion™ Station
eingesetzt und die Elektrophorese gestartet.

Auf dem Vvirtuellen Gelelektrophoresebild sollten eine deutliche und scharf
abgrenzbare 28S- und eine 18S-rRNA-Bande zu sehen sein. Verschwommene oder
zusatzliche Banden konnen Hinweise auf eine Degradation der RNA oder eine

Kontamination mit anderen Nukleinsauren wie genomische DNA oder tRNA sein. Zur
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Beurteilung der Degradation wird von der Experion Software zusatzlich ein RNA-
Qualitats-Indikator (RQI) berechnet. Dieser kann Werte zwischen 1 (degradierte
RNA) und 10 (intakte RNA) annehmen. Fir die weiteren Untersuchungen wurden nur
Proben verwendet, die ein unauffalliges Bandenmustern im Gelelektrophoresebild
und einen RQI-Wert von = 7 aufwiesen. Die Qualitdt der Proben war somit als gut

einzustufen.
3.11.4 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkription

Die Reverse Transkription diente der Synthese von cDNA aus der isolierten RNA und
wurde mit Hilfe des Fermentas RevertAidTM first Strand cDNA Synthesis Kit
durchgefuhrt. Die Synthese erfolgte entsprechend des Protokolls zum Kit. Im ersten
Schritt wurde jeweils 1 ug RNA der Proben mit DEPC-behandeltem Wasser auf ein
Endvolumen von 9,8 ul verdiinnt. Danach erfolgte die Zugabe von 1,2 pl Oligo(dT)1s
Primer Mix (100 uM) und 1 pyl Random Hexamer Primer (100 yM). Oligo-dT-Primer
binden spezifisch am Poly-A-Schwanz der mRNA, Random-Hexamer-Primer
dagegen unspezifisch an allen RNA-Populationen. Als Nachstes wurden die Proben
mittels Thermocycler fur 5 Minuten auf 65 °C erwarmt, um die Primerhybridisierung
zu initiieren und anschlieRend flir 2 min bei 4 °C abgekdhlt. Im zweiten Schritt
wurden 8 pl Maininkubationsmix (siehe Tabelle 5) zu allen Proben hinzugegeben.
Danach erfolgte mittels Thermocycler fur 5 Minuten bei 25 °C und anschlieRend fur
60 Minuten bei 42°C die cDNA-Synthese. Das Reaktionsende wurde durch die
Erhitzung der Proben fir 5 Minuten auf 70 °C und die damit verbundene
Deaktivierung der Enzyme erreicht. Am Ende der cDNA-Synthese wiesen alle
Proben ein Volumen von 20 pl und eine DNA-Konzentration von 50 ng/ul auf. Die

cDNA wurde bei -20 °C bis zur Verwendung tiefgefroren.

Tabelle 5: Zusammensetzung Maininkubationsmix fiir die Reverse Transkription

Reagenz Volumen pro Reaktion
5 X Reaction Buffer 4 ul

dNTP Mix (10 mM) 2 ul

Revert Aid RT (200 u/ul) 1l

RiboLock RNAse Inhibitor (20 u/ul) 1l

Gesamtvolumen 8 ul
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3.11.5 Quantitative Real-time PCR

Bei der quantitative Real-time PCR (gRT-PCR, quantitative Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion) wird der zunachst inaktive Fluoreszenzfarbstoff SYBR
Green verwendet. Dieser bindet wahrend der DNA-Synthese an die DNA-Strange
und wird so aktiviert. Das Fluoreszenzsignal wird in jedem Zyklus gemessen und gibt
so Rickschlisse auf die Menge der amplifizierten DNA. Eine entscheidende GroRe
ist der so genannte Cycle Threshold (Ct) oder Schwellenwertzyklus. Dieser gibt an, in
welchem Zyklus das Fluoreszenzsignal einer Probe erstmals einen definierten
Schwellenwert (Threshold) Ubersteigt und ist somit indirekt proportional zur Anzahl
der Startkopien.

Als Untersuchungsmaterial fir die gRT-PCR fungierte die bei der reversen
Transkription gewonnene cDNA (siehe 3.11.4). Untersucht wurde die Genexpression
von MAO-A, HSP70 und Hif-1a. Zusatzlich wurde die Expression von Hmbs, Actp,
GAPDH und Hprt1 exploriert, um dadurch das stabilste Housekeeping-Gen zu
eruieren. Die cDNA-Konzentration der Proben von 50 ng/ul in einem Volumen von 20
Ml wurde mit 180 ul DEPC-behandeltem Wasser auf eine cDNA-Konzentration von 5
ng/ul verdinnt. AuBerdem wurden die als Lyophilisat vorliegenden Primer nach
Herstellerangaben resuspendiert, so dass Stocklosungen fur Vorwarts- und
Ruckwartsprimer mit jeweils einer Konzentration von 100 pM entstanden. Die
jeweiligen Primer-Sequenzen fw/rv (Firma biomers.net GmbH) kdnnen Tabelle 6

entnommen werden.
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Tabelle 6: Primer-Sequenzen real-time-PCR

Name

Sequenz

m_MaoA_118bp_fw
m_MaoA_118 bp_rv

5'-atg gaa ggt gca gtt gaa gc-3°
5'-gag ctg gaa cat cct tgg ac-3*

m_HSP70_145bp_fw
m_HSP70_145bp_rv

5-ggc tga caa gaa gaa ggt gc-3°
5'-ctg gta cag ccc act gat ga-3°

m_Hif1a_101bp_fw
m_Hif1a_101bp_rv

5-gcc tta agc tgt ctg cca ct-3
5'-ttt tcg ctt cct ctg age at-3°

m_Hmbs_98bp fw
m_Hmbs_98bp_rv

5-gaa atc att gct atg tcc acc a-3'

5-gcg ttt tct age tec ttg gta a-3

m_Actb_92bp_fw
m_Actb_92bp rv

5'-gct ctt ttc cag cct tcc tt-3
5-cgg atg tca acg tca cac {t-3°

m_GAPDH_164bp_fw
m_GAPDH_164bp_rv

5-caa cag caa ctc cca ctc ttc-3*

5-ggt cca ggg ttt ctt act cct t-3°

m_Hprt1_94bp_fw
m_Hprt1_94bp_rv

5'-tga cac tgg caa aac aat gca-3*

5'- ggt cct ttt cac cag caa gct-3

Firma biomers.net GmbH (Ulm, Deutschland)

Anschlieliend wurden die verschiedenen Primermixe aus 20 pl Vorwarts-Primer, 20
Ml Rackwarts-Primer und 960 ul DEPC-behandeltem Wasser hergestellt. Die
Konzentration beider Primer betrug somit im Primermix jeweils 2 yM. Alle folgenden
Pipettierschritte wurde mit Hilfe des Precision Liquid Handling System CAS-1200™
durchgefuhrt. Das System wurde mit Brilliant |ll Ultra-Fast SYBR® Green QPCR
Master Mix, Primer-Mix, DEPC behandeltem Wasser und den Proben bestiickt. Fur
die PCR-Reaktion bereitete der Pipettierroboter einen Supermix aus Brilliant 11l Ultra-
Fast SYBR® Green QPCR Master Mix und Primer-Mix im Verhaltnis von 2:1 vor, um
anschlieBend 15pl dieses Supermixes in alle Reaktionsgefalle vorzulegen. Danach
wurden jeweils 5 pl jeder Probe oder 5 uyl DEPC behandeltes Wasser als
Negativkontrolle dazugegeben. Im Anschluss daran wurde die real-time-PCR mittels
Rotor-Gene rotary analyzer durchgefihrt. Die genaue Programmierung und der PCR-

Ablauf sind Tabelle 7 zu entnehmen.
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Tabelle 7: Ablauf der real-time-PCR mit Darstellung der Zyklusschritte und -anzahl

Zyklusschritt Temperatur [C°] Dauer Zyklusanzahl
1. Polymerase Aktivierung/ 95 10 min 1
primédre Denaturierung
2. Denaturierung 95 15s ~
3. Primerhybridisierung 60 30s
(Annealing) 42
4. Elongation/Extension 72 30s ),
5. Finale Elongation 95 1

3.11.6 DNA-Aufreinigung

Mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits wurde nach Herstellerangaben die
amplifizierte DNA von Primern, Polymerasen, Nukleotiden und Salzen gereinigt. Das
Kit ist fur Fragmente von 100 bp bis 10 kb geeignet. Fir jeden Primer wurden die
PCR-Produkte von 5 randomisiert ausgewahlte Proben gepoolt. Um ein
Gesamtvolumen von 100 pl zu erreichen, wurden von den 5 Proben die jeweils
vorhandenen 20upl entnommen und zusammen in ein neues Reaktionsgefal
gegeben. AnschlieBend wurden in dieses 500 pl PBI Bindungspuffer pipettiert.
Danach wurde eine QIAquick spin column in eine 2 ml collection tube platziert und
die Proben auf die Saule gegeben. Im Anschluss daran wurde 1 Minute bei einer
maximalen Drehzahl von 16.000 x g zentrifugiert und so die DNA in der QIAquick
spin column gebunden. Der Durchfluss wurde verworfen, 750 ul PE Waschpuffer
zugegeben und erneut 1 Minute bei 16.000 x g zentrifugiert. Das Filtrat wurde
abermals verworfen. Anschliel3end wurde die Saule erneut wie in den Schritten davor
zentrifugiert, danach in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Uberfihrt, 30 uyl DEPC-
behandeltes Wasser dazugegeben und 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert.
Daraufhin wurde ein letztes Mal 1 Minute bei 16.000 x g zentrifugiert, um die DNA zu

eluieren.
3.11.7 Nachweis der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese

Der Nachweis der PCR-Produkte bzw. deren GroRe erfolgte mittels
Gelelektrophorese. Als Erstes wurde der TAE-Puffer 10 X 1:10 mit Aqua bidest.
verdunnt und dann 40 ml mit 0,6 g Agarose versetzt, um ein 1,5%iges Gel zu
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erhalten. Das Gelgemisch wurde in der Mikrowelle erhitzt bis es homogen erschien
und anschlie®end nach kurzer Abkihlphase mit 5 ul SYBR Green | versetzt. Danach
wurde das Gemisch in die Gelkammer geflllt und lichtgeschutzt gelagert, bis das Gel
ausgehartet war. AnschlieBend wurde dieses in die Gelelektrophoreseapparatur
gelegt, die Kammer mit TAE-Puffer 1 X gefullt und der Kamm aus dem Gel entfernt. 2
Ml der gereinigten DNA (siehe Punkt 3.11.6) wurden mit 3 pl Loading Dye versetzt. In
die Geltaschen wurden anschlieend 5 ul der Proben und 1 ul GréRenstandard (Low
Range DNA Ladder) pipettiert und die Elektrophorese bei einer Spannung von 90 V
fur zwei Stunden durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte mit der G:Box F3 (Firma
Syngene) und dem Programm GeneSnap. Mittels des Gerats G:Box F3 wurde ein
Bild des Gels aufgenommen und digitalisiert. Anhand des Ladders konnte die Grolie
der einzelnen PCR-Produkte abgelesen und mit den Datenblattern der Primer

verglichen und auf ihre Richtigkeit Uberpraft werden.
3.11.8 Spektralphotometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der gereinigten DNA wurde analog zur Bestimmung
der RNA-Konzentration spektralphotometrisch am NanoDrop® 2000 durchgefihrt. Im
weiteren Verlauf wurden nur Proben verwendet, die einen Quotienten von A2e60/A2s0 =
1,8 aufwiesen. Dies gilt fir DNA als Referenzwert um eine Verunreinigung durch

Proteine auszuschliefien.

3.11.9 Effizienzbestimmung und Auswahl des Housekeeping-Gens

Fur jeden Primer wurde die Effizienz der Real-time PCR bestimmt. Diese diente
einerseits als Qualitatskontrolle der PCR und zusatzlich wurde die Effizienz fur die
Auswahl eines geeigneten Housekeeping-Gens und flr die relative Quantifizierung
der gqRT-PCR-Daten benétigt. Dazu wurde zu Beginn die aufgereinigte DNA mit
DEPC-behandeltem Wasser auf eine Konzentration von 10 ng/ul verdinnt. Die
anschlieRende Verdinnungsreihe wurde mit Hilfe des Precision Liquid Handling
System CAS-1200™ pipettiert. Beginnend bei 10 ng/ul wurden die Proben zunachst
auf 1 ng/ul vorverdinnt und anschlielend sieben Verdinnungsstufen mit einer
Verdinnung von 1:10 vom System pipettiert. Danach wurde die PCR wie in Punkt
3.11.5 beschrieben durchgefihrt. Mit Hilfe der Software Rotor-Gene™ 6000 wurden

die Ct-Werte graphisch gegen den dekadischen Logarithmus der Verdinnungsstufen
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aufgetragen, eine lineare Regressionsgerade erstellt und mittels des Anstiegs der
Geraden die PCR-Effizienz der Primer bestimmt (siehe Abb. 7). Ein Wert von 2

entspricht einer Effizienz von 100 %.

Abbildung 7: Formel zur Berechnung der qRT-PCR-Effizienz eines Primers

E: Effizienz, m: Anstieg der Regressionsgeraden, gRT-PCR: quantitative Reverse

Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

FUr die Auswahl des optimalen Housekeeping-Gens wurde fur Hmbs, Act- 3, GAPDH
und Hprt1 eine Potenz aus Effizienz des jeweiligen Primers hoch einer Differenz der
Genexpression (Ct-Werte) der Kontrollgruppe und der Ct-Werte der einzelnen Tiere
aus den verschiedenen Interventionsgruppen (Sepsis, physisches Training) gebildet.
Als Kontrollgruppe diente das Genexpressionsprofii gesunder Mause ohne
Laufbandtraining (Median der Ct-Werte).

Danach wurde fir jede Gruppe das geometrische Mittel der Potenzen der einzelnen
Proben gebildet. AnschlieRend wurde die Differenz aus dem maximalen und
minimalen geometrischen Mittelwert (Spannweite) als Ausdruck der Variationsbreite
der Genexpression des jeweiligen Referenzgens ermittelt. Fir das Hmbs-Gen ergab
sich die geringste Spannweite zwischen den Gruppen, daher wurde dieses Gen flr

die weiteren Berechnungen als Referenzgen/ Housekeeping-Gen genutzt.
3.11.10 relative Quantifizierung der RT-PCR-Daten

Die Ergebnisse der gRT-PCR-Untersuchungen wurden mit Hilfe der Pfaffl-Formel
(Pfaffl 2001) und Mikrosoft Excel ausgewertet. Das Hmbs-Gen diente bei der
Auswertung als Referenzgen. Fir die Bestimmung des relativen Expressions-
Quotienten wurde die Potenz aus der Effizienz der PCR hoch der Differenz der Ct-
Werte der Kontrollgruppe und des Ct-Werts einer Probe aus der Interventionsgruppe
fur das Zielgen gebildet und diese durch die entsprechende Potenz des
Referenzgens dividiert (siehe Abb. 8).
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E ACtzjgi(control—treat)
ziel

Q= ACt trol—treat
Eref ref(control—treat)

Abbildung 8: Formel zur Berechnung Bestimmung des relativen Expressions-
Quotienten

Q: relativer Expressionsquotient, E,e: real-time PCR-Effizienz des Zielgentranskripts, Erer:
gRT-PCR-Effizienz des Referenzgentranskripts, control: Kontrollgruppe (Mittelwert aller Ct-
Werte der Kontrollgruppe), treat: Probe aus Interventionsgruppe, ACt;.: Differenz der Ct-

Werte eines Zielgens, ACt.r. Differenz der Ct-Werte eines Referenzgens

AnschlieRend wurden die Ergebnisse log2-transformiert und der Mittelwert fir jede
Gruppe errechnet. Ein Wert von +1 stellte eine Verdopplung und -1 eine Halbierung
der Genexpressionsmenge im Vergleich zur Kontrollgruppe dar und das Erreichen

dieser Schwellen als biologisch signifikante Veranderung definiert.
3.12 Bestimmung der Proteinmenge
3.12.1 Probenvorbereitung fur MAO-A

Als Ausgangsmaterial fur die Proteinbestimmung von MAO-A dienten die Nieren von
je vier Tieren pro Gruppe. Die Auswahl wurde randomisiert getroffen. Als Erstes
erfolgte die Homogenisierung der Proben. Daflr wurde anfangs 4 °C Kkalter
Lysepuffer frisch im Verhaltnis von 1:100 mit einem Proteinaseinhibitor-Mix versehen
und anschlieBend 10 ml Lysepuffer je mg Nierengewebe zu der Organprobe
gegeben. Der Gewebe- und Zellaufschluss erfolgte mechanisch mittels eines Dounce
Homogenisators. AnschlieRend wurde das Homogenat bei 900 x g und 4 °C fir 10
Minuten zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Reaktionsgefald tUberfiihrt und das
Pellet verworfen. Dieser Schritt diente zur Entfernung von Bindegewebe, Zellkernen
und noch enthaltenen, gro3en Zellfragmenten. Als nachstes erfolgte die Isolation der
Mitochondrien. Daflir wurde der Uberstand bei 11.000 x g und 4 °C fur 10 Minuten
zentrifugiert. Im Pellet wurden dadurch die Mitochondrien sedimentiert und der
Uberstand verworfen. Um einer méglichen Kontamination des Sediments mit
kleineren Zellorganellen wie Mikrosomen, Peroxysomen und zytosolischen Enzymen
entgegenzuwirken, wurde das Pellet in 400 pl Lysepuffer resuspendiert, erneut bei
11.000 x g und 4 °C fir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser
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Schritt wurde noch ein zweites Mal durchgefuhrt. Das gereinigte mitochondriale

Pellet wurde schlielich in 150 ul Lysepuffer gelést und bei -80 °C eingefroren.
3.12.2 Probenvorbereitung fur Hif-1alpha und HSP70

Zur Untersuchung der Proteine HIF-1a und HSP70 dienten die Nieren der gleichen
Versuchstiere als Ausgangsmaterial wie fur die Bestimmung von MAO-A. Zwischen
22 und 41 mg Nierengewebe von jeweils vier Tieren pro Gruppe wurden untersucht.
Fur die Homogenisierung wurde das Complete Lysis-M Kit verwendet. 20 ml
Lysepuffer wurden mit 2 Tabletten Proteaseinhibitor versetzt. Zusatzlich mussten 200
Ml Natriumorthovanadat bei 95 °C flir 5 Minuten erhitzt und anschlieRend zum Puffer
gegeben werden. Jeweils 200 pl Puffer wurden auf die Organsticke gegeben, diese
mit einem Plastikstab grob zerkleinert und in Lysis Tubes mit speziellen Beads
gegeben. Die Homogenisierung erfolgte in der SpeedMill P12 mit dem Programm
Soft Tissue | zwei Mal fur 1 Minute. Danach wurde das Lysat in ein neues
Reaktionsgefald gegeben. Um Gewebereste von den Beads zu l6sen, wurden die
Lysis Tubes erneut mit 300 pl Puffer befullt und wie zuvor zwei Mal das Soft Tissue |
Programm der Speedmill gestartet. Dieses zweite Homogenat wurde anschlielend
auch dem neuen Reaktionsgefall zugefuhrt. Die so erhaltenen ca. 500 ul
Gesamthomogenat des Nierengewebes wurden zusatzlich bei 16.100 x g und 4 °C
fur 10 Minuten zentrifugiert, um Zellreste und Bindegewebe zu sedimentieren. Der
Uberstand wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt und bei -80

°C eingefroren. Das Pellet wurde verworfen.
3.12.3 Quantitative Proteinbestimmung

Die quantitative Bestimmung der Proteinmenge erfolgte kolorimetrisch mittels BCA-
Reaktion und ermodglichte es im Westernblot identische Proteinmengen zu
analysieren. BCA ist die Abklrzung fur Bicinchoninsdure. Wahrend der Reaktion
werden in Anwesenheit von Proteinen zweiwertige Kupferionen zu einwertigen
Kupferionen reduziert, welche wiederum mit zwei BCA-Molekilen einen
Chelatkomplex mit violetter Farbe bilden. Das Absorbanzmaximum des Komplexes
liegt bei 562 nm und die Absorbanz ist direkt proportional zur Proteinkonzentration.
Zur Durchfuhrung dienten das Bicinchoninic Acid Kit for Protein Determination und
der dazugehdrige Proteinstandard mit einer Konzentration von 1 mg/pl. Alle

Verdinnungen wurden mit dem Lysepuffer durchgefihrt, mit dem auch die
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Homogenisierung stattfand. Fir die spatere Berechnung der Proteinkonzentration
uber eine Kalibriergerade wurden zwei identische Verdunnungsreihen des
Proteinstandards unabhangig voneinander pipettiert. Die gelosten
Mitochondrienfraktionen wurden auf Eis aufgetaut, gut gevortext und im Verhaltnis
1:10 mit Lysepuffer verdinnt. Die Gesamthomogenate fur die Untersuchung der
Proteine HSP70 und Hif-1alpha wurden im Verhaltnis von 1:20 mit dem
entsprechenden Lysepuffer verdinnt. Das BCA-Arbeitsreagenz wurde aus 50 Teilen
Reagenz A und einem Teil Reagenz B hergestellt. AnschlieBend erfolgte die
Befullung einer 96-Well-Platte mit 25 pl der Proben, der Albuminverdinnungen und
der beiden Lysepuffer als Referenzwert. Die verdinnten Proben wurden dreifach auf
die Platte aufgetragen. Als letztes wurden in jede Probenvertiefung 200 pyl BCA-
Arbeitsreagenz pipettiert, die Platte mit einer Folie abgedeckt und 30 Minutenbei
37°C inkubiert. Die Absorbanzmessung erfolgte mittels Mikroplattenreader bei einer
Wellenldnge von 550 nm. Uber die Absorbanzwerte der Verdiinnungen des
Albuminstandards konnte eine Kalibriergerade erstellt und mit Hilfe dieser die

Proteinkonzentrationen der Proben berechnet werden.

3.12.4 SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese)

Mittels Gelelektrophorese werden Proteine in einem Polyacrylamid-Gel durch das
Anlegen einer Spannung entsprechend ihrer Grélke aufgetrennt. Als Standardpuffer
wird meist ein SDS-Ladepuffer wie der Lammli-Puffer verwendet.
Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Detergens, welches an das Ruckgrat
der Polypeptidketten bindet und ihnen eine negative Ladung verleiht, die proportional
zu Kettenlange ist. Die naturliche Ladung der Proteine wird so Uberdeckt. Zusatzlich
erleichtern reduzierende Chemikalien wie B-Mercaptoethanol durch das Spalten von
Disulfidbricken und hohe Temperaturen das Auflosen der Tertiarstruktur. Die
Denaturierung ist nicht nur fur die Gelelektrophorese essentiell, auch das Binden von
Antikorpern und darUber der visuelle Nachweis der Proteine, wird dadurch erst
maoglich.

