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1 Einleitung

1 Einleitung

Das korperliche Training, wie es von Sportlern im Allgemeinen geplant und gezielt
durchgeflhrt wird, stellt fir den menschlichen Organismus einen nachhaltigen Reiz
fur den Prozess der Gewebsregeneration und Umstrukturierung dar. Hierzu zahlt
auch das Hohentraining. Diese Trainingsform ist in den Trainingsplanen von Aus-
dauersportlern fest verankert. Von der Durchfuhrung eines Hypoxietrainings ver-
sprechen sich Hochleisungssportler grolte Zuwachse der Hamoglobinmasse und
der damit gesteigerten Sauerstofftransportkapazitat, welche Grundlage auch fur
eine Verbesserung der aeroben Leistungsfahigkeit auf Meeresniveau darstellen soll.
Dass dieses Prinzip seine Berechtigung findet, wird durch die Tatsache gestitzt,
dass bei den Olympischen Spielen von Peking mehr als 60% der Medaillen auf den
Mittel- und Langstrecken der Leichtathleten von Laufern, welche in Hohenlagen le-
ben, gewonnen wurden. Unabhangig davon gibt es eine grolde Zahl von Studien, die

sich mit den Wirkungen eines Hohentrainings auseinander setzen.

Auf Grund der veranderten Umweltbedingungen (geringerer O, Partialdruck, trocke-
ne Luft, Temperaturschwankungen etc.) stellt das Hohentraining eine besondere
Herausforderung an die korperliche Leistungsfahigkeit und die regenerative Kapazi-
tat des Athleten dar. Wesentlich fir die Regenerationsprozesse ist u.a. die Interakti-
on peripherer Stammzellen mit den Geweben. Konnte der Zusammenhang von Ge-
websniedergang und dem Auftreten von Mesenchymalen Stammzellen (MSC)
schon in einer Reihe von klinischen Studien belegt werden, so ist deren kausale

Verknipfung mit kérperlicher Belastung erst in jliingster Zeit belegt worden [178].

Bei den verschiedenen Arten peripherer Stammzellen nehmen die Mesenchymalen
Stammzellen, auf Grund ihrer Fahigkeit, sich in eine Vielzahl von Geweben differen-
zieren zu kdnnen (Muskel, Knochen, Knorpel und Epithelgewebe), eine herausra-
gende Stellung ein. Konnte in mehreren klinischen Studien der positive Verlauf einer
Stammzelltherapie mit Mesenchymalen Stammzellen bei verschiedenen Erkrankun-
gen (Ositogenesis imperfekta, Duchenne-Krankheit) dargestellt werden, so ist nahe-
liegend, dass sie auch bei Regenerations- und Adaptationsprozessen, wie sie bei

Trainingsinterventionen auftreten, im Fokus stehen.

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, in wie weit es zu Veranderungen in der
Aktivitdt von MSC unter korperlicher Belastung in Héhe im Vergleich zum Flachland

kommt.
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1 Einleitung

In diesem Zusammenhang werden folgende Thesen aufgestellt:

1.

Korperliche Belastung unter Hypoxiebedingungen in der Hohe wirkt sich po-
sitiv auf physiologische KenngroRen wie VO,max, Laktatschwellen und

Schwimmleistung aus.

. Korperliche Belastung unter Hypoxiebedingungen in der Hohe flhrt zu er-

héhten Parametern des roten Blutbildes (Hadmoglobin, Hamatokrit,

Retikulozyten, Ferritin, I0slicher Transferrinrezeptor).

Korperliche Belastung unter Hypoxiebedingungen in der Hdhe verstarkt die

migratorischen Eigenschaften Mesenchymaler Stammzellen.

Korperliche Belastung unter Hypoxiebedingungen in der Héhe fihrt zu einer
Zunahme der Plasmaspiegel der Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF, wel-
che die migratorischen Eigenschaften der Mesenchymalen Stammzellen be-

einflussen.
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstands

2 Darstellung des aktuellen Forschungsstands

Kapitel 2. beschaftigt sich mit der Darstellung des aktuellen Forschungsstandes der
Anpassungsmechanismen, welche unter Hypoxieexposition im menschlichen Orga-
nismus ablaufen. Hier werden akut auftretende von chronischen Prozessen unter-
schieden. Im Weiteren wird die aktuelle Datenlage im Hinblick auf die verschiede-
nen Hohentrainingsformen erortert. AnschlieRend werden Stammzellen vorgestellt
und besonders ausfuhrlich auf die MSC eingegangen. Zum Schluss des Kapitels
werden die Wachstumsfaktoren und Zytokine, welche im Zusammenhang mit Steue-

rungsprozessen der MSC von besonderer Bedeutung sind, beschrieben.

2.1 Anpassungsprozesse unter Hypoxie

Der folgende Abschnitt befasst sich mit den Effekten von Hypoxie auf den menschli-
chen Organismus. Diese werden ihrem zeitlichen Erscheinen nach in akute und

chronische Reaktionen unterschieden und differenziert beschrieben.

Erste Hinweise auf einen Zusammenhang von einem Hoéhenaufenthalt und deren
Auswirkungen auf den menschlichen Organismus sind in einer chinesischen Chro-
nik zu finden. Hier wird Uber den, wahrend eines Aufenthalts in den Chien Han Shu
Bergen, auftretenden Kopfschmerz berichtet [4]. Diesen Bericht kann man als erste
Beschreibungen einer leichten Form der akuten Bergkrankheit (acute mountain
sekness AMS) betrachten. Besonders durch die Entwicklung der Heilluftballonfahrt
wurden weitere Erkenntnisse Uber das Verhalten des menschlichen Korpers unter
Hypoxieeinfluss gefunden. Hervorzuheben ist hier der Bericht von Tissandier Uber
die Fahrt mit ihrem HeiRluftballon Zenith von 1875. Bei diesem Flug erreichten sie
eine Héhe von ca. 7500m und obwohl auf Hinweise von Paul Bert Sauerstoff mitge-
nommen wurde, starben auf dieser Fahrt die Ballonpioniere Joseph Coceé-Spinelli
und Theodore Sivel an den Folgen der starken Hypoxiebelastung [200]. Paul Bert
war es auch, der eine Unterdruckkammer konstruierte, in welcher er den geringen
Sauerstoffpartialdruck der Bergluft herstellen und dessen Einfluss auf den menschli-
chen Korper untersuchen konnte. Bei seinen Experimenten erkannte er die Hypoxie
als Ausloser der Hohenkrankheit und belegte durch seine Beobachtungen, dass

durch Sauerstoffgabe deren Symptome gelindert werden kénnen.
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstands

Abb. 1: Darstellung der Unterdruckkammer von Paul Bert [11]

Bei der weiteren Betrachtung mussen drei Begriffe genauer definiert werden: Akkli-
matisation, Adaptation und Deterioration. Akklimatisation bezeichnet die Summe
aller physiologischen Prozesse, welche bei Hypoxieexposition auftreten und die
Sauerstoffversorgung entgegen des niedrigen Sauerstoffgehaltes der Luft aufrecht-
erhalten. Unter Adaptation versteht man alle biologischen Veranderungen, welche
sich Uber Generationen hinweg bei Bergbewohnern entwickelt haben und einen
evolutiondren Selektionsvorteil darstellen. Deterioration bezeichnet den Zustand,
welcher nach mehrwochigem Aufenthalt in Héhen tUber 5500m oder nach einigen
Tagen auf Gber 8000m auftritt, und von Symptomen wie Ubelkeit, Appetitlosigkeit,
Gewichtsverlust, Erschopfung, Verlangsamung der kognitiven Leistungsfahigkeit

und ein eingeschranktes Beurteilungsvermogen, gekennzeichnet ist.

Betrachtet man nun zunachst die akuten Reaktionen des menschlichen Organismus
auf eine Hypoxieexposition, so sind in Abhangigkeit vom Grad der Hypoxie eine
zunehmende Ruhetachykardie und Hyperventilation zu verzeichnen. Neben dem
Cardiorespiratorischen System ist aber vor allem das zentrale Nervensystem in sei-
ner Funktion beeintrachtigt. So machen sich schon ab ca. 1500m ein vermindertes
Nachtsehen bemerkbar [158]. Bei 4000-5000m tritt neben einem leichten Kribbeln
an den Fingern und in der Mundregion auch Schwindel auf. Bei weiter steigendem
Grad der Hypoxie tritt schon ab 5000m bei einigen und oberhalb von 7000m bei den
meisten nicht akklimatisierten Probanden eine Bewusstlosigkeit auf [186]. In Abbil-

dung 2 ist das Auftreten der erwahnten Symptome schematisch dargestellit.
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstands

Kribbelnin den
Beeintrachtigungdes Fingern, — 4
Nachtsehens Schwindel

Zeit bis zum Eintritt der Bewusstlosigkeit [min]

I I | I I | I [
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Hoéhe [m]

Abb. 2: Auftretende Symptome bei akuter Hypoxieexposition.

Die Kurve am rechten Rand der Abbildung symbolisiert die bis zum Eintreten der Be-
wusstlosigkeit verstreichende Zeit. (modifiziert nach West et al [211])

Diese Befunde stehen im starken Gegensatz zu der Tatsache, dass Bergsteiger
nicht nur in der Lage sind, in extremen Ho6hen, etwa auf dem Nanga Parbat
(8126m), dem K2 (8611m) oder dem Mount Everest (8848m), bei Bewusstsein zu
bleiben, sondern vielmehr sich zusatzlich extremen koérperlichen Strapazen auszu-
setzen und eben diese Berge, zum Teil ohne zusatzlichen Sauerstoff, zu ersteigen.
Um in der Héhe weiterhin Uberleben zu kénnen und leistungsfahig zu bleiben, rea-
giert der menschliche Organismus auf Hypoxie mit kurzfristigen und langer dauern-
den Akklimatisationsanpassungen. Hiervon ist jedes an dem Gasaustausch beteilig-
te Organsystem betroffen. Am schnellsten reagiert das Cardiorespiratiorische Sys-
tem auf Hypoxie, es kommt fast unmittelbar mit Beginn der Hypoxieexposition zu
Tachykardie und Hyperventilation. Stunden spater kommt es zu einer gesteigerten
Diurese, auch als Hohendiurese bezeichnet, welche steigende Hamatokrit- (Hct)
und Hamoglobinwerte (Hb) bewirkt. Somit ist fir eine 6konomischere Herzarbeit
gesorgt, weil jetzt pro Blutvolumen unmittelbar mehr Sauerstofftrager zur Verfligung
stehen, ohne dass Erythrozyten neu gebildet werden mussten [87]. Als langerfristige
Veranderung ist unter anderen eine gesteigerte Erythropoese, eine grofRere Kapil-
lardichte in der Muskulatur und Veranderungen in Bezug auf die Konzentration der
oxidativen Enzyme zu nennen. Zudem unterliegt die Atemfrequenz langerfristigen
Einflissen, so dass es neben der akut auftretenden Hyperventilation bei chronischer
Hypoxiebelastung (nach etwa Jahren) zu einer Hypoventilation kommt. Abbildung 3
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstands

stellt den zeitlichen Verlauf der auftretenden Akklimatisations- und Adaptationsme-

chanismen dar. Anschlieltend werden die Akklimatisationsmechanismen detaillierter

dargestellt.
Akklimatisation Adaptation
| Akut | Chronisch | Chronisch | Generationen
?
PHPR
HVR
Cap.Dens.
[HB]
CO, VR
/_2\ Hypoventilation
Hyperventilation —
Herzfrequenz
[ I I I I I I I I I I ]
0.1 1.0 10 100 1.0 10 100 3 30 300 3000 30x103
L——— Minuten I Tage o Jahre —— 1

Logarithmische Zeitachse

Abb. 3: Zeitliches Auftreten verschiedener Akklimatisations- und Adaptationsprozesse
(Modifiziert nach West et al [211])

2.1.1  Akute Anpassung

Im folgenden Abschnitt werden die akut auftretenden Anpassungsmechanismen des

menschlichen Organismus auf die Hypoxieexposition beschrieben.

2111 Atmung

Die Zunahme der Atemfrequenz unter Hypoxie stellt einen der am schnellsten ein-
tretenden Akklimatisationsmechanismen dar. Hierdurch wird ein zu grof3er Abfall
des Sauerstoffpartialdruckes im Blut (PaO,) verhindert. Vermittelt wird sie durch die
Aktivierung der sauerstoffsensiblen Nerven in den peripheren Chemorezeptoren der
Glomera Carotica und Aortica, welche ihre Signale an das in der Medulla Oblongata
lokalisierte Atemzentrum weiterleiten. Sie sind zum einen an der Gabelung der

Arteria Carotis Communis in die Arteria Carotis Externa und Arteria Carotis Interna,
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstands

und zum anderen entlang des Aortenbogens lokalisiert. Mit 20 ml/min/g gehdren sie
zu den am besten durchbluteten Geweben des menschlichen Koérpers (Gehirn 0,8
ml/min/g). Ein fallender arterieller O, Druck, steigende arterielle CO, Werte und ein
zunehmender pH-Wert des Blutes verursachen eine Aktivitatssteigerung und resul-
tieren letztlich in einem gesteigerten Atemminutenvolumen (AMV). Hier lassen sich
drei Phasen der Antwort auf Hypoxie differenzieren. In den ersten Sekunden bis
zehn Minuten ist eine Zunahme des AMV festzustellen. In den nachsten 20 -30 Mi-
nuten ist ein Rickgang des AMV fast auf das Ausgangsniveau zu beobachten. Der
diesem Phanomen zugrunde liegende Mechanismus ist bislang noch unklar [190]. In
den nachsten Tagen folgt wieder eine Steigerung des AMV bis dann um den 10.
Tag herum das Maximum erreicht wird. Jetzt fallt das AMV wieder leicht ab, bleibt
aber oberhalb der Ausgangswerte. Noch Wochen nach Ende der Hypoxieexposition
wird ein gesteigertes AMV beobachtet [176]. Der anhaltende Anstieg des AMV Uber
Wochen ist durch eine strukturelle VergroRerung der Glomerula zu erklaren. Wah-
rend eine Sensibilitatserh6hung zentraler Chemorezeptoren auf den CO,-Wert als
Erklarung fir das nach Rickkehr auf Meeresniveau weiterhin erhéhte AMV gilt. Al-
lerdings fallt diese Atemantwort nicht immer uniform aus. So lassen sich hier
.fesponder”, bei denen die Steigerung des AMV besonders ausgepragt ist, von
,weak respondern®, bei denen eine geringe Veranderung des AMV registriert wird,
unterscheiden. Besonders Hochleistungssportler weisen gegen tber Normaltrainier-
ten eine geringere Stimulierbarkeit des Atemminutenvolumens auf. Bei Personen,
welche ein Hohen-Lungenddem entwickelten, fiel ebenfalls eine geringe Steigerung
des AMV auf [8;9;89;190]

21.1.2 Herzfrequenz

Schon nach wenigen Minuten ist unter Hypoxiebedingungen eine Steigerung der
Herzfrequenz zu verzeichnen. Betrachtet man nun das Herzminutenvolumen (HMV),
als eine Integration von Herzschlagvolumen und Herzfrequenz pro Zeiteinheit, so
ist es unter akuter Hypoxie sowohl in Ruhe als auch bei submaximaler Belastung
erhoht, das maximale HMV hingegen vermindert. Bei langer dauernder
Hypoxieexposition gehen die Werte des HMV, als Ausdruck einer suffizienten Ak-
klimatisation, in Ruhe und bei submaximaler Belastung wieder auf die Ausgangs-
werte zurlck. Das maximale HMV bleibt weiterhin vermindert [89]. Die verminderten
maximalen HMV-Werte kdnnen als kardioprotektiver Mechanismus verstanden wer-

den. So wird eine Ubermalige Belastung unter Hypoxie verhindert. |hr zu Grunde
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstands

liegt wahrscheinlich eine Herunter-Regulierung der [(-Rezeptoren, hervorgerufen
von der unter Hypoxie gesteigerten Sympathikus-Aktivitat und den damit verbunde-
nen erhdhten Katecholaminspiegeln [163]. Zudem werden hohe Blutflussgeschwin-
digkeiten verhindert, was besonders in den Kapillaren der Alveolen zu kurzen Kon-
taktzeiten und somit einer schlechteren Beladung der Erythrozyten mit O, flhren
wurde. Betrachtet man die Differenz von Ruheherzfrequenz und maximaler Herzfre-
quenz fur unterschiedliche Hohenniveaus, so fallt auf, dass ca. 130 Schlage auf
Meeresniveau ca. 90 auf 4000 m und 30 bei knapp 9000 m gegenuberstehen. Zu-
sammenfassend lasst sich festhalten, dass mit steigender Hohenexposition das als
Leistungsreserve zur Verfigung stehende HMV (Differenz von Ruhe und maxima-
lem HMV) auf ca. 20% des Ausgangswertes zurtickgegangen ist. (siehe auch Abbil-
dung 4.).

200 —
180 —

160 —

140 —

120 —

100 —

80 7 A Fy
A
60 —{ A A =HF Ruhe

Herzfrequenz [Schlage/ Minute]

0 2000 4000 6000 8000
Héhe [m]

Abb. 4: Veréanderung der Ruhe- und der maximalen Herzfrequenz auf verschiedenen Hohen
[8:89]
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstands

2.1.2 Chronische Anpassung

Im nachten Kapitel werden die langerfristigen Anpassungsmechanismen auf eine

Hypoxieexposition beschrieben.

2121 Hypoxie-Induzierbarer Faktor - 1 (HIF-1)

Wurden die akuten Reaktionen auf Hypoxie durch Chemorezeptoren vermittelt,
konnte als grundlegendes Element der Induzierung chronischer Adaptationsmecha-
nismen der HIF-1 identifiziert werden. HIF-1 ist ein ubiquitdr vorkommender Trans-
kriptionsfaktor und Mitglied der basic-helix—loop-helix (bHLH)-PAS Familie [80]. HIF-
1 ist ein heterodimeres Protein, welches aus der sauerstoffsensitiven HIF-1a (120
kDa)-Untereinheit und der HIF-1B (91-94 kDa) -Einheit aufgebaut ist [182;183;207].
Zwei weitere Proteine dieser Familie wurden identifiziert. HIF-2 und HIF-3, deren
Vorkommen allerdings sehr organspezifisch ist und deren Funktion noch nicht ge-
nau eingegrenzt werden konnte [210]. HIF-1a und HIF-1B werden konsekutiv in
Geweben vieler Spezies (Mensch, Wirbeltier, Wurm Insekt) exprimiert [24;210]. Der
Aktivitdtszustand von HIF-1 hangt ausschliellich von der durch Hypoxie ausgelos-
ten Stabilisierung der a-Untereinheit ab. Schon nach wenigen Sekunden unter
Hypoxie erhdht sich die Konzentration von HIF-1a in den Geweben [104] und ver-
ringert sich nach Minuten unter Normoxie. Dabei scheint der Grenzwert der Sauer-
stoffkonzentration bei ca. 35mmHg zu liegen. Oberhalb wurde in HeLa-Zellen kein
HIF-1a identifiziert [105]. Bei Mausen, welche fir vier Stunden einem pO, von 6%
ausgesetzt wurden, erhdhte sich die HIF-1a- Konzentration gewebespezifisch und
erreichte nach 1-4 Stunden in Gehirn, Niere und Leber einen maximalen Wert. Bei
weiteren an Mausen durchgefihrten Untersuchungen konnte HIF-1a allerdings auch
unter Normoxie in verschiedenen Organen (Gehirn, Herz, Leber, Niere und Skelett-
muskel) nachgewiesen werden. So liegt der Schluss nahe, dass eine geringe Kon-
zentration von HIF-1a notwendig ist, um eine basale Genexpression sicherzustellen,
die fir die lebensnotwendige Energiebereitstellung unumganglich ist. ,HIF-1a
knockout Mauseembryos® sterben intrauterin auf Grund von Fehlentwicklungen am
Herzen und dem Rickenmark [100;119;175;192] .

HIF-1a wird kontinuierlich gebildet und bei Anwesenheit von O, uber eine
Ubiqitin/Proteasom-Degradationskaskade abgebaut. Hierbei wird HIF-1 durch das
Anhangen von OH-Gruppen markiert. So gekennzeichnet durchlauft es einen vor-
gegebenen intrazellularen Entsorgungsprozess, bei dem unter Interaktion mit dem

Hippel von Landau Tumorsuppressor Protein (pVHL) und der darin enthaltenen
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstands

Ubiquitin Ligase der finale Abbau durch Proteosomen eingeleitet wird (ABB)
[40;137;149;220]). Neben der sehr prazise beschriebenen sauerstoffabhangigen
Stabilisierung von HIF-1a kénnen auch Zytokine, Hitze, NO und Insulin die gleiche

Wirkung auf HIF-1a entfalten [102;111;153].

Normoxie Hypoxie
_ .— |3 o
— —O |.|_'_ Itze I"’SUIin NO
a T T
HO— a 0
e LS
B 3
E Hydroxylierung zweier E
T Prolinreste T
-OH
a
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=1l 3
E T pHVL Aktiviert o
T Ubiquitin Ligase E’
S i
I

proteasomaler Abbau

Abb. 5: Prozessierung des HIF-a bei Normoxie und Hypoxie
(modifiziert nach Mooren et al [54])

Ist der HIF-1a stabilisiert, dringt er in den Zellkern ein und bindet dort zusammen mit
der HIF-1B-Untereinheit und anderen Co-Faktoren an den Hypoxie-Response- Ele-
menten der sauerstoffabhangigen Gene. Das bekannteste ist in diesem Zusam-
menhang das Erythropoetin-Gen. Des Weiteren steht eine Vielzahl von Genen unter
dem Einfluss von HIF-1. Diese kénnen in drei Gruppen eingeteilt werden. Gene des
Sauerstofftransportes, der Gefalregulation und der anaeroben

Energiebereitstellung. Tabelle 1 liefert eine Zusammenfassung dieser Gene.

