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Zusammenfassung

Belastungsassoziterte  immunologische
Reaktionen umfassen auch die Freiset-
zung reaktiver Sauerstoffverbindungen
(ROS), insbesondere im Rahmen der Ak-
tivierung von Leukozyten. Das Ausmal
an daraus resultierendem oxidativem
Stress und zetluldrer Schiidigung hingt
ganz entscheidend von der Kapazitit an-
tioxidativer Mechanismen ab. Wir unter-
suchten an 10 Probanden den EinfluB ei-
ner intensiven Ausdauerbelastung auf
DNA-Schiiden in Leukozyten sowie dar-
aus scparierter mononukledrer Zellen
und die cytoplasmatische Expression der
antioxidativen  Stressproteine  HSP70
und Himoxygenase-1 (HO-1) in Lym-
pho- (L), Mono-(M) und Granulozyten
(G). Im single-cell-gelelectrophoresis
(SCG)- Assay zeigten die Gesamtleuko-
zyten einen Anstieg DNA-geschidigter
Zellen von 2% (Medianwert) in Ruhe auf
33% 24 h nach Belastung. Eine geringe-
re Zunahme auf 15% fand sich in den se-
parierten mononukleiren Zellen. Durch-
fluBzytometrisch konnte in den M und G
zu allen Zeitpunkten nach Belastung ein
deutlicher Anstieg HSP70-positiver Zel-
len beobachtet werden. Die Expression
der HO-1 wurde in den L, deutlicher je-
doch in M und G zu allen Zeitpunkten
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Belastungsinduzierter oxidativer Stress:
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Stressproteinen in Leukozyten —
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Exercise induced oxidative stress: DNA damage and
expression of stress proteins in leucocytes - An overview
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Diese Studie wurde mit Forderungsmitteln des Bundesinstitutes fiir
Sportwissenschaft Kéln unterstiitzt (VF 0407/01/21/97)

stimuliert. Somit zeigten sowohl DNA-
Schiden als auch die Expression von
HSP70 und HO-1 bevorzugt in den G,
filr die Stressproteine auch in den M,
eine deutliche Reaktion auf die intensive
Ausdaverbelastung, was wir als Folge
der in diesen Zellpopulationen gesteiger-
ten Generiesung von ROS interpretieren,
Dabei bleibt offen, ob den DNA-Effek-
ten eine direkte Schiidigung der DNA
durch ROS oder aber Apoptose zugrunde
liegt. Die gesteigerte Expression von
HSP70 und HO-1 kann als Schutzme-
chanismus zum Erhalt von Funktion
bzw. proliferativer Kapazitit der Leuko-
zyten unter kirperlichér Belastung inter-
pretiert werden.

Schliisselwirter: Sportliche Belastung,
oxidativer Stress, Leukozyten, DNA-
Schiden, Hitzeschockproteine, Him-
oxygenase

Summary

Heavy endurance exercise leads to oxi-
dative stress, which is one feature of the
inflammatory response. Leucocytes are
mvolved in the generation of ROS such
as superoxide and NO, but are also capa-
ble of expression of antioxidative stress

DEUTSCHE ZEITSCHRIFT FUR SPORTMEDIZIN

proteins. Our studies involved a quantifi-
cation of DNA damage in leucocytes and
separated mononuclear cells of 10 athle-
tes after a half marathon run (HM) using
the single cell gelelectrophoresis (SCG) -
assay. Additionally cytoplasmic expres-
sion of heat shock protein 70 (HSP70)
and heme oxygenasc-1 (HO-1) in lym-
phocytes (L), monocytes (M) and granu-
locytes ((G) was analysed by flow cyto-
metry, The increase of percent DNA da-
maged cells 24 h after the HM was grea-
ter in total leucocytes (+ 31%) compared
to separated mononuclear cells (+ 13%)
indicating a greater extent of DNA
effects in G. Expression of HSP70 was
enhanced in M and G 3 and 24 h after
HM, whereas the low HSP70-expression
of L at rest was unchanged after exercise.
In contrast HO-1 positive L rose but G
and M exhibited a greater post excrcise
expression of this stress protein. The re-
sults indicate, that DNA damage detec-
ted after heavy endurance exercise occu-
red primarily in G. Whether the exercise
induced DNA damage is caused by a di-
rect reaction of ROS with DNA bases or
if apoptosis is invalved, remains unclear.
The DNA effects in G and the inducible
expression of antioxidative stress pro-
teins n G and M indicate, that they are
critical target cells susceptible to exerci-
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se induced oxidative stress. An enhanced
expression of HSP70 and HO-1 might be
an important mechanism of the response
to oxidative stress, which allows the
maintainance of viability, function and
proliferative capacity in leucocytes du-
ring heavy exercise.

Keywords: exercise, oxidative stress,
leucocytes, DNA damage, heat shock
proteins, heme oxygenase

' Einleitung und Ubersicht

Akute sportliche Belastungen induzieren
ebenso wie regelmiBiges korperliches
Training vielfiltige Reaktionen des Im-
munsystems. Das wachsende Interesse
der Sporimedizin an immunologischen
Fragestellungen konnte in den letzten
Jahren belastungsassoziierte Akut- und
Anpassungsreaktionen aufzeigen, die
sich z.B. im Verhalten lymphozytirer
Subpopulationen, der Mobilisierung von
Mono- und Granulozyten, einer Aktivie-
rung von Komplementsystem und Cyto-
kinen sowie auch der Expression von
Stressproteinen manifestieren (22, 54,
61, 63). Neben dem modulierenden Ein-
fiuB von Sport auf die kérpereigene Im-
munabwehr ist dabei in funktioneller
Hinsicht insbesondere der durch die ge-
nannten Mechanismen hervorgerufene
EntziindungsprozeB von Interesse (48),
bestimmt er doch nicht unwesentlich den
Ablauf muskuldrer Regeneration und
Adaptation nach hoheren oder unge-
wohnten sportlichen Belastungen (67),
Ein wichtiger Bestandteil dieser Entziin-
dungsreaktion ist die Generierung reakti-
ver Sauerstoffverbindungen (reactive
oxygen species, ROS) und der daraus re-
sultierende oxidative Stress (73).