Fir die Gelelektrophorese wurden die Gesamthomogenate und die
Mitochondrienlysate auf Eis aufgetaut, grundlich gevortext und verdinnt. Die
Gesamthomogenate wurden mit 1 X und 5 X Lammlipuffer und die Mitochondrien-
lysate mit Lysepuffer und 5 X Lammlipuffer auf eine Proteinkonzentration von 10
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ng/ul und 1 X Lammlipuffer verdiinnt und anschlieBend im Thermomixer 10 Minuten
bei 95°C und 700 rpm erhitzt. Fur die Elektrophorese wurde ein 10%iges Bis-Tris-
Fertig-Gel verwendet. Dieses wurde in die SureLock Mini-Cell Elektrophorese-
kammer eingespannt, der 20 X Laufpuffer 1:20 mit Aqua tridest. verdunnt und dieser
danach in die innere und auRere Kammer des Systems gefullt. Anschlieend wurde
der Kamm fur die Geltaschen aus den Gelen entfernt und alle Taschen drei Mal mit
einer Hamilton Syringe Pipette und Laufpuffer gespult. Daraufhin konnten die
Taschen mit Hilfe von speziellen Gel-Beladungsspitzen mit 1 pl Magic Mark
Proteinstandard, 5 pl Pre-Stained Standard und mit 20 pl der verdunnten Proben
beflllt werden. Die Kammer wurde an eine Stromquelle angeschlossen und die
Elektrophorese fiir alle Proteine bei einer Stromspannung von 100 V durchgefihrt.
Die Elekrophoreselaufzeiten betrugen fur die Untersuchung der Proteine MAO-A und
HSP70 120 Minuten und fur die Untersuchung von Hif-1alpha 150 Minuten.

3.12.5 Westernblot

Mit Hilfe des Westernblots werden Proteine von einem Gel auf eine
Polyvinylidenfluorid-(PVDF-)Membran Ubertragen. Der Transfer der Proteine wird
dabei durch ein elektrisches Feld induziert.

In der Vorbereitung wurden 50 ml des 20 X Transferpuffers mit 100 ml Methanol
versetzt und mit 850 ml Aqua tridest. aufgeflllt. Die PVDF-Membran wurde 1 Minute
in Methanol aktiviert und anschlieBend zusammen mit dem Whatman-Papier 10
Minuten in Transferpuffer equilibriert. Die Pads flir die Blotkammer wurden ebenfalls
in Transferpuffer equilibriert und danach vorhandene Luftblasen entfernt. Mittels
eines Gelmessers erfolgte das Aufbrechen der Gelplatten. Nach dem Abtrennen des
unteren Abschnitts des Gels zusammen mit der Lauffront und des oberen Abschnitts,
welcher die Geltaschen und das Sammelgel enthielt, wurde das Gel 15 Minuten in
Transferpuffer equilibriert. Die verschiedenen Bestandteile fur den Westernblot
wurden anschlielend luftblasenfrei in der in Abbildung 9 gezeigten Reihenfolge im
Blotmodul positioniert und dieses daraufhin in die SureLock Mini-Cell
Elektrophoresekammer eingesetzt, fixiert und mit 1 X Transferpuffer gefillt. Die
aulRere Kammer wurde mit 4°C kaltem Aqua tridest. geflllt und an eine Stromquelle
angeschlossen. Der Proteintransfer wurde bei einer Stromspannung von 30 V fur 75

Minuten durchgefuhrt.
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau des Westernblots

Der Erfolg des Transfers wurde mit einer Ponceau-S-Farbung kontrolliert. Daftr
wurde die Membran flr 1 Minute in einer Losung aus 0,1 % Ponceau S in 5%iger
Essigsaure inkubiert. Ponceau S ist ein Azofarbstoff, der reversibel an positiv
geladene Aminosauren von Proteinen bindet und diese somit optisch sichtbar macht.
Die Membran wurde anschlieRend mit Aqua bidest. gespilt und im Gréllenbereich

von 50 kDa zwischen Housekeeping-Protein und Zielprotein durchtrennt.
3.12.6 Immundetektion

Um die Proteine auf der Membran darstellen zu kénnen, wurde die Methode der
Chemolumineszenz verwendet. Daflr werden die Proteine durch zwei Antikdrpern
markiert, wobei der sekundare Antikérper an das Enzym Meerrettichperoxidase (=
HRP, horseradish peroxidase) gekoppelt ist. Diese katalysiert mit Hilfe von
Hydrogenperoxid die Oxidation von Luminol, wodurch eine Chemoluminszenz
entsteht, die mittels eines Detektors gemessen und abgebildet werden kann.
FUr die Immundetektion mussten die Membranteile als Erstes blockiert werden, um
spater unspezifische Bindungen der Antikérper zu verhindern. Dafir wurden 100 ml
10 X TBS mit 900 ml Aqua tridest. verdinnt und mit 1 ml Tween20 versetzt. Zur
Herstellung der Blockierungslosung erfolgte die Zugabe von 5 g Milchpulver (Skim
milk) oder 5 g Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum albumin) zu 95 ml des
hergestellten TBS-Tween. AnschlieRend wurden die Membranteile zur Detektion von
MAO-A 1 Stunde in 5%iger Milchldsung und zur Detektion von HSP70 und Hif-1a 1
Stunde in 5%iger BSA-Blockierungslosung inkubiert. Die Membranabschnitte, die
das Houskeeping-Protein 3-Aktin enthielten, wurden in der entsprechenden Lésung

blockiert, in der auch das zu untersuchende Protein inkubiert wurde. Die Verdinnung
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der primaren Antikorper erfolgte ebenfalls in der zugehdrigen Blockierungslosung.
Die verschiedenen Antikorperverdinnungen und Blockierungslosungen koénnen
Tabelle 8 enthommen werden. 5 ml der Antikorperlosung wurden in ein 50 ml Falcon-
tube geflllt und der entsprechende Membranteil, auf dem sich das zu untersuchende
Protein befand, hineingelegt. Die Membranen wurden Uber Nacht bei 4 °C auf einem
Rolleninkubator inkubiert. Am nachsten Tag wurden die PVDF-Membranteile sechs
Mal fir 5 Minuten mit TBS-Tween auf einem Schittelinkubator gewaschen, um den
primaren Antikorper vollstandig zu entfernen. AnschlieRend wurden 10 ml Milch-
oder. BSA-Losung mit 1 pl sekundaren Antikorper versehen (Verhaltnis 1:10.000)
und die Membransticke fur 1 Stunde bei Raumtemperatur darin inkubiert. Der fir
jeden primaren Antikorper verwendete sekundare Antikorper kann Tabelle 8
entnommen werden. AnschlieBend wurde die Membran erneut sechs Mal fir 5

Minuten mit TBS-Tween gewaschen.

Tabelle 8: Ubersicht zu primiren und sekundiren Antikorpern fiir die Imnmundetektion

Antikorper Firma Verdiinnun  Sekundarer Blockierungslosung
g Antikorper *
Anti-MAO-A Bioworld 1:1000 Anti-Mouse 5%ige Milchlésung
Anti-HSP70  Abcam 1:5000 Anti-Rabbit 5%ige BSA-Losung
Anti-Hif 1a Abcam 1:1000 Anti-Rabbit 5%ige BSA-Losung
Anti-B Actin Abcam 1:5000 Anti-Rabbit 5%ige Milchlésung (fir MAO-
A)

5%ige BSA-L6sung (fur
HSP70, Hif-1a)

* Sekundare Antikorper: Firma Jackson ImmunoResearch

Zur Detektion der Proteine wurde das ImmobilonTM Western Chemiluminescent
HRP Substrate Kit benutzt. Die beiden Reagenzien des Kits mussten zuerst bei
Raumtemperatur equilibriert und anschlie®end im Verhaltnis von 1:1 gemischt
werden. Fur jede Membran wurden 500 pl Luminol-Reagenz und 500 pl Peroxide-
Lésung zusammen in ein Reaktionsgefall gegeben. Anschliefend erfolgte die
Inkubation der Membran fir 5 Minuten. Daflr wurde diese zwischen zwei Folien
gelegt und 1000 pl der gemischten Reagenzien darauf gegeben. Anschlieend
wurde im FujiFilm LAS-3000 Luminescent Image Analyzer die Chemolumineszenz
der Membran in Form eines 2D-Bildes aufgenommen. Die Bildaufnahme erfolgte mit
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den Bildeinstellungen Normal fur die Sensitivitdt der Kamera und Increment fur den

Aufnahmemodus, mit einem Aufnahmeabstand von 10 Sekunden.
3.12.7 Auswertung der Westernblot-Aufnahmen

Die Auswertung der Westernblot-Aufnahmen erfolgte mit Hilfe der Aida Image
Analyzer 3.5.2 Software. In dieser wurden die einzelnen Banden manuell definiert
und die Grauwertdichten als Kurve dargestellt. Anschlielend wurden die Daten nach
Microsoft Excel exportiert und dort ein Quotient aus Integral des Zielproteins und
Integral des Housekeeping-Proteins B-Aktin gebildet. Die graphische Darstellung
erfolgte mit Hilfe von GraphPad Prism.

3.13 Bestimmung der bakteriellen Keimlast

Die bakterielle Keimlast wurde bei jeweils vier Tieren pro Gruppe in Lunge, Leber,
Milz und im Blut zu den Zeitpunkten 6 und 24 Stunden nach Sepsisinduktion
bestimmt. Die Organ- und Blutproben wurden dafur in differenter Art und Weise
aufgearbeitet und auf Agarplatten aufgetragen. Die Homogenisierung der Organe
fand unter einem Abzug statt. Um eine Oberflachenkontamination der Organe mit
Bakterien zu vermeiden, mussten diese fur 10 Sekunden in 70%igem Ethanol
gereinigt werden. Danach wurden in 5 ml VE25 Spezialtubes 3 ml 0,9%iges
Natriumchlorid (NaCl) vorgelegt, die Organproben hinzugegeben und diese 1 Minute
mit dem Ultra-Thurrax homogenisiert. AnschlieRend wurden unter der Sterilbank
noch 2 ml Medium, welches aus einer Hirn-Herz-Glucose-Boullion bestand, zugefugt
und alles 1 Minute gut gevortext. Zusatzlich wurden 100 pl 99%iges Glycerin in 2 ml
Sarstedt-Tubes vorgelegt und schlieBlich 900 pl der mit Medium versetzten
Organhomogenate hinzugegeben. Fur die Aufarbeitung der EDTA-antikoagulierten
Blutproben, wurden 20 ul 50%iges Glycerin in 2 ml Sarstedt-Tubes vorgelegt,
anschlieBend 50 pl Vollblut und 30 pl Hirn-Herz-Glucose-Boullion zugegeben und 1
Minute gut gevortext. Sowohl die Organ- als auch die Blutproben wurden bei -80 °C
eingefroren.

Als nachstes erfolgte das Ausplattieren der Proben. Dafur wurden diese auf Eis
aufgetaut und verdunnt. Fur die Bestimmung der bakteriellen Keimlast der
Blutproben, wurden die 6 Stunden nach Sepsisinduktion enthommenen Proben 1:10
und die nach 24 Stunden entnommenen Proben 1:100 mit Hirn-Herz-Glucose-

Boullion verdunnt. Von den Organproben wurden die 6 h-Sepsis-Proben 1:50 und die

61



Material und Methoden

24 h-Sepsis-Proben 1:100 mit Hirn-Herz-Glucose-Boullion verdunnt. AnschlieRend
wurden jeweils 25 ul der verdunnten Organhomogenate und Blutproben auf
Blutagarplatten pipettiert und mit einem Spatel ausgestrichen. Die Platten wurden flr
24 Stunden bei 37 °C und aeroben Bedingungen inkubiert. Auf allen Platten wurde
die Anzahl der Koloniebildenden Einheiten (KBE) bestimmt und mit dem

Verdinnungsfaktor multipliziert.
3.14 Bestimmung der Zytokinkonzentrationen

Fir die Quantifizierung der Zytokine IL-6, IL-10, TNF-a und MCP-1 wurde das BD™
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit (BD Biosciences, Germany)
nach Herstellerangaben verwendet. Die Proben wurden durchflusszytometrisch
mittels BD™ FACSVerse System (FACS = fluorescence activated cell sorting)
analysiert.

Als Erstes erfolgte die Herstellung einer Standardreihe. Daflir wurden auf den
lysophilierten Maus-Entzindungs-Standard 2 ml Assay-Verdunner gegeben, der
Standard mit einer Pipette geldst und 15 Minuten equilibriert. Anschlieend wurden
300 pl Assay-Verdunner in 8 Tubes vorgelegt, 300 ul geléster Standard in das erst
Tube gegeben und mit einer Pipette gut gemischt. Daraufhin wurden 300 pl aus der
ersten Verdinnungsstufe in das nachste Tube gegeben, erneut gut gemischt und
danach in gleicher Art und Weise fortgefahren bis 8 Verdunnungsstufen erreicht
waren. Zusatzlich wurden als Negativkontrolle 300 upl Assay-Verdlinner in ein
weiteres Tube pipettiert, ohne Standard hinzuzugeben. Anschlieltend wurden 500 pl
Capture Beats (Abscheidungskugelchen) von jedem Zytokin nach grundlichem
Vortexen in ein gemeinsames Tube pipettiert und somit alle Capture Beats gepoolt. 6
Stunden nach Sepsisinduktion enthommene Plasmaproben wurden 1:10 und 24
Stunden nach Sepsisinduktion entnommene Proben 1:20 mit Assay-Verdlinner
diluiert. Anschlieend wurden 50 ul der gepoolten Capture Beats in alle Tubes
vorgelegt, 50 pl der verschiedenen Verdinnungsstufen, des Standards, der
Negativkontrolle oder der Testproben hinzugegeben und zusatzlich in alle Tubes 50
pl PE Detektionsreagenz pipettiert. Die Tubes wurden daraufhin lichtgeschutzt 2
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde 1 ml Waschpuffer in alle
Tubes pipettiert, diese bei 200 g fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig
abgenommen und das Pellet mit 300 pyl Waschpuffer resuspendiert. Zum Schluss
wurden die Zytokinkonzentrationen der Proben nach grundlichem Vortexen am
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Durchflusszytometer (FACScan) gemessen und mit Hilfe der FCAP Array™ Software

ausgewertet.

3.15 Histologie
3.15.1 Probenvorbereitung

Fur die histologische Untersuchung wurden Teile der Lebern und Nieren der Tiere
direkt nach der Entnahme in sterile physiologische Kochsalzlosung getaucht, mit
Tissue-Tek OCT bedeckt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
gelagert. Aus den Proben wurden am Kryotom 6 pm dicke Schnitte hergestellt,
jeweils 2 auf einen Objekttrager aufgebracht, 10 Minuten auf der Warmeplatte

getrocknet und bis zur Verwendung trocken bei Raumtemperatur gelagert.
3.15.2 HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) und Auswertung

Fur die Durchfihrung der HE-Farbung von histologischen Kryoschnitten der Leber
wurde zunachst Hamalaun nach P. Mayer hergestellt. 1 g Hamatoxylin wurde in 1000
ml Aqua tridest. geldst und anschlieBend 0,2 g Natriumjodat und 50 g Kalialaun
(Kaliumaluminiumsulfat) zugegeben. Nachdem die Chemikalien durch Schwenken
des Gefalles geldst wurden und eine blau-violette Farbe entstand, erfolgte die
Zugabe von 50 g Chlorhallhydrat und 1 g Zitronensaure, welche durch erneutes
Schwenken in Ldsung gebracht wurden. SchlieRlich erfolgte die Filtration der
Farblosung durch einen Papierfilter. Fur die Herstellung der Eosinlésung wurden 100
mg Eosin in 100 ml Aqua tridest. gelost und 2 Tropfen 2%ige Essigsaure
dazugegeben.
FiUr die Farbung der Kryoschnitte wurden diese als Erstes zur Fixierung 10 Minuten
in Aceton inkubiert, 1 Minute in Aqua dest. gewaschen und 2 Minuten in die
angefertigte Hamalaunlésung getaucht. Es entstand eine braun-rote Farbung des
Gewebes. Um die gewtlinschte Blaufarbung der Zellkerne zu erreichen, wurden die
Schnitte 2 Minuten mit flieBendem Leitungswasser und 1 Minute mit Aqua dest.
gespult. AnschlieBend wurden die Proben fir die Farbung des Zellplasmas und
anderer positiv geladener Gewebebestandteile 7 Minuten in der hergestellten
Eosinldésung inkubiert und erneut mit Aqua dest. differenziert bis keine Verfarbung
des Wassers mehr stattfand. Im nachsten Schritt wurden die Schnitte in einer
aufsteigenden Alkoholreihe mit 50, 60, 80, 96 und 2 x 100 % Ethanol fur jeweils 1
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Minute inkubiert. Zum Abschluss wurden die Proben 1 Minute in Xylol Il getaucht und
schliel3lich mit Entellan und Deckglas eingedeckt. Zur Digitalisierung wurden die
Bilder mit dem Olympus Durchlichtmikroskop (Provis AX70, Olympus) mit 20facher
Vergroflerung aufgenommen.

Die Beurteilung der Bilder und Einschatzung morphologischer Leberparenchym-
veranderungen erfolgte mit Hilfe eines Pathologen des Instituts fir Rechtsmedizin

Sektion Pathologie des Universitatsklinikums Jena.

3.15.3 PAS-Reaktion (Perjodsaure-Schiff-Reaktion) und Auswertung

Das Prinzip der PAS-Reaktion basiert auf der Oxidation von Glykolgruppen zu
Aldehydgruppen. Dies ermdglicht die Bindung des Schiffschen Reagenz. Das
Resultat ist eine rot-violette Farbung von Glokogen, neutralen Mukopolysacchariden
und glykoproteinhaltige Strukturen wie Basalmembranen. Mit Hilfe der PAS-Reaktion
wurden potentielle Gewebsschaden der Nieren histologisch untersucht. Die
Durchfihrung der Farbung erfolgte in Kooperation mit der Universitat Hannover.
Als Erstes erfolgte die Fixierung der Kryoschnitte der Nieren mit 4 % PFA in 1 X PBS
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur. Danach wurden die Schnitte 3 x 5 Minuten in
Aqua dest. gewaschen. AnschlieRend wurde eine 1%ige Periodsaurelésung aus 10 g
Periodsaurepulver und 1000 ml Aqua dest. hergestellt und die Objekttrager zur
Oxidierung fur 10 Minuten darin inkubiert. Danach wurden die Schnitte erneut 3 x 5
Minuten in Aqua dest. gewaschen, fir 15 Minuten in Schiffsches Reagenz getaucht
und dann in Leitungswasser fur 3 Minuten gewaschen. Die Gegenfarbung erfolgte fur
3,5 Minuten in Harris Hamatoxylin und resultierte in einer Blaufarbung der Zellkerne.
Anschlieflend wurden die Objekttrager fur 1 Minute in Leitungswasser gewaschen, 1
Minute in Clarifier 1l getaucht und 10 Minuten unter fliekendem Leitungswasser
gespult. Die Dehydrierung erfolgte mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 60,
70, 80, 96 und 100%igem Ethanol fur jeweils 2 Minuten. Zum Schluss wurden die
Schnitte fir 2 Minuten in Xylol geklart und mit Entellan eingedeckt.

Fir die Auswertung der PAS-Reaktion wurde der Gewebeschaden des
Nierenparenchyms lichtmikroskopisch evaluiert. Dazu wurden folgende 5 Kriterien
bewertet: Tubulusnekrose/ Zellkernverlust, Abflachung des Tubulusepithels,
Verminderung des epithelialen Burstensaums, Ablésung von der tubuldren

Basalmembran oder luminale Zelltrimmer und epitheliale Vakuolisierung. Alle
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Kriterien wurden von zwei Nephropathologen verblindet mit einem semi-quantitativen
Bewertungssystem  (0-3 Punkte) in 20 randomisiert = ausgewahlten
Hauptgesichtsfeldern des renalen Kortex fur jedes Tier evaluiert. Die Punktevergabe
erfolgte in vier Stufen: O (nicht vorhanden), 1 (leicht), 2 (mafig), 3 (stark). Die Punkte
fur die verschiedenen Kriterien wurden fur jedes Tier zu einer Gesamtsumme addiert.
Die Evaluierung erfolgte bei 200-facher Vergréollerung am  Olympus
Durchlichtmikroskop (Provis AX70, Olympus) und unter Zuhilfenahme des Axio

Vision Rel. 4.6 Bildbearbeitungsprogramms.
3.16 Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen, Darstellungen und Graphen wurden entweder mit IBM®
SPSS® Statistics 19 oder mit GraphPad Prism 5.0 Software erstellt.

Zur Uberprifung, ob Werte eines Kollektivs normalverteilt sind, wurde der Shapiro-

Wilk-Test angewandt. Ein P-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Um gruppenspezifische Unterschiede aufzuzeigen wurde der parametrische
Student's-t-Test flr normalverteilte Daten und der Mann-Whitney-U-Test flr nicht-
normalverteilte Daten verwendet. P-Werte < 0,05 (*) wurden als statistisch signifikant
angesehen. Fur P-Werte < 0,01 (**) und < 0,001 (***) erfolgte eine gesonderte
Kennzeichnung. Normalverteilte Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler oder
Standardabweichung und nicht normalverteilte Daten wurden als Median =*

Interquartilsabstand angegeben.

Die Unterschiede der Uberlebensraten nach Sepsisinduktion wurden mit Hilfe des
Logrank-Tests auf ihre Signifikanz getestet. Auch dabei wurde ein P-Wert < 0,05 als

statistisch signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Korpergewicht und relatives Herzgewicht

Um einen ersten Eindruck des Trainingseffektes zu erlangen, wurden das
Korpergewicht und das relative Herzgewicht der Tiere analysiert. Dabei zeigte sich,
dass gesunde trainierte Mause ein signifikant niedrigeres Kérpergewicht im Vergleich
zu untrainierten Mausen (29,6 + 0,3 g vs. 31,1 £ 0,3 g; p < 0,01) aufwiesen. Das
relative Gewicht des Herzens war bei trainierten Tieren signifikant hoher als bei
untrainierten Tieren (18,6 + 3,0 mg/g*0,78 vs. 17.4 £ 3,0 mg/g"0.78; p < 0,05). Die
Daten zum Herzgewicht wurden wie in der Arbeit von Kemi et al. allometrisch mit
dem Faktor 0,78 skaliert (Kemi et al. 2002).

