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1 Einleitung

Bosartige Neubildungen sind die zweithdufigste Todesursache in Deutschland, wobei das
Prostatakarzinom nach dem Lungenkarzinom an der Spitze der tumorbedingten
Todesursachen des Mannes steht[1, 2]. Da es seit 1990 zu einem deutlichen Anstieg der
Inzidenzrate dieses Karzinoms gekommen ist, gewinnt das Prostatakarzinom auch aus
gesundheitsokonomischer Perspektive zunehmend an Relevanz[3]. Dies ist maf3geblich
auf eine intensivierte Diagnostik durch die Uberpriifung des Prostata-spezifischen-
Antigen(PSA)-Werts zuriickzufithren[3]. Dennoch existiert aktuell nur ein geringer
Wissensstand iiber protektive Faktoren, die die Inzidenz der Erkrankung nachhaltig
senken konnten, wobei die Bedeutung von Bewegung und Sport in diesem Kontext immer
wieder diskutiert wird.

Grundsitzlich weisen epidemiologische Daten darauf hin, dass korperliche Aktivitdt und
Sport das Erkrankungsrisiko, den Heilungsverlauf und das Uberleben von Krebspatienten
verbessern[4-6]. Verschiedene randomisiert kontrollierten Studien bieten eine starke
Evidenz dafiir, dass bewegungstherapeutische Interventionen bei Prostatakrebs vor allem
auf die Nebenwirkungen der Tumorerkrankung, wie Miidigkeit und Harninkontinenz,
vorteilhafte FEinfliisse haben[7, 8]. Besonders durch die Beeinflussung dieser
Erscheinungen kann die Lebensqualitit der Betroffenen nachhaltig gesteigert werden[5,
6, 9]. Dennoch sind auch positive Effekte auf Pravalenz und Mortalitit nicht abschlieSend
geklart [7, 10]. Dabei lassen sich neben Verdnderungen der systemischen Inflammation
und einer Manipulation der Homoostase von diversen Hormonachsen, verschiedene
Mechanismen in Betracht ziehen, die den Krankheitsverlauf der Patienten positiv
beeinflussen. Unter anderem hat Bewegung eine Auswirkung auf den Kynurenin (KYN)-
Pfad, welcher den Hauptstoffwechselweg der Aminosdure Tryptophan (TRP) darstellt.
Bereits frithere Studien konnten beweisen, dass sich die Entstehung unterschiedlicher
(Zwischen-)Produkte dieses Stoffwechselwegs durch belastungsinduzierte Effekte
modulieren lassen, was seine besondere Relevanz fiir die Sportmedizin und Pravention
erklart[11, 12]. Einerseits {ibt der Kynurenin-Signalweg einen Einfluss auf die Entstehung
von Neoplasien aus, gleichzeitig wirkt er auch auf deren Progression ein, was ihn als
Ansatzpunkt in der Krebstherapie in den vergangenen Jahren vermehrt in das Interesse
der  wissenschaftlichen  Forschung  geriickt hat[13].  Angriffspunkte  der
pharmakologischen Beeinflussung sind dabei hdufig die Schliisselenzyme Indolamin-2,3-

Dioxygenase (IDO) und Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO)[13]. Zum Zusammenhang



von Bewegung auf den Kynurenin-Metabolismus bei Prostatakrebspatienten liegen
bislang allerdings keine Studien vor.

Das Untersuchen des Kynurenin-Signalwegs und wie dieser durch kdrperliche Aktivitét
beeinflusst werden kann, wie es die vorliegende Studie getan hat, soll dazu beitragen, ein
besseres Verstandnis iiber trainingsinduzierten Faktoren und ihre Auswirkungen auf den
menschlichen Kdrper zu erlangen. Daher war das Ziel der durchgefiihrten Untersuchung,
die akuten Effekte einer singuldren sportlichen Belastung auf ausgewdhlte
Stoffwechselprodukte (Tryptophan, Kynurenin, Quinolinsdure) und assoziierte

inflammatorische Marker in einer ausgewéhlten Studienpopulation zu untersuchen.