Reaktive Sauerstofiverbindungen
(ROS)

ROS weisen ein oder mehrere ungepaar-
te Elektronen (-) auf, sind dadurch ex-
trem reaktionsfreudig und entfalten so
zum einen Wirkung gegeniiber pathoge-
nen Mikroorganismen oder Tumorzel-
len, entwickeln andererseits jedach auch
gewebstoxische Effekte. Zu den wichtig-
sten ROS zdhlen das Superoxid (-O3),
Hydroxyi (-OH) und Stickoxidradikal
{:NO). Aus diesen kénnen durch Um-
wandlung weitere oxidierende Derivate
wie Wasserstoffperoxid (H:Q02), Hypo-
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Abbildung 1: Schematische Darstellung miglicher zelluliirer Reaktionen auf reaktive Sauerstoffver-

bindungen, Modifiziert nach (12).

chlorsiiure (HOCI) oder Peroxylnitrit
{ONQQO") entstehen, die z.T. eine noch
hohere Toxizitdt als die eigentlichen
ROS besitzen., Die Wirkung von ROS
und ihren Folgeprodukien umfassen die
Schidigung von Membranlipiden, Pro-
teinen, Nukleinsiiuren und extrazellulid-
rer Matrix. Alimentar aufgenommene
Antioxidantien und verschiedene kir-
pereigene antioxidative Systeme wirken
den bereits unter Ruhebedingungen ge-
nerierten ROS entgegen und halten nor-
malerweise das Ausmall an oxidativem
Stress innerhalb bestimmter Grenzen.
Die Bedeutung antioxidativer Mechanis-
men erwichst aus der Erkenntnis, daB
oxidativemn Stress eine wichtige kausale
Rolle sowohl bei der Pathogenese von
verschiedenen akuten und chronischen
Erkrankungen, als auch dem Alterungs-
prozeb zugeschrieben wird (28}. In shn-
lichem Sinne wird ROS eine Bedeutung
beim Sport eingeriumt, gleichwohl hier
eine eindeutige Klirung der Frage nach
dem Ausmal an tatsichlicher praktischer
Relevanz aussteht,

Allerdings fungieren ROS nicht nur als
Verursacher von oxidativem  Stress.
Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin,
dab sie als sekundire Botenstoffe an der
Genexpression beteiligt sind (71). So
kann die Aktivierung der Transkriptions-
faktoren NFy B und AP-1 durch ROS sti-
muliert und beispielsweise unter Einwir-
kung von H:;O; die Genexpression der
Himoxygenase, einem antioxidativen
Stressprotein, in Makrophagen gefisrdert
werden (38). Ob solche Vorginge auch
im Rahmen k&rperlicher Belastung eine
Rolie spielen und ROS leiztendtich auch
bei der Induktion trainingsadaptativer
Veriinderungen Bedcutung besitzen, ist
noch weitgehend unklar (Abb. 1).
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Quellen von ROS unter kirperlicher
Belastung

Fiir die Generierung von ROS unter kor-
perlicher Belastung werden verschiede-
ne Mechanismen diskutiert (65).

- Mitochondriale Atmungskette: Parti-
ell (2 - 5%) unvolistindige Reduktion
von Sauerstoff in der Atmungskette nur
bis zur Stufe des -03, wobei sich die Ab-
solutmenge gebildeter ROS bei anstei-
gendem Sauverstoffumsatz in der arbei-
tenden Muskulatur erhéht (7). Dabei
diirfte ein im Verlauf intensiverer Bela-
stungen anzunehmender Aktivitdtsver-
lust der mitochondrialen Cytochromoxi-
dase (25) die Entstehung von -Q; zusitz-
lich begiinstigen.

- Xanthinoxidase: Insbesondere intensi-
ve Belastungen fiihren iiber den ATP -
break down zu einem vermehrten Anfall
von AMP. Dessen weiterer Abbau via
Hypoxanthin und Xanthin zu Harnséure
wird in den letzten beiden Schritten
durch das Enzym Xanthinoxidase unter
Bildung ven -O; katalysiert (26).

- Fenton-Reaktion: Einen weiteren Me-
chanismus der ROS-Entstehung stellt die
Umwandlung von H.0; in das weitaus
aggressivere -OH-Radikal via Fenton-
Reaktion unter Anwesenheit frelen Ei-
sens dar. Eine gesteigerte Freisetzung
von Eisen aus Himo- und Myoglobin
bzw. deren Abbauprodukten unter Bela-
stung begiinstigt diese Reaktion (4, 34).

ROS aus immunkompetenten Zellen

Im Immunsystem sind eine Reihe an Zel-
len in der Lage relevante Mengen an
ROS zu bilden. Neben den neutrophilen
Granulozyten sind dies insbesondere
Monozyten bzw. Makrophagen, aber
auch eosinophile Granulozyten, also
Zellpopulationen, deren  Aktivierung
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auch unter kérperlicher Belastung nach-
weisbar ist (8, 10) .

- Die Aktivierung neutrophiler Granulo-
Zyten induziert den oxidativen Burst,
dessen initiale Reaktion iiber eine Stimu-
lation der NADPH-Oxidase zunéchst zur
Generierung von -0; und dann in weite-
ren Schritten iiber H20; letztendlich zu
der Bildung von HOCI fiihrt (34). Das
entscheidende Enzym dieser letzten Re-
aktion ist die Myeloperoxidase, die all-
gemein auch als Marker fiir die Degrany-
lation neutrophiler Granulozyten An-
wendung findet. Anstiege der Myelo-
peroxidase konnten bei Belastungen von
unterschiedlicher Dauer und Intensiit,
insbesondere jedoch mit zusiitzlicher ex-
zentrischer Komponente dokumentiert
werden (9, 51).

- In Monozyten bzw. Makrophagen fiihrt
eine  cytokinvermittelte  Aktivierung
der induzierbaren Stickoxid-Synthase
(iNOS) zur Bildung von Stickoxid (-NO)
aus L-Arginin (27). Nevere Erkenntnis-
se geben den Hinweis, dafl auch Grany-
lozyten in der Lage sind, -NO zu bilden
(78). Die Toxizitit von -NO resultiert
u.a. aus seinem Metaboliten Peroxylni-
trit (ONOQ"), -NO hat einen Einflul3 auf
das Auftreten von DNA-Schiiden, indem
es cinerseits DNA-Reparaturcnzyme
wie das Fpg-Protein hemmt (80), zum
anderen jedoch direkt selbst DNA-
Strangbriiche induzieren kann (70). Im
Energiestoffwechsel umfassen die kom-
plexen Wirkungen von -NO u.a. cine In-
hibierung der NADH-Ubiquinon- und
Succinat-Ubiquinon-Oxidoreduktase in
der mitochondrialen Atmungskette (69)
sowie der Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase in der Glykolyse (45).
Ob und inwieweit die Figenschafien des
von Leukozyten produzierten -NO im
Rahmen korperlicher Belastung eine
Rolle spielen, ist noch weitgehend un-
klar, AuBerdem sind Monozyten dhnlich
wie neutrophile Granulozyten auch in
der Lage O zu bilden.