4.2 Uberlebensanalyse und Clinical Severity Score

Eine entscheidende Frage der Untersuchungen war, ob physisches Ausdauertraining
einen Effekt auf die Mortalitat und Morbiditat wahrend einer polymikrobiellen Sepsis
hat. Dafir wurde einerseits eine Uberlebensanalyse durchgefiihrt, um
Mortalitatsraten zwischen den verschiedenen Gruppen unmittelbar vergleichen zu
konnen und andererseits im Verlauf ein Krankheitsschwerescore (CSS, Clinical
Severity Score) erhoben, um Aussagen Uber die Morbiditat treffen zu kénnen. Fir die
graphische Darstellung der Uberlebenszeit nach der Induktion einer Sepsis wurde die
Kaplan-Meier-Methode mit einem Beobachtungsintervall von 192 Stunden verwendet
(Abb. 10). Bis 42 Stunden nach Sepsisinduktion konnte kein Unterschied zwischen
der Trainings- und der Kontrollgruppe verzeichnet werden. Mit Fortschreiten der
Erkrankung war jedoch eine zunehmende Divergenz zwischen der Uberlebenskurve
von trainierten und untrainierten Tieren zu beobachten. Schlussendlich verstarben
alle untrainierten Mause, wohingegen 20 % der trainierten Tiere Uberlebten. Um
diesen positiven Einfluss des Ausdauertrainings auf die Uberlebensrate zu
objektivieren, wurde die Divergenz der Uberlebenskurven mittels Logrank-Tests auf
ihre Signifikanz getestet. Es zeigte sich, dass die Mortalitatsrate bei den trainierten

Mausen signifikant niedriger war als bei den untrainierten (p < 0,01).
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Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse
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Abbildung 10: Kaplan-Maier-Uberlebensanalyse

Nach der Induktion einer polymikrobiellen Sepsis zum Zeitpunkt 0 h wurden die
Uberlebensraten trainierter (n = 30) und untrainierter Mause (n = 20) gegen die Zeit
aufgetragen. Die Signifikanztestung erfolgte mittels Logrank-Test. Ein P-Wert < 0,05 wurde

als signifikant eingestuft. P-Werte < 0,01 sind mit ** gekennzeichnet.

Parallel zur Uberlebenszeitanalyse wurde ein Krankheitsschwerescore nach der
Vorlage von Gonnert et al. erhoben (Gonnert et al. 2011). Niedrige Werte im Clinical
Severity Score spiegeln eine geringe und hohe Werte eine starke Einschrankung des
Allgemeinzustandes bis hin zum Tod wider. Die Evaluierung zeigte eine Reduktion
der Morbiditat bei trainierten im Vergleich zu untrainierten Tieren zu allen Zeitpunkten
der Sepsis (Abb. 11). Besonders in der Frihphase nach Sepsisinduktion (14
Stunden) konnte ein signifikanter Unterschied zwischen trainierten und untrainierten
Mausen (2,5 (2,0 - 2,5) vs. 3,5 (3,0 - 3,5), p < 0,001) nachgewiesen werden. Auch die
Evaluierung nach 22 Stunden Sepsis zeigte signifikant niedrigere Werte in der
Trainingsgruppe (3,0 (2,5 - 3,4) vs. 3,5 (3,5 - 4,0), p < 0,001). Zum Zeitpunkt 38
Stunden nach Sepsisinduktion konnte immer noch eine Varianz zwischen den beiden
Gruppen gezeigt werden, allerdings war diese nicht mehr signifikant (trainiert 4,3 (2,5
- 4,5) vs. untrainiert 4,5 (3,9 - 4,5), p = 0,156). Verstorbene Tiere mussten im
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weiteren Verlauf nicht zensiert werden, da diese zum Zeitpunkt 38 Stunden nach

Sepsisinduktion erstmals auftraten.

Clinical Severity Score
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Abbildung 11: Clinical Severity Score

Nach Sepsisinduktion zum Zeitpunkt O h wurde die Einschrankung des Allgemeinzustandes
von trainierten und untrainierten Mausen miteinander verglichen. Die Evaluation umfasste
Werte zwischen 1 (keine Zeichen einer Erkrankung) und 5 (Tod). Dargestellt sind die Daten
als Median (z Interquartilsabstand). Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant definiert und p-
Werte < 0,001 mit *** markiert.
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4.3 Blutbild

Die Analyse des Blutbildes zeigte, dass gesunde trainierte Mause (4,7 + 0,35 * 103
gpt/ul) ohne Sepsis eine signifikant (p < 0,05) niedrigere Basisleukozyten-
konzentration aufwiesen als untrainierte Tiere (5,7 + 0,11 * 103 gpt/ul). Zum Zeitpunkt
6 Stunden nach Sepsisinduktion war eine reduzierte Leukozytenanzahl bei den
trainierten (1,85 + 0,18 * 103 gpt/ul) und den untrainierten (2,14 + 0,16 * 103 gpt/ul)
Tieren ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen auffallig. Bei der
Blutkonzentration der Leukozyten manifestierte sich auch 24 Stunden nach
Sepsisinduktion keine Disparitat zwischen Trainings- (0,79 + 0,14 * 10® gpt/ul) und
Kontrollgruppe (0,86 + 0,12 * 103 gpt/ul).

Die Analyse der Thrombozytenanzahl trainierter (1216 + 40,03 * 103 gpt/ul) und
untrainierter (1250 + 46,10 * 103 gpt/ul) gesunder Mause ergab keinen Unterschied.
Zum Zeitpunkt 6 Stunden nach Sepsisinduktion wurde deutlich, dass sich die
Blutkonzentration der Thrombozyten in beiden Gruppen (trainiert 939 + 59,93 * 103
gpt/ul vs. untrainiert 1025 + 62,84 * 103 gpt/ul) im gleichen Male reduzierte. Auch
nach 24 Stunden manifestierte sich kein gruppenspezifischer Unterschied (trainiert
446 + 36,74 * 108 gpt/ul vs. untrainiert 577 + 76,07 * 103 gpt/ul). Alle Leukozyten- und

Thrombozytenkonzentrationen konnen Abbildung 12 enthnommen werden.
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Leukozyten
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Abbildung 12: Leukozyten- und Thrombozytenkonzentrationen

In einer trainierten und einer untrainierten Mausepopulation wurden die Leukozyten- und
Thrombozytenkonzentrationen zu drei verschiedenen Zeitpunkten bestimmt (gesunde Tiere,
6 und 24 h nach Sepsisinduktion). Die Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwert *
Standardfehler. Ein p-Wert (p) < 0,05 wurde als signifikant gewertet. P-Werte < 0,01 sind mit

** gekennzeichnet.
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4.4 Zytokinkonzentrationen

Die Konzentrationen der Zytokine IL-6, IL-10, TNF-a und MCP-1 wurden in
Plasmaproben von trainierten und untrainierten Mausen, die entweder gesund waren
oder bei denen 6 Stunden oder 24 Stunden zuvor eine Sepsis induziert wurde,
durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 13). Anhand der Ergebnisse wurde deutlich,
dass die Plasmakonzentrationen dieser Zytokine wahrend der Sepsis bei allen Tieren
anstiegen. Allgemein war diese Progression bei den trainierten Mausen jedoch
schwacher ausgepragt als in der Kontrollgruppe. Bei der Betrachtung der IL-6-
Spiegel von gesunden Tieren lag keine signifikante Varianz zwischen trainierten (7,7
+ 7,7 pg/ml) und untrainierten (22,6 + 7,9 pg/ml) Mausen vor. Dagegen stellten sich
die Interleukin-6-Konzentration 6 Stunden nach Sepsisinduktion bei trainierten Tieren
(3393 £ 1094 pg/ml) signifikant niedriger als bei untrainierten Tieren (13141 £ 3063
pg/ml; p < 0,01) dar. Nach 24 Stunden zeigte sich fur Interleukin-6 keine signifikante,
aber doch eine deutlich héhere Progression der Konzentration in der Kontrollgruppe
(61618 £ 25604 pg/ml) im Unterschied zur Trainingsgruppe (24147 £ 10197 pg/ml).
Die IL-10-Konzentration von gesunden trainierten Mausen (68,8 + 25 pg/ml)
unterschied sich nicht von der Konzentration untrainierter Mause (54,8 + 12 pg/ml). 6
Stunden nach Sepsisinduktion zeigte sich dagegen, dass die Konzentration bei
trainierten Mausen (1017 £ 344 pg/ml) um ein signifikant geringeres Mal} anstieg als
bei untrainierten Mausen (2130 £ 651 pg/ml; p < 0,05). Nach 24 Stunden zeigte sich
fur Interleukin-10, dass in der Trainingsgruppe (1343 + 390 pg/ml) zwar geringere
Konzentrationen gemessen wurden als in der Kontrollgruppe (1911 + 354 pg/ml),
dieser Unterschied jedoch nicht signifikant (p = 0,102) war. Anhand der MCP-1-
Spiegel konnten bei gesunden Tieren (trainiert 176,6 £ 7,0 pg/ml vs. untrainiert 156 +
19,7 pg/ml) keine gruppenspezifischen Unterschiede aufgezeigt werden. Nach 6
Stunden wurde jedoch eine deutliche Disparitat zwischen Trainings- (5661 + 1538
pg/ml) und Kontrollgruppe (9001 + 1684 pg/ml) sichtbar, welche allerdings nicht
signifikant (p = 0,061) war. Auch nach 24 Stunden stellte sich eine Varianz zwischen
den Gruppen (trainiert 11264 + 3230 pg/ml vs. untrainiert 20395 + 6536 pg/ml, p =
0,204) dar, jedoch wurde auch hier das Signifikanzniveau nicht erreicht. Die
Konzentrationsbestimmung von TNF-a bei gesunden Tieren zeigte keine
gruppenspezifischen Unterschiede (72,8 £ 7,6 pg/ml vs. 64,0 + 6,1 pg/ml). Auch 6
Stunden nach Sepsisinduktion unterschied sich die Konzentration von trainierten

Mausen (218,4 + 40,3 pg/ml) kaum von der Konzentration untrainierter Tiere (250,4 +
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34,3 pg/ml). Nach 24 Stunden zeichnete sich in der Trainingsgruppe (429,5 + 85,6
pg/ml) eine geringere Progression ab als in der Kontrollgruppe (691 + 204,8 pg/ml).
Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (p = 0,348).
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Abbildung 13: Zytokinkonzentrationen

Die Plasmakonzentrationen von IL-6, IL-10, MCP-1 und TNF-a wurden zu drei
verschiedenen  Zeitpunkten (gesund, 6 und 24 h nach Sepsisinduktion)
durchflusszytometrisch in Plasmaproben trainierter und untrainierter Mause bestimmt. Die
Zytokinkonzentrationen wurden logarithmiert zur Basis 10. Die Werte sind als Mittelwert +
Standardfehler dargestellt. Ein p-Wert < 0,05 (*) wurde als signifikant gewertet. P-Werte <
0,01 sind mit ** gekennzeichnet. IL-6: Interleukin 6, IL-10: Interleukin 10, MCP-1: Monocyte

Chemoattractant Protein-1, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a
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4.5 Bakterielle Keimlast

Zur Induktion einer polymikrobiellen Sepsis wurde allen Tieren eine aufgearbeitete
humane Stuhlsuspension intraperitoneal injiziert. Um die bakterielle Besiedlung der
Organe und des Blutes mit Aerobiern im Verlauf der Sepsis und einen madglichen
Einfluss des physischen Trainings auf das Ausmald der Kolonisation und die
Dissemination zu evaluieren, wurde die bakterielle Keimlast bestimmt.
Die Ergebnisse sind in als Koloniebildende Einheiten (KBE) pro 50 pl unverdinntes
Vollblut oder pro 200 mg unverdunntes Gewebehomogenat der Organe dargestellt
(Abb. 14). Die Resultate zeigten insgesamt, dass bei trainierten und untrainierten
Tieren die Anzahl an Bakterienkolonien in allen Geweben und im Blut im Verlauf der
Sepsis progredient war. Bei der spezifischen Betrachtung der Leber manifestierte
sich 6 Stunden nach Sepsisinduktion eine signifikant (p < 0,05) héhere bakterielle
Keimlast bei den trainierten Mausen (258,3 + 96,1) im Vergleich zu den untrainierten
Tieren (16,7 £ 16,7). Nach 24 Stunden dagegen wiesen die trainierten (4683 = 2140)
Tiere weniger Kolonien auf als die untrainierten (13633 £ 7177), diese Varianz war
jedoch nicht signifikant. Die Untersuchung des Nierengewebes zeigte 6 Stunden
nach Sepsisinduktion keine Gruppenunterschiede (trainiert 158,3 + 96,1 vs.
untrainiert 83,3 + 83,3). Nach 24 Stunden konnten auch geringere Kolonieanzahlen
in der Trainingspopulation (8367 + 4430) im Vergleich zur Kontrollgruppe (16783 *
7383) registriert werden, jedoch war auch dieser Unterschied nicht signifikant. Bei
der Betrachtung der bakteriellen Besiedlung der Lunge mit Aerobiern wurden nach 6
Stunden keine gruppenspezifischen Unterschiede sichtbar (trainiert 1142 + 580 vs.
1200 + 573 untrainiert). Nach 24 Stunden dagegen war der Anstieg der
Kolonieanzahl bei untrainierten (26650 + 9409) Tieren signifikant hdher als bei
trainierten (3433 + 1299, p < 0,05). Im Blut konnte 6 Stunden nach Sepsisinduktion
kein Einfluss von Ausdauertraining auf die Kolonieanzahl registriert werden (trainiert
96,8 + 60,4 vs. untrainiert 17,0 £ 9,1). Nach 24 Stunden konnte jedoch eine
signifikant niedrigere bakterielle Keimlast im Blut trainierter Tiere (128,0 + 63,7) im
Vergleich zu untrainierten Tieren (333561 £ 210747, p < 0,05) gezeigt werden.
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Abbildung 14: Bakterielle Keimlast in Leber, Niere, Lunge und Blut

Einer trainierten (n = 28) und einer untrainierten (n = 30) Mausepopulation wurde
intraperitoneal mittels Injektion einer humanen Faecessuspension eine Sepsis induziert und
anschlieBend nach 6 oder 24 h Organe und Blut enthommen. Die Ergebnisse sind als
Koloniebildende Einheiten (KBE) pro 50 pl unverdinntes Vollblut oder pro 200 mg
unverdunntes Gewebehomogenat der Organe dargestellt. Die Skalierung der y-Achse
erfolgte logarithmisch zur Basis 10. Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler
dargestellt. Ein p-Wert < 0,05 (*) wurde als signifikant gewertet.
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4.6 Organspezifische Unterschiede
4.6.1 Leber

4.6.1.1 Klinische Chemie

Um den Einfluss von regelmafligem physischem Training auf die sepsisassoziierte
Schadigung der Leber zu untersuchen, wurden verschiedene laborchemische
Parameter in Plasmaproben gemessen. Zur Beurteilung der Leberzellschadigung
dienten die Transaminasen Alanin-Aminotransferase (ALAT) und Aspartat-
Aminotransferase (ASAT). Fur die Leberfermente konnte im Verlauf der Sepsis ein
Anstieg in beiden Gruppen gezeigt werden (Abb. 15). Die Messdaten der gesunden
Tiere ohne Sepsis verdeutlichten eine signifikante Erhdhung der ALAT-Konzentration
bei trainierten Mausen (23,0 £ 1,39 U/l) im Gegensatz zu untrainierten Tieren (19,7 £
0,92 U/l; p < 0,05). Zum Zeitpunkt 6 Stunden nach Sepsisinduktion zeigte sich eine
leichte Tendenz mit niedrigeren ALAT-Werten in der Trainingspopulation (trainiert
31,3 £ 2,5 U/l vs. untrainiert 41,2 £ 5,36 U/l), diese Varianz war allerdings nicht
signifikant. Nach 24 Stunden manifestierte sich kein deutlicher Unterschied zwischen
den Gruppen (trainiert 34,38 + 8,06 U/l vs. untrainiert 38,6 + 4,35 U/l). Die Exploration
der Plasmakonzentration von ASAT ergab fur die gesunden trainierten (46,83 + 4,53
U/M) und untrainierten (41,8 + 2,22 U/l) Mause Kkeinen Unterschied. Zum
Untersuchungszeitpunkte 6 Stunden nach Sepsisinduktion prasentierte sich der
Konzentrationsanstieg von ASAT in der Kontrollgruppe (90,0 = 7,61 U/I) deutlicher als
in der Trainingsgruppe (80,9 + 7,97 U/l). Diese Divergenz der Gruppen war jedoch
nicht signifikant. Nach 24 Stunden zeigte sich kein Unterschied zwischen trainierten
(1339 + 2418 U/) und untrainieten (128,2 + 941 U/ll) Mausen.
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Abbildung 15: Plasmakonzentrationen von Alanin-Aminotransferase (ALAT) und
Aspartat-Aminotransferase (ASAT)

Die Plasmakonzentrationen von ALAT und ASAT wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten
(gesund, 6 und 24 h nach Sepsisinduktion) bei trainierten und untrainieten Tieren bestimmt.
Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Ein p-Wert < 0,05 (*) wurde als

signifikant gewertet.
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4.6.1.2 Histologie - HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung)

Mittels HE-Farbung wurden trainings- und sepsisassoziierte morphologische
Veranderungen der Leber histologisch untersucht. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe
des Instituts fur Pathologie am Universitatsklinikum Jena. Alle histologischen Schnitte
der gesunden trainierten und untrainierten Mause zeigten ein normales
Leberparenchym und wiesen keine morphologischen Unterschiede auf (Abb.16).
Zum Zeitpunkt 6 Stunden nach Sepsisinduktion manifestierte sich bei einigen Tieren,
sowohl aus der trainierten als auch aus der untrainierten Mausepopulation, eine
beginnende, eher diffuse, kleintropfige Leberzellverfettung (Abb. 17). Bei einem der
funf untersuchten trainierten Tiere konnte eine geringflgige mikrovesikulare
Verfettung festgestellt werden. Die weiteren 4 Tiere wiesen keine histologischen
Abweichungen des Leberparenchyms von der physiologischen Morphologie auf. In
der untrainierten Mausepopulation manifestierte sich die hepatozellulare
Vakuolisierung bei zwei von finf Mausen, wobei sich die Vakuolen im Vergleich zu
dem betroffenen trainierten Tier grof3er und in hoherer Anzahl darstellten. Zeichen
einer Apoptose in Form von schrumpfenden Zellen mit eosinophilem Plasma und
einem kleinen kompakten Zellkern waren nicht zu beobachten. Auch eine
Leberzellnekrose mit typischen Zeichen, wie z. B. der fehlenden Kernanfarbbarkeit,
ein eosinophiles Plasma oder der Verlust der Zellgrenzen, konnte nicht gezeigt
werden. Zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Sepsisinduktion konnte eine deutliche
Progression und eine unterschiedlich starke zonale Auspragung der Verfettung
registriert werden. Die Leberzellverfettung war im Parenchym der trainierten Tiere
geringflgig starker ausgepragt als bei untrainierten Mausen (Abb 18). So zeigten drei
von vier Tieren der Trainingsgruppe eine deutliche disseminierte bzw. diffuse klein-
bis mittelgrofl3tropfige Leberzellverfettung, jedoch mit zonaler Betonung peripher, d. h.
im Bereich der Periportalfelder und geringerer Auspragung zentral. Ein weiteres Tier
der Population zeigte im Vergleich einen weniger stark ausgepragten und
kleintropfigeren Befund. In der untrainierten Mausepopulation manifestierte sich bei 2
der 5 Tiere eine deutliche, Uberwiegend kleintropfige Leberzellverfettung, die im
Ausmal allerdings hinter der Fettvakuolenanzahl und —gréRe der trainierten Mause
zurlckblieb. AuRerdem war das Verteilungsmuster eher peripher als diffus mit nur
geringer Manifestation zentral. Zwei weitere Tiere zeigten eine geringe
hepatozellulare Verfettung und bei einem Tier der Population konnten kaum

Anzeichen einer Verfettung gezeigt werden. Darlber hinaus gab es in beiden
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Gruppen keine sicheren Zeichen einer Leberzellschadigung im Sinne apoptotischer

oder nekrotischer Zellen.

Abbildung 16: Leber einer gesunden Maus

Die Abbildung zeigt reprasentative Schnitte von Lebern einer untrainierten (Bild oben) und

einer trainierten (Bild unten) gesunden Maus. Farbung: HE, 20fache Vergrélierung.
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Abbildung 17: Leber 6 Stunden nach Sepsisinduktion

Die Abbildung zeigt reprasentative histologische Schnitte einer Leber einer untrainierten (Bild
oben) und einer trainierten (Bild unten) Maus, jeweils 6 h nach Sepsisinduktion. In beiden
Bildern ist eine beginnende kleintropfige Leberzellverfettung zu sehen. Farbung: HE, 20fache

VergrofRerung.
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Abbildung 18: Leber 24 Stunden nach Sepsisinduktion

Die Abbildung zeigt reprasentative Schnitte einer Leber einer untrainierten (Bild oben) und
einer trainierten (Bild unten) Maus, jeweils 24 h nach Sepsisinduktion. In beiden Bildern ist
eine disseminierte klein- bis mittelgroRtropfige Leberzellverfettung mit jedoch deutlich
ausgepragterem Befund peripher im Bereich der Portalfelder. Im unteren Bild ist eine

starkere Auspragung der Leberzellverfettung sichtbar. Farbung: HE, 20fache VergréRerung.
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4.6.2 Niere

4.6.2.1 Klinische Chemie

Um den Einfluss des regelmaligen physischen Trainings auf die sepsisassoziierte
Schadigung und die Funktion der Niere zu untersuchen, wurden die Konzentrationen
von Blut-Harnstoff-Stickstoff und Kreatinin in Plasmaproben trainierter und
untrainierter Mause gemessen. Fur beide Parameter war ein Anstieg im Verlauf der
Sepsis in beiden Gruppen zu verzeichnen (Abb. 19). Gesunde Tiere wiesen keinen
gruppenspezifischen Unterschied fur Blut-Harnstoff-Stickstoff oder Kreatinin auf. Fur
Blut-Harnstoff-Stickstoff zeigte sich schon 6 Stunden nach Sepsisinduktion ein
signifikanter Unterschied zwischen trainierten (30,8 (17,1 — 33,1) mg/dl) und
untrainierten Tieren (37,8 (32,6 — 41,4) mg/dl; p < 0,01). Nach 24 Stunden zeigte sich
eine zunehmende Deviation zwischen den beiden Gruppen. Der Anstieg der Blut-
Harnstoff-Stickstoff-Konzentrationen war in der Kontroligruppe (60,9 (27,6 — 69,0)
mg/dl) signifikant héher als in der Trainingsgruppe (32,8 (21,0 — 44,8) mg/dl; p <
0,05). Wahrend sich die Konzentrationen in der Kontrollgruppe nach 24 Stunden im
Gegensatz zu den untrainierten Tieren ohne Sepsisinduktion (28,3 (25,0 — 31,0)
mg/dl) verdoppelten, sind diese in der Trainingsgruppe nach 24 Stunden nur minimal
erhoht im Vergleich zu den trainierten Tieren ohne Sepsisinduktion (27,6 (24,1 —
29,7) mg/dl). Auch die Bestimmung des Kreatinin-Spiegels zeigte flir gesunde Mause
ohne Sepsis keine gruppenspezifischen Unterschiede (trainiert 8,7 (6,9 - 9,0 uM vs.
untrainiert 7,9 (6,8 — 8,8) uM). Nach 6 Stunden zeigte sich lediglich eine Tendenz mit
geringeren Werten in der Trainingsgruppe (8,9 (7,5 — 10,3) uM, Kontrollgruppe 9,6
(8,4 — 10,8) yM). 24 Stunden nach Sepsisinduktion konnte auch fur Kreatinin ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen gezeigt werden. So stiegen die
Konzentrationen in der Kontrollgruppe (14,3 (13,6 — 19,0) uM) signifikant starker an
als in der Trainingsgruppe (13,5 (11,8 — 13,6) uM; p < 0,05).