Seite | 10



2 Darstellung des aktuellen Forschungsstands

Tab. 1: Ubersicht der HIF-1 Zielgene [210]
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41
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53

(13

198

21.2.2 Erythropoese

Einer der Hauptgrunde fur einen Trainingsaufenthalt in den Bergen ist die Zunahme
der Hamoglobinmasse und der damit verbundenen VergroRerung der Sauerstoff-
transportkapazitat. Schon Paul Bert vermutete 1878 in seinem Buch ,La Pression
Barométrique®, dass die Hoéhenadaptation mit einer Vermehrung der Erythrozyten
und des Hamoglobins zusammenhange [11]. Diese Vermutungen wurden von Viault
1890 [205] bestatigt und anschlieffend in einer Vielzahl von Studien, welche physio-
logische Untersuchungen in Zusammenhang mit Hypoxieexposition durchflihrten,
untermauert. Zwei wesentliche Anpassungsmechanismen stehen hierbei im Vorder-
grund. Zum einen die hypoxiebedingte Abnahme des Plasmavolumens, und zum
anderen die Neubildung von Erythrozyten (Erythropoese). Tritt die HOhendiurese
schon nach wenigen Stunden auf, kommt die Erythropoese erst nach 7-10 Tagen
zum Tragen und erreicht ein ,stady state” nach sechs Monaten. Fir die Héhendiu-

rese scheinen neben einer geanderten Nierendurchblutung, die Hyperventilation, die
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reduzierte CO,-Konzentration des Blutes und hormonelle Veranderungen [87] wie
die Synthese und Freisetzung von Adrenomedullin (AM) verantwortlich zu sein. AM
ist ein Polypeptid mit diuretischen, natriuretischen und vasodilatorischen Wirkungen.
Es wird in einer Vielzahl von Geweben produziert, besonders in epithelialen- und
glatten Muskelzellen [82]. Bereits nach zwodlf Stunden sind erhéhte AM-Werte im
Serum festzustellen. AM vermindert die Wirkung von Vasopressin und Aldosteron
und induziert somit eine Zunahme des renalen Blutflusses und vermehrte Diurese.
Folglich wird ein zeitnaher Anstieg der Hamoglobin- und Hamatokritwerte erzielt und
gleichzeitig die Sauerstofftransportkapazitat des Blutes, sowie die Versorgung der
Gewebe mit O, verbessert. Auf der anderen Seite werden eine Neubildung von
Erythrozyten und die damit verbundene Zunahme der HB-Masse nach funf bis sie-
ben Tagen evident. Schon wenige Stunden nach Beginn der Hypoxiebelastung
steigt die Erythopoetinkonzentration an und erreicht nach 24 Stunden sein Maxi-
mum. Dabei kénnen die Erythopoetinwerte auf das Vierfache des Ausgangsniveaus
steigen. Erythropoetin verhindert die Apoptose der eryrthozytaren Vorlauferzellen im
Knochenmark und induziert mit weiteren Wachstumsfaktoren (SCF, IL 1,3,6) die
Proliferation und Differenzierung. Nach ca. 3-5 Tagen ftreten die ersten
Retikulozyten im peripheren Blut auf und verlieren nach ca. vier Tagen die Reste
des sich auflésenden Zellkerns, um so die finale Differenzierung erreicht zu haben.
Weitere Zeichen einer beginnenden Erythropoese sind steigende Konzentrationen
von Transferrin, dem ldslichen Transferrin-Rezeptor und einem leicht sinkenden
Ferritin-Spiegel [166;169;171;180;209].

2.1.2.3 Muskuldre Anpassung

Neben den Veranderungen im roten Blutbild, ist der Skelettmuskel ein weiteres Or-
gansystem, welches unter Hypoxie von gravierenden Veranderungen betroffen ist.
Es treten hier Veranderungen in Hinblick auf die Sauerstoffversorgung und die Sau-
erstoffverwertung auf. Als eindrucksvollste Veranderung ist hier der eintretende
Masseverlust zu nennen. Wahrend einer Himalaya-Expedition wurde die Reduktion
der Képermasse um 5-10% bei gleichzeitiger Abnahme des Muskelvolumens ver-
zeichnet [90]. Diese Veranderungen wurden auch bei einer suffizienten Nahrungs-
und Flussigkeitszufuhr registriert [113]. Des Weiteren wurde eine verminderte corss
sectional area der Muskulatur um bis zu 20% bei Bergsteigern, welche acht Wochen
auf Uber 5000 m gelebt hatten, nachgewiesen [90]. Vergleichbare Reduktionen bei
Typ | und Typ Il Muskelfasern wurden im Rahmen der Operation Everest |l erhoben

[136].
Seite | 12



2 Darstellung des aktuellen Forschungsstands

Allerdings wurden noch keine Muskelfasertyptransformationen, welche sich auf den
Einfluss von Hypoxie zurtckfihren lassen, beobachtet [79]. Auf Grund der Muskel-
faseratrophie steigt die Kapillardichte um bis zu 12% an, ohne dass das Kapil-

lar/Muskelfaser-Verhaltnis verandert ist. Hier durch ist nun flr eine Verklrzung der
Diffusionsstrecken  gesorgt worden. Dieser Befund widerspricht einer
Neovaskularisierung des Muskels unter Hypoxie. Doch ist dies nicht unumstritten.
Neuere Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass es doch durch den Einfluss
von VEGF zu einer Neubildung von Kapillaren kommen kann. Allerdings mehren
sich Hinweise darauf, dass neben der Hypoxie, in viel starkerem Malie andere Fak-
toren, wie steigender oxidativer Stress, inflammatorische Zytokine und eine steigen-
de Laktatkonzentration, an der Indizierung der VEGF Freisetzung beteiligt sind
[20;21]. Bei mehreren Untersuchungen wurde eine verminderte oxydative Kapazitat
des Muskels, durch Reduktion der Cytochromoxidase und Succinat Dehydrogenase,
beobachtet [72;83;96;136]. Eine um 20% geringere Mitochondriendichte wurde nach
einem achtwochigen Aufenthalt auf Gber 5000 m verzeichnet. Hier trat die gréfite
Reduktion an Mitochondrien bei den Bergsteigern mit der gréften
Mitochondriendichte vor der Hypoxieexposition auf. So wurden die verbleibenden

Mitochondrien mit verhaltnismaRig mehr Sauerstoff versorgt [20;91;92].

2.2 Hypoxietraining

Als urspringliche Form des Hbhentrainings gilt das Konzept des ,oben Trainierens
— oben Schlafens” (live high — train high, LH-TH). Hierbei trainiert der Athlet in der
Hohe und verbringt auch seine Ruhephasen auf gleicher Hohe. Der Nutzen dieser
Trainingsform wird kontrovers diskutiert. Konnte in frihen Studien eine positive
Auswirkung des LH-TH im Hinblick auf die Leistungsfahigkeit auf Meeresniveau
gezeigt werden, so wurden diese Ergebnisse in anderen Untersuchungen nicht re-
produziert. Demgegeniber besteht im Hinblick auf die Effizienz eines LH-TH-
Trainings in Vorbereitung auf einen Wettkampf in der Hohe kein Zweifel.

Eine weitere Tatsache ist, dass viele Langstreckenrekorde von Athleten gehalten
werden, welche sich in Héhenlagen vorbereitet haben oder gar in groRen Hoéhenla-
gen leben, z.B. in Kenia. Bei den Olympischen Spielen von Peking wurden mehr als
60% der Medaillen auf den Mittel- und Langstrecken der Leichtathleten von Laufern
aus Ostafrikanischen Staaten gewonnen. Doch sind bei der Durchfuhrung eines
Hohentrainings zum einen Probleme hinsichtlich der Belastungssteuerung auf
Grund veranderter Reaktionen von belastungsabhangigen Parametern wie Herzfre-

quenz und Laktat zu I6sen.
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Zum anderen steigen mit zunehmender Héhe (ab 2500 m . NN) die gesundheitli-
chen Gefahren. Hier sind besonders die akute Bergkrankheit sowie Lungen- und
Hirnédeme zu nennen.

Halt man sich die Gefahren und die Ungewissheit Uber den Erfolg eines Hohentrai-
ningslagers vor Augen, so ist es nicht verwunderlich, dass sich ausgehend von ei-
nem LH-TH-Konzept weitere Trainingsdesigns entwickelten. Grundlage fir diese
Weiterentwicklung war u. a. auch die Moéglichkeit, verschiedene Hypoxiezustande zu
simulieren. Anfangs wurden Uber Masken Luftgemische mit verschiedenen Sauer-
Stoffkonzentrationen verabreicht. Spater entstanden Hypoxieforschungs- und -
Trainingszentren. Als eines der Ersten ist das Forschungszentrum in Kienbaum in
der ehemaligen DDR gegriindet worden. Hier war man in der Lage, hypobare
Hypoxiezustédnde zu simulieren und deren Auswirkungen auf den Organismus zu
untersuchen. Weitere Zentren, so genannte Stickstoffhauser, entstanden in Skandi-
navien. Hier wird der Luft nicht der Sauerstoff entzogen, sondern mit Stickstoff an-
gereichert. Das heil3t also, dass die normale Zusammensetzung der Luft
(20,9%Sauerstoff, 78,2% Stickstoff, 0,9% Edelgase und Kohlendioxid) verandert
wird und der Sauerstoffanteil zugunsten des Stickstoffanteils reduziert wird. So kann
das Gasgemisch verschiedener Hohen simuliert werden. Ausgehend von den neu
entstandenen Moglichkeiten bildeten sich eine ganze Reihe weiterer Trainingskon-
zepte aus. Von der anfanglichen Methodik des LH-TH haben sich heute verschiede-
ne Verfahren des Hypoxietrainings abgeleitet. Zunachst verfolgte man die Strategie
des ,unten Lebens und in der Hohe Trainierens® (live low — train high, LL-TH).
Verschiedene Autoren konnten nachweisen, dass die die aerobe Leistungsfahigkeit
begrenzenden Indikatoren (z.B. Hb, Hct, EPO, VOana) verbessert werden kdnnen,
wenn das Design LL-TH in der Trainingsphase angewendet wird. Truijens [202]
konnte in einer Double-blind Placebo-Studie mit Schwimmern nach einem finfwo-
chigen Training signifikant gesteigerte VO,max-Werte demonstrieren. Der Hb und
der Hct blieben jedoch unverandert. Die Probanden zeigten zudem eine signifikant
verbesserte Leistung in den Wettkampftests (100 m und 400 m). Differierende Er-
gebnisse, verglichen mit denen von Truijens, konnten Hendriksen und Meeuwsen
[86] darstellen. In einer Untersuchung mit 16 Triathleten konnte durch ein tagliches
zweistundiges Radtraining Uber einen Zeitraum von zehn Tagen unter hypobaren
Hypoxiebedingungen die VO,max der Probanden nicht gesteigert werden. Jedoch
zeigten die Hb- und Hct-Werte signifikante Anstiege.

Die Gruppe um Levine [128] untersuchte das Trainingsdesign des in der Hohe

Schlafens und im Flachland Trainierens (live high — train low, LH-TL). Nach den
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Ergebnissen scheint diese Methode eine effektive Strategie zu sein, die aerobe
Leistungsfahigkeit zu steigern. Hierbei wird versucht, die Akklimatisationsreaktionen
(u.a. Vermehrung der Erythrozytenmasse) auszulésen, aber die Schwierigkeiten,
welche die Steuerung von Intensitaten betreffen, zu umgehen. Levine und Stray-
Gundersen (1997) untersuchten moderat trainierte Laufer. Sie lielen die erste
Gruppe auf 2500 m G. NN leben und auf einer Héhe von 1300 m . NN trainieren,
die zweite Gruppe trainierte und schlief oben, und eine dritte Gruppe blieb im Flach-
land. FUr die erste Gruppe konnte gezeigt werden, dass sie ihre Erythrozytenmasse,
ihre VO2max und die 5000-m-Wettkampfzeit im Flachland verbesserte. Die zweite
Gruppe verbesserte sich nur im Hinblick auf die Erythrozytenmasse und die
VO2max, nicht aber beziglich der 5000-m-Zeit. Die Gruppe 3 schlielich verbesser-
te sich Uberhaupt nicht. Eine spatere Untersuchung mit Elite-Laufern brachte ver-
gleichbare Ergebnisse. Beiden Untersuchungen ist die Tatsache gemein, dass sich
bei den Ergebnissen eine grole interindividuelle Varianz bei der Reaktion auf Hypo-
xie zeigte [191].

Hierauf basiert die Annahme sog. ,Responder‘/,Non-Responder, d.h. solchen Per-
sonen, die auf eine Hohenintervention besonders und solchen, die besonders
schwach oder gar nicht reagieren. Die Gruppe der ,Responder” reagierte mit einer
Verbesserung der aeroben Leistungsfahigkeit, wahrend die ,Non-Responder den
Hypoxiereiz nicht mit den entsprechenden Reaktionen beantworteten. Friedmann et
al. [66] untersuchten in diesem Zusammenhang die Veranderungen des EPO-
Spiegels als moéglichen pradiktiven Parameter. Sie setzten ihre Probanden einem
akuten Hypoxiereiz (4 Stunden auf 2500 m 4. NN) aus, bestimmten die EPO-
Spiegel vor und nach der Hypoxie und untersuchten, inwieweit sich die Veranderun-
gen bei einem folgenden Hohentrainingslager mit einer Zunahme der
Erythrozytenmasse korrelieren lieBen. Es konnte gezeigt werden, dass zwar die
Athleten, die mit einem hohen EPO-Anstieg auf die akute Hypoxie reagierten, dies
auch zu Beginn des Hbhentrainings wiederholten, dieser Anstieg aber nicht mit ei-
ner Zunahme der Erythrozytenmasse nach der Hypoxiebelastung korrelierte.
Brugniaux [23] gingen der Frage von moglichen gesundheitlichen Risiken des LH-
TL-Konzepts nach. Sie lieBen 41 Probanden auf 1200 m . NN trainieren und auf
Hohen zwischen 2500m und 3500m 4. NN schlafen. Bestimmt wurden die Leukozy-
ten, die arterielle Sauerstoffsattigung (Sa0,), und der Lake Louise AMS Score’. Die

Autoren konnten zeigen, dass alle Hohenexpositionen keine Auffalligkeiten im Lake

! Standardisierter Fragebogen zur Diagnose und Verlaufskontrolle der AMS [39]
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Louise AMS Score nach sich zogen. Nur bei der Gruppe, die auf 3500 m 4. NN
schlief, waren die Leukozytenwerte erniedrigt. Als Konsequenz empfehlen
Brugniaux et al. (2006), Héhen von mehr als 3000 m U. NN im Rahmen eines LH-
TL-Trainings zu meiden. Robach et al. [169] untersuchten, inwieweit sich die Werte
fur die Erythrozytenmasse, die VO,max und die 2000-m-Wettkampfzeit bei 18
Schwimmern veranderten. Sie stellten eine Zunahme der Erythrozytenmasse nur in
der Héhengruppe fest, wahrend die VO,max leicht in beiden Gruppen anstieg, die
2000-m-Zeit aber unverandert blieb. Bei den Tests, die 14 Tage nach dem Aufent-
halt in der HOhe durchgefuhrt wurden, konnten nur noch Werte, die dem Ausgangs-
niveau entsprachen, festgestellt werden.

Tabelle 2 gibt einen Uberblick zu den aktuellen Héhentrainingsstudien.
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstandes

Tab. 2: Ubersicht LH-TH

14 Tage Schlafen auf 2100 m Trai-
ning auf 2700m; Skilanglauf, Roller-
ski, Laufen; Danisches NT .keine
Kontrollgruppe

nicht analysiert

Lnd

31 Tage auf 2690 m; Radtraining;
Australisches NT; keine KG
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstandes

Tab. 3: Ubersicht LH-TL

Autor

Brugniaux
et al. 2006[23]

Brugniaux
et al. 2006

Robach
et al. 2006[169]

Fiedmann
et al. 2005[66]

Hinckson/Hopkins
2005

Clark
et al. 2004[38]

Stray-Gundersen
et al. 2001[191]

Intervention / LH-TL

Laufen; 18 Tage Training auf 1200
m, Tag 1-6 auf 2500 m,

Tag 7-18 auf 3000 m in normobarer
Hypoxie leben (14 Std/Tag) LH-TL

Skilanglauf, Laufen, Schwimmen;
KG, HG; Training auf 1200 m (bei-
de Gruppen); Schlafen auf 2500 m,
3000 m und 3500 m (HG, zwischen
5-12 Nachte) LH-TL

13 Tage Schwimmtraining auf 1200
m (KG), Tag 1-5 auf 2500 m, Tag 6-
13 auf 3000 m in normobarer
Hypoxie leben (16 Std/Tag) LH-TL

Akute Hypoxie (4 Std); Normobare
Hypoxie (2500 m);

3 Wochen Trainingslager (LH-TL,
2100-2300 m); 60-70 km/Woche
Schwimmen

Cross-over; 4 Wochen, ~10
Std/Tag Hohe; Normobare Hypoxie
(2500-3500 m); Individuelle Trai-
ningssteuerung Laufen; LH-TL

Rad, Triathlon; 3 Gruppen (LH-TLc,
LH-TLi, KG);

Individuelles Training Laufen; hoch-
intensiv auf 1250 m Hohe, weiteres
Training zwischen 2000 m und
2800 m; LH-TL

11

41

HbMasse

Hb, Hct: «;

Retikulozyten: sign. { (beide
Gruppen); HbTotal: sign. ©
(in HG bei Post 1, +10,1 %)
Leukozyten: sign. ¢

(Ski bei Post 2), sign. ©
(Schwimmer bei Post 1), <
(Laufer)

Hb, Hct: «; Retikulozyten: sign.
V (KG); Hbmass, RBCV: sign. T
(HG) 1-2 Tage danach

Hb, Hct < 10 Tage nach Hypo-
xie; HbTotal sign. T (+8 %) 10
Tage nach Hypoxie

Hb (-3,3 %), Het (-3,1 %) 1
Woche nach Héhenphase

Hb, Hct: «;

Hb: sign. T (nach akuter H6he,
chronischer Hohe und Ruick-
kehr Flachland); Hct: sign. ©
(nach chronischer Hohe und
Rickkehr

VO2max/Schwelle

VO;max: sign. ©
(HG, +9,6 % Post 1, +5,2
% Post 2); < (KG)

VO;max: « (beide Grup-
pen)

Schwimm-Stufentest:
sign. T, Maximalleistung
und Leistung an Schwelle
(+2-3 %) nach Hohen-
training
Ausbelastungslaufe:
11-2%

VO2max: < (in allen
Gruppen nach Hohen-
training)

VOzmax: sign. T (+3,0 %)

Sonstiges

EPO: «; sTfR: sign. T (wah-
rend Training +17,4 %, Post 1
+27,4 %, Post 2 +24,2 % in
HG)

ASa0-e: sign. ¢ (Schwimmer,
Laufer)

EPO: sign. { (beide Gruppen
wahrend Training); sTfR: sign.
T (beide Gruppen wahrend
Training); Ferritin: «

EPOQO: sign. T nach 4 h akuter
Hypoxie (+58,3 %) und nach
Tag 1 & 2 in Hohe (+51,8 %)

Ferritin: «; MCT1,

MCT4: < (nach Hohentraining);
Pufferkapazitat: < (nach
Hoéhentraining)

Ferritin: ©; EPO: sign. T (nach
akuter Hohe, chronischer
Hohe), sign. ¢ (Ruckkehr
Flachland)

Wettkampf

2000 m-
Leistung: <

2000 m-
Leistung: <

3000 m-Lauf:
sign. T (+1,1 %)
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstandes

Tab. 4: Ubersicht LL-TH

Anaerober Wingate-Test; Stufen-
test; 10 Tage Training in
normobarer Hypoxie (2500 m),
akute intermittierende hypobare
Hypoxie; Radfahren;
LL-TH

Anaerober Wingate-Test; Stufen-
test; 10 Tage Training in
normobarer Hypoxie (2500 m),
akute intermittierende hypobare
Hypoxie; Radfahren,
LL-TH

6 Wochen, 3x/Woche 30 min Trai-
ning an der Schwelle zusatzlich zum
individuellen Training; Normobare
Hypoxie mit Maske (3200 m), Rad-
fahren

Hb, Hct: sign. * 2 Tage nach
Hoéhentraining (beide Gruppen),
sign. T nach 9 Tagen Flachland-
training

Hb, Hct: sign. V 1 2 Tage nach
Hoéhentraining

Hb, WBC, RBC: < (beide Grup-
pen); Retikulozyten: sign. 1
(beide Gruppen)

Wingate-Test: sign. T (+5,0 %)

Harnstoff: < (beide Gruppen);
Ferritin: sign. { (H6hengruppe)
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstandes

2.3 Stammzellen
2.3.1 Stammzellen Grundlagen

Als Stammzellen wird eine Zellpopulation von nicht oder wenig spezialisierten Zel-
len, welche die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, sich zu teilen und neue Stammzel-
len zu produzieren, bezeichnet. Auf einen spezifischen Reiz hin sind sie in der La-
ge, sich weiter auszudifferenzieren. Dabei ist der von dem Reiz ausgeldste moleku-
lare Signalweg entscheidend fir die weitere Ausdifferenzierung der Zelle [68]. Pro-
dukt einer Stammzellteilung sind also neue Stammzellen und eine spezialisiertere
Zelle oder Progenitorzelle. Bei Progenitorzellen handelt es sich um weiter differen-
zierte Zellen, deren Differenzierungsspektrum eingeschrankt ist und auf einen be-

stimmten Entwicklungsweg vorprogrammiert ist.

@ Stammezelle

Selbsterneuerung
(@ Apoptose

Differenzierung

Mobilisierung

Abb. 6: Mogliche Entwicklungswege der Stammzellen

Allgemein werden Stammzellen durch ihr Differenzierungspotential voneinander
unterschieden. Die Zellen mit dem gréRten Differenzierungspotential sind die Emb-
ryonalen Stammzellen (ES). Sie sind ontogenetisch die jlingsten Zellen und besit-
zen bis zum 8-Zellstadium noch die Fahigkeit, sich in einen kompletten Organismus
zu differenzieren, sind also totipotent. Im weiteren Verlauf der Entwicklung verlieren
sie diese Fahigkeit und sind nur noch pluripotent. Das heif’t, sie kdnnen sich in je-
des Gewebe der drei Keimblatter (Mesoderm, Ektoderm und Entoderm) differenzie-

ren. Sie werden aus der inneren Zellmasse von Blastozysten gewonnen (Abb.7) und
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstandes

kénnen in vitro weiter vermehrt oder unter Verwendung von Nahrmedien, welche
spezifische Hormone und Wachstumsfaktoren enthalten, in den gewunschten Zell-
typ differenziert werden. J.A. Thomson publizierte 1998 [199] die erste wissen-
schaftliche Arbeit, in welcher er die erfolgreiche Kultivierung von humanen Embryo-
nalen Stammzellen beschrieb. Die Arbeitsgruppe hatte ihre Embryonen aus Israel
bezogen, wo sie zur In-vitro-Fertilisation hergestellt worden waren, aber nicht bei
den Zellspenderinnen implantiert worden waren. Dies war der Beginn der humanen
Stammzellforschung, deren Ziel es ist, zu therapeutischen Zwecken spezifische
Zelllinien herzustellen, um so abgestorbenes Gewebe (z.B. nach einem Herzinfarkt
entstandenen Gewebsdefekte) oder in seiner Funktion eingeschranktes Gewebe
(dopaminproduzierende Zellen beim Morbus Parkinson) zu ersetzen. Obwohl ES ein
grolies therapeutisches Potential zu haben scheinen, ist die Forschung an ihnen
und deren Herstellung aus ethischen Griinden nicht unumstritten. Die Gesetz-
gebung ist in diesem Punkt sehr heterogen. In Deutschland ist die Herstellung von
humanen ES verboten, der Import von Zellen, welche vor dem 01.05.2007 gewon-

nen wurden und die Forschung an ihnen erlaubt [25].