2 Wissenschaftlicher Hintergrund
2.1 Prostatakarzinom

Mit ca. 57.000 Neuerkrankungen/Jahr ist das Prostatakarzinom in Deutschland die am
héufigsten diagnostizierte Tumorerkrankung des Mannes[1]. Weltweit ist die Inzidenz
der Neoplasie unterschiedlich, wobei sich global sowohl ein West-Ost- als auch ein Nord-
Stid-Gefille beobachten ldsst, das durch soziodkonomische und erndhrungsbedingte
Unterschiede in verschiedenen Gesellschaften erkléart wird[1]. Als die drei ma3geblichen
Risikofaktoren fiir seine Entstehung beschreiben die Leitlinien der Europidischen
Gesellschaft fiir Urologie das Alter, den Lebensort und die familidre Priadisposition des
Patienten[14]. Zusidtzlich wurde eine positive Korrelation flir zahlreiche weitere
Risikofaktoren wie Rauchen, Prostatitis und sportlicher Inaktivitit nachgewiesen, die die
Entstehung  von  Prostatakarzinomen  begiinstigen[1]. = Mangelnde  kausale
Zusammenhdnge und fehlende  weiterfilhrende  Untersuchungen  schrinken
weiterfiihrende Aussagen beziiglich dieser Risikofaktoren jedoch ein. Dabei fiihrt
besonders die grofe Spannweite an Manifestationsmoglichkeiten von sehr héufig
vorkommenden, indolenten Formen bis zu klinisch relevanteren, hoch aggressiven

Auspriagungen zu einer uneinheitlichen Studienlage[15].

2.2 Bedeutung von Bewegung und Sport im Kontext des Prostatakarzinoms

Das Risiko diverser Krankheiten kann durch sportliche Betitigung nachweislich gesenkt
werden[16-20]. Es zeigen unterschiedliche epidemiologische Studien bereits, dass Sport
die Entwicklung und das Fortschreiten von Prostatakarzinomen reduzieren kann,
allerdings liegen derzeit keine randomisiert kontrollierten Studien vor, die sich mit der
Verbindung einer sportlichen Belastung und dem Erkrankungsrisiko beschéftigen.[7, 10].
Dennoch haben bisherige Untersuchungen, die den Zusammenhingen zwischen
sportlicher Aktivitdt und Prostatakrebs untersuchten, einen Nutzen von Bewegung und
Sport fiir eine verbesserte korperliche Funktion, Fitness und Miidigkeit nachgewiesen[7,
8]. Zwar konnte in einzelnen Studien ein erhohtes AusmaBl an Bewegung die
prostatakrebsspezifische Mortalitdt senken[32], allerdings bleibt der Einfluss
korperlicher Belastung auf die Inzidenz und Mortalitét nicht abschlieBend geklért[7, 8].
Trotzdem konnte Bewegung dementsprechend zukiinftig in der Primér- und
Tertidrpravention des Prostatakarzinoms weiter an Bedeutung gewinnen. Dabei kommen
als denkbare Mechanismen des positiven Einflusses von korperlicher Aktivitit auf das
Wachstum und die Progression von Karzinomen neben einer Abnahme des

Korperfettanteils auch eine Modifikation des antioxidativen Abwehrsystems in Frage[9,
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21]. Zusitzlich wird durch vermehrte sportliche Aktivitit der Hormonhaushalt beeinflusst
was sich unter anderem in einem reduzierten Testosteron- und Dihydrotestosteronspiegel
manifestiert und sich positiv auf die Krebsgenese auswirkt[9]. Dihydrotestosteron ist ein
wichtiges Hormon fiir die Entwicklung, das Wachstum und die Funktion der Prostata[23]
Korperliche Aktivitdt fiihrt zu einer vorlibergehenden Hemmung des Enzyms Sa-
Reduktase, was sich in einer verminderten Umwandlung von Testosteron zu
Dihydrotestosteron (DHT) ausdriickt[22]. Bei Sportlern konnten niedrigere basale
Testosteronwerte, sowie verminderte Testosteronlevel direkt nach der Belastung
beobachtet werden, diese Beobachtungen stiitzen die vorausgehende These[24-28].
Auch das Schaffen einer fiir den Tumor ungiinstigen Microenviroment ist ein
Angriffspunkt, der zu einer verbesserten klinischen Prognose des Karzinoms fiihrt[29].
Durch unterschiedliche wissenschaftliche Arbeiten gilt als gesichert, dass es einen
relevanten Zusammenhang zwischen chronischen Entziindungen und Tumoren gibt, da
die Entstehung und Progression durch eine inflammatorische Umgebung begiinstigt
wird[30, 31]. Folglich wirkt eine entziindungshemmende Umgebung inhibitorisch auf die
malignen Eigenschaften eines Tumors, wobei die genauen biologischen Ursachen noch
nicht hinreichend erforscht sind.