81



Ergebnisse

Blut-Harnstoff-Stickstoff

80+
B untrainiert

= trainiert

Harnstoff [mg/dl]
B
)
[

0-
gesund 6 24
Zeit [h]
Kreatinin
201
B3 untrainiert
* = trainiert
S 151
=
£ 101
©
o
4 54
0_
gesund 6 24
Zeit [h]

Abbildung 19: Blut-Harnstoff-Stickstoff und Kreatinin

In einer trainierten und einer untrainierten Mausepopulation wurden Blut-Harnstoff-Stickstoff
und Kreatinin zu drei verschiedenen Zeitpunkten bestimmt (gesunde Tiere, 6 und 24 h nach
Sepsisinduktion). Die Darstellung der Daten erfolgte als Median (+ Interquartilsabstand). Ein

p-Wert < 0,05 (*) wurde als signifikant gewertet. Harnstoff = Blut-Harnstoff-Stickstoff
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4.6.2.2 Histologie — PAS-Farbung

Um neben den funktionellen auch die morphologischen Veranderungen der Niere
durch physisches Ausdauertraining zu evaluieren, wurde das Nierenparenchym
mittels PAS-Farbung histologisch untersucht (Abb. 21) und anhand eines semi-
quantitativen Punktewertungsverfahrens beurteilt. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe
eines Tubulusschaden-Scores fir die Zeitpunkte gesund sowie 6 und 24 Stunden
nach Sepsisinduktion fur trainierte und untrainierte Mause dargestellt (Abb. 20). Es
konnte gezeigt werden, dass der Tubulusschaden in beiden Gruppen im Verlauf der
Sepsis progredient war. Beim gruppenspezifischen Vergleich fiel schon bei gesunden
Tieren ein deutlicher Unterschied auf. Die Nieren der untrainierten Tiere zeigten
einen signifikant groReren Nierenschaden (2 (1 — 6)) als die der trainierten Tiere (0 (0
—2), p <0,01). Im Verlauf der Sepsis wurde eine progressive Deviation zwischen den
Gruppen deutlich. 6 Stunden nach Sepsisinduktion waren die Werte der trainierten
Mause (2 (0 — 4)) im Tubulusschaden-Score signifikant geringer als die, der
untrainierten Tiere (6 (4 — 8), p < 0,001). Auch nach 24 Stunden wurde in der
Trainingspopulation (5 (0 — 6)) ein signifikant geringerer Nierenschaden beobachtet
als in der Kontrollgruppe (10 (4 — 11), p < 0,05).
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Abbildung 20: Tubulusschaden-Score

Die semi-quantitative Auswertung des akuten Nierenschadens erfolgte mit Hilfe eines
Tubulusschaden-Scores. Evaluiert wurde nach Kriterien wie Kernverlust der Tubuluszellen,
Abschwachung des epithelialen Burstensaums und epitheliale Vakoulisierung. In eine
Trainings- und eine Kontrollgruppe wurden die Nieren von gesunden Mausen und Nieren von
Tieren 6 oder 24 h nach Sepsisinduktion untersucht. Die Werte sind dargestellt als Median (
Interquartilsabstand). p-Wert < 0,05 (*), p-Wert < 0,01 (**), p-Wert < 0,001 (***)

84



- -
e @ - @ *
tn‘, - L »
] ® - 2.
< ° ".a“ b X
e ® & " - .
b $ - 8 'e
\ . ? .
° » Fug -
o9 9 e e * o
& L3 e = 9 L
./ @ b e
s y 5 )
e * ’ ®a® b
» ad @
' : 3 LI
-
®, °, .I v ® g’. ®
% 3. T qs® ¢ o 2
- >
® e - e
) - Y -
® e ® L *
@ o R 9, *
’
AT & AN v.p o
: . TR - L ] e °
k -
i‘ - e L] A -
“ ‘.'.‘ - 8 .} @ x."
v
./ C" y ‘l@"
] a FoSy4 atia
- — - -
] ® ° ¥ - »
@ ® F Y . » @
] / - A
’ ' s g L
/ ” o
'y § v &
Y - @ -
| P > -~ e b g
= o o 4
® y
" ¥ * * . %,
s -
@ - .. "O = -
- s %, @ » i .‘.
- ® ey ., "‘
e ¢ e 4 ®
e —” s 4
o' e 4= W e
& @ & s 96 ® . o.
a - L3 o
- o L I
py r ® g . ~ e
e~ ]
S e P @ * 9 »
s, ’ do®
e gl ' °, 0% <
il g JRosr oz "
® . & -
- @ » &‘ -
4 - . sa @ -

Abbildung 21: Tubulusepithel der Niere

Das kortikale Tubulusepithel

Ergebnisse

der Kontrolltiere (I) ohne Sepsisinduktion zeigte eine

regelrechte Zellstruktur. Fast alle Epithelzellen wiesen intakte Zellkerne auf. Dagegen

zeigten die Tiere der Kontrollgruppe nach Sepsisinduktion (ll) stark ausgepragte epitheliale

Vakuolisierung (Pfeilspitze), abgeflachtes Tubulusepithel (schwarzer Pfeil) und atypisch

geformte, teils nahezu aufgeldste Zellkerne (weilder Pfeil). Trainierte Tiere ohne Sepsis (lll)

zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine sogar intaktere, diinne und kontinuierliche

luminale Linie, die Hinweis auf einen intakten Birstensaum (Pfeilspitze) war und eine intakte

tubuldre Basalmembran (schwarzer Pfeil). Trainierte septische Mause (IV) zeigten ein

weniger abgeflachtes tubulares Epithel und weniger Vakuolisierung als die Kontrollgruppe.

Es sind reprasentative Bilder dargestellt. PAS-Farbung, VergréRerung 200fach.
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4.6.2.3 Genexpression von HSP70, MAO-A und Hif-1a

Um mogliche Ursachen fir den in Punkt 4.6.2.2 nachgewiesenen geringeren
Tubulusschaden trainierter Mause  aufzudecken, wurden  anschlieRend
Untersuchungen auf Transkriptionsebene mit Enzymen durchgefuhrt, die mit
oxidativem Stress, Immunreaktion und Hypoxie assoziiert sind. Dazu wurde die
Genexpression von HSP70, MAO-A und Hif-1a mittels qRT-PCR relativ quantifiziert
(Abb. 22). Als Ausgangsmaterial diente homogenisiertes Nierengewebe von
trainierten und untrainierten Tieren. Ein Wert von +1 spiegelt eine Verdopplung, ein
Wert von -1 eine Halbierung der Transkriptanzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe
wider. Nur Werte = +1 oder < -1 wurden im Sinne einer biologischen Relevanz als
signifikant gewertet. Bei der Untersuchung von HSP70 zeigten sich bei gesunden
Tieren zwar hohere Expressionswerte in der Trainingsgruppe (0,87 (£1,77)), jedoch
war der Unterschied zur Kontrollgruppe (0,0 £1,08) nicht signifikant. Zum Zeitpunkt 6
Stunden nach Sepsisinduktion konnten fir HSP70 keine gruppenspezifischen
Unterschiede gezeigt werden (-0,44 (+0,15) trainiert vs. -0,67 (£0,18) untrainiert) und
auch nach 24 Stunden wurde keine Varianz zwischen den beiden Gruppen sichtbar
(0,59 (£0,22) trainiert vs. 0,40 (x0,71) untrainiert). Insgesamt war ein leichter
Rickgang der Genexpression von HSP70 im Rahmen der Sepsis zu verzeichnen.
Die Evaluation der Genexpression von MAO-A zeigte bei gesunden Tieren keine
Disparitat zwischen Trainings- (0,29 (£0,13)) und Kontrollgruppe (0,00 (+0,39)). Auch
6 Stunden nach Sepsisinduktion manifestierte sich kein gruppenspezifischer
Unterschied in der Genexpression (trainiert 0,01 (x0,28) vs. untrainiert 0,05 (+0,25)).
Annahernd gleiche Werte in beiden Gruppen (trainiert 0,21 (x0,50) vs. untrainiert
0,22 (+0,60)) zeigten sich auch nach 24 Stunden. Insgesamt war keine Variation der
Genexpression im Verlauf der Sepsis nachweisbar. Bei der Exploration der Hif-1a-
Genprodukte konnte kein Unterschied zwischen gesunden trainierten (0,35 (£0,13)
und untrainierten (0,00 (0,26)) Mausen dargestellt werden. 6 Stunden nach
Sepsisinduktion manifestierte sich ein simultaner Anstieg der Genprodukte in beiden
Gruppen (trainierte 0,75 (0,19) vs. untrainiert 0,86 (0,09)). Nach 24 Stunden zeigte
sich zwar eine fortlaufende Progression der Genexpression, jedoch keine Divergenz
zwischen trainierten (1,18 (x0,64)) und untrainierten (1,04 (£0,77)) Tieren.
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Abbildung 22: Genexpression von HSP70, MAO-A, Hif-1a in der Niere

Dargestellt ist die Genexpression von HSP70, MAO-A und Hif-1a trainierter und untrainierter
Tiere zu drei Zeitpunkten (gesund, 6 und 24 h nach Sepsisinduktion). Die Auswertung der
Genexpression erfolgte in Form eines einheitslosen Faktors, welcher sich auf die

Expressionssteigerung oder —reduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Interventionen
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(ohne Sepsis, ohne Training) bezog und mittels des Houskeeping-Gens Hmbs korrigiert
wurde. Die Werte sind als Mittelwert * Standardabweichung dargestellt. HSP70:
Hitzeschockprotein 70, MAO-A: Monoaminoxidase-A, Hif-1a: Hypoxie-induzierter Faktor-1a

4.6.2.4 Proteinmenge von HSP70, MAO-A und Hif-1a

Zur Einschatzung zellularer Prozesse war neben der Genexpressionsanalyse auch
die Bestimmung der Proteinmenge von HSP70, MAO-A und Hif-1a essentiell. Alle
Werte reprasentieren nach densitometrischer Quantifizierung eine relative
Proteinmenge und sind somit ohne Einheit angegeben. Bei der Darstellung der
Proteinmenge von HSP70 bei gesunden Mausen zeigten sich geringfugig hohere
Werte in der Kontrollgruppe (2,56 (1,34 — 2,77)) im Vergleich zur Trainingspopulation
(2,09 (1,64 - 2,32)), jedoch war diese Deviation nicht signifikant. Nach
Sepsisinduktion konnte allgemein eine Reduktion der Proteinmenge von HSP70
verzeichnet werden. Diese Regression zeigte sich bei trainierten (1,25 (0,85 — 2,46))
und untrainierten (1,41 (1,02 — 2,22)) Tieren in gleichem Ausmal, so dass 6 Stunden
nach Sepsisinduktion keine gruppenspezifischen Unterschiede sichtbar wurden.
Nach 24 Stunden zeigte sich die Abnahme der Proteinmenge nur schwach
progredient. Auch zu diesem spateren Zeitpunkt konnten keine Unterschiede
zwischen Trainings- (1,16 (0,93 — 1,40)) und Kontrollgruppe (1,31 (1,06 — 2,06))
aufgezeigt werden. Die Reduktion der Proteinmenge im Verlauf der Sepsis zeigte
sich in beiden Gruppen deutlich, in der Trainingsgruppe war dieser Unterschied nach
24 Stunden signifikant (p-Wert < 0,05). Bei der Untersuchung von MAO-A zeigten
sich bei gesunden Mausen keine Unterschiede zwischen trainierten (0,19 (0,17 —
0,43)) und untrainierten (0,33 (0,20 — 0,37)) Tieren. Nach Induktion der Sepsis war
die MAO-A-Proteinmenge im Verlauf nahezu konstant. So zeigte sich nach 6
Stunden keine Veranderung im Vergleich zu gesunden Tieren und auch eine
Disparitat zwischen Trainings- (0,29 (0,19 — 0,38)) und Kontrollgruppe (0,22 (0,20 —
0,31)) konnte nicht beobachtet werden. 24 Stunden nach Sepsisinduktion zeigten
sich ebenfalls keine gruppenspezifischen Unterschiede (trainiert 0,28 (0,26 — 0,58)
vs. untrainiert 0,30 (0,23 — 0,50)). Die Darstellung der Proteinmenge von Hif-1a
zeigte bei gesunden Mausen keine Varianz zwischen Trainings- (0,15 (0,09 — 0,38))
und Kontrollgruppe (0,14 (0,05 — 0,24)). Nach Sepsisinduktion konnte ebenfalls keine
Veranderung der Proteinmenge von Hif-1a beobachten werden. So manifestierte sich
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auch nach 6 Stunden kein Unterschied zwischen trainierten (0,11 (0,04 — 0,26)) und
untrainierten (0,07 (0,06 — 0,27)) Tieren. 24 Stunden nach Sepsisinduktion zeigte
sich die Proteinmenge in der Trainingspopulation (0,07 (0,03 — 0,18)) ebenfalls
nahezu identisch im Vergleich zur Kontrollgruppe (0,06 (0,03 — 0,15)). Die jeweiligen
Proteinmengen und ein exemplarisches Bild einer Blot-Membran sind fur jedes

Protein in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: relative Proteinmenge und Westernblot-Membran von HSP70, MAO-A
und Hif-1a

Far die Proteine HSP70, MAO-A und Hif-1a sind jeweils die relative Proteinmenge graphisch
(links) und das Bild einer Blot-Membran (rechts) im Original dargestellt. Auf der Membran
sind das jeweils untersuchte Protein und das Houskeeping-Protein B-Aktin markiert.
Ausgewertet wurden Tiere einer trainierten (+) und einer untrainierten (-) Mausepopulation zu
drei verschiedenen Zeitpunkten (gesund, 6 und 24 h nach Sepsisinduktion). Die relative

Proteinmenge ist dargestellt als Median (+ Interquartilsabstand). Auf jeder Blot-Membran ist
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ein GroRenstandard dargestellt. Die ProteingroRen sind in kDa angegeben. HSP70:
Hitzeschockprotein 70, MAO-A: Monoaminoxidase-A, Hif-1a: Hypoxie-induzierter Faktor-1a
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5 Diskussion
5.1 Uberblick

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von regelmaligem physischem Training auf den
Verlauf und die Mortalitat einer polymikrobiellen Sepsis untersucht. Eine Ubersicht

uber die Ergebnisse ist in Abbildung 24 dargestellt.

RegelmaRiges
physisches Training
Polymikrobielle Sepsis Allgemeine Charakteristika
ya N\ .
/./ . I'd \ ~a
- Korpergewicht |, Relatives Leukozyten \,
B Herzgewicht P
Uberlebensanalyse Wirtsantwort
/ \ /
» 4 » T
Mortalitat |, Clinical Pro- und Bakterielle funktionelle und
Severity antiinflammatorische  Keimlast | histologische
Score Zytokine Nierenschadigung |

Abbildung 24: Ubersicht der Ergebnisse

Diese Abbildung zeigt einen Uberblick (iber die wichtigsten Ergebnisse der aktuellen Arbeit.
Ein Anstieg (1) oder eine Reduktion (]), welche durch regelmaRiges physisches Training im
Vergleich zur untrainierten Kontrollgruppe erreicht werden konnte, ist mit entsprechenden

Pfeilen markiert.

5.2 Studiendesign

Zur Uberprifung moglicher Trainingseffekte war es notwendig, ein adaquates
rezidivierendes Training mit den Tieren durchzufihren, das einen entsprechenden
systemisch modulierenden Effekt hervorruft. Dabei musste ein zu schwaches
Training mit potentiell zu geringen Reizen, aber auch ein erschopfendes Training mit
potentiell immunsuppressiven Effekten und eventuell sogar gesteigerter
Infektanfalligkeit vermieden werden (Neto et al. 2011). Das aktuell angewandte
Trainingsprogramm wurde eng an das gut etablierte Trainingsprogramm von Kemi et

al. angelehnt. Dieses Trainingsregime wurde mittels Testparametern wie der
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maximalen Sauerstoffaufnahme und des Respiratorischen Quotienten erstellt und
kontrolliert und ist vergleichbar mit entsprechenden Trainingsprotokollen bei Ratten
und Menschen (Kemi et al. 2002).

Die Sepsisinduktion erfolgte mittels PCIl-Methode, Uber die eine multibakterielle
Peritonitis verursacht wurde. Dies hat sich als einfaches, zuverlassiges und
reproduzierbares Verfahren etabliert. Die PCIl-Methode induziert einen systemischen
Zytokinanstieg und ein progredientes Multiorganversagen bis hin zum Tod und
reflektiert viele Eigenschaften einer Sepsis bei Menschen (Gonnert et al. 2011).
Damit zeigt sie Vorteile gegentber den bisher Ublichen Methoden, wie z. B. LPS
(Lipopolysaccharide) und CLP (cecal ligation and puncture), letzter hat vor allem
Limitierung aufgrund einer schlechten Reproduzierbarkeit und hoher Abhangigkeit
vom Operateur mit daraus folgendem variablem Krankheitsverlauf und
schwankender Mortalitat. Das LPS-Modell als Endotoxinamie reflektiert unzureichend
die Komplexitat der Sepsis bei Menschen (Gonnert et al. 2011, Seemann et al.
2017). Da die Sepsis prinzipiell interindividuell sehr variabel verlauft (Kumpf und
Schumann 2008), ist es wichtig, ein reproduzierbares Tiermodel zu verwenden, das
zusatzlich dem Verlauf der menschlichen Sepsis nahekommt. Das aktuelle Design
dieser Arbeit hat Limitierungen insbesondere hinsichtlich  Alter und
Geschlechtsverteilung (alle Mause sind jung und mannlich). Bei Menschen sind vor
allem altere und vorerkrankte Patienten haufiger von einer Sepsis betroffen und
haben einen schwereren Krankheitsverlauf (Esmon 2004). Aullerdem konnte belegt
werden, dass Frauen, insbesondere uUber 50 Jahre, eine geringere Mortalitat als
Manner wahrend einer Sepsis aufzeigen (Adrie et al. 2007). Zusatzlich erhalten
Menschen normalerweise eine supportive Therapie, u. a. in Form einer
Flissigkeitsgabe und einer antibiotischen Therapie. Dies fehlt in den meisten
tierexperimentellen Studien und kann somit einen potentiellen Therapieeffekt
verandert darstellen (Esmon 2004). Zusatzlich ist zu beachten, dass sich die
Genantwort von Menschen und Mausen auf einen infektiosen Stimulus stark
unterscheidet und dies die Frage aufbringt, ob tierexperimentelle Studien Uberhaupt
ausreichend geeignet sind, die Komplexitat der humanen Wirtsantwort
widerzuspiegeln (Seok et al. 2013, Cavaillon et al. 2020). Des Weiteren ist zu
beachten, dass der Sepsisursprung Einfluss auf multiple Parameter wie Mortalitat
und Organdysfunktion hat. So ist die Prognose bei Menschen mit einer Sepsis

pulmonaler Genese schlechter als bei einem abdominellen Fokus (Jeganathan et al.
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2017). Die aktuellen Ergebnisse dieser Arbeit konnen somit nur begrenzt auf alte
oder weibliche Mause, auf Menschen wahrend einer Sepsis und auf Infektfokusse
aulBerhalb des Abdomens Ubertragen werden. Aufgrund der Komplexitat des
Versuchsaufbaus mit zwei Studienarmen sowie jeweils sechswochigem
Ausdauertraining war die maximale Anzahl der Tiere je Gruppe begrenzt. Es ergeben
sich daher zum Teil sehr kleine Gruppengrdflen mit eingeschrankter statistischer

Aussagekraft.

5.3 RegelmaBiges physisches Training moduliert das Korper- und

Herzgewicht

Die Darstellung eines erniedrigten Korpergewichts in der Trainingsgruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe bestatigt Daten aus der Literatur (Marques et al. 2010,
Peppler et al. 2017). Es ist in diesem Zusammenhang auch eine Reduktion des
viszeralen und subkutanen Fettgewebes durch freiwilliges Laufbandtraining
beschrieben (Peppler et al. 2017). Wiederholt wurde jedoch auch in verschiedenen
Studien dargestellt, dass Training oder freiwilliges Laufen nicht zu einem
Gewichtsverlust bzw. nicht zu einer geringeren Gewichtszunahme bei Mausen und
Ratten fuhrt (Kemi et al. 2002, Tyml et al. 2017). Bei Schwimmtraining von Mausen
kann anhand der Daten aus der Literatur eine Assoziation des Gewichtsverlust zu
Trainingsparametern vermutet werden, da ein signifikant geringeres Korpergewicht
im Vergleich zur Kontrollgruppe erst bei hoher Intensitat des Trainings oder
langandauerndem Training Uber 6 Wochen beschrieben wird (Evangelista et al.
2003). Ein ausreichender Trainingseffekt wurde jedoch auch ohne Gewichtsverlust,
z. B. Uber den Anstieg der maximalen Sauerstoffaufnahme, in der Literatur
objektiviert (Tyml et al. 2017). Auch sind sowohl fur die Sepsis als auch flur viele
chronische Erkrankungen multiple positive Trainingseffekte unabhangig von einer
Gewichtsreduktion beschrieben (Blair 2009, Lee et al. 2011, Tyml et al. 2017). Eine
zu geringe physische Aktivitat bei Menschen ist mit einem gesteigerten Risiko an
einer Sepsis zu Versterben unabhangig von anderen Risikofaktoren assoziiert. Fur
den Einfluss des Korpergewichts auf die Mortalitdt einer Sepsis gibt es jedoch
kontroverse Daten. So konnte fur Menschen sowohl fir einen erhéhten BMI als auch
fir einen erhdhten Huftumfang ein gesteigertes Risiko gezeigt werden, an einer

Sepsis zu versterben (Williams 2013). Auch fir Mause mit gesteigertem
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Korpergewicht und Fettanteil nach fettreicher Nahrung ist eine erhohte Mortalitat
beschrieben (Strandberg et al. 2009). Oppositare Studien zeigen jedoch keinen (Sakr
et al. 2008) oder sogar einen protektiven Einfluss eines erhohten BMIs auf die
Mortalitat einer Sepsis (Prescott et al. 2014). Da aktuell in dieser Arbeit ein
niedrigeres Korpergewicht der trainierten Tiere nachgewiesen werden konnte, ist
eine Beeinflussung der Ergebnisse sowohl durch einen Trainingseffekt als auch
durch ein geringeres Korpergewicht nicht auszuschlielen und die Effekte beider
Variablen sind nicht voneinander abgrenzbar.