““

® 4-Zell-Stadium
o0 2 _Zell-Stadium

8 —Zell-Stadium

Fusion i

Blastozyste
Fertilization /Innere Zelimasse
Embryoid Body

nicht
differenzierte Zellen

plurlpotente Zellen

Differenzierung der Zellen
in Abhangigkeit der
spezifischen Medien

Abb. 7: Gewinnung von Embryonalen Stammzellen und deren weitere Entwicklung im Labor

(Foto: de Marées aus Labor Prof. Dr. Jurgen Hescheler Institut fir Neurophysiologie
Medizinische Fakultat Klinikum der Universitat zu Kéln)

Im Gegensatz zu den ES, welche nur wahrend der frihen embryonalen Entwicklung

bestehen, sind die adulten Stammzellen Zeit ihres Lebens im Organismus zu finden.
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2 Darstellung des aktuellen Forschungsstandes

Ihre wesentliche Leistung besteht in der Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase,
wie zum Beispiel bei der Regeneration epithelialer Gewebe (Haut, Schleimhaut). Sie
verbleiben in den meisten Geweben und auf dulere Reize (Training, Hypoxie, Ent-
zundungen) reagierend, unterstitzen sie Adaptationsprozesse oder regenerieren
belastetes Gewebe und ersetzen abgestorbene Zellen.

Das Knochenmark ist im adulten menschlichen Organismus Hauptquelle fir Stamm-
und Progenitorzellen. Doch wurden in neueren Studien auch fur eine Reihe anderer
gewebespezifische Stammzellen entdeckt. Vor allem sind hier die Skelettmuskula-
tur, der Herzmuskel, der Knochen, das Fettgewebe und das Gehirn zu nennen
[15;70;148].

Hier residieren die Stammzellen in so genannten Nischen, wo sie an Adhasionsmo-
leklle gebunden verharren [85]. Ausgehend von bestimmten Reizen, wie Verletzun-
gen, Entzindungen oder absterbenden Zellen werden Signalmolekiile freigesetzt,
welche die Stammzellen von den Adhasionsmolekullen l6sen und veranlassen, ihre
Nische aufzugeben, in die Blutbahn einzutreten und an den Ort ihrer Bestimmung

angekommen, sich weiter auszudifferenzieren [85].

Ursprungsgewebe
Nische verbleib der
Stammzellen Abldsung
in der GO Phase
O
<@

transendotheliale Migration

e iy e O (e e o I e (o )
o
Transportin der Blutbahn .

ql.

Besiedelungdes Zielgewebes

Abb. 8: Mobilisation der MSC (Modifiziert nach Bloch [16])

Die Migration der Zellen ist ein aktiver Prozess, bei welchem sich Extensions- und

Kontraktions-Zyklen wiederholen. Dynamische Prozesse des Zytoskeletts, welche
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Uber die Extrazellularmatrix auf die Oberflache, an der die Zellen sich befinden tber-
tragen werden, liegen dieser Bewegung zu Grunde. Actinfilamente treten in Kontakt
zu Integrinen und zur Kontraktion befahigte Myosin Proteine. Zusatzlich induziert die
Verkirzung von membrangebundenen Actinfilamenten eine Ausstulpung am vor-
warts gleitenden Pol der Zelle. Dazu wird am gegeniberliegenden Pol der Zelle die
Verbildung geldst (Abb.9 [65;122]).

Abtrennung Transluzierung Ausstiilpung

Kontraktion der Kontraktion der Polymerisation

Actin Filamente Actin Filamente der
MyosinII Actin Filamente

und Organisation

net force net force net force
N ~\ ) i I\\\
L—V,) 5
1'111%) filopod
= Ar’chrtm fllaments xl“j lamellipod
o - - #

Abb. 9: Schematische Darstellung einer sich bewegenden Zelle [122]

Der Differenzierungsweg der Stammzellen galt lange Zeit als unumkehrbar. Als li-
near verlaufender irreversibler Entwicklungsweg, an dessen Ende eine vollstandig
ausdifferenzierte Zelle entstanden ist. Doch hat eine Reihe von neueren Studien
diese traditionelle Sichtweise in Frage gestellt. So wurde nachgewiesen, dass die
Differenzierung von Stammzellen in die umgekehrte Richtung verlaufen kann. Au-
Rerdem legen die Ergebnisse nahe, dass verschiedene Vorlauferzellen sich zu Ge-
weben ausdifferenzieren konnen, welche nicht zu denen der schon beschrittenen
Entwicklungslinie gehdren [15].
Nehmen die Stammzellen wahrend der embryonalen Entwicklung eines Organismus
eine entscheidende Rolle ein, so fallt den adulten Stammzellen bei Regenerations-
und Adaptationsprozessen eine zentrale Rolle zu.[16] Bei den adulten Stammzellen
unterscheidet man unter anderem zwei Hauptgruppen voneinander. Zum einen sind
hier die Hamatopoetischen Stammzellen (HS) zu erwahnen, welche eine zentrale
Rolle bei der Anpassung und Regeneration des vaskularen Systems einnehmen.
Zum anderen gibt es die Mesenchymalen Stammzellen, welche auf Grund der Tat-
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sache, dass sie sich in eine Vielzahl verschiedener Gewebe mesenchymalen Ur-
sprungs differenzieren kénnen, eine erhebliche Funktion bei der Adaptation und
Regeneration eines Organismus einnehmen. Die Mesenchymalen Stammzellen

werden im folgenden Abschnitt genauer beschrieben.

2.3.2 Mesenchymale Stammzellen (MSC)

Unter Mesenchym versteht man das embryonale Bindegewebe, welches das Ur-
sprungsgewebe von glatter Muskulatur, Skelett- und Herzmuskulatur, sowie von
Binde- und Stitzgewebe darstellt. Es entsteht wahrend der Embryognese durch
Trennung von Zellen aus den Keimblattern des Embryos, mehrheitlich aus dem Me-
soderm, und aus bestimmten Anteilen des Ekto- und Endoderms. Hieraus differen-
zieren sich unter anderem das Gefaltsystem und das Herz, aus der
Epithelialauskleidung (ektodermaler Ursprung) die Lunge, sowie die Harn- und Ge-
schlechtsorgane. Des Weiteren sind das rote und gelbe Knochenmark
mesenchymalen Ursprungs. Hierbei handelt es sich um zwei unterschiedliche Funk-
tionszustande desselben Organs. Wahrend das rote Knochenmark vornehmlich
Zellen der Erythropoese enthalt, besteht das gelbe Knochenmark gréf3tenteils aus
Fettzellen. Erste Hinweise auf das Bestehen nicht hamatopoetischer
Knochenmarkszellen lieferten die Beobachtungen des deutschen Pathologen
Cohnheim [41]. Mittels Injektionen eines Farbstoffes in die Venen verletzter Tiere
untersuchte er den Wundheilungsprozess. Hier beobachtete er, dass in der Umge-
bung der Wunden neben inflammatorischen Zellen auch Fibroblasten-dhnliche Zel-
len den Farbstoff aufwiesen. So schloss er, dass ein Teil der am Wundheilungspro-
zess beteiligten Zellen der Blutbahn und letztlich dem Knochenmark entstammen
mussten. Der Grundstein der modernen Forschung an MSC wurde um 1970 von
einer Moskauer Forschergruppe um Alexander Friedenstein gelegt. Friedenstein
beschaftigte [61-64] sich mit Knochenmarkzellen, welche Fibroblasten ahnelten, bei
der Kultivierung Kolonien bildeten und sich in vitro und vivo in Knochengewebe aus-
differenzierten. Er nannte diese Zellen ,marrow stromal cells“ oder Mesenchymale
Stammzellen. Auf Grund ihres grofRen Differenzierungspotentials und der Tatsache,
dass sie relativ unproblematisch unter Laborbedingungen zu kultivieren sind, stehen
sie vermehrt im Fokus von einer rasant steigenden Zahl zelltherapeutischer und
klinischer Studien. Mesenchymale Stammzellen sind nicht als fester, eindeutig defi-
nierter Begriff zu verstehen. Das Verstandnis wandelte sich mit der Zahl der Studien

zu diesem Thema. Allein auf Grund der Tatsache, dass es bis jetzt noch nicht ge-
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lungen ist, ein einheitliches Oberflachenmarkerprofil, welches fir MSC charakteris-
tisch ist, zu identifizieren, fasste ,The International Society for Cellular Therapy“ in
einem ,positions statement“ die Minimalanforderungen zusammen. Diese sind in der

folgenden Tabelle zu finden.
Tab. 5: Zusammenfassung der Anforderungskriterien von MSC [52]

1. Adhasion an plastische Oberflachen unter Standard-

Zellkulturbedingungen

2. Phanotyp Positiv (> 95 %) Negativ (<2 %)

CD 45

CD 34

CD 14 oder CD 11b
CD79 oder CD19
HLA-DR

3. Differenzierung unter in vitro Bedingungen in: Knochen-, Fett- und

Knorpelgewebe

Ebenso schwierig wie die genaue Charakterisierung der MSC ist deren Nomenkla-
tur. Aktuell fasst Horwitz [94] die Definition von MSC folgendermal’en zusammen
und flhrt den Begriff der multipotent-mesenchymalen ,stroma cells® ein.

I.  Mit dem Begriff MSC sollen spezielle biologische Eigenschaften von Zellpo-
pulationen aufgezeigt werden, welche plastisch adharent sind. Da diese
Zellpopulationen keine uniforme Familie von Stammzellen darstellt, und ihr
deshalb keine Stammzellaktivitdt zugeschrieben werden kann, wurde der
Begriff ,stem” eliminiert. Horwirtz zweifelt nicht an der Tatsache, dass sie
die Fahigkeit besitzen, Gewebe zu regenerieren und deshalb fugt er den
Terminus ,multipotent® hinzu[94].

[I.  Auf Grund der Tatsache, dass das Differenzierungspotential noch nicht voll-
standig beschrieben werden kann, soll sich die Nomenklatur auf den Ur-
sprung der Zellen beziehen.

[l Die Autoren unterstitzen die Vorstellung, dass MSC existieren.

V. Auf Grund des Ortes, an welchen die Zellen identifiziert wurden, wird die

Bezeichnung ,stromal® ausgewahilt.
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V. Horwitz glaubt, dass es wichtig ist, das Acronym Mesenchymale Stammzel-

len aufrecht zu erhalten.

2321 Isolierung von Mesenchymalen Stammzellen

Hauptquelle der MSC ist das Knochenmark. So koénnen die Aspirata von
Knochenmarkspunktionen der Wirbelkdrper der Brust- und Lendenwirbelsaule, der
Crista iliaca des Beckenkamms und des Sternums zur Isolation von MSC verwendet
werden [22;42;44;156]. Zur weiteren Aufreinigung des Aspirates werden zunachst
mittels Dichtegradientenzentrifugation mononuklare Zellen (MNC) gewonnen und in
weiteren Verarbeitungsschritten MSC isoliert. Das von Colter und DiGirolamo
[42;50] etablierte Verfahren sieht zur Gewinnung von MSC eine Zentrifugation mit-
tels Ficoll bei 2500*g fur 30 min vor. Die so gewonnenen MNC werden in HBSS
resuspendiert, nochmals fir 15 min bei 1500*g zentrifugiert und schlief3lich im Me-
dium in Zellkulturschalen ausplattiert. Nachdem die Kultivierung begonnen hat, bin-
den die MSC innerhalb von 24 Std. an die Plastikoberflache. Die nicht adharenten
Zellen werden durch den alle zwei Tage erfolgenden Mediumswechsel eliminiert.
Diese Methode der Isolierung ist einfach und kostensparend. Obwohl es eine Viel-
zahl von weiteren Zellen mit der Eigenschaft, sich an Plastik zu binden, gibt, wie
Makrophagen und endotheliale Zellen, ist dies eine prazise Methode, MSC zu isolie-
ren. Dieses Protokoll wurde auch bei den beschriebenen Versuchen zur Isolierung
von MSC verwendet.

Neben dem o.g. Knochenmark konnte in einer Reihe von Studien die Isolierung
auch aus anderen Geweben beschrieben werden. So konnten MSC aus dem Blut
gesunder Spender [223], dem Muskel [18], dem Fettgewebe [222], der Membrana
synovialis [48;58], dem Periost der Tibia [48], dem Femurkopf [147], der Leber, den
Nieren, der Lunge, dem Pankreas und der Schilddrise [12;46;115] gewonnen wer-
den. Die Anzahl der im Knochenmark befindlichen Zellen ist sehr gering. So sind
von einer Mio. MNC nur etwa 2-5 Zellen MSC, wobei die Konzentration vom Allge-
meinzustand des Spenders und dessen Alter abhangig ist [10;156]. Caplan gibt die
Konzentration von MSC/Knochenmarkszelle mit 1/10* bei Neugeborenen, mit 1/1 0°
fir Teenager und 1/10° bei dlteren Menschen (>70J) an [30]. Die im Alter abneh-
mende Frequenz der MSC im Knochenmark mag ein Grund fir die langsamere
Wundheilung alterer Menschen gegenuber Kindern sein. Aber auch die Punktions-
technik und der Ort der Entnahme bestimmen die Frequenz der MSC des Punktates
mafgeblich. So sinkt die Anzahl der MSC auf Grund des Verdlnnungseffektes des

Blutes mit zunehmenden Volumen des Aspirates ab [144]. Die haufigsten Punkti-
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onsstellen zur Gewinnung von MSC sind das Sternum, die Crista iliaca und die Kor-
per der Wirbelsdule. Die Konzentration in den Wirbelkérpern ist deutlich hdher als
bei den zuerst genannten Entnahmeorten [138]. Vergleicht man verschiede Quellen
der MSC miteinander, so konnte nachgewiesen werden, dass das Fettgewebe 100
mal mehr so genannte ,adipose-derived stromal cells” (ASC) enthalt als das Kno-
chenmark MSC [127]. Die immunmodulatorischen Eigenschaften und das Differen-
zierungspotential der ASC scheinen denen der MSC vergleichbar zu sein
[160;221;222].

2322 Differenzierungspotential Mesenchymaler Stammzellen

Das genaue Ausmal der Differenzierungsfahigkeit der MSC ist noch unklar. Die
Differenzierung in Osteoblasten, Chondrozyten, Myozyten, Adipopzyten und Seh-
nengewebe ist in zahlreichen Studien belegt worden. In diesem Zusammenhang

entwickelte Caplan [28] das Modell der Mesengenese (s. folgende Abb.).

Mesenchymal Stem Cell (MSC) 3
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Abb. 10: Differenzierungspotential der MSC aus [30]

Die Differenzierung der MSC in nicht-mesenchymale Gewebe konnte von Oswald
[152] aufgezeigt werden. Er kultivierte MSC in Gegenwart von 2% igen FSC und
VEGF. Hier konnte er die Differenzierung von MSC in endotheliale Zellen nachwei-
sen. Zudem wurde mittels eines Angiogenese-Kits die in vitro-Gefal3bildung unter-
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sucht. So bildeten 80% der MSC Kapillarstrukturen aus. Dieser Befund wurde von
der Arbeitsgruppe um Jiang [106] wiederholt. Sie kultivierten ,multi-potent adult
progenitor cells“ von Ratten und Mausen mit Fibronektion und VEGF fur 14 Tage.
Mehr als 40% der MAPC wiesen einen endothelialen Phanotyp auf.

Die Differenzierung in neuronales Gewebe konnte die Arbeitsgruppe um Woodbury
[216] nachweisen. Sie kultivierten zu diesem Zweck MSC in Serumfreiem Medium
mit B-Mercaptoethanol. Fur die auf diese Weise so fur funf Stunden behandelten
Zellen konnte mit der Expression von Nestin die Differenzierung von neuronalen
Vorlauferzellen nachgewiesen werden. Diese Fahigkeit nahm mit der Dauer der
Inkubation ab und konnte nach sechs Tagen nicht mehr nachgewiesen werden. Da-
fur exprimierten die langer inkubierten Zellen den TRK-A (Nervenwachstumsfaktor)
als Beweis fir die Differenzierung in neuronales Gewebe. Zu ahnlichen Ergebnissen
kam die Arbeitsgruppe von Kopen [118]. Sie konnten die Differenzierung humaner
MSC in Neurone darstellen. Sie injizierten MSC in die Seitenventrikel von Mausen,
welche sich im Kleinhirn ausbreiteten und zu Astrozyten ausdifferenzierten.
Immunmodulatorische Eigenschaften von MSC wurden bei Transplantationen nach-
gewiesen. So war das Ergebnis einer Transplantation hamatopoetischer Zellen bei
gleichzeitiger Gabe von MSC sehr viel besser als ohne MSC [33;126]. Die Unter-
drickung der ,graft versus host“-Reaktion wird auf die Interaktion der MSC mit den
T- und B-Zellen zurlckgefihrt. So wird die T-Zellproliferation unterdriickt und bei
den B-Zellen die Differenzierung und Chemotaxis vermindert. Des Weiteren konnte

gezeigt werden, dass MSC die Antikérperproduktion reduzieren [43].

2.3.2.3 Klinische Verwendung Mesenchymaler Stammzellen

Der therapeutische Einsatz von Zellen geht auf das Jahr 1931 zurlck. Hier ver-
wandte der Schweizer Arzt Niehaus die Injektion von diversen Zelltypen als Heilmit-
tel und zum Einsatz gegen Krankheiten. Die spater unter dem Begriff ,,Frischzellen
Therapie“ bekannte Behandlungsmethode wurde 1997 in Deutschland als Heilbe-
handlung verboten [215]. Die erste klinisch erprobte Therapieform war die
Knochenmarkstransplantation, welche von D. Thomas zur Behandlung von
Knochenmarkserkrankungen entwickelt wurde und fir welche er 1990 den Nobel-
preis fur Medizin erhielt [110].

Auf Grund der Tatsache, dass MSC relativ leicht zu gewinnen und kultivieren sind,
und auf Grund ihres grofRen Differenzierungspotentials scheinen sie fir den thera-
peutischen Einsatz geradezu pradestiniert zu sein. Erste Versuche, bei welchen

MSC systemisch verabreicht wurden, zeigten ein einheitliches Bild. Nur eine ver-
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gleichsweise geringe Zahl der transplantieren Zellen erreichten peripheres Gewebe,
die meisten lagerten sich im Lungengewebe ab [71]. Doch konnte bei einigen Studi-
en das Engraftment von transplantierten Zellen in verschiedenen Organen nachge-
wiesen werden. In Tiermodellen wurde eine Vielzahl von Studien verdffentlicht, wel-
che den positiven Effekt bei autologer oder xenogener Transplantation von MSC auf
verschiedene Defektzustdnde nachwiesen. Hier wurde an Herzinfarktmodellen eine
funktionelle Verbesserung der Herztatigkeit beschrieben [1;112;145;159]. An
cerebral ischamischen Modellen konnte nach MSC-Transfusion die Ansiedelung der
infundierten Zellen im Gehirn und eine verbesserte Erholungszeit der behandelten
Tieren gegenuber den nicht therapierten nachgewiesen werden [93]. Bei Mausen
wurde unter Verwendung von Bleomycin eine Lungenfibrose induziert. Wurden die
Tiere mit MSC-Infusionen behandelt, so konnte eine verminderte Entziindungsreak-
tion und eine geringere fibrotische Veranderung des Lungengewebes beschrieben
werden [151].

Der Vielzahl von Publikationen tber den Einsatz von MSC an Tiermodellen steht
eine relativ geringe Menge an klinischen Studien gegenilber. Eine Studie, die in
diesem Zusammenhang oft zitiert wird, wurde von Horwitz et al publiziert [95]. Er
behandelte Kinder mit Osteogenesis imperfekta mit einer allogenen HSC-Infusion.
Transplantierte Knochenmarkszellen wurden im Knochengewebe identifiziert, wo sie
die Funktion von Osteoblasten generierten und dadurch die Knochenstruktur und
Funktionalitat verbesserten. Allerdings wurde hier das gesamte nicht aufgereinigte
Knochenmark transplantiert, so dass die beobachteten Entwicklungen mit Vorsicht
zu behandeln sind. Bei weiteren Studien wurden die therapeutischen Mdglichkeiten
von MSC bei Myokardinfakt-Patienten untersucht. Chen konnte in einer Studie die
Verbesserung der Herzfunktion nach intracoronarer Injektion autologer MSC be-
obachten. 69 Patienten wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Bei den Patienten, wel-
che mit MSC behandelt wurden, konnte drei Monate nach der Transplantation eine
Verbesserung der linksventrikularen Auswurffraktion (LVEF) um 67% bei den mit
MSC behandelten Patienten gegenuber 53% fur die nicht therapierten beobachtet
werden [35]. Die weitere klinische Erprobung konzentriert sich zurzeit auf die Thera-
pie und Verhinderung der Graft-versus-Host-Reaktion (GvHD) nach allogener
Knochenmarkstransplantation. Hier konnte die Remission einer GvHD nach
allogener MSC- Gabe beschrieben werden. Dieser Befund wurde bei weiteren Be-
handlungen bestatigt [125;126]. Caplan misst der sportiven Transplantation von
MSC bei Knochenmarkstransplantationen grofite Bedeutung bei und begriindet dies

mit der Beobachtung, dass MSC im Knochenmark mittels ihrer parakrinen Eigen-
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schaft die Ansiedlung von HSC und die Etablierung eines funktionell hochwertigen
Knochenmarks beschleunigen [30]. Zusammenfassend stellt er Uber den therapeuti-
schen Einsatz von MSC in klinischen Studien fest:
1. Negative Effekte (Entstehung von Tumoren wie Teratomen) wur-
den nach MSC-Transplantationen nicht beobachtet.
2. Der grofde Nutzen von MSC besteht weniger in dem Ersetzen von
geschadigten Geweben als vielmehr in der Etablierung regenera-
tiv wirkender Milieus, der Unterdriickung inflammatorischer Pro-

zesse und der Reduktion einer GvHD

2324 Nischen Mesenchymaler Stammzellen

Zum Erhalt ihrer Funktionalitat brauchen Stammzellen eine spezifische Mikroumge-
bung, welche als Nische bezeichnet wird. Hier verbleiben sie, bis sie Signale, wel-
che sie zur Migration und/oder weiteren Differenzierung veranlassen, empfangen.
Dabei wird das Verhalten der Stammzellen sowohl tber Zell-Zell-Kontakte mit den
sie umgebenden Zellen, als auch durch das Freisetzen bestimmter Wachstumsfak-
toren und Zytokine reguliert. Neben den Stammzellen sind die benachbarten Zellen
wesentlich am Aufbau der Nische beteiligt. Sie bilden durch das Sezernieren spezi-
fischer Zytokine und Wachstumsfaktoren eine Extrazellularmatrix, die die Eigen-
schaften der Stammzellen erhalten [194]. Ohne eine geeignete Nische beginnen die
Stammzellen mit der Differenzierung. Diese Nischen existieren zeitlebens in ver-
schiedenen Organen fir die jeweiligen Stammzellen. So sind die Satellitenzellen
(Stammzellen der Muskulatur) an den Basalmembranen lokalisiert, fir Neuronale
Stammzellen sind sie in subventrikuldren Bereichen zu finden [78], fur Epidermale
Stammzellen in den Haarfolikeln [19], wahrend flr die HSC eine mit Osteoblasten
assoziierte sogenannte ,osteoblastic niche* und eine den Endothelzellen kleiner
Sinus angelagerte Nische, die ,vascular niche® im Knochenmark existiert [218]. Die
Frage nach einer MSC-spezifischen Nische konnte lange Zeit nicht eindeutig be-
antwortet werden. Auf Grund der Tatsache, dass MSC aus vielen verschiedenen
Geweben isoliert werden konnten, liegt der Schluss einer Uber den gesamten Orga-
nismus verteilten und weniger gewebespezifischen Nische nahe. So konnte fir MSC
eine periendotheliale Nische im Knochenmark und eine perivaskulare Nische be-
schrieben werden [45], wo MSC an Perizyten angelagert im gesamten Organismus
verteilt residieren und ihre Funktion bei der Regulation der Gewebshomdostase und

Immunmodulation auf parakrinem Wege ausiben [29;45].
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2.3.25 Migration Mesenchymaler Stammzellen

Wie unter 2.3.2.4 beschrieben, verweilen Stammzellen in ihren spezifischen Ni-
schen. Auf einen adaquaten Reiz hin verlassen sie ihr angestammtes Gewebe und
bewegen sich entlang des Konzentrationsgradienten zum Zielgewebe. Unter Migra-
tion wird das Zusammenspiel mehrerer einzelner Prozesse verstanden. Die Zellen
missen ihr Ursprungsgewebe verlassen (haufig das Knochenmark) und sich ent-
lang einer Route (normalerweise das Blutgefalisystem) bewegen. Um ihr Zielgewe-
be zu erreichen, missen sie wiederum ihre Route verlassen [121], indem sie aus
dem Gefalisystem hinaus migrieren. Dieser Prozess wird in vier Abschnitte einge-
teilt:

1. Die Zellen treten in Kontakt mit den Endothelzellen.

2. Sie durchbrechen den Zell-Zell-Kontakt des Endothels.
3. Sie integrieren sich in das Endothelgewebe.
4

. Sie passieren und verlassen die Endothelbarriere.