Bedeutung der leukozytiren
ROS-Generierung

Die Generierung von ROS durch Leuko-
zyten verursacht sowoh!l im infiltrierten
Gewebe (79) als auch in den Zellen
selbst Verdnderungen und Schiiden. So
spielen ROS von ins Gewebe einwan-
dernden Granulozyten und Monozyten
beim postischimischen Reperfusions-
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schaden, wie er z.B. im Myokard nach
Ballondilatationen heobachtet werden
kann, eine wichtige pathophysiologische
Rolle (6). Oxidativem Stress wird auch
¢ine Bedeutung bei der Entstehung des
belastungsinduzierten Muskelschadens
zugerechnet (32, 37, 20). Kommt es be-
reits in den ersten Stunden nach exzentri-
scher Muskelbelastung zur Einwande-
rung von Granulozyten in das bean-
spruchte Muskelgewebe, so beginnt im
Verlauf auch eine Infittration durch Mo-
nozyten bzw. Makrophagen, die etwa
nach 24 bis 48 Stunden ihr Maximum er-
reicht (3, 67). Im Rahmen der sich somit
manifestierenden Entziindungsreaktion
ist der Biidung von ROS durch einwan-
dernde Leukozyten ein Anteil an der Ent-
stehung des belastungsinduzierten Mus-
kelschadens zuzurechnen (21).

Verursacht die Aktivierung von Leuko-
zyten einerseits eine Schidigung von
etndringenden Mikroorganismen oder
des infiltrierten Gewebes, so sind diese
Zellen zum anderen jedoch selbst von
der Generierung der ROS im Sinne einer
Autooxidation betroffen. Wie in-vitro-
Versuche zeigen konnten, fihrt der Ein-
fluB von ROS zu Verinderungen der
Funktion neutrophiler Granulozyten.
Dabei waren sowohl eine Abschwiichung
von Migrations- und Phagozytosefihig-
keit unter EinfluB von H,02(5) als auch
eine reduzierte -O:Bildung nach -NO-
Exposition dieser Zellen (17) beobachtet
worden. Dies kbnnte moglicherweise die
verminderte Stimulierbarbeit neutrophi-
ler Granufozyten zur Produktion von -O3
nach einer zuvor erfolgten Belastung
(36) erkliren.

Belastungsinduzierte DNA-Schiiden
in Leukozyten

Mit Hilfe des single-cell-gelelectropho-
resis(SCG)-Assays zeigten Hartmann et
al. (31) das Auftreten von DNA-Schi-
den in Leukozyten 24 Stunden nach in-
tensiver anaerober Belastung, ein Be-
fund der mittlerweile auch nach einer
langeren intensiven Ausdaucrbelastung
beobachtet werden konnte (47). Der
SCG-Assay ist eine empfindliche Me-
thode zur Ermittlung von Einzelstrang-
briichen und alkalilabilen Stellen der
DNA n Einzelzellen (42). Unter An-
wendung einer anderen Methode fanden
Sen et al. (6Q) ebenfalls Hinweise auf
belastungsinduzierte Strangbriiche der
leukozytaren DNA.
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Unklar ist, welche Bedeutung DNA-
Schiden fiir die Leukozytenfunktion
selbst darstellen. Die im SCG-Assay
nach kérperlicher Belastung zu beobach-
tenden DNA-Effekte sind nicht mit
gleichzeitig  auftretenden  Chromoso-
menveridnderungen verbunden (29). Dies
deutet auf die suffiziente Reparatur der
DNA-Lisionen durch entsprechende En-
donukleasen hin. Theoretisch gesehen
diirften in weiter prolifererenden Zellen
wie Lymphozyten DNA-Schiiden cher
eine Relevanz besitzen als beispielswei-
se in neutrophilen Granulozyten, die nur
eine Halbwertszeit im Stundenbereich
aufweisen. In den bisher vorliegenden
Arbeiten wurden die DNA-Effekee je-
weils in den Gesamtleukozyten be-
stimmt, so daf} nicht erkennbar war, ob
Unterschiede in Abhéngigkeit der einzel-
nen Zellpopulation vortagen,

Nicht vollstindig geklirt ist auch die
Frage nach den kausalen Mechanistnen,
die den belastungsinduzierten DNA-Ef-
fekten zugrundeliegen. Oxidativer Stress
dirfte allerdings als wahrscheinlichste
Ursache angesehen werden, lieBen sich
doch unter der Gabe von a-Tocopherol
geringere DNA-Effekte beobachten (30).
Unklar bleibt jedoch, ob die Effekte Fol-
ge einer Generierung von ROS in den
Leukozyten selbst sind. Durch das verzé-
gerte Auftreten der DNA-Schiiden 24
Stunden nach Belastung miissen zudem
sekundire Mechanismen wie eine Inter-
aktion von Produkten der Lipidperoxida-
tion und der DNA diskutiert werden

(15).

Antioxidativ wirksame Mechanismen

Den Wirkungen von ROS stehen ali-
mentdre und endogene Antioxidantien
sowie  kirpereigene  antioxidative
Schutzmechanismen gegentiber (s. Ta-
bele 1). Ist die Funktion alimentiirer An-
tioxidantien von deren Zufuhr iiber die
Erndhrung abhingig, so lassen sich bei
einem Tcil der krpereigenen antioxida-
tiven Schutzsysteme auch Anpassungs-
reaktionen dokumentieren (16, 43).

Die korpereigenen Schutzsysteme um-
fassen dic Superoxiddismutase (SOD),
Catalase, Glutathionperoxidase, die Hit-
zeschockproteine HSP27 und HSP70 so-
wie die Himoxygenase (64). Einige die-
ser Enzyme mit antioxidativem Potential
sind Mitglieder der Stressproteinfamilie,
im speziellen die SOD und das 32-KD-
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Tabelle 1: Beispiele der wichtigsten Antioxi-
dantien und endogenen antioxidativen Schutz-
mechanismen.