Der Nachweis eines hoheren relativen Herzgewichts durch regelmafRiges Training in
der aktuellen Arbeit erganzt die Literatur, in der ein gesteigertes Gewicht des
gesamten Herzens oder des linken Ventrikel durch verschiedene Trainingsformen
wiederholt dargestellt wurde (Kaplan et al. 1994, Allen et al. 2001, Kemi et al. 2002,
Evangelista et al. 2003). Die meisten Studien verwenden das absolute Herzgewicht
oder einen Quotienten aus Herzgewicht und Kérpergewicht. Zwischen Gewicht des
Herzens und dem gesamten Korpergewicht besteht jedoch keine lineare Beziehung.
Das Gewicht des linken Ventrikels steigt langsamer an als die Kérpermasse. Daher
wurde in der aktuellen Arbeit, wie in der Literatur empfohlen, eine allometrische
Skalierung angewandt. Limitierend muss jedoch erwahnt werden, dass der
entsprechende Skalierungswert bei Menschen bestimmt wurde. (Batterham et al.
1997, Kemi et al. 2002). Fir Mause liegen jedoch keine vergleichbaren
Untersuchungen vor.

In unserer Arbeitsgruppe erfolgte zusatzlich eine Beurteilung der lebenden Mause
mittels transthorakaler Echokardiographie (in dieser Arbeit jedoch kein
Untersuchungsgegenstand). Die Messungen der linksventrikularen Vorderwand
zeigten bei einem vergleichbaren Studiendesign signifikant hohere Werte in der
Trainingsgruppe im Vergleich zur Kontroligruppe. Das Schlagvolumen, die
linksventrikulare Ejektionsfraktion und die linksventrikulare Verkirzungsfraktion
waren ebenfalls erhdht bei trainierten Mausen, dies war jedoch nicht signifikant
(Sossdorf et al. 2013). Daten aus der Literatur lassen jedoch vermuten, dass die
nicht-invasive Echokardiographie methodisch bedingt bei Mausen weniger sensitiv in
der Detektion einer myokardialen Hypertrophie als die Bestimmung des
Herzgewichts post mortem ist (Kemi et al. 2002).

Eine niedrige physische Aktivitat ist mit einer erhdhten Inzidenz und erhdhten

Mortalitat von kardiovaskularen Erkrankung assoziiert (Blair et al. 1996, Myers 2003).
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Kardiovaskulare Erkrankungen wiederum, insbesondere ein durchlebter Herzinfarkt,
steigern sowohl das Risiko an einer Sepsis zu erkranken (Wang et al. 2012a), als
auch das Risiko, daran zu versterben (Wiliams 2013). Mehrmals konnte in der
Literatur bereits ein positiver Trainingseffekt auf einen Myokardinfarkt im Sinne eines
kleineren Infarktareals und besseren funktionellen kardialen Parametern aufgrund
multipler prakonditionierenden Anpassungsreaktionen durch physische Aktivitat
beschrieben werden (Zhang et al. 2007, Frasier et al. 2011). Eine schwerwiegende
Komplikation der Sepsis ist die septische Kardiomyopathie. Zwar ist die Ischamie bei
der septischen Kardiomyopathie globaler im Vergleich zum Myokardinfarkt, viele
pathophysiologischen Vorgange, z. B. in Bezug auf oxidativen Stress, ahneln sich
jedoch (Frasier et al. 2011, Martin et al. 2017). Somit kdnnte physisches Training
einen protektiven Effekt auf kardiale Adaptationsmechanismen haben und daruber
den myokardialen Schaden wahrend einer Sepsis reduzieren. Diesbezuglich waren
jedoch weitere Untersuchungen der septischen Kardiomyopathie notwendig (Chung
et al. 2017).

5.4 Regelmaliges physisches Training reduziert Mortalitat und

Krankheitsschwere der Sepsis

Der aktuelle Nachweis einer erniedrigten Mortalitat der trainierten Tiere wahrend
einer polymikrobiellen Sepsis reiht sich in die Daten der Literatur ein, wobei bisher
jedoch sehr wenige Studien vorliegen und aufgrund von unterschiedlichen Tieren (z.
B. Ratten), verschiedenen Trainingsmethoden und variierenden Modellen zur
Sepsisinduktion Vergleiche nur schwerlich gezogen werden koénnen. Zusatzlich
werden oft nur systemische Effekte, aber keine Mortalitatsunterschiede untersucht
(Chen et al. 2007, de Araujo et al. 2012, Kim und Kang 2019). Unsere Arbeitsgruppe
zeigt somit erstmals, dass regelmaliges progressives Laufbandtraining bei Mausen
die Mortalitat einer polymikrobiellen Sepsis reduziert. Fir den Zusammenhang des
Trainingsstatus und der Sepsismortalitat bei Menschen liegen kaum Daten vor. Es ist
jedoch eine Steigerung der Mortalitat einer Sepsis durch eine zu geringe physische
Aktivitat beschrieben (Williams 2013). Neueste Daten zeigen bei Mausen sogar eine
Reduktion der Mortalitat durch leichtes Laufbandtraining, auch wenn das Training
erst nach Induktion der Sepsis begonnen wird (Irahara et al. 2016). Insgesamt ist die

Mortalitat in der aktuellen Arbeit in beiden Gruppen entsprechend der Intention der
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Induktion eines schweren Verlaufs hoch. Dies ist eventuell durch eine fehlende
supportive Therapie wie Flussigkeits-/Antibiotikagabe oder Vasopressoreneinsatz zu
erklaren. Zusatzlich muss die hohe Dosierung der Stuhlprobe erwahnt werden,
welche zur Induktion des erwinschten schweren Sepsisverlaufs verwendet wurde. In
der Literatur liegt die Mortalitat bei Ratten mit einer Sepsis, induziert mittels PCI-
Methode, trotz FlUssigkeitssubstitution bei 100 %, die Sterblichkeit kann jedoch durch
zusatzliche antibiotische Therapie auf 50 % gesenkt werden (Gonnert et al. 2011).
Die antibiotische Intervention gleicht das Modell der klinischen Situation zwar naher
an, doch wurde in der vorliegenden Arbeit einem eher letalen Modell der Vorzug
eingeraumt. Diese Vorgehensweise entspricht einer schon alteren Beobachtung,
dass die EffektgroRe einer zu Uberprifenden antiinflammatorischen Intervention
unmittelbar mit der Krankheitsschwere und dem Mortalitatsrisiko der zu Grunde
liegenden polymikrobiellen Infektion (sei es Mensch oder Maus) korreliert (Eichacker
et al. 2002). Da es sich beim vorliegenden Studiendesign um die erste, rein
explorative Studie zur Untersuchung des Trainingsstatus auf das Sterberisiko im
Verlauf einer polymikrobiellen Sepsis handelte, wurde ausdricklich zur Vermeidung
des Ubersehens einer mdglicherweise nur moderat ausgepragten Wirkstarke des
Trainings auf ein Modell mit hoher Krankheitslast und hoher Mortalitatsrate
zuruckgegriffen. In nachfolgenden Studien misste nun die Fragestellung aufgegriffen
werden, ob sich der beobachtete positive Trainingseffekt auch bei weniger stark
ausgepragten Verlaufen — auch mit supportiver und antibiotischer Therapie —
reproduzieren lasst. Dazu sind aller Voraussicht nach héhere Tierzahlen erforderlich,
die zum Zwecke der hier durchgefiihrten Untersuchungen nicht zur Verfigung
standen.

Zur Beurteilung korperlicher Einschrankungen wahrend des Verlaufs der Sepsis ist
die Erhebung des Clinical Severity Scores ein etabliertes Verfahren (Gonnert et al.
2011). In dieser Arbeit war im Verlauf der Sepsis ein Anstieg der Krankheitsschwere
nachweisbar, dies stimmt mit den Daten verschiedener Studien Uberein (Gonnert et
al. 2011, Recknagel et al. 2013, Seemann et al. 2017). Erstmals konnte jedoch eine
Abschwachung des Anstiegs durch physisches Training dargestellt werden. Der Tod
geht mit 5 Punkten in die Score-Erhebung ein. Somit kdnnte ein Einfluss der
Mortalitatsrate auf den Clinical Severity Score diskutiert werden. Jedoch war die
Differenz zwischen Trainings- und Kontrollgruppe zu den Zeitpunkten 14 Stunden

und 22 Stunden nach Sepsisinduktion signifikant und zu diesen Zeitpunkten war kein

97



Diskussion

Mortalitatsunterschied nachweisbar. Generell waren zu beiden Zeitpunkten keine
verstorbenen Tiere zu verzeichnen. Um den Einfluss der Mortalitatsrate auf den
Clinical Severity Score zu reduzieren, war urspringlich geplant, verstorbene Tiere im
weiteren Verlauf zu zensieren. Dies war jedoch nicht notwendig, da erstmals zur
letzten Erhebung der Krankheitsschwere 38 Stunden nach Sepsisinduktion

verstorbene Tiere registriert worden.

5.5 RegelmaRiges physisches Training moduliert Leukozyten- und

Thrombozytenanzahl

Anderungen der Leukozyten und ihrer Subpopulationen nach einer akuten
Trainingseinheit sind gut charakterisiert. So steigen die Neutrophilen biphasisch
wahrend und erneut nach dem Training an, wohingegen die Lymphozyten wahrend
der physischen Aktivitat ansteigen und danach auf ein Niveau unterhalb des
Ausgangswerts abfallen. Einige Stunden nach der akuten Trainingseinheit erreichen
die Leukozytensubpopulationen schlieBlich wieder ihr Ausgangsniveau (Hansen et
al. 1991, Fehrenbach und Schneider 2006). Deutlich weniger untersucht sind bisher
die langerfristigen Effekte des physischen Trainings auf die Leukozytenanzahl. Der
Nachweis niedrigerer Leukozytenwerte im Blut trainierter Mause in der aktuellen
Arbeit bestatigt jedoch Daten aus der Literatur bei Menschen, wo nach wiederholtem
korperlichen Training ein Abfall der Leukozyten nachgewiesen werden konnte (Malm
et al. 2004, Hamedinia et al. 2009). Ungeklart bleiben die Ursache und die Folgen
dieser transienten Leukopenie. Moduliert wird die Leukozytenanzahl im Blut von
multiplen Parametern, wie z. B. der Produktion, der Emigration aus dem
Knochenmark, dem Anheften an der GefalRwand, der Auswanderung ins Gewebe,
der Speicherung in der Milz und dem Lymphsystem sowie dem Abbau der
Leukozyten. Beeinflusst werden die einzelnen pathophysiologischen Vorgange unter
anderem Uber Katecholamine, Wachstumsfaktoren und Cortisol (Opdenakker et al.
1998, Pedersen und Steensberg 2002). Als mogliche Ursachen der
trainingsassoziierten Leukopenie werden u. a. ein Anstieg von Adhasionsmolekuilen
mit konsekutiver Anheftung der Leukozyten an der Endothelwand, eine Migration der
Leukozyten ins Gewebe und eine Reduktion proinflammatorischer Zytokine diskutiert
(Malm et al. 2004, Hamedinia et al. 2009). Auch die Effekte der Leukopenie sind

unklar. Einerseits konnte eine Assoziation zwischen der reduzierten Leukozyten-
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anzahl nach Training und eine Steigerung respiratorischer Infekte der oberen
Atemwege nachgewiesen werden (Malm et al. 2004). Interessanterweise ist dagegen
die Leukozytenanzahl mit der Gesamtsterblichkeit assoziiert. Bei nur gering erhdhten
Leukozyten ist schon ein deutlicher Anstieg der Mortalitat bei Menschen zu
verzeichnen (Weijenberg et al. 1996).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Gruppenunterschied der Leukozyten auch im
Verlauf der Sepsis untersucht. Dabei ist ein Abfall der Leukozyten in beiden Gruppen
ohne gruppenspezifischen Unterschied nachzuweisen, somit war jedoch formal der
Leukozytenrickgang in der Trainingsgruppe bei niedrigerem Ausgangs-
leukozytenwert etwas geringer. Die Abnahme der Leukozytenanzahl im Verlauf der
Sepsis reiht sich in die Daten anderer tierexperimenteller Studien mit
unterschiedlichen Methoden der Sepsis- bzw. Inflammationsinduktion ein (Remick et
al. 2000, Gonnert et al. 2011). Die Arbeitsgruppe von Chen et al. konnte au3erdem
ein geringeres Ausmal der Leukopenie bei einer nicht-tdédlichen LPS-Infusion bei
Ratten durch regelmafiges korperliches Training nachweisen (Chen et al. 2007). Im
Vergleich zu Mausen und Ratten ist die Leukopenie in der menschlichen Sepsis
jedoch eher selten und mit einer hoheren Mortalitat assoziiert als die Leukozytose
(Bosch und Walkey 2019). Limitierend muss auf3erdem erwahnt werden, dass in
dieser Arbeit keine Leukozytensubpopulationen und nicht die Aktivitat der
verschiedenen Leukozyten untersucht wurden.

Daten zum Einfluss von physischem Training auf die basale Thrombozytenanzahl
und -funktion liegen bisher nur unvollstandig vor und kénnen in die bekannten
pathophysiologischen Adaptationsprozesse durch Training bislang begrenzt
eingeordnet werden (El-Sayed et al. 2005, Heber und Volf 2015). Der Effekt einer
akuten Trainingseinheit ist entscheidend von der Trainingsart und -intensitat sowie
dem Trainings- und Gesundheitszustand abhangig (El-Sayed et al. 2005) Insgesamt
scheint eine akute intensive Trainingseinheit jedoch am ehesten zu einem Anstieg
der Thrombozytenanzahl, -aktivitat und -aggregation zu fuhren. Relevant konnten in
diesem Zusammenhang eine Erhéhung des Von-Willebrand-Faktors sowie ein Abfall
der ADAMTS-13-Aktivitat sein (El-Sayed et al. 2005, Claus et al. 2006, Heber und
Volf 2015). Diese Veranderungen auf die Hamostase nach einer Trainingseinheit
ahneln denen im Rahmen einer systemischen Entzindungsreaktion (Claus et al.
2006, Chen und Chung 2018). Regelmafige physische Aktivitat dagegen kann diese

akuten Trainingseffekte reduzieren, zum Teil verhindern oder sogar umkehren. Auch
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in Ruhe ist nach regelmafligem Training eine Reduktion der Plattchenadhasion und -
aggregation sowie teilweise eine leichte Erniedrigung der Thrombozytenanzahl
nachweisbar. Insgesamt ist der langfristige Effekt damit am ehesten antithrombotisch
(El-Sayed et al. 2005, Heber und Volf 2015). In dieser Arbeit konnte in Hinblick auf
die Thrombozytenanzahl der gesunden Tiere kein Gruppenunterschied zwischen
trainierten und untrainierten Mausen nachgewiesen werden. In den letzten
Jahrzehnten ist der Zusammenhang zwischen Inflammation und Gerinnungssystem
insbesondere im Verlauf einer Sepsis immer mehr in den Fokus der Forschung
geruckt. Die Thrombozytopenie ist generell mit einer erhdhten Mortalitat der Sepsis
assoziiert (de Stoppelaar et al. 2014). Zusatzlich ist die Mortalitat mit der absoluten
Anzahl der Thrombozyten assoziiert, im Sinne von weiter steigender Mortalitatsrate
bei niedrigeren Thrombozytenzahlen (Venkata et al. 2013, de Stoppelaar et al.
2014). In dieser Arbeit ist trotz der beschriebenen geringeren Mortalitdt in der
Trainingsgruppe kein Unterschied in der Thrombozytenanzahl zwischen den
Gruppen nachweisbar. Insgesamt spiegelt die progrediente Thrombopenie im Verlauf
der Sepsis in beiden Gruppen die Ergebnisse tierexperimenteller und humaner
Studien wider. Die zugrunde liegende Ursache ist multifaktoriell, u. a. spielen
Plattchenaktivierung, -verbrauch und -destruktion eine Rolle (Recknagel et al. 2013,
Venkata et al. 2013). Aktuelle Daten der Literatur zeigen bei gesunden Mausen nach
freiwilligem Laufbandtraining ebenfalls keine Gruppenunterschiede in Hinblick auf die
Anzahl der Thrombozyten zwischen trainierten und untrainierten Tieren. Im Verlauf
der Sepsis waren jedoch signifikant niedrigere Thrombozyten in der untrainierten
Gruppe nachweisbar. Die Untersuchungen erfolgten jedoch gezielt an alteren
Mausen, somit kdnnte eine Assoziation des Trainingseffekts mit dem Alter bestehen
(Tyml et al. 2017). In der Literatur konnte au3erdem gezeigt zeigt werden, dass sich
die Effekte von physischem Training auf die Hamostase zwischen gesunden und
erkrankten Individuen unterscheiden. Es ware daher moglich, dass in der aktuellen
Arbeit keine Gruppenunterschiede aufgezeigt werden konnten, da die Untersuchung
an gesunden und jungen Mausen erfolgte. Zusatzlich kdénnten laut Literatur die
prozentuale Abnahme der Thrombozyten oder ein fehlender Wiederanstieg der
Plattchen im spateren Verlauf der Sepsis bessere Pradiktoren fur die Mortalitat
darstellen als die absolute Thrombozytenanzahl (Venkata et al. 2013). Zu

detaillierteren Beurteilung des Trainingseffektes ware zusatzlich die Untersuchung
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der Thrombozytenadhdsion und -aggregation sowie weitere Parameter der
Hamostase relevant (Claus et al. 2006, Heber und Volf 2015).

5.6 Der Anstieg von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen im
Verlauf der Sepsis wird durch regelmaBiges physisches Training

reduziert

Die Ausschuttung verschiedener Zytokine soll moglicherweise Uber eine Modulation
des chronischen Entzindungszustands im Organismus an den positiven Effekten
durch regelmaRiges physisches Training involviert sein (Warnberg et al. 2010). Ob
auch ein potentieller Einfluss auf den Verlauf und die Mortalitat einer Sepsis durch
einen veranderten Zytokinstatus aufzuzeigen ist, war unter anderem Gegenstand

dieser Arbeit.

Der akute Effekt von Training auf den IL-6-Spiegel im Blut ist bekannt. So kommt es
wahrend bzw. kurz nach einer Trainingseinheit zu einem Anstieg des Serum-IL-6-
Spiegels. Dieser normalisiert sich meist jedoch nach wenigen Stunden wieder
(Warnberg et al. 2010). Es wird vermutet, dass dieser durch jede Trainingseinheit
wiederholte transiente Anstieg von IL-6 zur Generierung eines antiinflammatorischen
Zustandes beitragt (Gleeson et al. 2011). Bezuglich des Effekts auf den basalen IL-6-
Spiegel im Blut durch physisches Training liegen jedoch kontroverse Daten vor. In
dieser Arbeit konnten keine gruppenspezifischen Unterschiede zwischen trainierten
und untrainierten Mausen in Hinblick auf den basalen IL-6-Spiegel nachgewiesen
werden. Dies spiegelt die Ergebnisse einer Vielzahl von Studien wider (Adamopoulos
et al. 2002, You et al. 2013, Libardi et al. 2012). Eine Reduktion des IL-6-Spiegels im
Blut durch regelmafiges Training konnte in verschiedenen Arbeiten zum Teil fir
altere, adipdse oder vorerkrankte (z. B. Herzinsuffizienz) Individuen nachgewiesen
werden und damit fur Situationen, in denen ein erhdhter chronischer
Entzindungsstatus im Korper vorliegt (Adamopoulos et al. 2002, Ben Ounis et al.
2009, Warnberg et al. 2010, Bruun et al. 2006).

Im Verlauf der Sepsis konnten wir einen deutlichen Anstieg von IL-6 im Blut der
Mause nachweisen. Dieser Anstieg war in der Trainingsgruppe jedoch geringer
ausgepragt als in der Kontrollgruppe (zum Zeitpunkt 6 Stunden nach Sepsisinduktion

signifikant geringer). Der generelle Anstieg von IL-6 im Verlauf einer Sepsis ist
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sowohl bei Menschen also auch im Tiermodell bekannt (Gonnert et al. 2011,
Seemann et al. 2017, Oberholzer et al. 2005). Unserem Erkenntnisstand nach
konnten wir jedoch erstmals einen Einfluss von physischem Training auf den IL-6-
Spiegel im Blut im Verlauf einer Sepsis darstellen. Dies ist von besonderer Relevanz,
da die Hohe des IL-6-Spiegels im Blut von Sepsispatienten mit dem Risiko eines
Organversagens und einer schlechten Prognose assoziiert ist (Damas et al. 1992,
Oberholzer et al. 2005, Chawla et al. 2007). Ahnliche tierexperimentelle
Untersuchungen mit alternativen Sepsismodellen konnten keinen
Gruppenunterschied durch koérperliches Training auf den IL-6-Spiegel im Blut
aufzeigen. Durch verschiedene Arbeiten wurden bisher lediglich niedrigere IL-6-
Werte bei trainierten Tieren wahrend eine Sepsis in der bronchoalveolaren Lavage
oder der Peritonealflissigkeit nachgewiesen (de Araujo et al. 2012, Tyml et al. 2017,
Kim und Kang 2019).