2.3.3 Assoziierte Wachstumsfaktoren Mesenchymaler Stammzellen
2331 Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)

Der basale Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF), auch FGF-2 genannt, ist neben
dem aciden Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF-1) der wichtigste Vertreter, der aus
20 verschiedenen Faktoren bestehenden Familie der Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren. Der bFGF ist ein aus 155 Aminosauren bestehendes und
18kDa schweres Protein. Er kann in der Basalmembran der Extrazellularmatrix
nachgewiesen werden [75]. bFGF beeinflusst die Proliferation und Differenzierung
von Zellen mesodermalen Ursprungs, wie z.B. Endothelzellen, Astrozyten,
Chondrozyten und Osteoblasten. Er unterstitzt die Angiogenese, in dem er chemo-
taktisch und angiogen auf Endothelzellen wirkt und die Sekretion von VEGF erhdht.
So konnte Kazeni et al nachweisen, dass bFGF das Uberleben von Angioblasten
verlangert und deren Differenzierung aus dem Mesoderm induziert [114]. In Kombi-
nation mit VEGF differenzieren EPC zu Endothelzellen [14]. Die Arbeitsgruppe um
Bloch [134;179] konnte bFGF als den potentesten Verstarker der migratorischen
Aktivitat MSC identifizieren. Ebenso beteiligt sich bFGF an der GefalRneubildung in
verletzten Geweben und ist so ein wesentlicher Faktor bei der Wundheilung [157].

Hughes untersuchte, in wie weit bFGF und/oder VEGF die Neovaskularisation bei

infiziertem Herzgewebe beeinflusst. Sie konnten nachweisen, dass der myokardiale
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Blutfluss nur bei der intramyokardialen Applikation, nicht aber bei der IV-Injektion
signifikant zunahm. Diese Beobachtung legt den Schluss nah, dass bFGF im Zu-
sammenspiel mit VEGF chemotaktische Wirkungen auf die Initialisierung der Migra-
tion von MSC ausliben [98].

2.3.3.2 Erythropoetin (EPO)

Das EPO-Gen befindet sich auf dem Chromosom 7 und besteht aus funf Exons und
vier Introns. Das ursprunglich aus 166 Aminosauren bestehende EPO tritt nach
mehreren Spaltungsprozessen als ein aus 165 Aminosauren bestehendes 30.4-kDa
schweres Glycoprotein in die Zirkulation ein. Uber den HIF-1 (s. Kapitel 2.1.2.1.)
wird die Produktion von EPO, welche wahrend der Entwicklung in der Fetalzeit in
der Leber und spater vornehmlich in den peritubular interstitialen Zellen der Niere
stattfindet, induziert und reguliert [102]. Neuere Studien [36] legen den Schluss na-
he, dass auch im zentralen Nervensystem und Uterus sich wesentliche Orte der
Produktion von EPO befinden. Obwohl Hypoxie als der bestimmende Faktor der
EPO-Produktion beschrieben wurde, konnte Ostrogen [217] im Uterus fiir die EPO-
Produktion als regulierendes Hormon identifiziert werden. Um seine biologische
Funktion zu entfalten, muss EPO an seine Rezeptoren binden (EPOR). EPOR be-
finden sich unter anderem auf den Membranen erythrozytarer Vorlduferzellen und
Endothelzellen [101]. EPO reguliert im Knochenmark die Proliferation, Differenzie-
rung und die Apoptose erythroider Zellen. Dabei kann als die primare Wirkung von
EPO bei der Erythropoese die Unterdriickung der Apoptose angesehen werden
kann. Galt lange Zeit die biologische Wirkung des EPO auf die Erythropoese be-
schrankt, so zeichnen neuere Studien ein sehr viel komplexeres Bild der von EPO
beeinflussten Prozesse. Li et al stellten in diesem Zusammenhang eine
cytoprotektive Wirkung auf neuronale und vasculare Zellen von EPO in den Vorder-
grund [131].

In Bezug auf das Zusammenspiel von EPO mit den MSC stellte Zhang eine verbes-
serte Revascularisierung und Verkleinerung eines Hypoxie-geschadigten Herzge-
webes, bei einer Co-Infusion von EPO mit MSC gegenuber deren isolierten Gabe
fest [219]. Chen et al untersuchten den Einfluss von MSC bei dem Prozess der
Wundheilung und stellten die parakrinen Eigenschaften der MSC heraus. So zeigten
sie, dass MSC in der Lage sind, neben Wachstumsfaktoren, wie IGF, EGF und
VEFG-A auch Angiopoietin und EPO zu sezernieren und somit wesentlich fur ein
koordiniertes Zusammenspiel der am Wundheilungsprozess beteiligten Zellen zu

sorgen [34].
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2.3.3.3 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Bei fast allen mit Hypoxie im Zusammenhang stehenden Adaptationsmechanismen
spielt der VEGF eine wesentliche Rolle. Er stimuliert die Proliferation und Differen-
zierung von Endothelzellen und ist ein entscheidender Permiabilitadtsfaktor. VEGF
wird in glatten Muskelzellen, Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen produ-
ziert [107]. Obwohl sich unter dem Begriff VEGF mehrere Faktoren (VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und der Placenta-Growth Factor) subsummie-
ren lassen, soll im Weiteren, auf Grund seiner herausragenden Stellung bei der
Vermittlung angiogener Prozesse, vornehmlich auf VEGF-A eingegangen werden
und im Weiteren als VEGF bezeichnet werden.

Vom VEGF-A sind sechs Isoformen (VEGFi,, VEGFs; VEGFs5, VEGF g3,
VEGFg9,VEGF,06) bekannt, welche durch alternatives Spleilten des VEGF-A-Gens
entstehen und sich in ihren Funktionen unterscheiden [55;57;107]. VEGF ., stellt ein
frei diffundierendes Protein dar, wahrend VEGF g, VEGF2ys hauptsachlich an die
Zelloberflache und an die Extracellular-Matrix gebunden sind. Im Gegensatz dazu
nimmt der VEGF 45 eine Sonderstellung ein, da es zwar im Lumen freigesetzt wird,
aber ein wesentlicher Teil des Molekiils an der Zelloberflache gebunden bleibt [31].
Durch Inhibition der Apoptose fordert VEGF das Uberleben von Endothelzellen, regt
zudem auf parakrinem Weg deren Proliferation und Migration an, und induziert die
Gefalisprossung und leistet so einen wesentlichen Beitrag zu angiogenetischen
Prozessen [55;74].

Zwei Isoformen wurden bisher flr den VEGF-B 67,156 identifiziert. Sie wurden in Mus-
kel- und embryonalem Gewebe lokalisiert und aktivieren den VEGF-R1 [32;51].
VEGF-C stimuliert die Proliferation und Migration endothelialer Zellen und reguliert
die Lymphangiogenese. Genau wie VEGF-D, welcher bei der Embryonalentwicklung
in der Lunge sezerniert wird, entwickelt auch VEGF-C seine Funktionen Uber die
VEGF-Rezeptoren-2 und 3 [27;108;214].

VEGF entwickelt Uber sogenannte VEGF-Rezeptoren (VEGF-R1, VEGF-R2, VEGF-
R3) seine Wirkung. Sie besitzen eine extrazellulare Domane und eine intrazellular
gelegene Thyrosinkinase, welche nach Bindung des VEGF autophosphoryliert wird
und so das Signal weiterleitet. VEGF-R1 und VEGF-R2 werden hauptsachlich auf
Endothelzellen exprimiert, wahrend VEGF-R3 nur auf dem lymphatischen Endothel
gefunden werden kann [55;56;203]. Der VEGF-R1 wird auch als Flt-1 bezeichnet
und liegt in einer Membran-gebundenen und einer geldsten Form vor. Auf Grund der
Tatsache, dass sich die Eigenschaften des Rezeptors in Abhangigkeit vom Entwick-

lungsstadium des Lebewesens und des Zelltyps andern, ist die genaue Identifikation
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sehr schwierig. Allerdings ist die Affinitdt von VEGF zum VEGF-R1 sehr viel groier
als zum VEGF-R2. Hierauf beruht die inhibitorische Wirkung des VEGF-R1, da so
der VEGF daran gehindert wird an anderen Rezeptoren zu binden. Park pragte fur
diesen Sachverhalt den Begriff des Kéder-Rezeptors [155]. Der VEGF-R2, auch als
KDR oder Flk-1 bezeichnet, wird auf EPC und Ec exprimiert. Obwohl- wie oben er-
wahnt- seine Affinitat zu VEGF gering ist, stellt er den Hauptvermittler mitogener
und permeabilitatssteigernder Prozesse dar [56].

Obwohl MSC keine VEGF-R exprimieren, konnte von Ball nach gewiesen werden,
das VEGF ,platelet-derived growth factor receptors® stimuliert, welche in hohem
Malle von MSC exprimiert werden und so die Proliferation und Migration von MSC

regulieren [6].
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3 Material und Methoden
3.1 Athleten

Alle an der Studie beteiligen Athleten waren Mitglieder des C/D-Kaders Schwimmen
des Bundeslandes Nordrhein Westfahlen. Bei allen Teilnehmern der Studie lag eine
Trainingserfahrung (neun und mehr Trainingseinheiten pro Woche) von mindesten
funf Jahren vor. Auf einer Informationsveranstaltung wurden im Vorfeld der Studie
das Studienvorhaben und die damit verbundenen Untersuchungen sowie die ange-
wandten Methoden aller beteiligten Schwimmer, deren Eltern und den verantwortli-
chen Trainern vorgestellt. Hier wurde neben den Fragestellungen der Studie auch
auf die Notwendigkeit hingewiesen, dass die beteiligten Aktiven sich mit der Teil-
nahme an der Studie dazu verpflichten, gemaf der verteilten Rahmentrainingsplane
zu trainieren. Gleichzeitig erklarten sich die Teilnehmer und deren Eltern mit dem
Vorhaben schriftlich einverstanden. Die anthropometrischen Daten und Leistungs-

merkmale (VOznmax) sind Tabelle 6 zu entnehmen.

Tab. 6: Anthropometrische Daten der Probanden
Dargestellt sind die Ergebnisse fir Hohengruppe (HG) und Kontrollgruppe (KG)

total Frauen Manner

Alter [Jahre] 16,2 152 17,0 158 158
- £26 £21 37 11 +18
Korpergewicht 70,4 61,7 65,8 76,1 73,0
[ka] +8,7 £37  +12,0 £10,9 +55
KorpergroRe 178,8 1738 176,2 1846  180,2
(St £6,8 £45  +82 £85 +59
VO,max 50,9 451 468 578 532
[ B 21 £8,9 £50 73 £63 92
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3.2 Studiendesign

Die Teilnehmer wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe nahm an einer drei-
wdchigen HohentrainingsmalRnahme in der Sierra Nevada Spanien (2340 m Uber
NN) teil. Die zweite Gruppe absolvierte ein Trainingslager in Kéln (25 m tber NN),
welches ebenfalls 21 Tage dauerte. Die Studie wurde insgesamt Uber einen Zeit-
raum von neun Wochen durchgefuhrt. Sie Iasst sich in drei Bereiche untergliedern:

e Voruntersuchungen,

e Hauptstudie,

e Nachuntersuchungen (Abb.11).

Die Voruntersuchungsphase beinhaltete eine medizinische Untersuchung zur Fest-
stellung der Sporttauglichkeit und zur Evaluierung des Eisenstatus der Athleten. So
konnte sichergestellt werden, dass auf der einen Seite gesunde Athleten an der
Studie teilnahmen und andererseits im Hinblick auf den Eisenhaushalt keine defizi-
tare Situation vorlag. Des Weiteren wurde eine Leistungsdiagnostik auf dem Rader-
gometer durchgefuhrt und ein Wettkampftest ausgetragen. Die Hauptstudie umfass-
te neben den TrainingsmalRnahmen jeweils zwei Leistungsdiagnostiken, im weiteren
Verlauf als Test betitelt. Im Rahmen der Nachuntersuchung wurden zwei weitere
Leistungsdiagnostiken und ein abschlieliender Wettkampf durchgefihrt. Abbildung

11 stellt den Ablaufplan der Studie schematisch dar.

Abb. 11:Ubersicht des Studiendesigns und der Blutentnahmen
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3.3 Untersuchungsmethoden
3.3.1 Leistungsdiagnostik

Die Leistungsdiagnostiken wurden am Institut fur Trainingswissenschaft und Sport-
informatik der Deutschen Sporthochschule Koéln durchgefihrt. Wahrend der Trai-
ningsphase wurden die MalRnahmen fir die Kontrollgruppe ebenfalls dort, die der
Hoéhentrainingsgruppe in den Laborrdaumen des Altitude Training Centers Sierra
Nevada (Spanien) durchgeflihrt. Fur alle Tests wurden baugleiche Gerate (Spiro-
metrie: ZAN 600 der Firma ZAN MESSGERATE GmbH, (Oberthulba), Radergome-
ter: CYCCLUS 2 der Firma h/p/cosmos, (Nussdorf-Traunstein)) verwandt. In der
Voruntersuchungsphase wurde eine Leistungsdiagnostik unter NN Bedingungen,
wahrend des Trainingslagers zwei unter NN flr die Kontrollgruppe beziehungsweise
2350m U NN fir die Hypoxietrainingsgruppe und zwei unter NN Bedingungen in der
Nachtestphase durchgeflinrt. Durch sie wurde die aerobe Leistungsfahigkeit der
Probanden bestimmt. Die Sportler absolvierten auf einem Fahrradergometer je ei-
nen standardisierten Stufentest. Die Eingangsbelastung wurde mit 70 Watt bei den
Frauen und 100 Watt fur die Manner festgelegt. Alle funf Minuten wurde bis zur sub-
jektiven Ausbelastung um 40 Watt gesteigert. Am Ende jeder Stufe wurde Blut am
Ohrlappchen zur Bestimmung des Laktats abgenommen und die Herzfrequenz ge-
messen. An spirometrischen Daten wurden die O,-Aufnahme, die CO,-Abgabe, der
respiratorische Quotient und die maximale Sauerstoffaufnahme (VOonay.), erhoben.
Hier wurde als VO diejenige Sauerstoffaufnahme definiert, welche tGber 30sec
gemittelt innerhalb der letzten Stufe realisiert wurde. Anhand der gewonnen Daten
wurde eine Laktatleistungskurve erstellt, die 2 mmol und 4 mmol Schwelle (V2, V4)
und die VO, bestimmt. Zusatzlich wurde vor und 15 min nach jeder Leistungsdi-

agnostik eine vendse Blutentnahme durchgefihrt.

3.3.1.1 Blutentnahmen/Blutverarbeitung

Die Blutabnahmen erfolgten aus einer kurzfristig angestauten Kubitalvene mit dem
VACUTAINER Blutabnahmesystem der Firma BECTON DICKINSON LABWARE,
Heidelberg. Zu jedem Zeitpunkt wurden 3 ml EDTA-Blut und 10 ml Vollblut abge-
nommen. Das Blut wurde 10 Minuten bei 3000 U/min (1862 x g) zentrifugiert (Rotixa
50 RS, Hettich, Mllheim a. d. Ruhr). Die festen Blutbestandteile sammelten sich am
Boden des Rohrchens, das Plasma bzw. Serum wurde abgenommen und in

Eppendorfgefalle aliquotiert. Die Eppendorfgefalle wurden bis zur Verarbeitung bei
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-80°C  gelagert. Das EDTA-Blut wurde fir die  Blutbild- und
Retikulozytenbestimmung, das Serum fir Bestimmung von Wachstumsfakto-
ren/Zytokinen mittels ELISA benutzt.

3.3.1.2 Trainingsprotokolle

Um eine flr alle beteiligten Athleten zu den Studienzeitraum eine vergleichbare
Trainingsbelastung zu erzielen, wurden im Vorfeld der Studie Rahmentrainingsplane
erarbeitet, wahrend des Informations-Symposiums erdrtert und an die jeweiligen

Heimtrainer und Schwimmer verteilt.

Tab. 7: Rahmentrainingsplan

Vor Hautstudie Nachuntersuchungen

- unterschungen Trainingslager
8,20 790 | 460 580 640 | 420 560 620
0,20 070 | 030 08 09 | 040 09 250
1500 1880 | 11,70 830 650 | 700 610 7,70
5,00 960 | 250 150 220 | 510 140 120

WSA 0,00 040 | 020 o070 100 | 020 060 030
2,40 200 | 020 040 010 | 040 060 040
3,20 600 | 1,80 210 380 | 19 100 080
6,40 670 | 460 360 260 | 320 28 140
3360 43,30 | 2350 20,80 21,30 | 19,90 1860 20,80
11,58 149 | 675 775 867 | 7,75 667 6,92
220 85 25 0 45 0 0
80 240 | 210 225 130 75 210 0
120 100 110 0 100 100 0 180
240 360 | 240 220 240 | 240 360 15
7,00 933 | 775 575 533 | 492 517 240,00
2425 1450 1350 14,00 12,67 11,83 342 1033

3.3.2 Leistungsdiagnostik
3.3.21 Spirometrie

Die spirometrischen Daten wurden mit dem ZAN 600 der Firma ZAN MESSGERA-
TE GmbH, (Oberthulba) aufgezeichnet. Die Atemgasanalyse erfolgte mit Hilfe einer
Silikonmaske, die luftdicht Gber Mund und Nase angelegt wurde. Bei dem Gerat
handelte es sich um ein offenes System, d. h. dass der Proband Umgebungsluft

einatmete. Vor jeder Messung wurde eine Gas- und Volumeneichung vorgenom-
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men. Fir den Einsatz in der Hohenkammer wurde in der Software ein Filter entfernt.
Gemessen wurden die O, - Aufnahme, die CO,-Abgabe, der respiratorische Quoti-

ent und die maximale Sauerstoffaufnahme (VOqmay).

3.3.2.2 Laktatanalyse

Fur die Laktatbestimmung wurde Blut am Ohrlappchen, nach Einstich mit einem
Haemostillet, mit einer auf 20 yl geeichten Einmal-Kapilare entnommen. Die Analy-
se der Laktatproben erfolgte am EBIO PLUS (EPPENDORF, Hamburg, Deutsch-
land). Das Gerat arbeitet nach dem enzymatisch- amperometrischen Messprinzip.
Die automatisch eingesaugte Probenlésung gelangt in die Messkammer und ftrifft
nach Durchtritt durch die erste Membrangrenzschicht auf das immobilisierte, aktive
Enzym Laktatoxidase (LOD). Die LOD katalysiert die Oxidation von Laktat zu
Pyruvat und Wasserstoffperoxyd. Das gebildete Wasserstoffperoxyd wird an der
Platinelektrode zu O, oxidiert. Es resultiert eine Potentialanderung, die in direkter

Beziehung zur Laktatkonzentration steht und von der Elektrode detektiert wird.

3.3.2.3 Fahrradergometrie

Bei allen Ergometertests wurde ein Hochleistungsergometer CYCCLUS 2
(h/p/cosmos, Nussdorf-Traunstein, D) verwendet. Die Applikation der verschiedenen
Bremskrafte erfolgt mit einem Bremsaggregat, welches Uber einen permanent agie-
renden Gleichstrommotor geregelt wird. Die Daten wurden mittels des dazugehdri-
gen h/p/cosmos para analysis ,pro“ online ermittelt und verarbeitet. Die Sitz- und
Lenkereinstellungen wurden beim ersten Test notiert und bei den darauf folgenden

Tests wieder verwandt.

3.3.24 Herzfrequenzmessung

Die Herzfrequenzmessung wahrend den Leistungsdiagnostiken erfolgte mit dem
Modell 810 (POLAR, Finnland, D).