Alimentiire Antioxidantien
Vitamin A, Cund E
Flavonoide
N-Acetylcystein

Endogene Antioxidantien
-Harnsiiure
Bilirubin
Adrenalin
NADH, NADPH
Ubichinol

Antioxidative Schutzsysteme
Superoxiddismutase (SOD)
Caralase
Glutathiorperoxidase
Stressproteine

(z.B. H827, HSP70, Himoxygenase}

oxidationsspezifische Stressprotein Him-
oxygenase (44). Beide Enzyme spielen
eine besondere Rolle bei der Eliminie-
rung voi ROS, die auch wihrend Phago-
zytosevorgingen und Entziindungsreak-
tionen produziert werden (52).

Antioxidative Stressproteine

Die Hitzeschockproteine (HSP), auch
Stressproteine genannt, sind hochkon-
servative Proteine, die von Zellen als
Antwort auf Hitzeschock (40-43°C),
Stress oder ROS zum Schutz vor schid-
lichen Molekiilen oder bakterietlen Toxi-
nen produoziert werden. Die HSP lassen
sich anhand thres Molekulargewichtes in
vier grofie Molekiilfamilien mit 90 KD,
70 KD, 60 KD und 1¢-30 KD einteilen,
HSP machen die Zellen widerstandsfiihi-
ger gegen normalerweise fetale Toxindo-
sen oder zellschiidigende Temperaturer-
hthungen. Einige HSP iiben Chaperon-
funktion aus. Sie helfen bei der korrekten
Faltjung von Proleinen, bei der Ein-
schleusung von wichtigen Proteinen in
die Mitochondrien, beim Transport im
Cytoplasma und an den Ribosomen,
beim Abbau von Stoffwechselprodukten,
bei der Degradierung von abnormalen
Proteinen oder bei der Eliminierung von
phagozytiertem Material und spielen
eine Rolle als Regulatorproteine (20, 36,
51, 60, 81}.

HSP70 bietet einen speziellen Schutz vor
oxidativemn Stress durch die cytotoxische
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Aktivitit von Tumomekrosefaktor o (33,
39). Die HSP hemmen auf dem Weg der
Signaltransduktion die Phospholipase
Azund damit den Arachidonsiurezyklus
und die Produktion von ROS. Auch fiir
IL-1 wird cine solche Funktion der HSP
diskutiert (52). Wichtig erscheint die In-
duzierbarkeit dieser HSP durch Stresso-
retl. So wird HSP70 unter hypoxischem
Reiz vermehrt in proximalen Tubuluszel-
ten der Niere exprimiert (74). In mensch-
lichen Lymphozyten liBt sich unter oxi-
dativem Stress eine gesteigerte Synthese
von HSP27 und HSP70 nachweisen, die
auch positive Auswirkungen auf den Er-
halt der proliferativen Kapazitit dieser
Zellen zeigt (41).

7Zu den Stressproteinen wird auch die
Himoxygenase (HO) gezihlt, bei der
zwel Isoformen unterschieden werden,
die konstitutive HO-2 (36 KD) und die
induzierbare HO-1 (32 KD). Zu ihren
Substraten gehoren Him, Methimoglo-
bin, denaturiertes Myoglobin, Cytokine,
Hormone, Schwermetalle, bakterielle
Toxine u.a.. Eine gesteigerte Expression
der HO-1 bietet den Zellen Schutz vor
oxidativem Stress {12, 62, 68,72, 77), in-
dem sie tiber eine Induktion der Synthe-
se von Ferritin den intrazelluliiren Pool
an freiem Eisen reduziert und den initia-
len Schritt beim Abbau von Him zu Bi-
lirabin katalysiert (1). In-vitro-Versuche
konnien cine vermehrte HO-1-Expressi-
on in Siugetierzellen unter Einwirkung
von ROS dokumentieren (2, 75).

Einflu von kirperlicher Belastung
auf Aktivitiit und Expression von anti-
oxidativen Schutzsystemen

Fiir die antioxidativen Enzyme SOD, Ca-
talase und Glutathionperoxidase wurde
in einer Reihe von Studien eine Akti-
vitdtszunahme unter einer akuten korper-
lichen Belastung beschrieben, gleich-
wohl hier auch widerspriichliche Ergeb-
nisse vorliegen (35, Review). Gesicher-
ter ist demgegeniiber der aktivititsfor-
dernde EinfluB eines regelmiiBigen Trai-
nings auf diese antioxidativen Enzyme
(16, 55).

Im Gegensatz dazu beschiiftigten sich
bisher nur wenige Untersuchungen mit
den Auswirkungen von Spoit auf die
HSP-Expression (40, 56-58). Sale er al.
(57) beschreiben die Expression ver-
schiedener HSP 30-60 Minuten nach
Sport auf Protein umd RNA-Ebene in
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Skelettmuskel, Herz und Leber von Rat-
ten. In einer weiteren Studie am Ratten-
modell wurde beschrieben, daB Ausdau-
ertraining die Expression des HSP70-
Proteins im Plantarismuskel steigert
(58). In einer Studie, bei der Sportler
unter Hitzebedingungen belastet wur-
den, fand sich eine Zunahme von
HSP70 in Leukozyten, welche nach ei-
nem zusétzlichen Hitzeschock der Zel-
len in-vitro jedoch herunterreguliert
wurde (56). Inwieweit eine akute kor-
perliche Belastung eine Induktion der
HO-1-Expression in Leukozyten verur-
sacht, ist unklar.

Unser Ziel war es, leukozytiire Stressre-
aktionen auf eine intensive Ausdauerbe-
lastung mniher einzugrenzen. Mit Hilfe
der Untersuchung von DNA-Schiden
und der Expression der antioxidativen
Stressproteine HSP70 und HO-1 sollten
neue Erkenntnisse iiber den Einfluf
von belastungsinduziertem oxidativem
Stress in unterschiedlichen Leukozyten-
populationen gewonnen werden,

Material und Methoden

Studiendesign

Zehn gesunde minnliche Laufausdaucer-
sportler (30.8 £ 9.5 ], 175.0 £ 3.3 cm,
64.4 + 3.7 kg, durchschnittlicher Trai-
ningsumnfang 52.1 + 20.7 Laufkilometer/
Woche) absclvierten eine Lingere inten-
sive Ausdauerbelastung, die durch Teil-
nahme an einem offiziellen Halbmara-
thonwettkampf (21.1 km, Launfzeit 89.6
* 10.6 min, Laktat n. Belastung 5.4 + 2.4
mmol - ") realisiert wurde. Alle Teilneh-
mer der Studie gaben eine subjekiive
Ausbelastung durch den Wettkampf an,
waren siamtlich Nichtraucher und ver-
neinten sowohl die Einnahme von Medi-
kamenten als auch von Vitamin- oder
Mineralstoffpriiparaten.