Auch IL-10 als antiinflammatorisches Zytokin soll entscheidend an der
trainingsinduzierten Reduktion des Inflammationszustandes des Korpers beteiligt
sein (Gleeson et al. 2011). In der aktuellen Arbeit konnte kein Unterschied des
basalen Serum-IL-10-Spiegels zwischen gesunden trainierten und untrainierten
Mausen nachgewiesen werden. In der Literatur finden sich zu diesem Thema
insbesondere bei gesunden Individuen wenige und zum Teil inkongruente Daten. So
konnte oftmals bei gesunden Mausen oder Ratten ebenfalls keine Veranderung des
Serum-IL-10-Spiegels durch physische Aktivitat nachgewiesen werden (Gomez-
Merino et al. 2007, Nunes et al. 2008). Zum Teil waren sogar erniedrigte IL-10-
Spiegel nach Ausdauertraining im Blut nachweisbar (Rowsey et al. 2009). Aulderdem
seien erhohte [IL-10-Spiegel im Blut von Menschen mit einer erhdhten
Gesamtmortalitat assoziiert (Baune et al. 2011). Dies erscheint Uberraschend, da bei
verschiedenen Erkrankungen, wie z. B. Adipositas, Diabetes mellitus Typ Il, dem
metabolischen Syndrom und Herzinsuffizienz sowie im Alter erniedrigte IL-10-Spiegel
nachgewiesen werden koénnen. Gerade fur diese Erkrankungen und fir altere
Individuen konnte mehrmals gezeigt werden, dass durch regelmafiges
Ausdauertraining ein Anstieg des Serum-IL-10 erreicht werden kann (Jankord und
Jemiolo 2004, Nunes et al. 2008, Farinha et al. 2015, Dorneles et al. 2016, Kadoglou
et al. 2007).
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Im Verlauf der Sepsis konnten wir in beiden Gruppen einen Anstieg des IL-10-
Spiegels nachweisen, in der Gruppe der trainierten Mause fiel der Anstieg jedoch
geringer aus (zum Zeitpunkt 6 Stunden nach Sepsisinduktion signifikant). Dieser IL-
10-Anstieg im Verlauf einer Sepsis reflektiert die Daten der Literatur (Gonnert et al.
2011, Seemann et al. 2017) und wird u. a. durch die IL-6-Ausschuttung gefordert
(Schulte et al. 2013). Wenige und insbesondere kontroverse Daten liegen jedoch
zum Trainingseffekt auf den IL-10-Verlauf im Rahmen der Sepsis vor. Kim et al.
konnten keinen gruppenspezifischen Effekt durch Training auf den IL-10-Spiegel im
Blut wahrend einer Sepsis nachweisen, auffallig waren jedoch erhohte IL-10-Werte in
der Peritonealflissigkeit trainierter Mause (Kim und Kang 2019). Die Arbeitsgruppe
von De Araujo et al. zeigte dagegen erhohte IL-10-Spiegel sowohl im Blut als auch in
der peritonealen und bronchialen Lavageflussigkeit der trainierten Tiere. Dies war
assoziiert mit einer Reduktion der Apoptose in verschiedenen Organen. Die Kollegen
diskutieren daher einen potentiell protektiven Effekt der modulierten
EntzGndungsreaktion (de Araujo et al. 2012). In unserer Arbeit waren jedoch
erniedrigte IL-10-Spiegel im Blut zusammen mit einem geringerem Organschaden
und reduzierter Mortalitat bei trainierten Tieren nachweisbar. Insgesamt liegen mit
lediglich 3 Arbeiten, die uns bekannt sind, zu wenige Daten vor um weitere
Ruckschlusse ziehen zu kdnnen. Zu betonen ist jedoch, dass die Versuche der
Kollegen auf der Sepsisinduktion mittels CLP-Methode beruhen und die
Zytokinfreisetzung der verschiedenen Sepsismodelle im zeitlichen Verlauf stark
variiert (Seemann et al. 2017). AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass die
Hohe des IL-10-Spiegels im Blut bei der CLP-Methode abhangig von der Grélie der
verwendeten Punktionsnadel ist (Walley et al. 1996). Somit liegen multiple Faktoren
vor, die eine Vergleichbarkeit der verschiedenen Arbeiten deutlich reduzieren. Fur die
Mortalitat der Gesamtheit der Sepsispatienten besteht beim Menschen am ehesten
keine sichere Assoziation mit der Héhe des IL-10-Spiegels im Blut (Oberholzer et al.
2005). Fur einige Subgruppen, wie z. B. adip6se Mause oder Patienten mit einer
stressbedingten Hyperglykdmie, war jedoch ein erhdhter IL-10-Spiegel mit einer
gesteigerten Mortalitat im Verlauf der Sepsis assoziiert (Strandberg et al. 2009,
Leonidou et al. 2007). Im Gegenteil dazu fihrt auch das komplette Fehlen von IL-10
bei IL-10-knockout Mausen zu einer Ubersterblichkeit im Rahmen einer Sepsis (Latifi
et al. 2002).
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TNF-a spielt in der Pathophysiologie der trainingsassoziierten Inflammationsreaktion
eine deutlich untergeordnete Rolle (Walsh et al. 2011). Wenig Uberraschend
erscheint daher, dass wir in der gesunden Mausepopulation zwar TNF-a nachweisen
konnten, es gelang jedoch nicht, einen Gruppenunterschied zwischen trainierten und
untrainierten Tieren aufzuzeigen. Dies spiegelt die Daten der Literatur fur TNF-a bei
gesunden Menschen und Tieren im Blut wider (Adamopoulos et al. 2002, Gollisch et
al. 2009, Rowsey et al. 2009, Libardi et al. 2012). Selbst fur die Untersuchungen bei
alteren oder vorerkrankten Individuen, bei denen erhohte basale TNF-a-Werte
nachweisbar sind, liegen eher kontroverse Daten zu Trainingseffekten vor. So
konnten verschiedene Studien flir Menschen oder Tiere mit Vorerkrankungen, wie z.
B. Ubergewicht, Herzinsuffizienz oder Diabetes mellitus Typ Il, sowohl unveranderte
(Gielen et al. 2003, Bruun et al. 2006, Kadoglou et al. 2007, Hedayati et al. 2012,
Leggate et al. 2012, de Gonzalo-Calvo et al. 2012) als auch reduzierte TNF-a-
Spiegel im Blut trainierter Individuen im Vergleich zu den Kontrollgruppen
nachweisen (Ben Ounis et al. 2009, Adamopoulos et al. 2002, Santos et al. 2012,
Farinha et al. 2015).

Als proinflammatorisches Zytokin ist TNF-a bekanntermalien entscheidend an der
Initierung der systemischen Entzindungsreaktion sowie der Entstehung von
Schockzustanden im Verlauf einer Sepsis beteiligt (Jean-Baptiste 2007, Schulte et al.
2013). Auch in dieser aktuellen Arbeit konnte ein Anstieg des TNF-a-Spiegels im Blut
im Verlauf der Sepsis nachgewiesen werden. Dieser fiel in der Trainingsgruppe leicht
geringer aus als in der der Kontrollgruppe, der Unterschied war jedoch nicht
signifikant. Zur Untersuchung eines maoglichen Trainingseffektes auf den Verlauf des
TNF-a-Spiegels im Rahmen einer Sepsis liegen bisher kaum Daten vor.
Insbesondere ist dies nach unseren Erkenntnissen die erste Arbeit, die den Aspekt
im Rahmen eines PCI-Sepsismodells untersuchte. Die Kollegen um Chen et al.
konnten jedoch zeigen, das trainierte Tiere einen signifikant geringeren TNF-a-
Spiegel nach LPS-Infusion aufzeigten als untrainierte Ratten (Chen et al. 2007). In
einer weiteren Untersuchung waren bei trainierten Mausen 6 Stunden nach
Sepsisinduktion  mittels CLP-Methode ebenfalls niedrigere  TNF-a-Werte
nachweisbar, nach 20 Stunden konnte jedoch kein Unterschied mehr zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Kim und Kang 2019). In diesem
Zusammenhang ist zu erwahnen, dass im Blut trainierter Menschen nach Stimulation

mit LPS eine geringere TNF-a-Ausschuttung nachzuweisen ist als bei untrainierten
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Individuen (Sloan et al. 2007). In Zusammenschau der wenigen Untersuchungen in
der Literatur und der Ergebnisse der aktuellen Arbeit ist somit eine
trainingsassoziierte Reduktion des TNF-a-Anstiegs im Verlauf einer Sepsis zu

vermuten.

MCP-1 ist als chemotaktisches Zytokin entscheidend an der Aktivierung von
Monozyten bzw. Makrophagen und deren Infiltration in verschiedene Gewebe
beteiligt. Aullerdem induziert es wiederum die IL-1- und IL-6-Produktion (Suzuki et al.
2002). Erhohte MCP-1-Werte sind bei verschiedenen Erkrankungen, wie z. B.
Adipositas, Herzinsuffizienz sowie der koronaren Herzerkrankung und dem
metabolischem Syndrom nachweisbar (Adamopoulos et al. 2001, Troseid et al. 2004,
Bruun et al. 2006, Niessner et al. 2006). Physisches Training induziert Uber einen
kurzen Zeitraum ebenfalls einen Anstieg des MCP-1-Spiegels (Suzuki et al. 2002).
Wenig ist jedoch Uber den langerfristigen Effekt physischer Aktivitat auf den Serum-
MCP-1-Spiegel bekannt. Wir konnten in dieser Arbeit keinen Unterschied zwischen
trainierten und untrainierten Mausen in Bezug auf die basalen MCP-1-Werte im Blut
der Tiere nachweisen. Verschiedene Arbeiten aus der Literatur konnten fir gesunde
Individuen und auch fir Menschen oder Tiere mit Erkrankungen, bei denen erhdhte
MCP-1-Werte bekannt sind, zum Teil ebenfalls keinen Trainingseffekt zeigen
(Troseid et al. 2004, Lira et al. 2010, Ogawa et al. 2010). Oft gelang jedoch auch der
Nachweis reduzierter MCP-1-Werte nach regelmaliger korperlicher Aktivitat
(Adamopoulos et al. 2001, Niessner et al. 2006, Sakurai et al. 2009, Leggate et al.
2012, lhalainen et al. 2018). Aufgrund der chemotaktischen Wirkung auf
Makrophagen erfolgten in der Vergangenheit vor allem viele Untersuchungen, die
MCP-1 im Fettgewebe und nicht im peripheren Blut untersuchten. Es konnte
wiederholt gezeigt werden, dass physische Aktivitdt MCP-1 und zum Teil auch den
oxidativen Stress im viszeralen Fettgewebe reduzieren kann (Sakurai et al. 2009,
Vieira et al. 2009, Ahn und Kim 2014). Insgesamt wird ein protektiver Effekt durch die
Reduktion von MCP-1 unter anderem Uber eine verminderte Invasion von
Makrophagen ins Fettgewebe und in arteriosklerotische Plaques vermutet (Lumeng
et al. 2007, Niessner et al. 2006). Hohe MCP-1-Werte sind dagegen mit einer
deutlich gesteigerten kardiovaskularen Mortalitdt assoziiert (de Lemos et al. 2003).
Interessanterweise ist MCP-1 aullerdem einer der besten Pradiktoren von
Organversagen und Mortalitat im Rahmen eine Sepsis. Patienten, die eine Sepsis

nicht Gberleben, weisen deutlich hdhere MCP-1 Werte auf (Bozza et al. 2007, Zhu et
105



Diskussion

al. 2017). In dieser Arbeit konnte ein Anstieg der MCP-1-Werte im Verlauf der Sepsis
bestatigt werden. Dieser war in der Trainingsgruppe deutlich geringer ausgepragt als
in der Kontrollgruppe, das Signifikanzniveau wurde jedoch verfehlt. Generell ist der
Anstieg von MCP-1 als Teil der Inflammationsreaktion im Verlauf einer Sepsis
bekannt (Hillenbrand et al. 2010). Zur Untersuchung eines Trainingseffekts auf den
MCP-1-Spiegel im Blut wahrend einer Sepsis liegt unseres Wissens jedoch nur eine
weitere Arbeit vor. Die Kollegen von Kim et al. konnten 8 Stunden nach
Sepsisinduktion mittels CLP-Methode niedrigere MCP-1-Spiegel im Blut trainierter
Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen. 20 Stunden nach Sepsisinduktion
konnte kein Unterschied mehr aufgezeigt werden (Kim und Kang 2019). Eine weitere
Arbeit untersuchte lediglich die MCP-1-Expression im Fettgewebe nach LPS-
Injektion. Die Kollegen konnten einen geringeren Anstieg der MCP-1-Expression im

inguinalen Fettgewebe in der Trainingsgruppe nachweisen (Peppler et al. 2017).

In Zusammenschau der aktuellen Ergebnisse war im Verlauf der Sepsis ein Anstieg
aller untersuchten Zytokine nachweisbar. Dieser fiel jedoch in der trainierten
Mausepopulation sowohl fir die proinflammatorischen Zytokine TNF-a und MCP-1
als auch fur das antiinflammatorische Zytokin IL-10 und das dual wirkende IL-6
geringer aus. Es deutet sich daher an, dass die Entzindungsreaktion im Verlauf
einer Sepsis durch regelmafliges physisches Training abgeschwacht wird und
gemaligter bzw. balancierter ablauft. Sowohl eine Uberschiel3ende als auch eine zu
geringe Immunantwort kénnen den Verlauf einer Sepsis negativ beeinflussen
(Hotchkiss et al. 2013). Der aktuelle Nachweis einer geringeren Ausschuttung von
pro- und antiinflammatorischen Zytokinen zusammen mit einer reduzierten
Organschadigung und Mortalitat in der Trainingsgruppe deutet auf einen protektiven
Effekt von physischem Training im Sinne einer Regulierung der
Inflammationsreaktion hin. Da eine medikamentése Hemmung oder komplette
Ausschaltung einzelner Zytokine bisher in der Sepsistherapie keine eindeutigen
positiven Ergebnisse lieferten (Schulte et al. 2013, Gotts und Matthay 2016), scheint
eine zu starke und nur punktuelle Hemmung der Entzindungsreaktion sich nicht
positiv auf den Verlauf einer Sepsis auszuwirken. Der protektive Effekt durch
Trainings lasst sich somit nach aktuellem Stand der Wissenschaft nicht

medikamentds nachahmen.
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Die Ursache fur einen fehlenden Nachweis signifikanter Gruppenunterschiede fur
einige Zytokine und Zeitpunkte ist am ehesten multifaktoriell. Zu betonen ist, dass die
Serumzytokinkonzentration nur einen Teil des Inflammationsstatus des Korpers
widerspiegelt. So konnten unter anderem Trainingseffekte in verschiedenen Arbeiten
nur bei der Untersuchung der Zytokinkonzentration oder -expression in den Organen
(z. B. Fettgewebe, Muskel) nicht aber im Serum nachgewiesen werden (Gomez-
Merino et al. 2007, Gollisch et al. 2009, Leggate et al. 2012). Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass nach physischem Training trotz konstanter oder nur gering
veranderter Serumzytokinkonzentration deutlich erhohte Zytokinwerte im Urin
nachweisbar waren (Suzuki et al. 2002). Somit sollten die Umverteilung,
Ausscheidung und der Abbau der Zytokine bei der Beurteilung der Konzentration im
Blut als modulierende Variablen beachtet werden. Neueste Untersuchungen zeigen
aullerdem, dass die Funktion bzw. Wirkung von Zytokinen durch Training moduliert
wird ohne nachweisbare Anderung der Zytokinkonzentration im Serum. Ein Effekt
des physischen Trainings auf intrazellulare Signalwege wird diskutiert (Barry et al.
2018). Als letzter Aspekt soll noch erwahnt werden, dass in der aktuellen Arbeit junge
und gesunde Tiere untersucht wurden. Es ist zu vermuten, dass ein protektiver
Trainingseffekt bei alteren oder vorerkrankten Individuen mit chronisch erhéhtem
Inflammationsstatus eventuell starker ausfallt und sich deutlicher in der

Zytokinkonzentration widerspiegelt.

5.7 RegelmaRiges physisches Training moduliert die bakterielle

Keimlast im Verlauf der Sepsis

Im Gegensatz zu der Vermutung, dass die geringere Freisetzung von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen eventuell zu einer reduzierten Abwehr bzw.
Bekampfung von Bakterien fiihren konnte, zeigten sich 24 Stunden nach
Sepsisinduktion sowohl im Blut als auch in den Organen (Leber, Niere und Lunge)
trainierter Mause eine geringere Anzahl an Bakterien. Bei der Untersuchung des
Lungengewebes und des Blutes war der Unterschied signifikant. Allgemein ist eine
hohere bakterielle Keimlast im Verlauf einer Sepsis mit einer aggravierten
Schadigung von Organen und einer gesteigerte Mortalitat assoziiert (Yagupsky und
Nolte 1990, Ashare et al. 2006). Die niedrigere Anzahl an Bakterien im Organismus

trainierter Tiere und die damit vermutlich gesteigerte Fahigkeit Bakterien zu
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eliminieren, kdénnte somit entscheidend an der verbesserten Uberlebensrate der

Trainingsgruppe und geringeren Freisetzung von Zytokinen beteiligt sein.

Interessanterweise zeigte sich jedoch zu einem friheren Zeitpunkt im Verlauf der
Sepsis (6 Stunden nach Sepsisinduktion) in der Leber der trainierten Mause eine
hohere bakterielle Keimlast als in der Kontrollgruppe. Im Blut, der Niere und der
Lunge waren keine Unterschiede aufzuzeigen. Diese erhohte Anzahl von Bakterien
in der Leber kdonnte den protektiven Effekt von physischem Training sogar noch
unterstreichen. Die Leber spielt in der Bekdmpfung von pathogenen Erregern und
deren Bestandteile wahrend einer Sepsis eine entscheidende Rolle. Innerhalb
kirzester Zeit kann die intakte Leber einen Grofdteil der Uber die Blutbahn
transportierten Bakterien herausfiltern und binden. An diesem Abwehrmechanismus
sind neben Hepatozyten, Kupffer-Zellen und Endothelzellen der Lebersinusoide unter
anderem auch Thrombozyten beteiligt. Zusatzlich migrieren neutrophile Granulozyten
in die Lebersinusoide und tragen zum Teil Uber die Bildung von neutrophilen
extrazellularen Fallen (Neutrophil Extracellular Traps, abgektrzt NETs) entscheidend
zur Bindung und auch zur Eliminierung von Bakterien bei. Uber diese Mechanismen
kann die systemische Ausbreitung von Erregern verhindert oder zumindest reduziert
werden (Yan et al. 2014, Strnad et al. 2017). In der Literatur finden sich wiederholt
Nachweise, dass eine reduzierte Kapazitat der Leber Bakterien abzufangen oder zu
bekampfen, zu einem Anstieg der Bakteriamie, der Gewebeschaden in anderen
Organen und der Mortalitat im Verlauf der Sepsis fuhrt (Ashare et al. 2006, Scharrig
et al. 2015). Der aktuelle Nachweis einer erhdhten bakteriellen Keimlast der Leber
bei trainierten Tieren im frihen Verlauf der Sepsis konnte daher fur eine erhdhte
Bindungs- und Eradikationskapazitat der Leber fir Bakterien sprechen, Uber die
schlussendlich aufgrund einer geringeren Dissemination der Erreger niedrigere
Bakteriennachweise im Blut und den zusatzlich untersuchten Organen im Verlauf der
Sepsis erklart werden kdnnten. Vergleichbare Untersuchungen sind in der Literatur
unseres Wissens nicht zu finden. Daten liegen nur zur Untersuchung des
Trainingseffekts auf die Anzahl von Bakterienkolonien in der Peritonealflissigkeit
nach Sepsisinduktion vor. Dabei zeigte sich in einer Arbeit kein Unterschied
zwischen trainierten und untrainierten Tieren (Tyml et al. 2017). In einer weiteren
Untersuchung konnte 20 Stunden nach Sepsisinduktion eine geringere bakterielle
Keimlast in der Peritonealflissigkeit bei trainierten Mausen nachgewiesen werden

(Kim und Kang 2019). Fur den Nachweis mdglicher pathophysiologischer
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Mechanismen, die den Zusammenhang zwischen physischem Training und einer
gesteigerten Eradikationskapazitat fur pathogene Erreger erklaren, waren weitere
experimentelle  Untersuchungen  notwendig.  Aktuell konnen  potentielle
Zusammenhange nur Uber Umwege vermutet werden. So erscheint die Generierung
von NETs durch Neutrophile Granulozyten und der physiologische Gegenspieler, die
Desoxyribonuklease (DNase), eine interessantes Erklarungsmodell. NETs bestehen
aus einem dichten Netz aus nuklearer DNA sowie Histonen und Proteasen und
ermoglichen so das Einfangen von Bakterien und tragen zur Bekampfung der
Erreger wahrend einer Sepsis bei (McDonald et al. 2012, Strnad et al. 2017).
Insbesondere eine frihe Hemmung der NET-Bildung im Verlauf der Sepsis ist mit
einer geringeren Bindung von Bakterien, einer gesteigerten Dissemination der
Erreger im Organismus, einer gesteigerten Schadigung von Organen und einer
progredienten Mortalitat assoziiert. Eine Hemmung der NETs im spateren Verlauf der
Sepsis konnte jedoch, eventuell Uber die Verhinderung einer Uberschielenden
Inflammationsreaktion, einen protektiven Effekt haben und zu einer Reduktion der
Mortalitat beitragen (Meng et al. 2012, Mai et al. 2015, Scharrig et al. 2015, Czaikoski
et al. 2016). Insgesamt wird vermutet, dass sowohl eine zu geringe als auch eine
UberschieRende NET-Generierung negative Folgen haben kénnen. Physisches
Training fuhrt ebenfalls zur Ausschittung von NETs, aber auch von deren
Gegenspieler, der DNAse (Beiter et al. 2015). Zu den chronischen Effekten des
physischen Trainings auf die NET-Generierung und die bakterielle Keimlast liegen
nahezu keine Daten vor. In einer Arbeit von Shi et al. konnte jedoch nachgewiesen
werden, dass ein flinfwochiges Ausdauertraining zu einer Reduktion der extensiven
NET-Generierung in der Lunge und des akuten Lungenversagens nach
intraperitonealer LPS-Injektion fuhrte. Die Kollegen propagieren daher, dass durch
regelmaRiges Training eine Balance zwischen ausreichender Kontrolle der
Lungeninfektion und Verhinderung einer UberschieRenden Formation von NETS,
welche selbst wiederum die Schadigung des Lungengewebes aggravieren konnte,
generiert wird. Eine Untersuchung der bakteriellen Keimlast war aufgrund des LPS-
Modells jedoch nicht moglich (Shi et al. 2020).

In der Literatur konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass durch wiederholte
Gaben einer geringen nichttodlichen Menge LPS eine Prakonditionierung stattfindet,
die eine Art Toleranz gegenuber inflammatorischen Reizen generiert bzw. den

Organismus auf diese Stimuli vorbereitet. Nach einer Prakonditionierung mit LPS
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waren bei anschlieRender Gabe einer hoheren, potentiell tddlichen LPS-Dosis oder
Induktion einer bakteriellen Sepsis die NET-Produktion gesteigert, in den
produzierten NETs mehr Bakterien gebunden sowie im Blut und peritoneal weniger
Bakterien und im Plasma weniger pro- und antiinflammatorische Zytokine
nachweisbar als in den Kontrollgruppen. Zusatzlich konnten Organschaden und die
Mortalitat reduziert werden (Wheeler et al. 2008, Shi et al. 2011, Landoni et al. 2012,
Lopez-Collazo und del Fresno 2013). Diese Form der Toleranz spiegelt eine
Anpassung der Immunreaktion auf starkere inflammatorische Reize wider und stellt
somit einen immunmodulatorischen Prozess dar, eine Immunparalyse ist eher nicht
zu erwarten (Wheeler et al. 2008, Shi et al. 2011). Ein ahnlicher prakonditionierender
Effekt konnte auch fir regelmaRiges physisches Training propagiert werden. Durch
wiederholte Generierung eines geringen entzundlichen Status mit jeder
Trainingseinheit und damit verbundener Ausschuttung von NETs und DNAse kann
die Inflammationsreaktion eventuell nachhaltig moduliert und eine Art Toleranz
gegenuber schweren infektiosen Stimuli generiert werden (Camicia et al. 2014, Beiter
et al. 2015).

Ein weiterer potentieller Zusammenhang besteht zwischen der Schwere der
Thrombozytopenie und der bakteriellen Keimlast. Neben der bekannten Assoziation
einer gesteigerten Mortalitat in Abhangigkeit des Ausmalles der Thrombozytopenie
konnte gezeigt werden, dass bei Mausen, denen eine Thrombozytopenie
medikamentds induziert wurde, eine deutlich erhohte Anzahl von Bakterien im Blut
sowie Lunge, Leber und Milz im Verlauf einer Sepsis nachweisbar waren (de
Stoppelaar et al. 2014). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass durch eine Depletion
der Thrombozyten oder Hemmung der Thrombozyten-Neutrophilen-Interaktion
weniger NETs generiert und deutlich weniger Bakterien in den Lebersinusoiden
gebunden werden koénnen (McDonald et al. 2012). Zwar konnte in der aktuellen
Arbeit kein protektiver Trainingseffekt im Sinne einer geringeren Thrombozytopenie
in der Trainingsgruppe im Verlauf der Sepsis gezeigt werden, den Kollegen Tyml et
al. gelang dies jedoch (Tyml et al. 2017). Um einen potentiellen Zusammenhang von
physischem Training, Thrombozytenanzahl und bakterieller Keimlast im Kontext der

Sepsis darzustellen, waren dennoch weiterfuhrende Untersuchungen notwendig.