3.4 Zellkultur

Die Arbeiten an den Mesenchymalen Stammzellen wurden in Rdumen des Sicher-

heitsbereiches S1 der Abteilung fur zelluldre und molekulare Sportmedizin des Insti-
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tuts fur Kreislauffoschung und Sportmedizin der Deutschen Sporthochschule Kdéin
durchgefuhrt. Hier wurden, um steriles Arbeiten zu gewahrleisten, die Experimente
unter einer Lamina Air Flow (Herasafe, Kendo, Langenselbold, D) ausgefuhrt. Die
Kultivierung der Stammzellen fand in einem Brutschrank (Heracell, Kendro,
Langenselbold, D) bei 37°C und einem CO, Gehalt von 5% statt.

3.4.1 Gewinnung mononklulérere Zellen aus dem Knochenmark

Die MSC wurden aus Hiuftkopfen von Patienten, welche eine Huftendoporthese
impalniert bekamen, gewonnen. Das Knochenmark wurde mittels eines scharfen
Loffels unter der Sterilbank aus dem Huftkopf geschalt. Die Filtration des Knochen-
markes erfolgte durch einen 70um Nylon Filter (BD Falcon™, Heidelberg, D) in ein
50ml Gefaf (TPP) und wurde mittels Nachsptlen mit PBS (Gobco, Karlsruhe, D) auf
ein Volumen von 35ml aufgeflillt. Diese Zellsuspension wurde anschlielsend lang-
sam uber das in einem 50 ml Réhrchen (TPP, Trasadingen, CH) vorgelegte Ficoll
(PAA Laboratories GmbH, Colbe D) geschichtet und 800*g fir 30min mit zentrifu-
giert (Multifuge 3L-R Haraeus, Kendro, Langenselbold, D). Hierbei sollte die Brems-
kraft der Zentrifuge maoglichst gering eingestellt oder vollstandig ausgestellt sein.
Ebenfalls sollte der Beschleunigungsanstieg sehr klein sein. Die
Dichtegardientenzentrifugation mittels Ficoll bewirkt, dass sich die mononuklaren
Zellen (MNC) in der Interphase zwischen Thrombozytenreichem Plasma und der
Ficoll-Suspension als weilllicher Ring erkennbar werden. Die Erythrozyten sammeln
sich am Boden des Gefalies an, da sie eine groflere Dichte als die Ficoll-
Suspension aufweisen. Der Uberstand wurde verworfen, die MNC sorgsam ab
pipettiert und in ein weiteres 50ml Réhrchen verbracht, mit PBS auf 50ml aufgefillt
und anschlieRend bei 800*g (Multifuge 3L-R Haraeus, Kendro, Langenselbold, D)

zentrifugiert.
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thrombozytenreiches
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Abb. 12: Dichtegradientenzentrifugation: schematische Darstellung der verschieden Schichten
innerhalb der Knochenmark-Ficoll-Suspension

3.4.2 Isolierung mesenchymaler Stammzellen

Die mittels der Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen MNC wurden nach ab-
saugen des Uberstandes in 1ml 20% a-MEM (PAA Laboratories GmbH, Cdlbe D)
Uberfiihrt, resuspendiert und in einer Zellkulturschale (BD Falcon™, Heidelberg, D)
mit 10cm Durchmesser ausplattiert (10000 Zellen/cm?). Bis zur Passagierung der
Zellen wurde das Medium alle zwei Tage gewechselt. Hierfir wurden die Zellscha-
len mit PBS gewaschen und mit neuem Medium aufgeflllt. Das verwendete Kultur-
medium wurde aus

e o-MEM (PAA Laboratories GmbH, Cdlbe D)

o 20% FCS (Biowest, Miami, Florida, USA)

e 100Units/ml Penicillin/Streptomycin (Gibco, Karlsruhe, D)

o 2 uM Glutamin (Gibco, Karlsruhe, D)
hergestellt.

3.4.3 Passagieren mesenchymaler Stammzellen

Passagiert wurden die MSC, wenn der Boden der Zellkulturschalen annahernd
konfulent mit MSCs bedeckt war. Hierfir wurde das Medium abgesaugt und die
Schale mit 10ml PBS (Gibco, Karlsruhe, D) gewaschen. Zum Abldsen der Zellen
wurde anschliefend 2ml Accutase (PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, D) in die Scha-
le pipettiert fir drei Minuten wieder im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Accutase ist ein Enzym, welches die Zell-Zell-Kontakte zerstért und so die adharen-

ten Zellen von der Zellkulturschale I16st. In einem 15ml Rd&hrchen (TPP,
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Trasadingen, D) wurden 9ml 20% a-MEM vorgelegt und die abgelésten MSC hinein
Uberfuhrt und bei 800*g (Multifuge 3L-R Haraeus, Kendro, Langenselbold, D) flr
funf Minuten zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde abgesaugt und das die
MSC enthaltende Pellet mit 1ml Medium resuspendiert. Auf Grund der Tatsache,
dass fur die anschlielenden Untersuchungen eine bestimmte Zellzahl bendtigt wur-
de, musste die Zellzahl bestimmt werden. Dies wird unter Zuhilfenahme von Zahl-
kammern gewahrleistet. Die Zahlkammer besteht aus einem modifizierten Objekt-
trager und einem Deckglas [88]. Zu Beginn der Zahlung wird das Deckglas fest auf
den Objekttrager auf gebracht, so dass Newtensche Ringe auf dem Deckglas er-
kennbar werden. Jetzt werden 10um der Zellsuspension zwischen Deckglas und

Objekttrager pipettiert und anschlielRen die Zellzahl unter dem Mikroskop bestimmt.

Fest aufgelegtes Deckglas

Objekttrager

Anlagepunktfiir die Pipente zur Uberflihrung
der Zellsuspensionin die Kammer

Abb. 13: zahlkammer Objekttrager mit aufgelegtem Deckglas
(www.Wikipedia.de)

“LO Laboroptik

Abb. 14: Schematischer Aufbau der Neubauer Zahlkammer

(links) und r das mikroskopisch angefertigte Bild einer Z&ahlsituation (rechts)
(www.zaehlkammer.de/ gfx/neubauer_improved.jpg 02.02.2009)

In der Zahlkammer nach Neubauer besteht das Zahlnetz aus neun GroRRquadraten,
wobei jedes die Flache von einem 1mm? besitzt. Das zentrale Quadrat dieser neun
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Quadrate besteht nochmals aus 16 kleineren Quadraten, welche wiederum in 16
Quadrate unterteilt sind. Beim auszahlen ist darauf zu achten, das Zellen welche
sich Uber der Begrenzungslinie eines Quadrates liegen, nur auf jeweils zwei vorher
fest gelegten Seiten (z.B. oben und rechts) gezahlt werden. Nach Hoffmann Iasst
sich nun die Zellzahl nach unterstehender Formel errechnen.

C=NxDx10

C = entspricht den Zellen pro ml

N = sind die in der Kammer gezahlten Zellen

D =ist der Verdinnungsfaktor

10° = ist der Kammerfaktor

So kann die Flissigkeitsmenge mit der gewlinschten Zellzahl bestimmt werden.

3.4.4  Migration Mesenchymaler Stammzellen

Bei diesem Versuch wurde das Migrationsverhalten der MSC unter Einfluss des
durch das Trainingslager und den akuten Belastungen wahrend der Leistungsdiag-
nostiken konditionierten Serums untersucht. Hierzu fand eine modifizierte Boyden-
Kammer mit HTS Fluoro Blok™ Membraneinsatzen ihre Verwendung (BD Falcon™ ,
Heidelberg, D). Die Membraneinsatze wurden als Migrationsfilter benutz und wiesen
eine Porengrofie von 8,0um auf. Die Filter wurden in 24-Multiwell Zellkulturplatten
(BD Falcon™, Heidelberg, D) eingehdngt. Danach wurden 500 pl 20% MEM unter
und auf den Migrationsfilter pipettiert (Abb. 15). Hierbei setzte sich das Medium, wie
unter 3.4.2 beschrieben zusammen, nur, dass jetzt das FCS durch das Probanden-
serum ersetzt wurde. Anschliefend wurden 10° Zellen auf den Migrationsfilter Uber-
fUhrt und fir acht Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Wahrend
dieser Zeit wanderten die Zellen durch die Poren des Filters und lagerten sich an
der Unterseite an (Abb. 15).

Seite | 43



3 Material und Methoden

Migration filter
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Zellen /Insert /
/ Well (Insert)
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Migration filter
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mit Poren

Abb. 15: Migration: Darstellung des Versuchsaufbaus und der verwandten Materialien

Danach wurden die Zellen mit 4% PFA fiur 25min fixiert. Nach Ablauf der 25min
wurde der Filter mittels dreier Waschgange mit PBS vom PFA gereinigt. Die Memb-
ran wurde mit einem Skalpell (Braun, Melsungen, D) aus dem Filter entfernt und auf
einen Objekttrager (Menzel, Braunschweig, D) Uberfuhrt, so dass sich die Unterseite
des Filters mit den migrierten Zellen oben befand. Die Filter wurden auf den Objekt-
tragern mit DAPI eingedeckt und luftblasenfrei mit einem Deckglas abgeschlossen.
DAPI bindet an DNA und RNA der Zellen und lasst die Zellkerne unter einem
Fluroreszens-Mikroskop (Axiophot, Zeiss, Jena, D) hellblaulich leuchten. Es wurden
MSC, welche vollstandig durch die Poren des Filters migriert waren, und diejenigen
welche sich noch am Ende der Pore befanden und in kurzer Zeit an der Unterseite

des Filters angekommen waren, gezahit.

3.5 Analytik
3.5.1 Blutbild und Retikulozyten

Die Blutbildanalyse (HB, Hct,) wurde am Sysmex KN 21N (Sysmex GmbH, Norders-
tedt, D) durchgefuhrt. Die Retikulozyten (Retikulozytenzahl %) wurden mittels
Durchflusszytometrie am Sysmex R500 (Sysmex GmbH, Norderstedt, D) bestimmt.

3.5.2 Wachstumsfaktor- und Hormonanalyse

Die Hormone und Wachstumsfaktoren (EPO, VEGF, bFGF,) wurden mittels ELISA

(enzyme-linked immunosorbent assay) am Institut fur Trainingswissenschaft und
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Sportinformatik bestimmt. Die ELISA-Methode erlaubt die Quantifizierung eines An-
tigens in einer Probe (Serum). Die Proteine der zu untersuchenden Proben werden
an die Oberflache einer 96-Loch Mikrotiterplatte adsorbiert. Das anschlieRende Wa-
schen mit Casein verhindert die Bindung weiterer Proteine in den folgenden Schrit-
ten. Es folgen zwei Inkubationsschritte mit einem primaren und einem sekundéren
Antikorper. Der primare Antikbrper war gegen das zu untersuchende Protein gerich-
tet. Ungebundene Antikérper wurden durch Waschen entfernt. Der sekundare Anti-
koérper war gegen den primaren Antikdrper gerichtet und an ein Enzym gekoppelt,
das eine Reaktion mit farbigem Reaktionsprodukt katalysierte. Ein farbloses Enzym-
substrat wurde hinzu gegeben, wodurch ein gefarbtes Produkt entstand. Die
Extinktion der Probe wurde anschlieRend spektrophotometrisch gemessen und der
Test mit Hilfe einer zuvor erstellten Standardkurve quantifiziert. Die Analysen wur-
den am Mikropipettier Analysator Personal Lap (Biochem ImmunoSystems,

Guidona, Italien) durchgefihrt.

Tab. 8: Ubersicht iiber Hersteller und Analyseverfahren der determinierten Parameter

Testprinzip | Testkit

bFGF ELISA Quantikine. Human bFGF Immunosaay, R&D Sys-
tems, Inc.USA

EPO ELISA Erythropoetin ELISA EIA-1598, DRG Instruments
GmbH, Marburg, Deutschland

VEGF ELISA Quantikine. Human VEGF Immunoassay, R&D Sys-
tems, Inc. USA

16s. COBAS Integra 400., Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland,

Partikel verstarkter immunologischer Tribungstest, 583

Transferrin

Rezeptor

Ferritin Vollautomatisches  Analysesystem Elecsys 1010, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland,

immunologischer Test nach dem ECL/Origen.
Electrochemilumineszens Verfahren
3.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse wurde mit Hilfe der
Computersoftware ,STATISTICA for Windows, 7.1 der Firma Statsoft (Tulsa, USA)
durchgeflhrt.
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Die Anwendungsvoraussetzungen fiir parametrische Verfahren (Skalenniveau,
Normalverteilung, Homoskedastizitat der Varianzen) wurden gepruft. Bei Verletzung
der Anwendungsvoraussetzungen wurden nicht-parametrische Methoden einge-

setzt.

3.6.1 Varianzanalyse

Verfahren der Varianzanalyse (ANOVA) werden zur Uberpriifung von Gruppenun-
terschieden eingesetzt.

In Prifgrélien des Verfahrens wird getestet, ob die Varianz zwischen den Gruppen
groler ist als die Varianz innerhalb der Gruppen.

Neben diesen multiplen Vergleichen von Gruppenmittelwerten (MW) und den dazu-
gehoérenden Streuungen wird in der vorliegenden Studie das Verfahren der ,Va-
rianzanalyse mit Messwiederholung“ gewahlt, um signifikante Veranderungen bzw.
Unterschiede zwischen den einzelnen Bedingungen aufzuzeigen (p<.05). Zur Absi-
cherung der als signifikant angegebenen Werte wurde der post-hoc Test nach

Scheffé angewandt.
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4 Ergebnisse
4.1 Physiologische Leistungsentwicklung
4.1.1 Metabolische Schwellen

Die in den Leistungsdiagnostiken realisierten Leistungen bei 4mmol/l Laktat aufge-
teilt nach Geschlecht und Gruppenzugehdrigkeit sind in Abb. 16 dargestellt.

Leistung bei 4 mmol/l Laktat p< .05

300
* *

250 A : I=—|
g
= 200
(@]
c
=]
82}
9 150

100

O I L
Hohengruppe Kontrollgruppe Hoéhengruppe Kontrollgruppe
mannlich weiblich
Bl - 11 (Tage vor TL/HL) + 4 (Tage wahrendTL/HL) + 11 (Tage nach TL/HL)

Abb. 16: Entwicklung der Leistung bei 4 mmol/I Laktat.
Dargestellt sind MW und Standartabweichung.

Die Werte der mannlichen Hohengruppe stiegen von durchschnittlich 230,22 Watt
vor dem Hohentrainingslager auf 255 Watt bei Tag +4 und 259,69 Watt bei Tag +11.
Das entspricht einem Zuwachs von 10,77 % und 12,80 %. Die Werte der Kontroll-
gruppe stiegen im vergleichbaren Zeitraum von 218 Watt vor dem Trainingslager auf
239,44 Watt am Tag +4 und 239,16 Watt am Tag +11 nach dem Trainingslager an.
Dies entspricht signifikanten Zuwachsen von 9,83 % und 9,70 %.

Bei der weiblichen H6hengruppe stiegen die Wattleistungen bei 4 mmol/l Laktat von
155,85 Watt vor dem Trainingslager auf 183,29 Watt am Tag +4 und 182,29 Watt
am Tag +11 nach dem Trainingslager. Dies entspricht Zuwachsen von 17,25 % und
16,97%. Die Werte der Kontrollgruppe stiegen von 155,34 Watt vor dem Trainings-
lager auf 174,72 Watt am Tag +4 und 175,71 Watt am Tag +11 an. Das entspricht
signifikanten Zuwachsraten von 12,48 % und 13,11 %. Die Ergebnisse sind Tab.: 9

numerisch dargestellt.
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Tab. 9: Leistungen bei 4 mmol/l Laktat von H6hen-und Kontrollgruppe aufgeteilt nach Ge-
schlechtern.

Manner -11 +4 +11 Einheit A-11 A-11
und +4 und +11

Hohen-
gruppe

Kontroll- V4 [Watt] 9,70
gruppe

V4 [Wat]
gruppe

Kontroll-
gruppe
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4.1.2 Maximale Sauerstoffaufnahme (VOonax)

rel VOy,, ax

*

70
* p<.05

65

60

55

50

45

rel VO, max [MmI/min/kg]

40

35

Hohengruppe Kontrollgruppe Hohengruppe Kontrollgruppe

Manner Frauen
[0 Test - 11 (Tage vor TL/HL) [E] Test +4 (Tage wahrend TL/HL) [f Test + 11 (Tage nach TL/HL)

Abb. 17: Entwicklung der VOzmax Wéhrend des Hohentrainingslagers.

In Abb. 17 sind die Werte flr die Maximale Sauerstoffaufnahme aufgeteilt nach Ge-
schlecht und Gruppenzugehdrigkeit dargestellt. Die Werte der mannlichen Héhen-
gruppe fallen von 57,73 [ml/kg/min] vor dem Hohentrainingslager auf 55,55
[ml/kg/min] am Tag +4 nach dem Trainingslager und steigen dann auf 58,08
[ml/kg/min] am Tag +11 an. Dies entspricht den prozentualen Veranderungen von -
3,77% bzw. 0,67%. Die entsprechenden Werte der mannlichen Kontrollgruppe stei-
gen von 51,56 [ml/kg/min] vor dem Trainingslager auf 57,5 [ml/kg/min] am +4 und
57,36 [ml/kg/min] am Tag +11 nach dem Trainingslager an. Dies entspricht statis-
tisch signifikanten Zuwachsen von 11,51% und 11,25 %.

Die Werte der weiblichen Hdéhengruppe steigen von 45,12 [ml/kg/min] vor dem
Hoéhentrainingslager auf 50,54 [ml/kg/min] am Tag +4 und auf 48,29 [ml/kg/min] am
Tag +11 nach dem Trainingslager an. Dies entspricht den statistisch signifikanten
Veranderungen von 11,51 % und 11,25 % respektive. Die entsprechenden Werte
der weiblichen Kontrollgruppe steigen von 48,12 [ml/kg/min] vor dem Trainingslager
auf 49,33 [ml/kg/min] am +4 und 48,34 [ml/kg/min] am Tag +11 nach dem Trainings-
lager an. Dies entspricht Veranderungen von 1,0 % und -1,02 %

Die oben beschriebenen Ergebnisse sind in Tab. 10 in numerischer Form aufgear-
beitet. Fir Hohengruppe wurden die Werte von zwei Schwimmern (erkrankt, drei

Tage nur eine Trainingseinheit pro Tag) bei einer zweiten Berechnung nicht berick-
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sichtigt (siehe zweite Spalte n=6). Die Werte der mannlichen Héhengruppe steigen
von 55,12 [ml/kg/min] vor dem Hohentrainingslager auf 57,32 [ml/kg/min] am Tag +4
nach dem Trainingslager und weiter auf 57,87 [ml/kg/min] am Tag +11 an. Dies ent-

spricht den prozentualen Veranderungen von 3,9% bzw. 4,9%.

Tab. 10: VO, max Werte von Hohen- und Kontrollgruppe aufgeteilt nach Geschlechtern.

-11 +4 +11 Einheit A-11 A-11
und +4 | und+11

Manner

plolpl=nlelgilololsiy 57,73 55,55 58,08 [ml/min/kg] -3,77 0,61 %
n=4
plolpl=hlelgilelolsiY 5512 57,32 57,87 [ml/min/kg] 3,9 4,9 %
n=2
(Goptigelifefgtiojes8 51,56 57,50 57,36 [ml/min/kg] 11,51 11,25 %

Frauen
plelplleltieels - 4512 50,54 48,29 [ml/min/kg] 12,02 7,04 %
n=4
(Golgtigelilefabiojel=y 48,84 49,33 48,34 [ml/min/kg] 1,00 -1,02 %
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41.3 Schwimmleistung

Leistungsentwicklung in LEN Punkten Leistungsentwicklung in LEN Punkten
Hohengruppe Héhengruppe
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Abb. 18: Verédnderung der Schwimmleistung in LEN Punkten.

Dargestellt sind die Verédnderungen vor den Trainingslagern - 6 gegentuber nach + 18
(Tage) und vier Wochen nach + 28 dem Trainingslager der Hohen- und Kontrollgruppe.

Beschrieben wird die Schwimmleistung in LEN Punkten. Dieses Bewertungssystem
erlaubt einen Vergleich erzielter Leistungen innerhalb verschiedenster Disziplinen.
Punkte werden flr erzielte Zeiten vergeben, wobei 1000 Punkte dem von der FINA
anerkannten Weltrekord (50m-Bahn) entsprechen.

Hier werden die vor den Trainingslagern innerhalb eines Trainingswettkampfes er-
zielten Ergebnisse mit denen 18 Tage und 28 Tage nach Beendigung der jeweiligen
Trainingslager fur Hohen- und Kontroligruppe verglichen. Im Mittel steigt die
Schwimmleistung der Héhengruppe um 10,22 LEN Punkten nach dem Trainingsla-
ger an. Der entsprechende Wert der Kontrollgruppe nur um 5,79 Punkte. Der An-
stieg der LEN Punkte vor dem Trainingslager gegenliber dem Wert fur den zweiten
Wettkampf 28 Tage nach dem Trainingslager steigt fur die Hohengruppe um im Mit-
tel 15,63 Punkte an. Der entsprechende Wert fir die Kontrollgruppe betragt 10,22
Punkte. Die der Berechnung zugrunde liegenden LEN Punkte sind untenstehender

Tabelle zu entnehmen.
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Tab. 11: Verédnderung der Schwimmleistung in LEN Punkte.

Kontroll- Kontroll- Hohen- Hohen-

gruppe gruppe gruppe gruppe

-6 +18 -6 +28 -6 +18 -6 +28

Schwimmer -0,16

17,03 21,13

25,78 32,81 17,65 29,22

-0,76 17,47

11,45

MaX|maIer
Wert

Minimaler
Wert 0,1 -0,76 -2,67 1,9
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4.2 Hamatologische Parameter

4.2.1 Hamoglobin
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Abb. 19: Verdnderung der Hamoglobinwerte der Hohengruppe

vor (Tag -11), wahrend (Tag 1, 3, 9, 20) und nach (Tag +4, +11) dem Hdhentrainingsla-
ger. Dargestellt sind MW und STD.

Die Hb-Werte der Héhengruppe stiegen zu Beginn des Héhentrainingslagers um 7,8
% gegenuber den Vorwerten an. Auch bei den Messzeitpunkten wahrend des
Hohentrainingslagers (Tage 3, 9, 20) und am +4 Tag nach dem Trainingslager wur-
den gegenuber den Vorwerten signifikant erhohte Werte gemessen. Erst am Tag

(+11) nach dem Hohentrainingslager lag der Wert zwar erhdht gegenliber dem

Vorwert, dies aber nicht mehr signifikant.
Tab. 12: Hb der H6hengruppe.