Yor, direkt, 3 und 24 und 48 Stunden
nach dem Lauf erfolgten vendse Blutab-
nahmen in EDTA-Plastikmonovetten.
Pro Abnahme wurden zudem 5 mi Voll-
blut zur Bestimmung der Myeloperoxi-
dase in Glasrohrchen ebenfalls unter Zu-
satz von EDTA gewonnen. Begleitend
nahmen wir kapilldre Blutabnahmen zur
Laktatbestimmung im himolysierten
Vollblut vor dem Lauf sowie sofort nach
Zielankunft vor.
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Probenbehandlung

Aus 2 mi Vollblut wurden mittels Dichte-
gradientenzentrifugation (3000 U . 1)
unter Verwendung einer Ficoll/ATS/o-
promid - Lésung (Fa. Biochrom, Berlin)
von 1.O77 g - ml' Dichte die mononu-
kle#iren Zellen isoliert, Das in Plastik und
Glasrdhrchen gewonnene EDTA-Blut
wurde bei 4°C tber 10 Minuten zentrifu-
giert und der Plasmaiiberstand bei -70°C
eingefroren. Zudem wurden aus 5 ml
Vollblut von 8 Probanden sofort Leuko-
zyten iiber eine Dichtegradientensedi-
mentation (Lymphoflot, Fa. Biotest,
Dreieich) separiert und der FACScan-
Analyse zugefiihrt.

Analytische Methoden

SCG-Assay

Zur Quantifizierung der DNA-Schiiden
in den Gesamtleukozyten und mononu-
klediren Zetlen zu den Zeitpunkten vor, 3,
24 und 48 h nach Belastung wurde der
SCG - Assay bis auf kleine Abdnderun-
gen wic von Singh et al. (1988) beschrie-
ben durchgefiibrt. 15 pl Vollblut bzw.
10yl der zuvor isolierten mononukleiiren
Zellsuspension wurden in jeweils 400 pl
Low-melting(LMP)-Agarose vorsichtig
durchmischt und davon 100 pl auf einen
mit normaler Agarose vorbeschichteten
Objekttriiger aufgetragen. Nach Kiihfung
wurden die Objektrriger fiir einc Stunde
in 4°C kalten Lysepuffer (2.5 M NaCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Sodi-
um-Laurylsarcosine, pH 10.0; sowie fri-
sche Zugabe von 1% Triton-X und 10%
DMSO) gegeben. Nach anschlieBender
Alkalibehandlung iiber 40 Minuten im
Elektrophoresepuffer (300 mM NaOH, 1
mM EDTAI pH 13.0) erfolgte eine
20miniitige horizontale Elektrophorese
der Objekttriger, bei einer Spannung von
0.86 V . e und 300 mA vorgenommen.
Nach dreimaliger Neutralisierung mit
Tris-Puffer (0.4 M, pH 7.5) wurde eine
Firbung der Proben mit jeweils
50 pl Echidivmbromid (20 pg - mi-') und
im AnschluB daran die Quantifizierung
der DNA-Migration (image length) im
elekirischen Feld mittels Okuvlarskalie-
rung unter einem Fluoreszenzmikroskop
(Axiolab, Fa. Zeiss, Jena) vorgenommen.

Pro Objekttriger wurden 50 Zellen aus-
gewertet. In den vor Belastung gewonne-
nen Kontrollen lag der mittlere image
length (IL) der Probanden bei 30.6 =
0.2 ym (Leukozyten) bzw. 30.7 = 0.2 ym
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(mononukiedre Zellen). Entsprechend
den Empfehlungen von McKelvey-Mar-
tin et al. (42) wurde daher eine Zelle
oberhalb eines Schwellenwertes von
32.5 um IL als positiv gewertet und das
Ergebnis in Prozent DNA-geschidigter
Zellen pro Probe angegeben.

Myeloperoxidase-ELISA

Die Bestimmung der Myeloperoxidase-
konzentration (MPO) erfolgte aus den in
Glasrshrchen bei -70°C gelagerten Plas-
maproben unter Verwendung cines My-
eloperoxidase-ELISA-Kits (Fa. Calbio-
chem-Novabiochem GmbH, Bad So-
den). Die MPO-Konzentration wurde
mittels eines vollautomatisicrten ELISA-
Readers (Fa. Biermann, Bad Nauheim)
bei 405 nm ermittelt,

FACScan-Analyse

Die Bestimmung der HSP im Cytoplas-
ma zu den Zeitpunkten vor, 3 und 24 h
nach Belastung geschah tber eine indi-
rekte  Immunfluoreszenzmessung  mit
Hilfe des Zellpermeabilisierungskits
FIX&PERM (An der Grub, Wien, Aus-
tria). 1x106 Zellen wurden zunichst in
Suspension fixiert (Reagenz A). An-
schliefend wurde ihre Zellmembran per-
meabilisiert (Reagenz B) und gleichzei-
tig die Zellen 15 Minuten im Dunkeln
mit den jeweiligen spezifischen Antikor-
pern (1 ug pro Test) (StessGen, Biotech-
nologies Coorp., Canada) inkubiert:
SPAE 10 (specific for the inducible form
of human HSP70; 1gGl, clone
C92F3AS5), OSAL00 (Heme Oxygen-
ase-1, rabbit polyclonal antiserum).
Nach zweimaligem Waschen folgte die
20miniitige Bindung des FITC-markier-
ten Sekundirantikrpers (FITC-conjuga-
ted poat antimousefrat/rabbit F{ab'),
TIgG, Dianova, Hamburg). Die Messun-
gen erfolgten mit dem FACScan-Geriit
EPICS-XL-MLC (Fa. Coulter, Krefeld).

Doppelmarkierungen mit den Antikdr-
pern CD45/CD14 und CD3/CDI16-56
wurden zur Validierung der Subpoputa-
tionen Lymphozyten und Monozyten
durchgefiihrt. Lympho-, Mono- und Gra-
nulozyten wurden bei den weiteren Mes-
sungen im Scattergramm mit Hilfe von
»Zates” eingegrenzt. Als Negativkontrol-
len wurden die entsprechenden Isotyp-
kontrollen (IgG1-FITC, Southern Bio-
technology Association/BIOZOL) und
FITC-markierten Zweitantikorper einge-
setzt. Die Quantifizierung der Expres-
sion von HSP70 und HO-1 erfolgte in %

DEUTSCHE ZEITSCHRIFT FUR SPORTMEDIZIN

positiver Zellen und Fluoreszenzinten-
sitéit (mean fluarescence channel, MFC).