Limitierend muss noch erwahnt werden, dass eine antibiotische Therapie den

Einfluss verschiedener Mechanismen bei der Bekampfung pathogener Erreger
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wahrscheinlich entscheidend moduliert (Czaikoski et al. 2016) und dieser Aspekt in

der aktuellen und den meisten anderen Arbeiten nicht adressiert wird.

5.8 Laborchemische und histologische Zeichen der sepsisassoziierten

Leberschadigung

Alanin-Aminotransferase (ALAT) und Aspartat-Aminotransferase (ASAT) werden als
Marker zur Evaluierung einer Hepatozytenschadigung verwendet und eine Erhdhung
ist unter anderem mit Erkrankungen, wie z. B. einer Insulinresistenz, dem
metabolischen Syndrom, Adipositas und einer nicht-alkoholische Fettlebererkrankung
(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD), assoziiert (Straznicky et al. 2012, Devries
et al. 2008). Untersuchungen zu moglichen protektiven Effekten von physischem
Training auf die Leber liegen vor allem fir Menschen oder Tiere mit Zeichen einer
Leberzellverfettung vor. So konnte wiederholt gezeigt werden, dass negative
Veranderungen durch eine fettreiche Ernahrung wie eine Erhdhung der
Leberenzyme, Zeichen der hepatischen Entzindung sowie eine Fettleber durch
physisches Training teilweise reduziert oder auch komplett ausgeglichen werden
konnten (Kawanishi et al. 2012, Schultz et al. 2012). In der aktuellen Arbeit erfolgte
die Bestimmung von ALAT und ASAT sowie die histologische Untersuchung des
Lebergewebes zur Beurteilung mdglicher Leberparenchymschadigungen. Beim
Vergleich der Kontrollgruppe und der Trainingsgruppe jeweils ohne Sepsis zeigten
sich fur ASAT und bei der morphologischen Beurteilung des Leberparenchyms keine
gruppenspezifischen Unterschiede. Im Blut trainierter Tiere waren jedoch
Uberraschenderweise erhohte ALAT-Werte nachweisbar. Im Rahmen vergleichbarer
Untersuchungen an gesunden und normalgewichtigen Individuen waren ebenfalls
keine histologischen Unterschiede nachweisbar. Einige Arbeiten konnten jedoch eine
Abnahme der ALAT durch physisches Training nachweisen, andere wiederum
zeigten keine Unterschiede flur ALAT und ASAT zwischen gesunden Trainings- und
Kontrollgruppen (Devries et al. 2008, Marques et al. 2010, Kawanishi et al. 2012).
Die in dieser Arbeit erhohten ALAT-Werte bei trainierten Mausen lassen sich nicht
mit bisherigen pathophysiologischen Trainingsaspekten und bekannten Daten aus

der Literatur in Einklang bringen und die Ursache bleibt aktuell unklar.

Die Leber erfullt neben Funktionen, wie z. B. der Speicherung von Nahrstoffen, der

Energieproduktion, der Beteiligung am Hormonhaushalt und der Regulierung der
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Gerinnung, auch wichtige immunologische Aufgaben. Im Verlauf der Sepsis reguliert
die Leber unter anderem Uber eine Eliminierung von Bakterien und Toxinen,
Ausschuttung von Akute-Phase-Proteinen und Zytokinen sowie metabolische
Adaptationen die Immunreaktion und tragt so entscheidend zur Immunabwehr, aber
auch zur Inflammation, Immunosuppression und zum Multiorganversagen bei. Die
Leber ist jedoch auch selbst betroffen von sepsisbedingten Schaden (Yan et al.
2014, Strnad et al. 2017). Eine typische Sepsismanifestation ist die ischamische
Hepatitis, welche mit einer fruhen Erhdhung der Leberfermente einhergeht (Trauner
et al. 2003).

Im Verlauf der Sepsis konnte in dieser Arbeit in beiden untersuchten Gruppen ein
Anstieg der ALAT und ASAT ohne signifikante gruppenspezifische Unterschiede
aufgezeigt werden. Zum Zeitpunkt 6 Stunden nach Sepsisinduktion war jedoch ein
Trend fUr niedrigere ALAT-Werte bei trainierten Tieren nachweisbar. Der Nachweis
eines generellen Anstiegs der Leberfermente als mdgliches Zeichen einer
Leberparenchymschadigung im Verlauf einer Sepsis reiht sich in die Ergebnisse aus
anderen Untersuchungen der Literatur ein und konnte unter anderem als Zeichen der

ischamischen Hepatitis gewertet werden (Lee et al. 2002, Seemann et al. 2017).

Im Rahmen der histologischen Untersuchung des Lebergewebes war in beiden
Gruppen die Entwicklung einer sepisassoziierten Steatosis vordergrundig. Zur
Beurteilung der morphologischen Manifestation der Sepsis im Leberparenchym
liegen wenige histologische Untersuchungen vor. Post mortem Leberbiopsien von
Menschen, die an einer Sepsis verstorben sind, zeigten ebenfalls eine Steatosis,
aber auch Zeichen einer Inflammation sowie Apoptose und Nekrose (Koskinas et al.
2008). Bei Ratten konnten 48 Stunden nach Sepsisinduktion mittels CLP-Methode
histologisch eine Steatosis, die Invasion von Entzindungszellen, Nekrosen und
Ballonzellen (ballonierte Degeneration von Hepatozyten) nachgewiesen werden
(Muftuoglu et al. 2006). In der aktuellen Arbeit waren Apoptose, Nekrose und die
Invasion von Entzindungszellen im Leberparenchym nicht auffallig. Die Ursache
daflr kdnnte im frihen Untersuchungszeitpunkt liegen. So erfolgte die histologische
Untersuchung beim Mensch post mortem nach langerem Sepsisverlauf und vor allem
die Zeichen der portalen Inflammation waren eher bei Patienten mit einem
prolongierten Aufenthalt auf Intensivstation nachweisbar (Koskinas et al. 2008).

Zusatzlich sind zur Entstehung von Nekrosen wahrscheinlich mindestens 24 Stunden
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notwendig (Trauner et al. 2003). Das Ausmal} der Leberzellverfettung war 6 Stunden
nach Sepsisinduktion bei der untrainierten Mausepopulation geringgradig starker
ausgepragt. Nach 24 Stunden war jedoch in der Trainingsgruppe eine ausgepragtere
Steatosis nachzuweisen. Limitierend muss jedoch die geringe Fallzahl und fehlende
Quantifizierung mittels Scores oder Graduierung sowohl der Steatosis als auch

weiterer histologischer Parameter erwahnt werden.

Vergleichbare Untersuchungen in Hinblick auf Trainingseffekte im Verlauf der Sepsis
sowohl auf Blutparameter als auch auf histologische Veranderungen liegen kaum
vor. In einer Arbeit mit einer nichttddlichen LPS-Dosis konnten die Kollegen von
Chen et al. einen geringen Anstieg von ALAT und ASAT sowie eine geringere
morphologische Schadigung der Leber bei trainierten Mausen nachweisen (Chen et
al. 2007). In zwei weiteren Arbeiten konnte ebenfalls eine Verringerung der
histologischen Leberschadigung durch physisches Training im Verlauf der Sepsis
nachgewiesen werden (de Araujo et al. 2012, Kim und Kang 2019). Limitierend muss
jedoch erwahnt werden, dass in den genannten Untersuchungen ebenfalls
methodische Einschrankungen vorliegen (z. B. LPS-Modell, fehlende Quantifizierung,
isolierte Betrachtung einzelner histologischer Merkmale). In einem Modell der
Leberischamie mit anschliefender Reperfusion sowie einer Untersuchung des
hamorrhagischen Schocks konnten jeweils auch protektive Trainingseffekte mit
geringeren ALAT und ASAT-Werten sowie einer geringeren histologischen
Leberparenchymschadigung bei trainierten Tieren nachgewiesen werden. Diese
Arbeiten untersuchten zwar Erkrankungen, die wie die Sepsis mit einer systemischen
Entzindungsreaktion und Ischamie oder Hypoxie der Leber einhergehen, jedoch
erfolgte keine Konfrontation der Leber mit Bakterien (Lee et al. 2010, Yazdani et al.
2020). Die in unserer Arbeit etwas auffalligere histologische Leberschadigung nach
24 Stunden in der Trainingsgruppe widerspricht den bisher bekannten
Untersuchungen aus der Literatur, ist jedoch aus pathophysiologischer Sicht nicht
ganz abwegig. Nachweislich kann eine potentiell hdhere Akkumulation von Bakterien
in der Leber zu einer verstarkten lokalen Entzindungsreaktion und
Parenchymschadigung fuhren. Die geringeren Schaden in anderen Organen durch
eine verstarkte Eradikation der Bakterien in der Leber kdnnte somit von Nachteil fur
die Leber selbst sein (McDonald et al. 2012). Da sich die histologischen
Veranderungen nicht laborchemisch widerspiegeln, sondern insbesondere ALAT und

auch die systemischen Zytokine in der Trainingsgruppe nicht erhdht sind und auch
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die Mortalitat der trainierten Tiere geringer ist, bleibt die Bedeutung der
morphologischen Leberzellschadigung aktuell unklar. Zur genaueren Beurteilung der
Trainingseffekte waren weiterfihrende Untersuchungen verschiedener
pathophysiologischer Vorgange insbesondere auch im spateren Verlauf der Sepsis
notwendig. Die Arbeitsgruppe von Peppler et al. konnte zum Beispiel einen
geringeren Anstieg der Genexpression verschiedener Zytokine (IL-6, IL-10, TNF-q,
MCP-1) und erhéhte HSP70-Proteinwerte in der Trainingsgruppe nach LPS-Injektion
in der Leber nachweisen, ohne dass sich Gruppenunterschiede bei systemischen
Zytokinwerten, ALAT und histologischen Leberparenchymveranderungen darstellen
lieRen. Auch die Genese vor allem der Leberzellverfettung im Verlauf der Sepsis ist
bisher weitestgehend unbekannt. Bei der primaren Form der Steatosis bzw. NASH
werden unter anderem erhohte Zytokinspiegel (insbesondere TNF-a), eine
gesteigerte Verfugbarkeit und Einschrankungen in der Verwertung von freien
Fettsauren, erhohte Cortisolspiegel, die Modulation verschiedener metabolischer
Vorgange, insbesondere eine gesteigerte Insulinresistenz, Erhdhung von oxidativem
Stress (z. B. ROS) und eine Dysfunktion von Mitochondrien als pathophysiologische
Aspekte in der Entstehung diskutiert. Daraus ergeben sich wiederum
Einschrankungen in der ATP-Synthese und eine reduzierte Toleranz der Fettleber flr
Ischamie und Hypoxie (Day 2002, Basaranoglu und Ormeci 2014). Dies spiegelt sich
in einer verminderten Fahigkeit zur Erregereradikation mit gesteigerten Inzidenz von
Infektionen und einer erhdhten Mortalitat der Sepsis bei Patienten mit vorbekannten
Lebererkrankungen (insbesondere Leberzirrhose) wider (Strnad et al. 2017, Nesseler
et al. 2012). Alle der genannten Faktoren kénnten auch potentiell an der Entstehung
der sepsisassoziierten Steatosis beteiligt sein und eventuell durch physisches
Training moduliert werden. Aullerhalb von Sepsisstudien konnte gezeigte werden,
dass regelmafiges Training die Resistenz gegenlber Hypoglykamien, die Kapazitat
zum Laktatabbau, die gespeicherte Glukogenmenge, Hitzeschockproteine, die
Insulinsensitivitat und die Aktivitat von antioxidativen Substanzen in der Leber
steigert. Der Fettgehalt und Marker fur oxidativen Stress in den Mitochondrien
werden dagegen reduziert (Shephard und Johnson 2015). Somit kdnnte durch
physisches Training die Toleranz der Leber gegenuber Stressoren im Verlauf der
Sepsis gesteigert und eventuell auch eine Balance zwischen pro- und

antiinflammatorischer Reaktion der Leber geférdert werden.
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5.9 RegelmaBiges physisches Training schiitzt vor sepsisassoziierten

Nierenschaden

FUr die funktionellen Nierenparameter Kreatinin und Harnstoff-Stickstoff im Blut
konnte bei gesunden Mausen kein Unterschied durch physisches Training gezeigt
werden. Interessanterweise konnten jedoch histologisch bei gesunden untrainierten
Tieren leichte Schadigungen im Bereich des Tubulusepithels nachgewiesen werden,
daraus ergab sich ein signifikant niedrigerer Tubulusschaden-Score bei trainierten
Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es liegen nur wenige Arbeiten aus der
Literatur vor, bei denen der Effekt von physischem Training auf die Niere von
gesunden Individuen untersucht wurde. Zumeist konnte in den entsprechenden
Studien kein Effekt auf funktionelle, inflammatorische oder histologische Parameter
nachgewiesen werden (Coelho et al. 2010, Miyagi et al. 2014, Muller et al. 2018).
Mehr Untersuchungen liegen jedoch zu dem Einfluss von physischem Training bei
Nierenerkrankungen vor. Insbesondere bei Patienten oder Tieren mit chronischer
Niereninsuffizienz konnten wiederholt positive Effekte durch Training bestatigt
werden. Nierenschadigungen in experimentellen Untersuchungen, z. B. durch
subtotale Nephrektomie, fett- oder zuckerreiche Ernahrung, Induktion eines Diabetes
mellitus oder nephrotoxische Medikamente, prasentieren sich unter anderem auf
funktioneller und morphologischer Ebene oder in Form einer Proteinurie. In
verschiedenen Arbeiten konnten diese Veranderungen durch physisches Training in
unterschiedlichem Ausmall moduliert, reduziert und zum Teil auch nivelliert werden.
Dabei spielen neben systemischen Effekten, wie einer Reduktion des Blutdrucks und
inflammatorischer Parameter im Blut, auch der direkte Einfluss auf die Niere eine
Rolle. Letzterer ist bisher jedoch deutlich weniger untersucht. Physisches Training
scheint jedoch unter anderem Uber eine Erhdéhung der antioxidativen Kapazitat,
Modulation der Inflammationsparameter im Nierenparenchym und Reduktion der
Apoptose die Resilienz der Niere gegenlUber verschiedenen nephrotoxischen
Bedingungen zu steigern. Effekte auf die Nierenretentionsparameter bleiben jedoch
oft aus (Heifets et al. 1987, Yoshida et al. 2003, Coelho et al. 2010, Ishikawa et al.
2012, Howden et al. 2012, Miyagi et al. 2014, Muller et al. 2018).

Auch im Rahmen der Sepsis kommt es haufig zu einer starken Schadigung der Niere
und zu einem Nierenversagen, was wiederum den Verlauf der Sepsis aggravieren
kann und einen unabhangigen Risikofaktor fiir die Mortalitat darstellt. Die Atiologie
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der sepsisassoziierten Nierenschadigung ist a. e. multifaktoriell und bisher
unzureichend verstanden (John 2012). In der aktuellen Arbeit konnte insbesondere in
der Kontrollgruppe ein deutlicher Anstieg der funktionellen Nierenparameter Kreatinin
und Harnstoff-Stickstoff im Verlauf der Sepsis nachgewiesen werden. In der
Trainingsgruppe war dagegen kein oder nur ein geringer Anstieg aufzuzeigen,
sodass fur Kreatinin nach 24 Stunden und fur Harnstoff-Stickstoff nach 6 und nach
24 Stunden signifikant niedrigere Blutwerte bei trainierten Mausen nachweisbar
waren. In der zusatzlich durchgefuhrten histologischen Beurteilung der Niere zeigten
sich vor allem in der Kontrollgruppe im Sepsisverlauf morphologische Schaden in
Form von einer stark ausgepragten epithelialen Vakuolisierung, einem abgeflachten
Tubulusepithel, atypisch geformten Zellkernen oder Zellkernverlusten und
Blrstensaumdefekten. In der Trainingsgruppe fiel der Tubulusschaden signifikant
niedriger aus. Insbesondere die Vakuolisierung war deutlich geringer ausgepragt. In
keiner Gruppe waren Zeichen einer Tubulusnekrose vordergrindig. Ein Anstieg von
Kreatinin und Harnstoff bzw. Harnstoff-Stickstoff im Verlauf der Sepsis reflektiert die
Daten aus der Literatur (Lee et al. 2002, Gonnert et al. 2011). In Bezug auf die
Beurteilung der morphologischen Nierenveranderungen liegen viele, zum Teil auch
kontroverse, Untersuchungen vor. Insgesamt ist bisher jedoch die Vakuolisierung der
Tubuluszellen die haufigste histologische Manifestation des sepsisassoziierten
Nierenschadigung bei tierexperimentellen Untersuchungen. Weitere beschriebene
Veranderungen sind unter anderem ein Verlust des Burstensaums oder
Tubuluszellschwellungen. Die Tubuluszellnekrose- und -apoptose sind dagegen
seltener als friher vermutet nachweisbar. Insbesondere die Nekrose ist vermutlich
mit einem reduzierten renalen Blutfluss assoziiert (Kosaka et al. 2016, Garofalo et al.
2019). Da jedoch unspezifische Veranderungen des Tubulusepithels vordergrindig
sind, ist aktuell die Annahme, dass die generalisierte Hypoperfusion der Niere nicht
die Hauptursache der sepsisassoziierten Nierenschadigung ist. Es liegen sogar
Arbeiten vor, die einen Anstieg der Nierenretentionsparameter im Verlauf der Sepsis
ohne relevante histologische Schadigungen des Nierenparenchyms nachweisen
konnten (Maiden et al. 2016). Aktuell wird daher vermutet, dass insbesondere im
frihen Verlauf der Sepsis eher eine funktionelle als eine strukturelle Schadigung der
Niere vorliegt. Limitierend ist jedoch zu erwahnen, dass die histologischen
Veranderungen wahrscheinlich stark vom verwendeten Sepsismodell und der Tierart

im Versuchsaufbau abhéngen (Kosaka et al. 2016). Auch die Ubertragbarkeit auf den
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Menschen bleibt zu unklar. Humane histologische Untersuchungen erfolgten meist
post mortem nach prolongiertem Sepsisverlauf und zeigten zusatzlich zu den
genannten morphologischen Veranderungen u. a. eine Infiltration mit Leukozyten

sowie eine gesteigerte Rolle der Apoptose (Lerolle et al. 2010).

Bezlglich maoglicher Trainingseffekte auf funktionelle oder histologische
Nierenschaden im Verlauf der Sepsis liegen nahezu keine vergleichbaren Daten vor.
Die Kollegen von Chen. et al. konnten ebenfalls niedrigere Kreatinin- und Harnstoff-
Stickstoff-Werte bei trainierten Tieren im Rahmen eines LPS-Modells nachweisen,
eine weiterfUhrende Untersuchung erfolgte jedoch nicht (Chen et al. 2007). Bei der
Untersuchung des Nierengewebes im Rahmen eines CLP-Sepsismodells waren
weniger apoptotische Zellen in der Trainingsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachweisbar, weitere histologische Parameter wurden jedoch nicht evaluiert (de
Araujo et al. 2012). Interessanterweise konnten auch fur andere Ursachen der
Nierenschadigung protektive Trainingseffekte nachgewiesen werden. Im Rahmen
tierexperimentelle Untersuchungen mit Induktion eines hamorrhagischen Schocks
oder einer Ischamie mit Reperfusion konnten sowohl laborchemische als auch
histologische Marker der Nierenschadigung durch Ausdauertraining im Vorfeld
deutlich reduziert werden (Lee et al. 2010, de Lima et al. 2019). Auch fir ein
cisplatininduziertes akutes Nierenversagen konnten durch regelmafiges physisches
Training der Anstieg von Kreatinin, Harnstoff, proinflammatorischen Zytokinen
systemisch und lokal und die morphologische Schadigung des Nierenparenchyms

vermindert werden (Miyagi et al. 2014, Estrela et al. 2017).

Da die Genese der sepsisassoziierten Nierenschadigung bisher unvollstandig
verstanden ist, kann auch Uber die Ursache der nachgewiesenen nephroprotektiven
Effekte von regelmafRigem Training aktuell nur spekuliert werden. Im Zentrum
pathophysiologischer Mechanismen in der Entstehung des sepsisassoziierten
Nierenversagens stehen nach aktuellem Kenntnisstand eine mikrozirkulatorische
Dysfunktion, inflammatorische Prozesse und eine Aktivierung der Blutgerinnung.
Gewebeischamie, Generierung von oxidativem Stress, die Aktivierung und
Schadigung von Tubulusepithelzellen sowie funktionelle und metabolische
Veranderungen sind die Folge. Intrazellulare energetische Anpassungsreaktion
insbesondere der Mitochondrien zur Reduktion des Sauerstoffverbrauchs der Zellen

scheinen einen weiteren Zellschaden zu verhindern oder zumindest zu reduzieren.
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Insbesondere die fruhe Phase des Nierenversagens ist daher eher durch einen
funktionellen als durch einen strukturellen Parenchymschaden charakterisiert
(Gomez et al. 2014, Zarbock et al. 2014). Auch die Ursache der Vakoulenbildung als
histologisches Zeichen der Nierenparenchymschadigung im Verlauf der Sepsis ist
bisher unklar. Es konnten jedoch hydroptische Mitochondrien und Lysosomen bzw.
Autophagolysosomen als elektronenmikroskopisches Korrelat nachgewiesen werden
(Takasu et al. 2013, Kosaka et al. 2016). Ein Zusammenhang mit oxidativem Stress
und Mechanismen zur Reduktion des Energieverbrauchs der Zelle werden diskutiert
(Gomez et al. 2014, Zarbock et al. 2014). Potentielle nephroprotektive Effekte von
regelmafligem Training kdnnten daher in der Steigerung der antioxidativen Kapazitat
und Modulation verschiedener zellularer Enzyme liegen, um insbesondere
Mitochondrien vor oxidativem Stress zu schutzen und die Widerstandsfahigkeit
gegenuber proapoptotischen Stimuli zu erhéhen (Kavazis 2009, Galley 2010). Zur
genaueren Untersuchung dieser Theorie erfolgte die Untersuchung von MAO-A,

HSP70 und Hif-1a im Nierengewebe gesunder und septischer Mause.