B o 12,02 14,12 1,05

14,09 13,01 15,18 109 7,80

14,03 12,92 15,15 1,11 7,35

] a2 13,73 15,91 1,00 1339

14,73 13,79 15,67 094 12,70

13,87 12,75 14,99 1,12 6,12
13,68 12,59 14,76 108 467
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Abb. 20: Veranderung der Hdmoglobinwerte

vor (Tag -11), wahrend (Tag 3, 18) und nach (Tag +4, +11) dem Hdhentrainingslager.
Dargestellt sind die Werte der Kontrollgruppe.

Die Hb-Werte der Kontrollgruppe stiegen bei den Messzeitpunkten wahrend des
Trainingslagers um 3,11% und 5,68 % gegenlber den Vorwerten an, fielen nach

Beendigung auf Werte nahe denen, vor dem Trainingslager gemessenen, ab.

Tab. 13: Hb der Kontrollgruppe
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4.2.2 Hamatokrit

Hct
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Abb. 21: Verdnderung der Hamatokritwerte

vor (Tag - 11), wéahrend (Tag 1, 3, 9, 20) und nach (Tag +4, +11) dem H6hentrainingsla-
ger. Dargestellt sind die Werte der Hohengruppe.

Der Hamatokrit der Héhengruppe steigt analog zu den Hb-Werten in den ersten
Tagen (1, 3, 9,20) des Hoéhentrainingslagers an und verblieben auch zu den Mess-
zeitpunkten nach dem Hohentrainingslager +4 und +11 signifikant erhoht.

Tab. 14: Hamatokrit der Hohengruppe
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Abb. 22: Veranderung der Hamatokritwerte

vor (Tag -11), wéahrend (Tag 3, 17) und nach (Tag +4, +11) dem Héhentrainingslager.
Dargestellt sind die Werte der Kontrollgruppe.

Der Hamatokrit-Wert der Kontrollgruppe steigt wahrend des Trainingslagers nur
gering um 2,5 bzw. 3,92 % an und verbleibt, verglichen mit dem Ausgangswert (-6),

auf leicht erhdhten Werten. Die Veranderungen sind zu keinem Zeitpunkt signifikant.

Tab. 15: Hamatokrit der Kontrollgruppe' Angaben in %

39,07 38,41 39,73 0,66

40,04 39,32 40,77 0,73 2,50
40,60 39,93 41,27 0,67 3,92
39,49 38,70 40,28 0,79 1,07
39,24 38,74 39,75 0,50 0,45
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4.2.3 Retikulozyten

Retikulozyten
Hohengruppe

Retikoluzyten [%]

p.<05

-11 9 +4 +11
Tag - MW T MW£STD

Abb. 23: Veranderung der Retikulozytentwerte

vor (Tag -11), wahrend (Tag 9,) und nach (Tag +4, +11) dem Héhentrainingslager. Dar-
gestellt sind die Werte der Héhengruppegruppe.

Der Wert fUr die Retikulozyten fiel am Messpunkt 9 wahrend des Hdhentrainingsla-
gers um 10,97% auf 1,24% ab. Die nach dem Hohentrainingslager gemessenen
Werte sind sowohl gegenuber dem Wert wahrend des Hohentrainingslagers zum
Messzeitpunkt 9 und vor dem Hohentrainingslager zum Messzeitpunkt -11 signifi-

kant geringer.

Tab. 16: Retikulozyten der Hohengruppe; Angaben in %

-11 1,31 0,09

1,40 1,48

1,24 1,16 1,32 0,08 -10,97
1,09 1,04 1,15 0,06 -21,79
0,99 0,92 1,06 0,07 -28,81
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Retikoluzyten
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Abb. 24: Veranderung der Retikulozytentwerte

vor (Tag -11), wéahrend (Tag 3, 17) und nach (Tag +4, +11) dem Héhentrainingslager.
Dargestellt sind die Werte der Kontrollgruppe.

Die Retikulozyten-Werte der Kontrollgruppe, sind wahrend und nach dem Trainings-

lager gegeniber dem vor dem Trainingslager gemessenen Wert erniedrigt.

Tab. 17: Retikulozyten der Kontrollgruppe; Angaben in %

_ 1,05 1,20 0,08

1,07 0,98 1,16 0,09 -4,81

1,02 0,93 1,10 0,09 -9,70

0,99 0,93 1,05 0,06 12,20
1,07 1,01 1,12 0,06 -5,09

Seite | 58



4 Ergebnisse

4.2.4 Ferritin
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Abb. 25: Veranderung der Ferritinwerte

vor (Tag -11), wéahrend (Tag 1, 3, 9, 17) und nach (Tag +4, +11) dem Héhentrainingsla-
ger. Dargestellt sind die Werte der Hohengruppe.

Der Ferritin-Wert der Hohengruppe verbleibt am ersten Tag des Héhentrainingsla-
gers fast unverandert gegentiber dem Ausgangswert. Fallt am dritten und neunten
Tag wahrend des Hoéhentrainingslagers um 12,66% bzw. 18,94% ab und steigt zum
Ende des Hohentrainingslagers wieder auf Werte nahe dem Ausgangswert an. Der
erste Wert nach dem Hoéhentrainingslager fallt wieder um 16,49% ab steigt dann

wieder auf ein dem Ausgangswert vergleichbares Niveau an.
Tab. 18: Ferritin der Hohengruppe; Angaben in [ng/ml].

S i N

b 4398 39,79 48,17 4,19
43,67 39,34 48,00 4,33 -0,71
38,41 35,42 41,40 2,99 -12,66
b 3565 32,32 38,98 3,33 -18,94
40,79 36,16 45,42 4,63 7,25
39,91 35,54 44,27 4,37 -9,26
33,33 30,26 36,39 3,07 -24,23
+11 41,81 37,44 46,17 4,36 -4,94
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Abb. 26: Veranderung der Ferritinwerte

vor (Tag -11), wahrend (Tag 3, 17) und nach (Tag +4, +11) dem Hohentrainingslager.
Dargestellt sind die Werte der Kontrollgruppe.

Der Ferritin-Wert der Kontrollgruppe zeigt Uber den gesamten Messzeitraum eine
fallende Tendenz. Der grofRte Abfall gegeniber dem Vorwert ist zu den Messzeit-
punkten +4 und +11nach dem Trainingslager zu verzeichnen. Die Veranderungen

des Wertes sind zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikant.

Tab. 19: Ferritin der Kontrollgruppe' Angaben in ng/ml

_ 41,76 37,04 46,47 4,72

40,86 35,59 46,13 5,27 2,14

39,61 34,29 44,93 5,32 5,13

34,64 31,22 38,06 3,42 17,04
33,96 29,82 38,09 4,13 -18,68
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4.2.5 Lo6slicher Transferrin- Rezeptor
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Abb. 27: Veranderung der Werte des I8slichen Transferrin Rezeptors

vor (Tag -11), wahrend (Tag 1, 3, 9, 17, 20) und nach (Tag +4, +11) dem Hohentrainings-
lager. Dargestellt sind die Werte der Hohengruppe.

Die Werte des 18s. Transferrin-Rezeptors steigen bei allen Messzeitpunkten (1, 3, 8,
17, 20) wahrend des HoOhentrainingslagers an. Fur die Zeitpunkte 9, 17 und 20
konnten signifikante Veranderungen festgestellt werden. Zu den Messzeitpunkten
nach dem Hohentrainingslager fielen die Werte wieder ab und erreichten ein dem

Ausgangswert vergleichbares Niveau.
Tab. 20: LOsl. Transferritin-Rezeptor der Hohengruppe; Angaben in [mg/I]

_ 3,65 3,43 3,88 0,22
3,93 3,71 4,15 0,22 7,56
4,04 3,77 4,30 0,26 10,51
— 4,48 4,23 4,72 0,25 22,52
4,60 4,34 4,86 0,26 25,85
4,56 4,29 4,82 0,27 24,72
4,22 3,98 4,47 0,25 15,58
3,04 3,68 4,20 0,26 7,79
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Loslicher Transferrin Rezeptor
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Abb. 28: Veranderung der Werte des l8slichen Transferrin Rezeptors

vor (Tag -11), wahrend (Tag 3, 17) und nach (Tag +4, +11) dem Hohentrainingslager.
Dargestellt sind die Werte der Kontrollgruppe.

Die Werte flr den 16s. Transferrin Rezeptor veranderten sich Uber den Verlauf der
Studie hinweg im Mittel nur gering. Zu Beginn des Trainingslagers (Tag 3) war ein
Anstieg um 4,78% zu verzeichnen, wahrend an dessen Ende ein leichter Abfall um
2,54%gemessen wurde. Die Werte nach dem Trainingslager (Tag +4, +11) waren

gegenuber dem Ausgangswert um 2,54 und 2,0% erhoht.

Tab. 21: L6sl. Transferritin Rezeptor der Kontrollgruppe; Angaben in mg/l

3,47 3,33 3,61 0,14 0,03
3,64 3,50 3,77 0,14 4,78
3,39 3,20 3,58 0,19 -2,33
3,56 3,40 3,72 0,16 2,54
3,54 3,38 3,70 0,16 2,00
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4.3 Mesenchymale Stammzellen

4.3.1 Migration
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Abb. 29: Veranderung der Werte der Anzahl der migrierten Zellen

vor (Tag -11), wéhrend (Tag 3, 17) und nach (Tag +4, +11) dem H6hentrainingslager.
Dargestellt sind die Werte der Hohen- und Kontrollgruppe.

In Abbildung 29 sind die Ergebnisse der Migrationversuche unter Verwendung der
Serumproben, welche vor den Leistungstest entnommen wurden, dargestellt. Fur
die H6hengruppe nimmt die Anzahl der migrierten Zellen zu den Zeitpunkten 3,17,
+4, +11gegenuber dem Vorwert (-11) geringfugig nicht aber signifikant ab. Bei der
Kontrollgruppe nimmt der Wert zum Zeitpunkt 3 und 17 gegenltber dem Vorwert zu.
Zum Zeitpunkt +4 ist die Zahl der migrierten Zellen gefallen und steigt dann zum
Zeitpunkt +11 wieder an. Zu keinem der Messzeitpunkte ist die Veranderung signifi-
kant (ANOVA ; Post hoc Test Schiffé)
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pra/post Migration
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Abb. 30: Veranderung der Zahl der migrierten Mesenchymalen Stammzellen

Dargestellt sind die Werte vor (préd) und nach(post) den Leistungstests fir beide
Gruppen

In Abbildung 30 sind die Ergebnisse fur die Migrationsversuche der mesenchymalen
Stammzellen dargestellt. Jedes Fenster reprasentiert die Daten vor (prd) und nach
(post) dem Leistungstest eines Messzeitpunkts fir Héhen- (braune Balken) und
Kontrollgruppe (griine Balken). Zu allen Messzeitpunkten (-11, 3, 17, +4, +11) ist die
Anzahl der migrierten Zellen beider Gruppen nach den Leistungsdiagnostiken (post)
gegenuber den Vorwerten (pra) angestiegen. Dieser Anstieg ist fur die H6hengrup-
pe bei Messzeitpunkt 3 und fir die Kontrollgruppe bei Messzeitpunkt +17 statistisch

signifikant. Fur alle anderen Anstiege gilt dies nicht.
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Tab. 22: Migrierte MSC der H6hen- und Kontrollgruppe und Darstellung der Differenzen vor und
nach der jeweiligen Leistungsdiagnostik (pra, post).

Héhengruppe Kontrollgruppe

- MW STD A% - MW STD A%
T pra 4286 4,79 21 42,86 19,86

post 61,14 10,37 42,67 post 52,50 18,50 22,50
W s 40,00 6,83 3 pra 43,00 23,00
. post 56,86 8,81 42,14 . post 40,50 17,50 5,81
T o 3317 7,54 17 B 51,00 -9,00
. post 51,17 472 54,27 . post 55,00 17,00 7,84
T o 39,67 5,45 VI ors 25,50 2,50
. post 61,50 1913 55,04 . post 3550 4,50 39,22
W s 36,86 4,96 T pra 45,00 7,00

post 66,57 17,66 80,62 post 46,50 16,50 3,33

Fasst man die Tests wahren der Trainingslager (Messzeitpunkt 3, 17) zusammen,
so ist ein signifikanter Anstieg der MSC fur die Hohengruppe, nicht aber fur die

Kontrollgruppe, feststellbar (vgl. Abb. 31).

Héhengruppe Kontrollgruppe
Zusammenfassung Test 3, 17 Zusammenfassung Tests 3, 17
140 140
120 120 T
100 100 T
*
— 80 — 80
R=% A=A
60 60
40 40
20 20
0 " 0 .
pré post pré post

Abb. 31: Zusammenfassung der pré- und post-Tests
zu den Messzeitpunkten 3 und 17 der Hohen- und der Kontrollgruppe.
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Bei der Zusammenfassung der Messzeitpunkte +4 und +11 ist ebenfalls ein signifi-
kanter Anstieg der migrierten MSC fir die Tests der Hohengruppe zu verzeichnen
(vgl. Abb. 32).

Hohengruppe Kontrollgruppe
Zusammenfassung Tests +4, +11 Zusammenfassung der Tests +4, +11

140 140

120 * 120

100 100

_ 80 80
A=) £

60 60

40 40

20 20

0 " 0 "
pra p051 pra pOSt

Abb. 32: Zusammenfassung der pra- und post-Tests
zu den Messzeitpunkten +4 und +11 der H6hen- und der Kontrollgruppe.

43.2 Basic Fibroblast Growth Factor

bFGF
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Abb. 33: Veranderung der Werte des bFGF

vor (Tag -11), wahrend (Tag 3, 17) und nach (Tag +4, +11) dem H&hentrainingslager.
Dargestellt sind die Werte der Hohen- und Kontrollgruppe.

In Abbildung 33 ist die Entwicklung der Werte des bFGF unter Verwendung der Se-
rumproben, welche vor den Leistungstest entnommen wurden, dargestellt. Fiur die
Hohengruppe steigt der Wert zu den Zeitpunkten 3,17, +4, +11 gegenuber dem
Vorwert (-11) an. Bei der Kontrollgruppe ist fur die Zeitpunkte 3 und 17 keine Veran-
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derung gegeniber dem Vorwert zu registrieren Fir die Messzeitpunkte +4 und
+11wurden gegenltber dem Vorwert erhdhte Werte gemessen. Fir den Messzeit-
punkt -11 ist die Differenz zwischen der Héhen- und Kontrollgruppe gering (56%)
nimmt zum Messzeitpunkt 3 und 17 auf 570% und 520%zu. Bei den Messzeitpunk-
ten +3 und +11 ist die Differenz wieder auf 110% und 65% gesunken. Zu keinem

der Messzeitpunkte ist die Veranderung signifikant (ANOVA,; Post hoc Test Schiffé)

pra/post bFGF
(MW = STD)

8 —_

7
O T
S 5
2 4
5 3 I ‘-»I
L 2 * L
=L C

! 2 i | 25

pra  post pra  post pra  post pra  post pra  post pra  post
-11 3 17

I

pra post pra post pra post pra post
+4 +11

bFGF [pg/ml]

Hohengruppe Kontrollgruppe

Abb. 34: Verdnderung der Werte fir den Basic Fibroblast Growth Factor.

Fir den bFGF konnte zu allen Messzeitpunkten innerhalb der Gruppen kein signifi-
kanter Anstieg zwischen pra- und post-Test festgestellt werden, auller fir die Kont-
roligruppe bei der ersten Leistungsdiagnostik des Trainingslagers (Messzeitpunkt 3).
Die Analyse der pra-Tests innerhalb der Hohengruppe ergab keine signifikanten
Unterschiede, genauso wie in der Kontrollgruppe. Auffallig sind die héheren Kon-
zentrationen des bFGF-Wertes wahrend und nach dem Trainingslager, im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Bei der Kontrollgruppe verandert sich die Konzentration des
bFGF vor dem Trainingslager gegenuber den Werten wahrend und nach dem Trai-

ningslager nur unwesentlich.
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4.3.3 Vascular Endothelial Growth Factor

VEGF
700
600
500 ] T _
E [ T _
> 400 | &
: T —
>—]
>
200
100 B
0
-11 3 17 +4 +11
—$— Hohengruppe —#— Kontrollgruppe MW=£STD

Abb. 35: Verédnderung der Werte des VEGF
vor (Tag -11), wéahrend (Tag 3, 17) und nach (Tag +4, +11) dem Héhentrainingslager.
Dargestellt sind die Werte der Hohen- und Kontrollgruppe.

In Abbildung 35 sind die Ergebnisse fur den VEGF unter Verwendung der Serum-
proben, welche vor den Leistungstest entnommen wurden, dargestellt. Fur die
Hoéhengruppe ist Uber alle Messzeitpunkte hinweg eine gleichmalige Zunahme des
Wertes zu verzeichnen. Bei der Kontrollgruppe steigt der Wert von Messzeitpunkt -
11 Uber 3 bis 17 an. Er fallt dann im Vergleich zum Zeitpunkt 17 ab und Steigt dann
wieder an. Die Werte zu den Zeitpunkten +4 und +11 liegen beide Gber dem Vorwert
zum Zeitpunkt -11. Zu keinem der Messzeitpunkte ist die Veranderung signifikant

(ANOVA ; Post hoc Test Schiffé).
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Abb. 36: Veranderung der Werte fiir den Vascular Endothelial Growth Factor.

Fir den VEGF wurden zu allen Messzeitpunkten und in beiden Gruppen hdhere
Werte nach der Leistungsdiagnostik (post) gegeniber den Vorwerten (pra) gemes-
sen. Der Anstieg pra zu post ist in der Héhengruppe statistisch signifikant zu den
Messzeitpunkten -11, 3, +4 und +11. Fir die Kontrollgruppe gilt der signifikante An-
stieg nur fur den Messzeitpunkt +11. Die Analyse der pra-Tests der jeweiligen
Gruppen untereinander (Kontroll- zu Héhengruppe), aber auch innerhalb der jeweili-

gen Gruppe, ergaben keine signifikanten Differenzen.

Seite | 69



4 Ergebnisse

4.3.4  Erythropoetin
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Abb. 37: Veranderung der Erythropoetinwerte
vor (Tag -11), wahrend (Tag 1, 3, 9, 17, 20) und nach (Tag +4, +11) dem Hdhentrainings-
lager. Dargestellt sind die Werte der Hohen- und Kontrollgruppe

In Abbildung 35 wird der Verlauf der basalen EPO-Konzentration der Kontroll- und-
Hoéhengruppe fir die gesamte Studiendauer dargestellt. Der am ersten Tag des
Hohentrainingslagers gemessene Wert fur EPO lag Uber dem Ausgangswert (-11).
Am dritten und den folgenden Messzeitpunkten fallt die Konzentration fir EPO wie-
der auf die Werte flr das Ausgangsniveau ab. Der Ausgangswert bei der Kontroll-
gruppe lag zu Beginn der Studie am héchsten und fiel im Verlauf der Studie gering-
fugig ab. Zu keinem der Messzeitpunkte ist die Veranderung signifikant (ANOVA ;
Post hoc Test Schiffé).
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préa/post EPO
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Abb. 38: Verédnderung der Werte fir EPO.
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Im Vortest (-11) zeigten die EPO-Werte vor der Leistungsdiagnostik geringere Kon-

zentrationen als nach der Leistungsdiagnostik. Dieser Unterschied war nur fir die

Hoéhengruppe signifikant. Im Gegensatz dazu zeigen die EPO-Werte wahrend der

Trainingslager (3, 17) keine nennenswerten Differenzen innerhalb beider Gruppen.

Nach dem Trainingslager (+4) stieg die EPO-Konzentration im Vergleich der pra-

und post-Werte an. Fiur den Messzeitpunkt 11 gilt dieser Anstieg nur fir die Hohen-

gruppe, nicht fur die Kontrollgruppe. Insgesamt fallt auf, dass zum Messzeitpunkt

+17 in beiden Gruppen die geringsten EPO-Werte gemessen wurden.
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5 Diskussion

Im Gegensatz zu der in der Ethikdiskussion stehenden Forschung embryonaler
Stammzellen, ist die Forschung an Adulten Stammzellen kaum umstritten. So hat
sich die Zahl der Publikationen, welche im Zusammenhang mit Adulten Stammzel-
len, z.B. EPC, HSC und MSC in den letzen 20 Jahren veroffentlicht wurden, mehr

als vervierfacht.

Aus der Gruppe der Adulten Stammzellen stol3en die MSC auf Grund ihres grof3en
Differenzierungspotenzials im Rahmen der Aufrechterhaltung der Gewebshomdo-
stase und Beantwortung veranderter Reizsituation (Training) auf sehr grofles Inte-
resse. Gerade im Hochleistungssport ist die Regenerationsfahigkeit fir die Auf-
rechterhaltung und Weiterentwicklung von physiologischer Leistung von besonderer
Bedeutung. Als besonders intensive Trainingsform hat in den letzten Jahren das
Hypoxietraining einen festen Platz in den Trainingsplanen der Ausdauersportler er-
halten. Gleichwohl ist die aktuelle Studienlage in Bezug auf die Wirksamkeit des
Hohentrainings, d.h. inwieweit das Héhentraining das Leistungsniveau auf Meeres-

niveau positiv beeinflussen kann, kontrovers.

Im Rahmen einer 10-wochigen Studie wurden funf Testblocke, sowohl von der Kont-
roll- als auch von der H6hengruppe absolviert (jede Gruppe jeweils n=8). Innerhalb
dieser Testblocke wurden physiologische, hamatologische Merkmale und Parameter
im Zusammenhang mit den MSC erhoben. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
werden nachfolgend kritisch in Bezug auf die Leistungsentwicklung, Veranderung
der hamatologischen Parameter und die migratorischen Eigenschaften der MSC
diskutiert.

5.1 Physiologische Leistungsentwicklung

Getestet wurden die anaerobe Schwelle (V4), die maximale Sauerstoffaufnahme
(VO2max) und die Schwimmleistung (LEN-Punkten).