Weitere Bestimmungen

Himoglobin und Hamatokrit sowie die
Aktivitdt der Creatinkinase (CK) im
Plasma wurde innerhalb unserer Labor-
routine bestimmt. Die nach Belastung
gewonnenen Werte fiir MPO und CK
wurden entsprechend der Empfehlung
von Dill et al. (19) fiir Plasmavolumen-
verschiebungen korrigiert.

Statistische Verfahren

Die Prisentation der gewonnenen Er-
gebnisse wurde mittels Medianstatistik
vorgenommen. Zur graphischen De-
skription der Werte kam das Box-Plot
zur Anwendung (s. Abb. 2). Statistische
Verfahren und graphische Darsteltung
der Ergebnisse wurden mit dem Soft-
warepaket JMP (SAS Institute Inc., Cary
NC, USA) auf Maclntosh-Computer
durchgefiihri.

— 90 % - Quantile

Einzelwerte

«— 75 % - Quantile

. «— Median

- ¢ 25% - Quantile

*~ 10 % - Quantile
T

Abbildung 2: Darstellung der Mediananalyse
mittels Box-Plot. Ergiinzend repriisentiert die
herizontale Linie den Mittelwert der Probenge-
samtheit,

Ergebnisse

Sowohl die Proben der Gesamtleuko-
zyten als auch die daraus isolierten mo-
nonukleéren Zellen zeigten einen leich-
ten Ansticg des Anteils an Zellen mit
DNA-Schidden 3 Stunden pach Bela-
stung (s. Abb. 3). Am Folgetag nahm die-
ser Anteil bei den Gesamtleukozyten
dann deutlich, bei den mononukleiren
ZcHen nochmals leicht zu, um dann je-
weils im 48 h-Wert wieder abzufailen.

JAHRGANG 48, Nr. 9 (1997)
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Abbildung 3: Vergleichende Darstellung fiir DNA-Schiiden positiver Zellen (image tength > 32.5 jgm)
in den Populationen der Gesamtleukozyten und mononukleiren Zellen zu den Zeitpunkten Ruhe, 3,
24 und 48 h nach der Halbmarathonbelastung (n = 18). Die Daten des SCG-Assays sind in Prozent
DNA-geschiidigter Zellen (%) angegeben, Die Darstellung erfolgt als Mediananalyse mit Einzelwer-

ten (Legende Box-Plot 5. Methodikteil).
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Abbitdung 4: Hiufigkeitshistogramm der in 50
monenuklesiren Zellen ermittelten Werte der
DNA-Migration (image length). Die Werte iiber
32.5 ym liegen oberhalb des Kontroliniveaus
und signalisieren eine DNA-geschiidigte Zelle
(Einzelbeispiel Proband D, 24 h-Prabe),
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Abbildung 5: Verhalten der Myeloperexidase-
konzentration im Plasma (MPO) zu den Zeit-
punkten Ruhe, 0, 3, 24 und 48 h nach Halbma-
rathonbelastung (n = 10), Die Darstellung der
Daten des ELISA-Tests erfolgt als Medianana-
lyse mit Einzelwerten (Legende Box-Plot 5. Me-
thodikteil).

Tabelle 2: Absolute Zellzahlen von Leukozyten, neutrophilen Granuolozyten, Lympho- und Mono-
zyten zu den Zeitpunkten Ruhe, 0, 3, 24 und 48 b nach der Halbmarathonbelastung (n = 19). Dar-
stellung der Daten als Medianwerte (Minima — Maxima), .

Ruhe 0

+3h +24h +48 h

Leukozyten (19° - 1-1)
Neutrophile )
Granuiozyter (10° - 1-1)
Lymphozyten (10° - 1-)
Monozyten (10°- 1-'

23(16- 34)
0.8(04- 69)

69(4.3-103) 125(84-210) 154(113-179) 89(48-102) 7.5(5.8-122

36(20- 58) 101 (50-156) 134( 89-154) 4823 62) 3727 89)
22(10- 42) 09{ 07— 14) 24(14- 33) 27(17- 3.0
07(04- 15)

12{ 08~ 13) 05(06- L4 0403- 08
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Bei 5 Probanden fanden sich 24 h nach
Belastung einzelne mononukledre Zel-
len, die mit Werten des image length
zwischen 80 und 150 pm sehr deutliche
DNA-Effekte aufwiesen (s. Einzelbei-
spiel Abb. 4).

Die im Plasma gemessene Myeloperoxi-
dase (MPO) zeigte direkt nach Ende
des Halbmarathonlaufes erhdhte Werte.
3 Stunden nach Belastung waren diese
Werte wieder riickiiufig, lagen aller-
dings noch oberhalb der Ausgangswerte
in Ruhe. 24 und 48 Stunden nach dem
Lauf war kein Emfluf des Halbmara-
thons auf die MPO-Konzentration mehr
grkennbar (s, Abb, 5). Die CK-Werte
stiegen von 51 (31-101) U--!in Ruhe auf
ein Maximum von 235 (76 - 788) U-i!
24 Stunden nach Belastung an.

Die neutrophiten Granulozyten (s. Tab.
2) lagen direkt und 3 Stunden nach Bela-
stung deutlich, am Folgetag noch leicht
oberhalb der Ausgangswerte. Im 3-Stun-
denwert fanden sich erniedrigte Lym-
phozytenzahlen, wihrend zu diesem
Zeitpunkt ein Anstieg der Monozyten be-
obachtet werden konnte.

In der ber 8 Probanden durchgefiihrien
Durchfluflzytometrie war eing cytoplas-
matische Basalsekretion von HSP70 in
deutlich mehr Mono-und Granulozyten
als Lymphozyten nachweisbar (Abb. 6).
Dabei tag der Ruhewert fiir HSF70 in
den Lymphozyten bei nahe 0%. Nach
Belastung war bei den Mono- und Gra-
nulozyten zu beiden Zeitpunkten ein
deutlicher Anstieg HSP70-positiver Zel-
len erkennbar, wobei von den Granulo-
zyten nach 24 Stunden nahezu 100%
HSP70 exprimierten.