Die MAO-A ist ein mitochondriales Enzym, das mittels oxidativer Desaminierung von
biogenen Aminen (z. B. Serotonin und Noradrenalin) an der Produktion von H202
sowie an der Schadigung von Mitochondrien, an apoptotischen Signalwegen von
Zellen und an endothelialer Dysfunktion beteiligt ist. Die Aktivitat der MAO-A steigt im
Alter, bei Diabetes mellitus und bei arterieller Hypertonie an. Interessanterweise
schitzen die Hemmung sowie die Ausschaltung der MAO-A im Tierexperiment vor
kardialen Schaden nach Ischamie und Reperfusion (Ou et al. 2006, Kavazis 2009,
Campos et al. 2013, Casas et al. 2015, Sturza et al. 2019). Durch LPS kann die
Genexpression von MAO-A in der Aorta gesteigert werden. Eine Hemmung der
MAO-A wiederum reduziert die LPS-induzierte Steigerung von ROS und
Endotheldysfunktion bei Mausen in der GefalBwand (Ratiu et al. 2018). Bei weiteren
Untersuchungen konnte ein Anstieg der Genexpression sowie der Proteinmenge von
MAO-A in Leukozyten im Verlauf einer Sepsis bei Menschen nachgewiesen werden.
Durch eine medikamentdse Inhibierung der MAO-A im Sepsismodell konnte bei
Mausen eine Reduktion der Organschaden und der Mortalitat, der bakteriellen
Keimlast im Blut sowie der ROS-Generierung in Granulozyten erzielt werden. Die
Hemmung der MAO-A konnte daher einen neuen Therapieansatz in der Behandlung
der Sepsis darstellen. (Otto et al. 2010). Eine Reduktion der MAO-A-Proteinmenge

durch physisches Ausdauertraining konnte bereits fur kardiale Mitochondrien
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nachgewiesen werden (Kavazis 2009). Aufgrund der bisher vorliegenden Daten
konnte daher propagiert werden, dass physisches Training zu einer Reduktion von
MAO-A und dariber zu einer Verringerung von oxidativem Stress, mitochondriale
Dysfunktion und Apoptose in Situationen mit gesteigerter ROS-Generierung, wie z.
B. Ischamie oder Infekten, beitragt. In der aktuellen Arbeit konnte jedoch im Rahmen
der Untersuchungen der Genexpression und Proteinmenge der MAO-A im
Nierengewebe weder eine Anderung im Verlauf der Sepsis noch Unterschiede
zwischen Trainings- und Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Die Rolle der MAO-A
in Bezug auf sepsisassoziierte Nierenschaden und potentielle Trainingseffekte auf
die MAO-A im Nierengewebe bleiben daher aktuell ungewiss. Vergleichbare
Untersuchungen aus der Literatur liegen unserer Einschatzung nach nicht vor.
Aufgrund oben genannter Arbeiten, ware vor allem die Untersuchung von
Trainingseffekten auf die MAO-A in Blutleukozyten, Kardiomyozyten und

Endothelzellen in Zusammenhang mit einer Sepsis interessant.

Physischer und chemischer Stress fihrt in Zellen unter anderem zu einer
Generierung von HSP70. Diese Enzyme sind an der Aufrechterhaltung und
Wiederherstellung der Proteinintegritdt sowie an verschiedenen zellularen
Reparaturprozessen beteiligt. HSP70 schutzt Zellen und Mitochondrien vor
stressinduzierten Schaden und nimmt Einfluss auf apoptotische Zellprogramme.
Aullerdem moduliert HSP70 die Antigenprasentation, die T-Lymphozytenaktivierung,
Zytokinproduktion und Aktivitat von naturlichen Killerzellen und ist somit an der
Aufrechterhaltung der Immunhomoostase beteiligt. Insgesamt spiegeln erhohte
HSP70-Werte gesteigerten oxidativen Stress und systemische Inflammation im
Kérper wider und sind assoziiert mit Diabetes mellitus, COPD, Entzindungen und
Mortalitat. Niedrige HSP70-Spiegel sind unter anderem im Alter, bei Arteriosklerose
sowie bei Fettlebererkrankungen nachweisbar. (Bruemmer-Smith et al. 2001, Kregel
2002, Wachstein et al. 2012, Qu et al. 2015). HSP70 ist an der Generierung einer
gewissen Toleranz gegenuber verschiedenen Stressoren (z. B. Ischamie, Hitze,
Zytokine, LPS) und damit einem gesteigerten Uberleben von Zellen auf sonst
todliche Einfliisse beteiligt. Eine Uberexpression und Freisetzung von HSP70 kann
sich jedoch uUber eine Aktivierung des Immunsystems mit Generierung einer
unspezifischer Immunstimulation eventuell auch ungunstig auf den Organismus
auswirken (Kregel 2002, Radons und Multhoff 2005, Lau et al. 2000). Auch im

Verlauf einer Sepsis ist ein Anstieg von HSP70 im Blut nachweisbar. Dieser ist mit
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Zeichen des erhohten oxidativen Stress und mit Mortalitat assoziiert (Aneja et al.
2006, Gelain et al. 2011, Qu et al. 2015). Untersuchungen zu HSP70 in den
verschiedenen Organen im Verlauf der Sepsis liegen kaum vor. In der aktuellen
Arbeit war eine leichte Abnahme der Proteinmenge und der Genexpression im
Nierengewebe wahrend des Fortschreitens der Sepsis auffallig. Castoldi et al.
konnten dagegen einen Anstieg der HSP70-Expression im Nierenparenchym durch
Anwendung eines CLP-Sepsis-Modells nachweisen (Castoldi et al. 2012). Nach LPS-
Gabe dagegen konnte in Kardiomyozyten keine Veranderung der HSP70-
Genexpression (Lau et al. 2000) und im Leberparenchym keine Modulation der
HSP70-Proteinmenge nachgewiesen werden (Peppler et al. 2016). Aktuell bleibt
somit die Veranderung und der potentielle Einfluss von HSP70 im Verlauf einer
Sepsis insbesondere in den einzelnen Organen unklar. Ob erhdhte oder niedrige
HSP70-Werte protektiv fur den Sepsisverlauf sind, ist ebenfalls nicht abschlie3end
geklart. Insgesamt konnte jedoch wiederholte gezeigt werden, dass durch eine
Erhdhung oder die  Substitution von HSP70 in tierexperimentellen
Sepsisuntersuchungen eine Reduktion der Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine, Apoptose, Organschaden sowie Mortalitat und eine Besserung der
Hamodynamik erreicht werden konnten (Klosterhalfen et al. 1997, Lau et al. 2000,
Bruemmer-Smith et al. 2001, Kustanova et al. 2006, Aschkenasy et al. 2011). Die
Assoziation erhohter HSP70-Werte mit einer gesteigerten Mortalitat konnte daher
eher Ausdruck fur ein fortgeschrittenes Krankheitsbild sein, als dass HSP70
zwangslaufig selbst an der Generierung von Zellschadigung und Organdysfunktion
beteiligt ist. Die Wirkung von physischem Training auf HSP70 ist ebenfalls
unzureichend untersucht. Eine akute Trainingseinheit fuhrt Gber die Generierung von
Hypoxie, erhohter Temperatur und oxidativem Stress eher zu einem Anstieg von
HSP70 im Blut, im Muskel und auch im Nierengewebe (Fehrenbach et al. 2000, Lollo
et al. 2013, Mee-Inta et al. 2019). Zum Effekt von regelmafigem Training auf HSP70
liegen jedoch wenig Daten vor. Wir konnten aktuell keinen Trainingseffekt auf die
Genexpression oder Proteinmenge von HSP70 im Nierengewebe gesunder Mause
nachweisen. Auch im Verlauf der Sepsis konnten keine Unterschiede zwischen
Trainings- und Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung von Blut
bzw. Leukozyten konnten andere Arbeiten wiederholt zeigen, dass regelmaliges
physisches Training eher zu einer Abnahme von HSP70 fuhrt (Fehrenbach et al.

2000, Ogawa et al. 2010). Im Lebergewebe konnte dagegen ein Anstieg der HSP70-
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Proteinmenge durch regelmaRiges Training nachgewiesen werden, ein Einfluss von
Training auf den Verlauf von HSP70 nach Induktion einer systemischen Inflammation
mittels LPS war nicht nachweisbar (Peppler et al. 2016). Bei Ratten konnte in der
Niere durch chronisches Training ein Anstieg der Proteinmenge von HSP72 bei
unveranderter Genexpression aufgezeigt werden. Durch eine akute Trainingseinheit
war ein Anstieg der HSP72 mRNA und Proteinmenge nachweisbar, dieser fiel
interessanterweise in der Trainingsgruppe hoher aus als in einer Kontrollgruppe mit
untrainierten Ratten (Lappalainen et al. 2018). In einem weiteren Tierversuch konnte
durch ein Modell der Schwerelosigkeit eine morphologische
Nierenparenchymschadigung zusammen mit gesteigerten HSP70-Proteinmenge in
der Niere nachgewiesen werden. Durch physisches Training konnten die
histologischen Zeichen der Nierenschadigung reduziert werden, es war jedoch
parallel auch ein Ruckgang der HSP70-Proteinmenge auffallig (Ding et al. 2011).
Zusammenfassend lasst sich somit sagen, der Zusammenhang von HSP70,
physischem Training, Sepsis und Organschadigung ist aktuell unzureichend geklart.
Unklar bleibt auch, ob regelmafiges Training Einfluss auf die Genexpression oder
Proteinsynthese von HSP70 hat oder ob antioxidative Enzyme und vorangeschaltete
Prozesse wie die Generierung von ROS so moduliert werden, dass die Zellen mit
einer veranderten HSP70-Synthese reagieren (Fehrenbach et al. 2000).
Interessanterweise  konnte  jedoch  nachgewiesen werden, dass eine
Prakonditionierung mit repetitiven geringen HSP70-Gaben zu einer abgeschwachten
Immunreaktion im Tiermodell nach LPS-Injektion fihrt (Aneja et al. 2006). Ein
ahnlicher Effekt konnte auch fur regelmafiges Training propagiert werden. Eine
potentielle Modulation der Immunantwort konnte Uber rezidivierende HSP70-
Freisetzung durch die einzelnen Trainingseinheiten eventuell zu einer Modulation der
Immunantwort beitragen, ohne dass die basale HSP70-Proteinmenge sich andert.
Anhand der genannten Literatur wird zusatzlich der Eindruck erweckt, dass
verschiedene Prozesse sich unterschiedlich auf HSP70 im Blut sowohl frei als auch
intrazellular und im Gewebe auswirken und HSP70 selbst je nach Ursprung in
unterschiedlichen Situationen wiederum variierende Effekte aufzeigen konnte.
Interessant waren daher weitere Untersuchungen von HSP70 im Blut und in
verschiedenen Organen sowohl in Bezug auf regelmafiges physisches Training als

auch im Sepsismodell.
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Der Transkriptionsfaktor HIF-1a steigert nach posttranslationaler Modifikation und
Translokation in den Zellkern Signalwege, die Einfluss auf die Sauerstoffversorgung
der Zelle nehmen. Ein Anstieg von HIF-1a kann einerseits Uber einen
Sauerstoffmangel im Gewebe und anderseits hypoxieunabhangig u. a. durch ROS,
Zytokine, LPS, erhohte Glukosespiegel, Hyperthermie, Azidose, einen reduzierten
intrazellularen Eisengehalt und den NF-kB-Weg induziert werden. Mittels der
entsprechenden Zielgene steigert HIF-1a den Sauerstofftransport (z. B. Steigerung
der Erythropoese und der Angiogenese), verbessert die Funktion von Zellen bei
niedrigem Sauerstoffgehalt bzw. die saustoffunabhangige ATP-Synthese (z. B.
Steigerung der Expression von Glukosetransportern und Enzymen der Glykolyse)
und reduziert bei Hypoxie die mitochondriale Funktion und somit den zellularen
Sauerstoffverbrauch (Hellwig-Burgel et al. 2005, Rius et al. 2008, Eltzschig und
Carmeliet 2011, Ohno et al. 2012, Zepeda et al. 2013, Sharma 2016, Lindholm und
Rundqvist 2016). Aulierdem werden Gene zur Kontrolle von oxidativem Stress und
Apoptose aktiviert. HIF-1a reguliert zusatzlich viele Funktionen von myeloischen
Zellen, u. a. wird die Aktivitat gesteigert und die Apoptose inhibiert. Aul3erdem
werden die Differenzierung und Proliferation von regulatorischen T-Zellen stimuliert
(Peyssonnaux et al. 2005, Eltzschig und Carmeliet 2011). Die Veranderungen und
deren Auswirkungen von HIF-1a wahrend einer Sepsis oder im Rahmen von
Nierenerkrankungen sind bisher wenig untersucht und die Ergebnisse werden
teilweise kontrovers diskutiert. In der aktuellen Arbeit war im Verlauf der Sepsis ein
Anstieg der HIF-1a-Genexpression nachweisbar. Die Proteinmenge dagegen blieb
unverandert. Ahnliche Untersuchungen in der Literatur konnten im Rahmen eines
CLP- und eines LPS-Modells einen Anstieg der HIF-1a-Genexpression und -
proteinmenge aufzeigen (Castoldi et al. 2012, Ogura et al. 2014). Derzeit bleibt
unklar, ob eine Erhéhung von HIF-1a auf den Verlauf einer Sepsis und
sepsisassoziierte Nierenschaden protektiv oder eher schadlich ist. Einerseits wurde
nachgewiesen, dass HIF-1a-depletierte Makrophagen eine geringere Kapazitat
haben, Bakterien abzutéten sowie proinflammatorische Zytokine zu produzieren und
eine Steigerung der bakteriellen Keimlast in Blut und Milz im Verlauf einer Infektion
die Folge sein kann (Peyssonnaux et al. 2005). Auf der anderen Seite konnten
wiederholt protektive Effekte durch eine HIF-1a-Hemmung auf sepsisassoziierte
Veranderungen nachgewiesen werden. So fihrte eine Deletion von HIF-1a in T-

Zellen zu einer geringeren Menge an Bakterien in Leber und Lunge und einem
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gesteigerten Uberleben im CLP-Sepsismodell (Thiel et al. 2007). AuRerdem konnte
nach LPS-Injektion durch eine Hif-1a-Depletion in Makrophagen eine Reduktion der
Mortalitat und mittels medikamentOser generalisierter Hemmung von HIF-1a ein
Ruckgang von proinflammatorischen Zytokine, Apoptose und morphologischen
Zeichen einer Lungenschadigung aufgezeigt werden (Peyssonnaux et al. 2007, Yeh
et al. 2011). Die Rolle von HIF-1a im Verlauf der Sepsis vor allem in Bezug auf
Organveranderungen bleibt aktuell unklar. HIF-1a scheint sowohl an einer
Aktivierung des Immunsystems als auch an immunsuppressiven Effekten beteiligt zu
sein (Vanderhaeghen et al. 2020). Ahnliche Diskrepanzen sind fir den
Zusammenhang von HIF-1a und verschiedene Nierenerkrankungen auffallig. HIF-1a
ist vor allem in den Tubuluszellen nachweisbar und es sind sowohl pro- als auch
antiapoptotische Wirkungen beschrieben. Wiederholt konnte gezeigt werden, dass
eine Steigerung von HIF-1a im Tierexperiment in der Niere Uber verschiedene
Adaptationsprozesse vor einer akuten Nierenschadigung schitzen kann. So wird z.
B. der funktionelle und morphologische Schaden durch eine akute Ischamie der
Niere mittels vorheriger Steigerung von HIF-1a deutlich reduziert (Matsumoto et al.
2003, Eckardt et al. 2005, Bernhardt et al. 2006, Yeh et al. 2011). Andererseits ist
HIF-1a bei chronischen Nierenerkrankungen erhdoht und mittels Induktion
profibrotischer Gene an der Entstehung einer Fibrose im Nierenparenchym beteiligt
(Eckardt et al. 2005, Wang et al. 2014). Eine Hemmung von HIF-1a wirkt sich in
diesem Fall protektiv auf die Nierenhistologie aus (Kimura et al. 2008). Insgesamt
schein der Effekt von HIF-1a entscheidend vom jeweiligen Stressor bzw.
Schadigungsmodell und vom untersuchten Organ abhangig zu sein. Auch die Art der
HIF-1a-Modulation (z. B. genetische Modifikation der Tiere oder pharmakologisch)
verandert bereits erheblich die Studienergebnisse (Helton et al. 2005, Siddiq et al.
2005, Bernhardt et al. 2006, Wang et al. 2014). Zusatzlich wurde in der aktuellen
Arbeit der Effekt von physischem Training auf die Genexpression und Proteinmenge
von HIF-1a untersucht. Dabei zeigte sich weder bei gesunden Mausen noch im
Verlauf der Sepsis ein Gruppenunterschied zwischen trainierten und untrainierten
Tieren. Vergleichbare Arbeiten liegen nach aktuellem Kenntnisstand nicht vor. Eine
einzelne akute Trainingseinheit kann den Anstieg von HIF-1a im Skelettmuskel
verursachen. Durch wiederholtes Ausdauertraining ist jedoch keine Modulation der
HIF-1a-mRNA im Skelettmuskel nachweisbar. Eine Arbeit konnte jedoch einen

Anstieg der HIF-1a-Proteinmenge im Muskel durch regelmaliges Training
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nachweisen. Interessant ist aullerdem, dass durch wiederholte physische Aktivitat
der Anstieg von HIF-1a durch eine einzelne Trainingseinheit abgeschwacht wird
(Lundby et al. 2006, Ohno et al. 2012, Abe et al. 2015, Lindholm und Rundqvist
2016). Bei Mausen mit Diabetes mellitus konnte gezeigt werden, dass moderates
Ausdauertraining zu einem Anstieg von HIF-1a zusammen mit einer Reduktion von
Markern des oxidativen Stresses fuhrt (Ishikawa et al. 2012). Insgesamt ist jedoch zu
betonen, dass die Rolle von HIF-1a im Rahmen von Anpassungsreaktionen und

Modulation von Organschaden weiterhin unzureichend untersucht ist.

Somit kann eine Modulation der Proteinmenge oder Genexpression von MAO-A,
HSP70 und Hif-1a aktuell nicht als pathophysiologische Grundlage der
nephroprotektiven Effekte von physischem Ausdauertraining bestatigt werden. Dies
schliel3t einen Einfluss dieser Parameter jedoch nicht aus und weiterflhrende
Untersuchungen konnten eventuell Aufschluss bringen. Bei fehlendem
Gruppenunterschied in der bakteriellen Keimlast der Niere, ergibt sich auch daraus
keine Erklarungsgrundlage. Da eine Assoziation zwischen erhohten systemischen
proinflammatorischen Zytokinen und dem Auftreten eines akuten Nierenversagens im
Rahmen einer Sepsis besteht (Murugan et al. 2010), kdnnte die geringere
Freisetzung von Zytokinen in der Trainingsgruppe eine potentielle Ursache fur die
geringere Schadigung der Niere darstellen. Zusatzlich konnte die Arbeitsgruppe von
Chen et al. nachweisen, dass trainierte Ratten eine geringere arterielle Hypotonie im
LPS-Modell entwickelten als untrainierte Tiere (Chen et al. 2007). Ein mdglicher
Zusammenhang zwischen trainingsassoziierter Modulation der Hamodynamik und

Parenchymschadigung ist somit nicht auszuschlie3en.
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6 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass regelmafiges korperliches Training im
Vorfeld einer polymikrobiellen Sepsis den Verlauf der Infektion und die
Uberlebensrate positiv beeinflusst. Dies war mit geringeren Zeichen einer
Organschadigung insbesondere der Niere assoziiert. Auf der Suche nach moglichen
zugrundeliegenden Pathomechanismen konnte nachgewiesen werden, dass bei
trainierten Tieren eine niedrigere Konzentration sowohl pro- als auch
antiinflammatorischer Zytokine im Blut nachweisbar und die Fahigkeit Bakterien zu
eliminieren dennoch gesteigert war. Physisches Training konnte somit spezifische
zelluldare Adaptationen im Sinne einer Art Prakonditionierung induzieren, die es
ermdglichen, auf einen potentiell tédlichen Stimulus mit einer kontrollierteren und
gemaligten Immunantwort zu reagieren, die aber gleichzeitig ausreichend oder
sogar noch effektiver in der Bekampfung des entsprechenden Stressors ist.
Weiterfihrende Untersuchungen von Modulatoren des oxidativen Stresses (MAO-A,
HSP70, Hif-1a) im Nierengewebe der Tiere zur genaueren Identifizierung méglicher
Trainingseffekte erbrachten aktuell jedoch keinen Hinweis auf weitere

zugrundeliegende Mechanismen.

Zur Steigerung des Verstandnisses flr trainingsassoziierte pathophysiologische
Veranderungen sind weiterfuhrende Untersuchungen notwendig. Diese sollten sich
vor allem auf die Evaluation weiterer Organe, wie z. B. Lunge und Herz, auf
Parameter der Hamodynamik und Organdurchblutung sowie auf systemische und
zellulare Signalwege in Zusammenhang mit Inflammation und Hypoxie fokussieren.
Ein interessanter Aspekt ware auRerdem der Vergleich verschiedener Variablen auf
Zell- und Organebene zwischen trainierten Mausen, die eine Sepsis Uberleben und
denen die daran versterben. Zu betonen ist dabei, dass die Reaktionen auf einen
Trainingsreiz sowie der Verlauf einer Sepsis interindividuell stark variabel sind und

daher allgemeingultige Aussagen nur mir Vorsticht getroffen werden kénnen.

Die Entdeckung weiterer, durch physisches Training positiv modifizierter, Signalwege
konnte dartber hinaus helfen, neue medikamentose Therapieansatze der Sepsis zu
detektieren. Wobei zu betonen ist, dass Anpassungsreaktionen durch physisches
Training sehr komplex sind und eine pharmakologische Modifikation einzelner

Stellschrauben wahrscheinlich nicht ausreichend ist, um den Effekt nachzuahmen.
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In dieser Arbeit wurden lediglich junge und gesunde Mause untersucht. Anhand der
Datenlage kénnte vermutet werden, dass protektive Trainingseffekte bei alteren und/
oder vorerkrankten Tieren eventuell deutlicher ausfallen. Ein Versuchsaufbau mit
entsprechenden Mausen wurde zusatzlich eher die betroffene Patientenpopulation

der menschlichen Sepsis widerspiegeln.

Weitere Untersuchungen konnten daruber hinaus aufklaren, in welchem Ausmafl
Sport betrieben werden muss, um entsprechende Ergebnisse zu erzielen und auch
wie lange die Effekte nach Beendigung der physischen Aktivitat anhalten. Zusatzlich
ware die Evaluation der Trainingseffekte auf weniger starke inflammatorische Reize
mit geringer oder fehlender Mortalitat, ggf. auch in humanen Experimenten, von

Interesse.

Insbesondere da die Sepsis ein schwerwiegendes Krankheitsbild mit
eingeschrankten Therapieoptionen darstellt, ist der Nachweis protektiver Effekte
durch regelmaliges physisches Training in dieser Arbeit von besonderer Relevanz.
Eine Prakonditionierung mittels physischer Aktivitat konnte in  ausgewahlten
Situationen auch praoperativ angewandt werden und so eventuell vor allem
ischamische und septische Komplikationen reduzieren. Interessant ware auch zu
evaluieren, ob durch regelmaRiges korperliches Training vor dem Auftreten einer
Sepsis auch Einfluss auf die Langzeitkomplikationen nach dem Uberleben der
systemischen Infektion etabliet werden kann und ob gewisse Formen der
physischen Aktivitat, wenn sie erst zu Beginn oder im Verlauf der Sepsis begonnen
werden, noch protektive Effekte erzielen konnen. Fur beide Varianten liegen aktuell

erste Daten aus der Literatur vor.
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