51.1 Metabolische Schwellen

Die in den Leistungsdiagnostiken erhobenen Werte fur die V4 stiegen signifikant in
beiden Gruppen (H6hen- und Kontrollgruppe) fur Manner und Frauen an. Allerdings
waren die Zuwachsraten bei den Mannern aus der Héhengruppe mit 10,77% und
12,28% (Anstieg von Test -11 auf Test +4 und Test +11) gréRer als vergleichbare
Werte der Kontrollgruppe (9,83% und 9,70%). Bei den Frauen zeigte sich ein ahnli-
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ches Muster. Die Werte der Hohengruppe stiegen um 17,52% und 16,97% gegen-
Uber den Werten der Kontrollgruppe mit 12,5% und 13,11% an. Der Anstieg der
anaeroben Schwelle unter Héhenexposition wird ebenfalls von Bailey et al be-
schrieben. In dieser Studie trainierten Elite-Laufer (n=14) auf einer Hohe von 1500-
2000 m fur 28 Tage. Sie zeigten einen Anstieg der V4 um 12%, wahrend die Laufer
der Kontrollgruppe sich nicht verbessern konnten. Dieser Befund wird von Myhre et
al [99] unterstitzt. Er konnte bei sieben Elite-Skilanglaufern nach einem 14 Tage
dauerndem Hohentraining eine signifikante (<0.02) Verbesserung der V4 beobach-
ten [99]. Allerdings wurden bei einer Reihe weiterer Studien in Bezug auf die V4
keine Veranderungen festgestellt. Svedenhag et al [195] stellte nach einem 14-
tagigen Training auf 2000 m mit Elite-Laufern ebenso wie Gore et al [77] nach ei-
nem 28-tagigem Hohentraining auf 1740 m keine signifikanten Veranderungen der
V4 fest. Auf Grund der Tatsache, dass keine genauen Beschreibungen der Trai-
ningslast angegeben werden, ist die Interpretation dieser Ergebnisse schwierig.
Jensen et al. [103] gaben die Trainingsbelastung bei einer Studie mit Ruderern
(n=9) wahrend eines 3-wochigen Trainingslagers auf 1822m mit 631 km fur die
Hoéhengruppe gegentiber 560 km fir die Kontrollgruppe (n=9) an. In einem Maximal-
test wurden fir die Héhengruppe geringere Laktatwerte bei gleichen Wattleistungen
gegenuber den Vorwerten festgestellt. Diese Veranderungen konnten bei der Kont-
roligruppe nicht beobachtet werden. So liegt der Schluss nah, dass fir diese Veran-
derungen nicht nur die Héhenexposition ausschlaggebend war, sondern auch der
Trainingsumfang. Eine weitere Studie mit genauer Angabe der Trainingsbelastung
ist von Burtscher et al. 1996 [26] veroéffentlicht worden. Hier trainierte eine Gruppe
von 10 Hobbylaufern (9=VO;max 62 [ml/kg/min]) auf einer H6he von 2315 m. An-
fangs wurde fur sieben Tage ein Grundlagentraining mit Laufen von 60-90 min Dau-
er durchgefuhrt, gefolgt von funf Tagen Intervalltraining 10-45 min. Die gleiche
Gruppe absolvierte ein Jahr spater ein Trainingscamp mit den oben aufgefihrten
Trainingsinhalten, allerdings auf einer Hohe von 187m. Bei einer drei Tage nach
Ende des Trainingslagers durchgefihrten Radergometrie wurden signifikant gerin-
gere Laktatwerte fur vergleichbare Wattbelastungen gegenuber den Ausgangswer-
ten innerhalb der H6hengruppe, nicht aber fir die Kontrollgruppe berichtet. Als Limi-
tation dieser Studie kann aufgefuhrt werden, dass die Trainingsherzfrequenzen mit-
tels eines Radstufentests ermittelt wurden. Desweiteren trainierten die Gruppen
innerhalb vergleichbarer Bereiche wahrend beider Trainingslager. Auf Grund der
Tatsache, dass zu Beginn eines Hohentrainingslagers sowohl die maximale Herz-

frequenz als auch die submaximale Herzfrequenz verringert (vergl. Kap. 2.1.1.) sind,
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bedeute dies eine vergleichsweise groRere Trainingsbelastung innerhalb der
Hohengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Vor diesem Hintergrund lassen sich

die Ergebnisse dieser Studie besser beurteilen.

5.1.2 Maximale Sauerstoffaufnahme (VO,max)

Einen weiteren Parameter zur Beschreibung der aeroben Leistungsfahigkeit stellt
die VOynax dar. In der vorliegenden Studie fielen deren Werte fur die mannlichen
Athleten aus der Hohentrainingsgruppe um 3,77% am 4. Tag (+4) nach dem Héhen-
trainingslager ab. Eine Woche spater (+11) waren die Werte um 0,67% gegenuber
dem Wert vor dem Héhentrainingslager gestiegen. Die Ergebnisse der Kontrollgrup-
pe (m) stiegen zu vergleichbaren Messzeitpunkten um 11,5% (+4) und 11,25%
(+11). Bei den weiblichen Probanden der Schwimmgruppe verhielten sich die Er-
gebnisse genau entgegengesetzt. Die Werte der Hohengruppe nahmen um 12,02%
(+4) und um 7,4% (+11) zu. Wahrend bei der Kontrollgruppe die Werte am Tag +4

um 1% gestiegen und am Tag +11 um 1% gesunken waren (vgl. Abb. 17).

Die heterogene Ergebnislage kann auf verschiedene Faktoren zurtickgefuhrt wer-
den. Wahrend sich die VO, bei der Kontrollgruppe der Manner und den beiden
Frauengruppen nach dem Trainingslager gegeniber den Werten vor dem Hohen-
trainingslager (-11) verbesserten, kann der Riickgang der VO,,.x Werte der mannli-
chen Probanden aus der Héhengruppe im Wesentlichen auf eine Magen-Darm-
Infektion (n=2) (Tag 6-10 wahrend des Trainingslagers) zurlckgefihrt werden. Lasst
man die VO ,n.x Werte der erkrankten Schwimmer unberlcksichtigt, so ergeben
sich Verbesserungen von 3,9% (-11zu +4) bzw. 4,9% (-11 zu +11). Beide Verande-
rungen sind nicht signifikant. Hier kann eine negative Beeinflussung der Entwicklung
durch die Reisebelastung als mdgliche Ursache erwahnt werden. Zuwachse in der
VO,max konnten Burtscher et al. nach einem 12-tédgigen Trainingslager auf 2315 m
mit 10% angeben [26]. Bei Levine und Stray Gunderson [128] fiel der Zuwachs mit
4% genauso wie bei Jensen et al mit 6% geringer aus [103]. In einer hochkontrollier-
ten Studie von Friedmann et al. wurde nach einem 3-wochigen Trainingslager von
Schwimmern auf einer Hohe von durchschnittlich 2200 m eine Zunahme der VOymax
um durchschnittlich 2% festgestellt [66]. Allerdings war hier eine sehr starke interin-
dividuelle Varianz zu verzeichnen. Dabei schwankten die Werte fiir die VOsmax ZWi-
schen +5,5% und -55%. Adams et al [2] lieRen eine Gruppe von 12 Elite-
Mittelstreckenlaufern in einer Hohe von 2300 m fur 3 Wochen trainieren. Eine Kont-
roligruppe absolvierte das gleiche Trainingsprogramm, welches aus einem Lauf von

19,3km/Tag mit einer Intensitat von 75% der VO,nax (gemessen auf Meereshdhe)
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bestand. Sie stellten nach Abschluss des 3-wdchigen Trainings keine Veranderun-

gen der VO, fest.

5.1.3 Schwimmleistung (LEN-Punkten)

Neben den KenngrélRen der aeroben- und anaeroben Leistungsfahigkeit ist das
wichtigste Ziel eines jeden Hohentrainingslagers die Verbesserung der Leistungsfa-
higkeit in Bezug auf die jeweiligen Wettkampfstrecken. In dieser Studie wurde die
Schwimmleistung 18 bzw. 28 Tage nach dem Hohentrainingslager im Rahmen von
regionalen und nationalen Meisterschaften ermittelt und den Ergebnissen eines
Trainingswettkampfes, welcher vor den Trainingslagern stattfand, gegenlberge-
stellt. Die Wettkampfleistung wird in dem sogenannten LEN-Punktesystem, welches
Schwimmstrecken und -stile miteinander vergleichbar macht, beschrieben. Die
Hohentrainingsgruppe verbesserte sich im Mittel zum Tag 18 um 10% und zum Tag
28 um 15,6%, wahrend im vergleichbaren Zeitraum die Kontrollgruppe um 5,79%
bzw. um 11,33% ihre Schwimmleistung verbesserte. Das macht einen Netto-Gewinn
der Kontrollgruppe von ca. 4% aus. Das korrespondiert mit den Ergebnissen der
Literatur.

Andere Studien ermittelten teilweise die Verbesserung der Wettkampfleistung nur
innerhalb von Trainingswettkdmpfen [128;129]. Dies kann dazu flihren, dass die
angegebenen Leistungssteigerungen geringer ausfallen als die bei Wettkdmpfen
ermittelten [169]. Dem gegentuber stehen die Ergebnisse von Daniels [47]. Sie konn-
ten innerhalb einer Gruppe (n=6) von Elite-Laufern wahrend eines Hohentrainings-
lagers, welches aus zwei 14-tdgigen und zwei einwdchigen Hohenbldcken (2300 m),
unterbrochen von finf bzw. 11 Tagen, bestand, zwei Weltrekorde und 12 persoénli-
che Bestzeiten auf internationalem Niveau erzielen. Hierbei wurden die Meeresni-
veau-Trainingsintensitaten direkt in das Hohentrainingslager eingebaut. Die erfolg-
reiche Umsetzung dieses Belastungsdesigns konnte bei einer Vielzahl von weiteren

Trainingscamps auf verschieden Hohenstufen leider nicht wiederholt werden [174].

Zusammenfassend lasst sich fur die hier durchgefihrte Studie feststellen, dass die
dargestellten Verbesserungen fur die V4, VO,n.« und die Verbesserung der
Schwimmleistung sowohl fir die Héhen-, als auch fur die Kontrollgruppe positiv aus-
fielen. Allerdings ist die Tendenz zu erkennen, dass die Zuwachse bei der Héhen-
trainingsgruppe groRer als bei der Kontrollgruppe ausfallen. Obwohl die vorliegende
Studie zusatzlich zur Trainingsbelastung auch die Ernahrung kontrollierte, fielen die

Ergebnisse mit einer groRen individuellen Varianz aus. Diese Ergebnisse sind ver-
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gleichbar mit der aktuellen Literatur. Obwohl die H6hen- und Kontrollgruppe jeweils
acht Mitglieder stellten, sollten weitere Studien mit groRerer Probandenanzahl
durchgefuhrt werden. Eine weitere Limitation der Studie ist, dass die V4- und die
VO,max-Werte mittels einer sportartfernen Fahrradergometrie durchgefuhrt wurden.
Der Ubertrag der aeroben Leistungsféahigkeit, ermittelt auf dem Fahrradergometer,
ist nur bedingt auf die Schwimmleistung moglich [172]. Aus Grinden der Objektivitat

und Reliabilitat wurde jedoch diese Methode fiir die vorliegende Studie ausgewahlt.

5.2 Hamatologische Parameter

Einer der Hauptgriinde, welche einen Hohenaufenthalt fir Athleten rechtfertigen, ist
der durch den geringeren Sauerstoffpartialdruck hervorgerufene Anstieg der
Erythropoetinspiegel im Blut mit der damit verbundenen Zunahme der Erythrozyten-
und Hamoglobinkonzentration. Eine grofere Erythrozytenmenge ist mit einer Zu-
nahme der Sauerstofftransportkapazitat assoziiert, welche fiir die aerobe Leistungs-
fahigkeit den begrenzenden Faktor darstellt. Es werden im Folgenden die innerhalb
der vorliegenden Studie aufgetretenen Veranderungen, in Bezug auf die
Hamoglobinkonzentration und den Hamatokrit, das Ferritin und den I6slichen
Transferrin-Rezeptor beschrieben. Auf die Veranderungen des Erythropoetin wird in

Kapitel 5.2.4 eingegangen.

5.2.1 Hamoglobin (Hb) und Hamatokrit (Hct)

In der H6hengruppe traten fur Hb und Hct signifikante Veranderungen fir die Mess-
zeitpunkte wahrend (1, 3, 9, 20) und eine Woche nach (+4) Beendigung des Hohen-
trainingslagers im Vergleich zum Ausgangswert auf. Die grofite prozentuale Zu-
nahme wurde jeweils an Tag 9 mit 13,39% fir Hb und 15,16% fur den Hct-Wert ge-
messen. Zum Messzeitpunkt +11 waren sowohl der Hb als auch der Hct wieder
stark abgefallen, lagen aber noch 4,67% Hb und 4,38% Hct Gber den Ausgangswer-
ten. Die Hb- und Hct-Werte der Kontrollgruppe veranderten sich im vergleichbaren
Zeitraum nur unwesentlich und erreichten ihre maximale Abweichung in Bezug auf
den Ausgangswert mit +5,68% fur den Hb und fur +3,98% fur den Hct jeweils am 3.
Tag innerhalb des Trainingslagers. Diese Entwicklungen stehen im Einklang mit den
Ergebnissen aktueller Studien. So konnten Friedmann et al [66] und Heinike et al.
[84] vergleichbare Ergebnisse dokumentieren, allerdings fielen die Zuwachse fir Hb
(+0,9-2,3% Friedmann /+0,9% Heinicke) und Hct (+0,9% Friedmann/Heinicke) deut-
lich geringer aus. Eine Reihe weiterer Studien belegen ebenfalls geringe Zuwachs-

raten fur Hb und Hct. Die divergierenden Ergebnisse kdnnen auf den Flissigkeits-
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verschiebungen, wie sie bei Ankunft in Hoéhenlagen und bei der Rickkehr auf Mee-
resniveau auftreten, begriindet sein (vergl. Kap. 2.1.). Es ist bekannt, dass der Hyd-
ratationszustand der Athleten eine wesentliche Einflussgrofie fir das Plasmavolu-
men und somit fir Hb und Hct darstellt. Somit mussen die Veranderungen in Bezug
auf die Hb und Hct ohne dokumentierte Flissigkeitsbilanzen der Athleten mit Vor-
sicht interpretiert werden. Aus dieser Uberlegung heraus ist es sinnvoll zusétzlich
noch eine Bestimmung der totalen Hamoglobin-Masse (tHBmass) durchzufihren.
Hierbei wird die gesamte Menge des Hamoglobins bestimmt und somit die Verande-
rungen des Plasmavolumens genauer bestimmt. In der vorliegenden Studie wurden
das Gewicht und die Tagestrinkmenge der Schwimmer taglich erfasst (Daten nicht
dargestellt), so dass eine ausreichende Trinkmenge von den Athleten realisiert wer-
den konnte. Eine weitere EinflussgrofRe flir die Erythropoese stellt der Eisenstatus
dar. Hierauf wird im Kapitel 5.1.2 detailliert eingegangen. Schliellich ist die Hohe, in
welcher das Trainingslager stattfand, ausschlaggebend. So definiert Wilber et al.
[212;213] eine Idealhdhe und —dauer fir ein Hohentrainingslager. Die Hohe sollte
demnach zwischen 2000 und 2500 m liegen. GroéRRere Hohen fihren zu Deteriorati-
on und haufig Uberlastungszustanden der Athleten. Geringere Hohen stellen einen
ineffektiven Reiz fur die Antriggerung der Erythropoese dar. Fir die Dauer eines
Hohentrainingslagers gibt Wilber, basierend auf der aktuellen Literatur, einen Zeit-
raum von mindesten drei bis vier Wochen an. Bei Hohenexpositionen mit einer
Dauer von 28 Tagen konnte gegeniber Trainingslagern, welche nur drei Wochen

umfassten, ein um ca. 40% groRerer Zuwachs fur die tHBmass festgestellt werden.

5.2.2 Retikulozyten

Retikulozyten stellen eine Vorstufe der Erythrozyten dar. Sie werden im Knochen-
mark nach Auflésung des Zellkerns aus Normoblasten gebildet und wandern in das
Blut.

Die Werte der Hohengruppe fielen wahrend des Hoéhentrainingslagers um 11% ab.
Die Werte zum Tag +4 und+11 waren gegenuber den Ausgangswerten (-6) signifi-
kant erniedrigt. Fur die Kontrollgruppe lagen die Werte wahrend und nach dem Trai-
ningslager unter den Ausgangswerten, waren aber nicht signifikant verandert. Bei
der Analyse der aktuellen Literatur Iasst sich in Bezug auf den Einfluss einer Hypo-
xie-Exposition ein uneinheitliches Bild zeichnen. Berichten Friedmann et al [67] bei
einer Gruppe von Boxern nach einem Hohentrainingslager (auf 1800 m GNN; mit
dem Schwerpunkt Grundlagenausdauer) von ansteigenden Retikulozytenwerten, so

konnten bei Weltklasse-Rennradfahrern nach einem vierwéchigen Training auf 2690
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m UNN zwar eine Zunahme des HB- Wertes, aber keine veranderten
Retikulozytenwerte gemessen werden [5]. Auf Grund dieser heterogenen Datenla-
ge und nach Analyse von fur eine Hamolyse typischen Parametern, wie Haptogobin
und der Laktat-Dehydrogenase, zieht Banfi den Schluss, dass die Veranderung der
Retikulozytenwerte mehr unter dem Einluss des Auf- und Abbaus der Erythrozyten
als unter den Auswirkungen eines Hypoxietrainingslagser auf einer moderaten Hohe
von bis zu 2690 steht [7]. Die signifikant geringere Anzahl der Retikulozyten nach
dem Trainingslager steht in direktem Zusammenhang mit dem fallenden
Erythropoetinspiegel nach Ruckkehr auf Meeresniveau. Bei in vitro-Versuchen wur-
de beobachtet, dass bei zuriickgehenden Erythropoetin-Konzentrationen die Per-
meabilitat des Endothels der Milz fir Retikulozyten zunimmt. Dadurch kénnen diese

leichter von Makrophagen phagozytiert werden [162;162;165;201].

5.2.3  Ferritin/ 18slicher Transferrin-Rezeptor (STfR)

Essentiell fur die Bildung von Erythrozyten ist ein ausreichendes Eisenangebot.
Ferritin ist ein Protein, welches in Zellen der Leber, der Milz und des Knochenmarks
produziert wird. An ihm werden bis zu 4000 Eisenatome gebunden. Mit Hilfe des
Ferritins kann somit eine Abschatzung des Eisenspeichers durchgefuhrt werden.
Die Ferritinwerte der Athleten dieser Studie lagen vor dem und wahrend des Trai-
ningslagers innerhalb der Referenzwerte (> 20ng/ml).

Der l6sliche Transferrin Rezeptor (sTfR) befindet sich auf Vorlauferzellen der
Erythropoese-Zellen. Er ist ein transmembranares Protein, welches Ferritin bindet
und ins Zellinnere transportiert. Nach der Dissoziation des Eisens vom
Transferrinrezeptorkomplex wird dieser wieder in die Zellmembran eingebunden und
schlie3lich von ihr abgespalten. Die Gesamtmenge des sTfR spiegelt die Aktivitat
der Erythropoese und den Eisenstatus wieder.

Fur die Hohengruppe stiegen die Werte wahrend des Hohentrainingslagers an und
erreichten signifikant erhdhte Werte zu den Messzeitpunkten 9 (+22,5%),17 (25,9%)
und 20 (24,7%). Nach Ruckkehr auf Meeresniveau (+4, +11) fielen die Werte nahe-
zu auf das Ausgangsniveau ab. Im Gegensatz dazu veranderten sich in der Kont-
roligruppe die Werte des sTfR nur unwesentlich (-2,3% - +4,78%). Diese Verlaufe
stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Heinicke et al und Robach et al
[84;168]. In beiden Studien konnten wahrend der Hohentrainingsphase signifikant
erhdhte Werte des sTfR festgestellt werden. Robach stellt diese Befunde in seiner
vergleichenden Studie in direkten Zusammenhang mit dem Aktivitdtszustand der

Erythropoese, und leitet daraus die Behauptung ab, dass sTfR Werte die EPO-
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Antwort der Gewebe auf eine Héhenexpostion wiederspiegeln [167]. So kdnnen die
erhdhten sTfR- Werte, obwohl in der vorliegenden Studie keine HBmass-
Bestimmung durchgefuhrt wurde, flr eine gesteigerte Aktivitdt der Erythropoese

gewertet werden.

5.3 Mesenchymale Stammzellen
5.3.1 Migration

Neben der Evaluation der physiologischen Leistungsparameter war das Hauptziel
der vorliegenden Studie, den Einfluss einer Hypoxieexpostion auf die migratorischen
Eigenschaften von MSC zu beschreiben. Die Ergebnisse wurden unter 4.3.1. detail-
liert dargestellt. Bei der Betrachtung der basalen migratorischen Aktivitat (Abb.29)
fallt eine nahezu unveranderte Zahl von migrierten Zellen zu allen Zeitpunkten fir
die Hohengruppen auf. Dies gilt auch flir die Zeitpunkte wahrend des Hohentrai-
ningslagers (3 und 17). Bei der Kontrollgruppe ist am Ende des Trainingslagers
(Zeitpunkt 17) eine Zunahme gegenlber dem Wert vor dem Trainingslager zu ver-
zeichnen. Zum Zeitpunkt nach dem Trainingslager fallt die Anzahl der migrierten
Zellen ab. Diese Veranderungen sind statistisch nicht signifikant. Dies ist insofern
bemerkenswert, als man mit einer unter Hypoxieeinfluss gesteigerten
migratorischen Aktivitdt gerechnet hatte. So konnte Rochefort bei unter Hypoxie
lebenden Ratten, einen Zuwachs an zirkulierenden MSC feststellen [170]. Als Ursa-
che Uber die divergierenden Ergebnisse konnte die Tatsache sprechen, dass
Rochefort fir seine Versuche einen ca. doppelt so starken Hypoxiereiz gewahlt hat-
te (5500m Uber NN gegen uber 2340m Uber NN).
Vergleicht man die Anzahl der MSC, welche durch Inkubation mit den konditionier-
ten Seren der Schwimmer migrierten, so fallt eine gesteigerte migratorische Aktivitat
der MSC nach den jeweiligen Leistungsdiagnostiken gegenuber den Vorwerten, mit
einer Ausnahme (3 fur die Kontrollgruppe; Abfall um 5,81 %), auf. Diese Zuwachse
waren zum Messzeitpunkt 17 fur die Hohengruppe und zum Messzeitpunkt +4 fir
die Kontrollgruppe signifikant. Dieser Befund ist eine Bestatigung der Ergebnissee
von Schmidt et al [178]. In ihrer Untersuchung wurden funf Athleten vor und unmit-
telbar nach, sowie eine Stunde nach einer maximalen Radbelastung (12min Auf-
warmen, Rampentest bis zur subjektiven Ausbelastung, max. 8 min) Blutproben
entnommen. Die aus den Hiiftkdpfen von Patienten, welche mit Totalendoprothesen
versorgt wurden, gewonnenen MSC, wurden mit den Seren der Athleten fir 8 h
inkubiert und Parameter der Proliferation, Apoptose und Migration bestimmt. Konn-
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ten fir die Proliferation und Apoptose keine signifikanten Veranderungen festgestellt
werden, so zeigte sich bei der Migration eine signifikante Zunahme nach der Belas-
tung gegeniber den Vorwerten. Laufs et al [123;124] untersuchte den Einfluss von
korperlicher Belastung auf Endotheliale Vorlauferzellen (EPC). Dies sind aus dem
Knochenmark von Hamangioblasten stammende in der Blutbahn zirkulierende Zel-
len, welche sich unter in vitro- Bedingungen in Epithelzellen differenzieren kdnnen
und an der Regeneration des Gefaliepithels beteiligt sind. Er konnte fur EPC einen
positiven Einfluss von kdrperlicher Belastung sowohl bei herzinsuffizienten Patien-
ten als auch fur gesunde Sportler auf die Zahl der zirkulierenden Zellen aufzeigen.
Wurde der Zusammenhang zwischen sportlicher Belastung und Anstieg der
migratorischen Stammzellen aufgezeigt, bleiben die dafir verantwortlichen Faktoren
zunachst unklar. In der oben genannten Studie von Schmidt et al wurden mittels
Microarray-Analysen die Seren auf 120 verschieden Zytokine und Wachstumsfakto-
ren analysiert [178]. Hier wurden signifikante Zuwachse flr elf Faktoren und fir ei-
nen Faktor die signifikante Abnahme nach der Belastung im Vergleich zu vorher
festgestellt. Der Migration-Inhibitory-Factor fiel signifikant ab, wohingegen die gro3-
ten Zuwachse fur den Brain-Derived Neruotrophic Factor (45%), Interleukin (IL)8
(40%) und IL6 (39%) zu verzeichnen waren. In einer weiteren Studie derselben Ar-
beitsgruppe wurden Migrationsversuche der MSC, mit verschiedenen Wachstums-
faktoren und zytokinen Nahrmedien angereichert, durchgefuhrt. Dabei konnten sig-
nifikante Zuwachse der Migrationsraten gegenliber dem Kontrollserum fir IL6,
SDF1beta, VEGF und bFGF aufgezeigt werden. Fir EPO fiel der Zuwachs nicht
signifikant aus. Den starksten Einfluss auf die Migration hatte bFGF [179]. Darauf
basierend konnte von Langer et al gezeigt werden, dass Thrombozyten als wichtige
Quelle des bFGF angesehen werden muissen. Blockierte man die Aktivitat der
Thrombozyten, so verringerte sich die Zahl der migrierten MSC, stieg die Konzentra-
tion des von Thrombozyten produziete bFGF an, so wurde auch eine steigende Zahl
von migrierten Zellen detektiert [120]. In dem Zusammenhang darf nicht aul3er Acht
gelassen werden, dass die Wirkungsweise von bFGF auch indirekte Auswirkungen
hat. So konnten Seghezzi et al auf eine bFGF-induzierte VEGF-Ausschuttung hin-
weisen [37;181].