Dic Expression der HO-1 wurde in Lym-
pho-, Monoe- sowie Granulozyten durch
den Halbmarathon deutlich stimuliert (s.
Abb. 7). In allen drei Zellpopulationen
stiegen zu allen Zeitpunkten nach dem
Halbmarathon die Zahl positiver Zellen.
Mit 67% (Median) fand sich bei den Mo-
nozyten schon eine deutliche Basalse-
kretion der HO-1, die in geringerem
MaBe auch bei den Granulozyten (20%)
ermittelt werden konnte. Demgegeniiber
exprimierte nahezu kein Lymphozyt
HO-1 in Ruhe. Die Ergebnisse der Fluo-
reszenzintensitiit zeigten cin im wesent-
lichen &hnliches Verhalten der HSP70-
und HO-1-Expression (Werte nicht ge-
zeigt).
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In dieser Studie wurde erstmalig das Ver-
halten mehrerer Indikatoren fiir oxidati-
ven Stress in verschiedenen Leukozyten-
populationen nach einer intensiven Aus-
daucrbelastung gemeinsam untersucht.
Dabei konnten nach einem Halbmara-
thonwelttkampf sowohl DNA-Schiiden in
den Gesamtleukozyten und in davon iso-
lierten mononukledren Zellen, als auch
eine Zunahme der Expression der Stress-
proteine HSP70 und der Hiamoxygen-
ase-1 (HO-1} in Lympho-, Mono- und
Granulozyten beobachtet werden. Die-
sen Veridnderungen liegt nach bisherigen
Erkenntnissen oxidativer Stress als min-
destens ein kausaler Mechanismus zu-
grunde.

Die in frilhercn Arbeiten nachgewiese-
nen DNA-Schidden in Leukozyten (29,

Abbildung 6: Verglei-
chende Darstellung des
Anteils HSP70-positi-
ver Zellen (%) in den
Lympho-, Mono- und
Granulozyten {(Median-
werte) zu den Zeit-
punkten Ruhe, 3 und
24 h nach der Halb-
marathonbelastung als
Siulendiagramm
(n=8).

Granulozyten

31, 46, 60) 24 Stunden nach kérperlicher
Belastung lieBen sich auch in der vorlie-
genden Studie reproduzieren. Die
gleichzeitige Untersuchung von sepa-
rierten mononuklediren Zellen, bestehend
aus Lympho- und Monozyten, fand einen
deutlich geringeren Anteil DNA-geschi-
digter Zellen im Vergleich zu den Ge-
samtleukozyten. Unter Beriicksichti-
gung der relativen Zellverteilung ent-
springt das hhere Ausmall an DNA-Ef-
fekten in den Gesamtleukozyten somit in
erster Linie Schidden der neutrophilen
Granulozyten und wiirde auch Befunde
von fnowe et al. (32) erkliren, die nach
intensiver Schwimmbelastung 1n isoliert
untersuchten Lymphozyten keinen Hin-
weis auf oxidative DNA-Schiiden beob-
achten konnten. In kausaler Hinsicht
kann das hohere Ausmaf an DNA-Schi-
den der neutrophilen Granulozyten als
Folge des belastungsinduzierten oxidati-

ven Bursts interpretiert werden. Der
auch von anderen Autoren (9, 13) be-
schriebene Anstieg der Myeloperoxidase
im Plasma weist auf eine abgelaufene
Aktivierung und Degranulierung dieser
Zellen hin.

Wie die Hiufigkeitsverteilung in Abbil-
dung 3 zeigt, fanden sich bei einem Teil
der Probanden im 24-Stundenwert in ein-
zelnen Zellen der mononukiefiren Popu-
lation schr ausgeprigte DNA-Effekte.
Wir vermuten, dal} diese Effekte Mono-
zyten zuzuordnen sind, was durch deren
Eigenschaft, dhnlich wie die neutrophi-
len Granulozyten, ROS zu generieren, in
kausaler Hinsicht Bestitigung finden
wiirde. Dabei kinnte der in diesen Zellen
vorliegende belastungsinduzierte oxida-
tive Stress aus einer Bildung von -NO re-
sulticren. -NQO ist neben seinen verschie-
denen Wirkungen auch zu einer Hem-
mung von DNA-Reparaturenzymen (80}
und direkten Schidigung der DNA in der
Lage (70). In-vitro-Versuche deuten dar-
auf hin, daf die -NO-Synthese in stimu-
lierten Makrophagen erst nach 12 Stun-
den ein Maximum erreicht, um dann im
weiteren Verlauf DNA-Schiden dieser
Zellen zu induzieren (18). Dies wire eine
Erkldrung fiir das verzogerte Auftreten
der belastungsinduzierten DNA-Schiden.

Welche genaven Mechanismen zu den
DNA-Eftekte fithren, ist allerdings wei-
ter unklar, Neben einer dirckten Oxidati-
on von Bestandteilen der DNA durch
ROS mufl auch eine Induktion von
Apoptose in diesen Zellen diskutiert

Abbildung 7: Vergleichende Darstellung des Anteils Himoxygenase-1 (HO-1) - positiver Zellen in den Lympho-, Mono- und Granulozyten zu den Zeit-
punkten Robe, 3 und 24 h nach der Halbmarathonbelastung (n = 8), Die Daten der Mediananalyse sind mittels Box-Plot dargestellt (Legende Box-Plot s.

Methodikteit).
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werden, wenngleich das von uns im
SCG-Assay beobachtete Migrationsmu-
ster der DNA ein dafiir eher untypisches
Bild bot (49). Als Auskéser von Apopto-
se, dem programmierten Zelltod, sind
verschiedene Vorginge, insbesondere
auch oxidativer Stress (11), bekannt.
Aulerdem ist eine Induktion unter dem
Einflu von TNFea beschrieben, der bei
den Probanden ebenfalls einen bela-
stungsassoziierten Anstieg aufwies {Da-
ten nicht gezeigt).