In der vorliegenden Studie konnten fur bFGF (Kapitel 4.3.2) sowohl fur die Héhen-
gruppe als auch fur die Kontrollgruppe kein direkter Zusammenhang zwischen
sportlicher Belastung und Konzentrationsanstiege im peripheren Blut gefunden wer-
den. Allerdings wies die Hohentrainingsgruppe wahrend des Trainingslagers (3,17)

und nach dem Trainingslager (+4, +11) im Mittel doppelt so hohe Konzentrationen
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auf wie bei den als Vorwerte (-11) bestimmten Konzentrationen. Ob die Konzentrati-
on des bFGF grundsatzlich flr einen mobilisierenden Effekt fur die MSC nicht aus-
reichend war, oder ob innerhalb des Gewebes eine hohere Konzentration vorlag
und somit ein parakriner Effekt wahrscheinlicher ist, kann hier nur spekuliert werden.
Die ermittelten Werte fur VEGF (vgl. 4.3.4.) zeigten eine deutliche Abhangigkeit zur
korperlichen Belastung, da sie fir beide Gruppen zu allen Messzeitpunkten gréere
Werte nach der Belastung (post) gegentber den Werten vor der Belastung (pra)
aufwiesen. Ein durch die Hypoxie zusatzlich induzierter Effekt konnte nicht belegt
werden. Dies steht im Gegensatz zu den Studien von Vogt et al. [206]. Dieser fihrte
mit Probanden ein 6-wochiges Hohentraining (5 Einheiten a 30 min auf einer Héhe
von 3850 m) durch. Bei den entnommenen Muskelbiopsien wurde anhand von PRC
eine Erhéhung der mRNA flir den Transkriptionsfaktor HIF1 gefunden. Desweiteren
wurde ein Anstieg des VEGF vorgefunden. Arsano et al [3] fanden bei Probanden in
einem dreiwochigen Hohentrainingslager auf 1886 m fur die Dauer des Hoéhentrai-
ningslagers steigende VEGF-Konzentrationen, welche am 19. Tag des Trainingsla-
gers das Maximum erreichten. Nach Rickkehr auf Meeresniveau fielen diese Werte
ab, bis sie nach 28 Tagen das Niveau vor dem Hohentrainingslager erreichten. Ei-
nen Abfall der VEGF-Konzentrationen als Antwort auf eine Hypoxieexposition mit
maximaler koérperlicher Belastung (Marathonlauf auf 4722 m), wurden auch von
Gunga et al berichtet [81]. Hier fiel die in den Vorwerten als normal beschriebene
VEGF-Konzentration nach der Belastung signifikant ab, wohingegen ein Uberle-
benstraining mit Schlafentzug und eingeschrankter Nahrungsaufnahme keinen Ein-
fluss auf die VEGF-Konzentrationen hatten. Zusammenfassend stellt sich in der
Literatur folgendes Bild Uber den VEGF in Beziehung zur Hypoxie dar:

e Hypoxie reguliert und aktiviert VEGF [133;188],

o VEGF wird Uber HIF-1 reguliert [132],

e Hypoxie stabilisiert VEGF [187],

e Korperliche Belastung induziert einen Anstieg der VEGF-Konzentration in

der Muskulatur [164].

Weitere Studien stellen einen Zusammenhang zwischen dem Trainingszustand der
Athleten und den VEGF-Spiegeln her. So fanden Suhr et al [193] bei gut trainierten
Radsportlern (VOomax <60 [mI/kg/min]) héhere VEGF-Spiegel und eine ausgepragte-
re Antwort auf Trainingsreize. Andere Autoren machen neben den klassischen Aus-
I6sern des VEGF Release (Hypoxie, HIF) auch mechanische Stimuli wie durch
muskulare Beanspruchung hervorgerufene Scherkrafte und einen gesteigerten Blut-

fluss verantwortlich [21].
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Die Ergebnisse fiur EPO stellten in der vorliegenden Studie ein uneinheitliches Bild
dar (vgl. 4.3.4.). In Abhangigkeit von der Belastung stiegen die Werte zu allen
Messzeitpunkten und bei allen Gruppen an. Die Ausnahme stellte hier der Mess-
zeitpunkt 17 zu Ende des Trainingslagers fur die Hohengruppe sowie fur die Kont-
roligruppe dar. Hier wurde fur beide Gruppen ein leichter Konzentrationsriickgang
verzeichnet. Des Weiteren konnte zum Messzeitpunkt 1 flr die Héhengruppe ein
signifikanter Konzentrationsanstieg fur EPO verzeichnet werden, allerdings fielen
die Werte noch wahrend des Trainingslagers auf Werte nahe dem Ausgangsniveau
ab. Diese Befunde decken sich mit den von Friedmann und Heinicke, welche ver-
gleichbare Verlaufe der EPO-Konzentration wahrend der Hohentrainingslager ver-
zeichnen konnten [66;84].

Fasst man nun die Ergebnisse der Migrations-Versuche fir die Messzeitpunkte 3
und 17 fir die Hohengruppe zusammen, so stellt sich ein signifikanter Anstieg der
migrierten Zellen dar. Ein signifikanter Zuwachs ist fir die Kontrollgruppe nicht zu
verzeichnen. Dies gilt auch flir eine Zusammenfassung der Messzeitpunkte +4 und
+11 der H6hengruppe. Diese Befunde decken sich mit denen von de Marées et al
[49]. In der Studie wurde bei Laufern, welche taglich ca. 20 km auf einer durch-
schnittlichen H6he von ca. 3000 m Uber 28 Tage gelaufen waren, vier Tage vor und
vier und 28 Tage nach der Hypoxieexpostion Blutproben enthommen und Migrati-
onsversuche mit MSC durchgefuhrt. Hier fiel der Wert fur die migrierten Zellen vier
Tage nach Rickkehr auf Meeresniveau gegenuber den Vorwerten leicht ab. Vier
Wochen spater stieg dieser Parameter auf Werte weit oberhalb des Ausgangsni-
veaus an. Die Werte der Kontrollgruppe, welche auf vergleichbaren Héhen fir die
gleiche Zeitspanne gelebt hatte, stiegen nach dem Hohenaufenthalt stark an, redu-
zierten sich aber bei der Messung vier Wochen nach Ende der Hypoxieexposition.
Dieser Einfluss der Hypoxie auf die migratorischen Eigenschaften von MSC steht im
Einklang mit den Ergebnissen von Rochefort et al [170], welcher in einem Experi-
ment Vistaratten fir drei Wochen unter Hypoxie (50kPa entspricht ca. 5500 m Uber
NN) zichtete und mit einer Gruppe von Mausen, welche unter normoxischen Bedin-
gungen (101kPa entspricht dem Meeresniveau) lebten, verglich. In den unter Hypo-
xie gehaltenen Ratten fand er eine Konzentration von MSC im peripheren Blut, wel-
che um das 15-fache gegenuber der normoxischen Gruppe erhdht war. Es kann
jetzt spekuliert werden, warum bei der vorliegenden Studie kein groRerer
hypoxieinduzierter Effekt zu verzeichnen war. Hier kann zum einen angefuhrt wer-
den, dass die Reaktionen auf Hypoxieexpositionen stark individuell gepragt sind.

Daruber hinaus rief das konditionierte Serum einiger Schwimmer bei den Migrati-
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onsversuchen deutliche Zuwachsraten hervor. So nahm bei anderen die
migratorische Aktivitdt ab. Eventuell war auch das gewahlte Trainingsdesign ver-
antwortlich, und man hatte mit einer grofleren Intensitat oder einem anderen
Hoéhenniveau trainieren missen. AuRerdem kann hier auch auf Grund der kleinen
Stichprobe leicht ein eventuell signifikanter Zusammenhang verschleiert werden
(Fehler 2. Art).

Um die Migration der MSC genauer zu betrachten, muss man sich das Nischenmo-
dell der Stammzellen vor Augen fuhren. Hierbei wird davon ausgegangen, dass jede
Stammzelle in ihrem Heimatgewebe, der sogenannten Nische, verweilt, ihre
Stammzelleigenschaften erhalt und auf bestimmte Signale hin diese Nische verlasst
[218]. Diese Signale konnen von Gewebsverletzungen, apoptotischen Zellen und
hypoxischen Ereignissen ausgeldst werden. Dadurch werden von den beteiligten
Geweben Wachstumsfaktoren und Zytokine sezerniert, welche die Stammzellen
anregen, ihr Stammgewebe zu verlassen, zu den verletzten Zellen zu migrieren und
dort sich entweder in das Zielgewebe zu differenzieren oder die Gewebsregenerati-
on auf parakrinem Weg zu induzieren [117]. Wurde fur den Grofteil der Stammzel-
len das Knochenmark als Nische bezeichnet (z.B. HSC), so war lange Zeit unklar,
welches die spezifische Nische fir die MSC darstellt [69]. Allein auf Grund der Tat-
sache, dass MSC neueren Untersuchungen zufolge in nahezu allen postnatalen
Organen und Geweben [46] gefunden werden kdnnen, war eine klare Definition der
Nische schwierig. Es hat sich jedoch herauskristallisiert, dass fur die MSC eine
perivaskulare Nische sehr wahrscheinich ist [45;117]. So kénnen die MSC leicht in
die Blutbahn gelangen und bei der Wundheilung und anderen Reparaturprozessen
eingreifen. Betrachtet man das Milieu der Nische genauer, so fallt ein niedriger Sau-
erstoffgehalt von 1-5% auf. Die MSC scheinen fur den Erhalt ihrer Stammzellfunkti-
on diese relative Hypoxie zu bendtigen. Bei in vitro-Versuchen konnte bei einem
Vergleich von MSC, welche unter 2% O, im Vergleich zu bei normoxischen Bedin-
gungen kultivierten MSC festgestellt werden, dass die unter Hypoxie geziichteten
Zellen eine groéRere proliferative Kapazitat aufwiesen. Aul3erdem wurde die Expres-
sion von oct-4 und rex-1 bei MSC festgestellt. Diese Gene sind charakteristisch fur
Embryonale Stammzellen und werden somit als Zeichen fir eine Erhaltung der
Stammzellfunktionen und den Verbleib in einem undifferenzierten Zustand gewertet.
Wie oben schon erwahnt, ist fir die gezielte Mobilisation der MSC aus ihrer Nische
das Zusammenspiel einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren (GF) und Chemokinen
notwendig. Rabbany stellt 2003 in seinem Review die Bedeutung von

Metalloproteinasen im Zusammenhang mit der Mobilisation von MSC heraus. Er
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entwickelt ein Modell, in welchem durch den Blutfluss hervorgerufenem shear stress
MM9 sezerniert und nachfolgend die Bioaktivitdt von sKit Ligand gesteigert wird.
Diese Aktivitatssteigerung erhoht die Proliferation, Differenzierung und die Mobilisa-
tion von Bone-Marrow-Derived-Cirulating-Endothelial-Progenitor-Cells in die Zirkula-
tion [161]. Lopez et al untersuchte den Einfluss unterschiedlicher GF und
Chemokinen auf migratorischen Eigenschaften von MSC. IGF-1 und Platelet-
Derived-Growth-Faktor-Ab (PDGF-AB) induzierte in seinen Studien die Migration am
starksten. Interessanter Weise konnte fur die untersuchten GF ein nur sehr geringer
Effekt festgestellt werden. Allerdings wurde unter dem Einfluss von TNFa eine ver-
starkte Migration sowohl fur die genannten GF, als auch, wenn auch nicht in glei-
chen Umfang, fir die Chemokine RANTES, Macrophage-Derived-Chemokine
(MDC) und den Stromal-Derived-Factor-1 (SDF-1) beobachtet. Aus diesen Resulta-
ten schliel3t er, dass die Migration und das Homing der MSC unter starkem Einfluss
von Inflammations-Prozessen des verletzten Gewebes stehen [135].

Der geringe Sauerstoffpartialdruck wahrend des Hohentrainingslagers kann als wei-
terer wesentlicher Stimulus betrachtet werden. So wird Uber die Stabilisierung des
HIF-1a (vgl. 2.1.2.1.) die Bildung einer Reihe von Wachstumsfaktoren induziert. Als
wesentlicher Faktor ist hier der VEGF und die VEGF-Rezeptoren 1 und 2 zu nen-
nen. Aber auch EPO und bFGF werden vermehrt freigesetzt [17;189]. Allerdings
scheint der hier gesetzte Reiz fur eine entsprechende Konditionierung des Serums
der Schwimmer, welche eine signifikante Steigerung der migratorischen Aktivitat der
MSC induziert, zu gering gewesen zu sein. In der vorliegenden Studie wurde auf
einer Hohe von ca. 2300 mUNN trainiert. Das entspricht einem Sauerstoffpartial-
druck von ca. 75 kpa. Rochefort hingegen liel3 bei seinen Versuchen Ratten drei
Wochen lang auf einer Hohe von ca. 5500 muNN trainieren und konnte eine um das
15-fache gesteigerte Menge an MSC im peripheren Blut feststellen [170]. Nun steht
es aber aulder Frage Trainingslager in vergleichbare Héhen zu verlegen (steigende
Gefahr der akuten Hohenkrankheit, gesteigerter Muskelabbau, geringe relative Trai-
ningsbelastung). Héhenniveaus von 3000-3200 muNN waren nach ausreichender
Anpassung noch aus medizinischer- und trainingswissenschaftlicher Sicht zu vertre-
ten. Auf der anderen Seite konnten von Schmidt et al eine Steigerung der
migratorischen Aktivitdt der MSC durch eine ca. 8 Minuten dauerende maximale
Belastung auf dem Radergometer hervorrufen [177;178]. Das deutet nun darauf hin,
das bei einem nachsten Trainingslager evtl. nicht nur das Hohenniveau, sondern
auch die Belastungsintensitat gesteigert werden kdnnten, um so einen grdf3eren
Effekt auf die MSC zu erzielen.
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Die migratorischen Eigenschaften der MSC werden von einer Vielzahl von Faktoren
reguliert. Als potenteste Faktoren sind bFGF, VEGF, unter dem Einfluss von TNF-a
auch IGF-1 und PDGF-AB und Hypoxie zu nennen. Da in der vorliegenden Studie
die Faktoren im vendsen Blut bestimmt wurden, lassen sich nur bedingt Ruck-
schlisse auf die in dem einzelnen Gewebe herrschenden Konzentrationen ziehen
(vgl. Abb 39). Hier liegt die grundsatzliche Frage: Ist es der vorherrschende Pro-
zess, dass MSC aus ihrer Nische die Endothelbarriere durchbrechen, in der Zirkula-
tion zu ihren Zielorten transportiert werden, und hier wiederum das Endothel der
Gefalle Uberwinden, um sich dann an den Remodeling- und Repairprozessen zu
beteiligen, oder handelt es sich nicht zum gréReren Teil um parakrine Informations-
weiterleitung. Der parakrine Weg ware, auf Grund der Tatsache, dass die MSC kei-
ne grélkeren Distanzen zurlicklegen und somit die Endothelbarriere nicht tberwin-
den miussten, fir den Organismus weniger aufwendig. Die zweite Annahme wird
durch die Tatsache, dass in nahezu jedem Gewebe des menschlichem Organismus
MSC gefunden wurden, untermauert [46]. AuBerdem konnte die sehr geringe Zahl
der im vendsen Blut befindlichen MSC (1-3 MSC pro 10° Mononuklearer Zelle)
ebenfalls darauf hindeuten. Welcher dieser beiden Migrationsarten nun auch im
Vordergrund stehen mag, es wird die Bedeutung der MSC im therapeutischen Ein-
satz in Zukunft jedenfalls immer weiter steigen. Hier sollte es nun das Ziel weiterer
Studien sein, die genaueren GF- und Cytokinmuster aufzudecken, welche flr die
einzelnen Gewebearten typisch sind, um so entsprechende Bedingungen fir den
systemischen Einsatz der MSC herzustellen und gezielt die geschadigten Gewebe

aufbauen zu konnen.

Seite | 85



5 Diskussion

korperliche Belastung
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Abb. 39: Zusammenfassung der EinflussgréfRen der migratorischen Aktivitat der MSC
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6 Zusammenfassung

Adulte Stammzellen sind fir Regenerations- und Remodeling—Prozesse, wie sie

standig im menschlichen Kérper ablaufen, von grol3er Bedeutung. Die vorliegende

Studie stellt den Einfluss eines dreiwdchigen Hypoxietrainings auf physiologische

Basisparameter und die migratorischen Eigenschaften der MSC dar. Das Studien-

design beinhaltete zwei Trainingslager von Schwimmern des NRW-Kaders, wobei

ein Trainingslager auf einer Hohe von 2340 m durchgefihrt wurde, das andere auf

Meeresniveau. Sechs Tage vor(-6), am dritten und 17. Tag (3,17) wahrend und am

vierten und elften Tag (+4, +11) nach dem Trainingslager wurden Blutentnahmen

zur Bestimmung der migratorischen Fahigkeit der MSC entnommen. Die in der Ein-

leitung aufgestellten Thesen werden im Folgenden beantwortet:

1.

Nicht signifikante Leistungsverbesserungen hinsichtlich der VO,max und der
Laktatschwellen lagen in beiden Gruppen (Hohen- und Kontrollgruppe) vor.
Fur die Schwimmleistung wurden deutlich gréRere Zuwachse in der Héhen-
gruppe gegenuber der Kontrollgruppe verzeichnet. Allerdings wurde auch
hier die grofRe Individualitat auf die Hypoxieexposition deutlich. So lagen die
Veranderungen der Schwimmleistung (LEN Punkte) der Mitglieder der

Hohengruppe zwischen -2,67% und 18,14%.

Die Werte fur HB und Hct waren in der Hohengruppe wahrend des Trainings-
lagers und bis zum Zeitpunkt +11 flir Hct und bis zum Zeitpunkt +4 flr das
Hb signifikant erhdht. Der sTfr war in der Hohengruppe innerhalb des Trai-
ningslagers am Tag neun und 20 signifikant erhoht, was als Zeichen fir eine

gesteigerte Produktion von Erythrozyten gewertet werden kann.

In Bezug auf die Analyse der migratorischen Eigenschaften der MSC konnte
ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer Zunahme der migrierten
Zellen und korperlicher Belastung aufgezeigt werden. Zudem scheint ein zu-
satzlicher positiver Effekt der Hypoxieexposition wahrscheinlich. Bei Zu-
sammenfassung der Ergebnisse wahrend (Messzeitpunkt 3, 17) und nach
Beendigung (Messzeitpunkt +4, +11) der Trainingslager wurden signifikante
Anstiege fur die migratorischen Eigenschaften der MSC fur die Héhengrup-
pe, nicht aber fur die Kontrollgruppe aufgezeigt.
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4. Die Konzentrationsveranderungen der fur die Migration verantwortlichen
Wachstumsfaktoren wurden fur EPO und VEGF eher durch die akuten Aus-
wirkungen der kdrperlichen Belastung (Leistungsdiagnostik) als durch den
Hypoxiereiz beeinflusst. Fur bFGF konnte allerdings ein deutlicher Einfluss
der Hypoxieexposition wahrend des Trainingslagers und danach festgestellt
werden. Hier wurden deutlich erhdhte Spiegel detektiert, die der Kontroll-

gruppe waren nahezu unverandert.

Das gewahlte Hohenniveau und das Trainingsdesign scheinen flur eine Induzierung
von signifikant unterschiedlichen Ergebnissen, sowohl auf physiologischer als auch
auf zellbiologischer Ebene zu gering gewahlt worden zu sein. Hier konnten folgende
Studien ansetzten und eventuell ein hochintensives Trainingsprogramm auf einer
grolieren Hohe untersuchen. Die MSC betreffend kdnnte unter Einsatz von weiteren
Techniken, z.B. Microarry, versucht werden, weitere Wachstumsfaktoren und
Realisingmuster dieser Faktoren zu identifizieren, um hier mehr Gber die Signalwe-
ge, die chemotaktische Wirkung der einzelnen Wachstumsfaktoren in Bezug auf die
MSC zu erfahren. Auch ware es interessant mittels bioptischer Untersuchungstech-
niken die gewebsspezifische Konzentrationen entsprechender Wachstumsfaktoren
und Zytokine zu bestimmen. Auf Grundlage dieser Erkenntnis kdnnten so gezielt

Zellen kultiviert und bei entsprechenden Beschwerdebildern transplantiert werden.
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