Die Halbmarathonbelastung fiihrte auch
zu einer Reaktion der untersuchten
Stressproteine, wobei sich eine zwischen
den einzelnen Zellpopulationen teilwei-
se deutlich unterschiedliche Expression
erkennen lieB. Der Anteil HSP70 positi-
ver Lymphozyten lag sowoht in Ruhe als
auch nach Belastung nahe 0%. Einen
deutlichen Anstieg zeigte die Expression
von HSP70 in den Mono- und Granulo-
zyten 3 Stunden nach Belastung. Zudem
war die Tendenz einer nochmaligen Zu-
nahme am Folgetag zu beobachten. Wie
in Versuchen in der Rattenmuskulatur
gezeigt werden konnte, wird die Indukti-
on von HSP7( durch alleinige Hitzeex-
position, ebenso jedoch durch kérperk-
che Belastung ausgelist (66). Dabei
kann cinerseits eine aus diesen Stresso-
ren resultierende Anhdufung denaturier-
ter Proteine in der Zelle (335), anderer-
seits jedoch auch oxidativer Stress einen
Einflull auf die Expression von HSP70
nehmen. Interessant erscheint, daf ledig-
lich eine intrazellulire ROS-Generie-
rung, nicht jedoch die extrazelluliire Ex-
position der Zellen mit ROS cytoplasma-
tisches HSP70 erhisht (77). Dies kénnte
unsere Beobachtung erkliren, dafl gera-
de die Zellen, welche per se schon eine
ausgepriigte Fihigkeit zur eigenen Pro-
duktion von ROS besitzen, auch ¢ine be-
lastungsinduzierte  Expression  fiir
HSP70 aufweisen, Dies wiire eine durch-
aus sinmvolle physiologische Reaktion,
bediirfen ja gerade Mono- und Granulo-
zyten effektiver antioxidativer Mecha-
nismen, um sich vor Auswirkungen von
oxidativem Stress zu schiitzen.

Die durch den Halbmarathon induzierte
starke Stimulierung der HO-1 sowohl in
Monozyten, als auch Lympho- und Gra-
nulozyten spricht eindeutig fiir das Auf-
treten von oxidativem Stress im Rahmen
dieser Ausdauerbelastung. Denn im Ge-
gensatz zu den Hitzeschockproteinen
wird die HO-1 im Humansystem durch

DEYTSCHE ZEITSCHRIFT FUR SPORTMEDIZIN

oxidativen Stress und nicht primér durch
Hitzestress induziert (62). So fiihrt bei-
spicisweise die Einwirkung von H,0,
iiber die Induktion von Transskriptions-
faktoren zu einer verstirkien Genexpres-
sion der Himoxygenase in Makrophagen
(38). Erstmals konnten Essig et al. (23)
eine gesteigerte Expression der HO-1 auf
RNA-Ebene in zuvor belasteter Musku-
latur von Méusen nachweisen.

Die HO-1 wird als Schutzsystem gegen
oxidativen Stress beschrieben (12, 41,
68, 72, 76). Denaturiertes Myoglobin,
welches nach einer Ausdauerbelastung
verstdrkt anfillt, wird vermutlich Haupt-
substrat der HO-1 sein. Die entscheiden-
den antioxidativen Effekte von HO-1
sind einerseits die Produktion von Biliru-
bin, welches selbst antioxidativ wirksam
ist, indem es die Lipidperoxidation ver-
hindert (12). Zum anderen verursacht
HO-1 eine vermehrte Synthese von Fer-
ritin, welches die Verringerung des intra-
retuliren Pools an freiem Eisen begiin-
stigt. Freies Eisen, welches einen An-
stieg im Gewebe unter kdrperlicher Be-
lastung aufweist (34), induziert bereits in
geringer Konzentration die Generierung
von hochreagiblem -OH iiber die Fenton-
Reaktion. Die starke Ruheexpression der
HO-1 in Monozyten und Granulozyten
spricht fiir diese beiden Zelltypen als
Haupttriger der oxidativen Stressab-
wehr. Unterstiitzt wird dies durch eine
Rekrutierung HO-1-positiver Lympho-
zyten nach Belastung.

Die gesteigerte leukozytire Expression
von Stressproteinen fiihrt zu einem ge-
ringeren Zelltod und dem Erhalt der pro-
liferativen Kapazitit von Leukozyten un-
ter dem EinfluB verschiedener Stresso-
ren (41). Es ist anzunehmen, daB dieser
Mechanismus einen wichtigen Bestand-
teil beim Erhalt der Immunfunktion im
Rahmen héherer korperlicher Belastung
darstellt, Ob durch infiltrierende Leuko-
Zyten exprimierte Stressproteine auch in
der Muskulatur protektive Aufgaben er-
fiillen und Reparaturprozesse beeinflus-
sen, ist unklar, RegelmiBiges Training
erhtht die Belastungstoleranz, wobei die
Adaptationsvorgéinge auch die antioxi-
dativen Enzyme Catalase, Superoxiddis-
mutase {16} und Glutathionperoxidase
(37, 43) miteinschlieBen. Erste Studien
konnten einen Einfluf} von Ausdauertrai-
ning auch auf die Expression von Hitze-
schockproteinen und Himoxygenase in
Leukozyten aufzeigen (24, 50).
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Die prisentierten Ergebnisse liefern einen
Einblick in stressinduzierte Reaktionen in
Leukozyten nach einer intensiven Aus-
dauerbelastung, wobei diese Verinderun-
gen nicht als auf diese Zellen beschrinkte
Mechanismen gesehen werden diirfen,
Aktuelle Arbeiten deuten darauf hin, daB
DNA-Schiiden, Apoptose und die Expres-
sion von Stressproteinen auch in Muskel-
zellen durch akute kirperliche Belastung
induziert werden kinnen. So konnten
Podhorska-Okolow et al. (14) Apoptose-
prozesse in Skelettmuskel- und Endothel-
zellen von Miusen beobachten, die zuvor
einer lingeren erschipfenden Laufbela-
stung ausgesetzt waren. Ebenso an Miu-
sen beschreiben Sandri et al. (59) DNA-
Schiiden nach exzentrischer Muskelar-
beit. Auf der anderen Seite konnte in
Muskelzellen eine gesteigerte Expression
antioxidativer Stressproteine wie HSP70
sowoht im Tierversuch {(66) als auch beim
Menschen (53) als Antwort auf akute kor-
perliche Belastung gezeigt werden. Es ist
anzunchmen, daB diese Vorginge eine
nicht unwesenttiche Bedeutung bei Ent-
stehung und Ablauf des belastungsindu-
zierten Muskelschadens haben (14).

Zusammenfassend besteht alse eine enge
Verbindung zwischen der Aktivitit von
Entziindungsmediatoren, Hitze und oxi-
dativern Stress einerseits sowie Schutz-
mechanismen wie antioxidativen Enzy-
men, Vitaminen und Hitzeschockprote-
inen andererseits. Die bisher vorliegen-
den Erkenntnisse deuten darauf hin, dafl
die genannten Faktoren eine wesentliche
Bedeutung fiir die Stresstoleranz bei kr-
perlicher Belastung besitzen. Welche ge-
naue Rolle sie im Bereich der Regenera-

* tion, der Entwicklung des Ubertrainings-

syndroms oder aber bei der Beeinflus-
sung der Immunabwehr des Sportlers
spielen, bedarf weiterer Validierung.
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