In der Genese und Progression von Tumoren sind auch wechselseitige Beeinflussungen
zwischen den entarteten Zellen und dem Immunsystem von zentraler Bedeutung. Um
einer immunvermittelten Schadigung der Krebszellen zu entgehen, reagiert der Tumor
mit komplexen Immunevasionsmechanismen. Ein wichtiger Baustein der lokalen
Immunsuppression  bildet eine vermehrte Expression von IDO-Genen in
Prostatakarzinomzellen[33]. Einige Mechanismen hierfiir werden im Folgenden in der
Einleitung der Publikation (s. Anhang) genauer beschrieben. Kéllberg et al. wiesen eine
erhohte Aktivitdt von IDO bei Mausen in TRAMP (Transgenic adenocarcinoma of mouse
prostate) Prostatatumoren nach und zeigten, dass die IDO vermittelte Immunsuppression
hauptsdchlich in friilhen Tumorstadien einen FEinfluss auf das Wachstum hat[34].
Serumkonzentrationen von Kynurenin und Tryptophan, die Riickschliisse auf die
Aktivitdt von IDO zulassen, wurden daher als Biomarker in der Fritherkennung von
Prostatakrebs diskutiert, konnten sich aber klinisch bisher nicht etablieren[35, 36].
Trotzdem bildet der Kynureninmetabolismus einen relevanten Ansatzpunkt zur Erklérung
der positiven Effekte von Sport auf das Immunsystem und damit auch auf den

Krankheitsverlauf.



2.3 Der Kynureninmetabolismus

Den Ausgangspunkt des Kynurenin Pfads bildet die essentielle Aminoséure Tryptophan,
die neben ihrer Funktion in diesem Stoffwechselweg auch fiir die Proteinbiosynthese und
Synthese fiir Serotonin und Melatonin verwendet wird. Allerdings wird {iber
letztgenannte Wege weniger als 5% der Aminoséure verwertet, da der Hauptteil als
Substrat dem Kynurenin Pfad zugefiihrt wird[37]. Die aus dem Kynurenin Metabolismus
resultierenden Stoffwechselmetabolite sind unter anderem
Nicotinamidadenindinukleotide (NAD+), die eine wichtige Rolle fiir die
Energiebereitstellung der Zelle spielen, Kynureninsdure, die eine neuroprotektive
Wirkung hat und die neurotoxische Quinolinsdure. Ist dieser Stoffwechselweg gestort,
hat das einen maf3geblichen Einfluss auf die Entstehung verschiedener immunologischer,
kognitiver und neurodegenerativer Krankheiten und auch die Krebsgenese wird von der
Verstoffwechselung von Tryptophan beeinflusst[13].

Im initialen, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Kynureninpfades wird L-
Tryptophan mit Hilfe zweier Enzyme zu n-Formylkynurenine oxidiert[38]. Diese
Reaktion wird sowohl von TDO, als auch von IDO katalysiert, das wiederum in zwei
verschiedenen Isoformen (IDO1/2) vorkommt[39]. TDO ist ein leberstindiges Enzym
und wird stetig basal exprimiert[42]. Tryptophan selber stabilisiert den TDO-
Enzymkomplex und verhindert eine Inaktivierung[43]. Die Verfiigbarkeit von IDO
wiederum ist unter anderem durch inflammatorische Stimuli induzierbar[40-42]. IDO1
kommt in 58% aller Tumorarten vor und es ist nachgewiesen, dass es in unterschiedlichen
Karzinomtypen mit einer schlechten klinischen Prognose vergesellschaftet ist[13, 44].
Als Gegenreaktion auf Zytokine, die durch tumorinfiltrierte Immunzellen ausgeschiittet
werden, wird vermehrt IDO exprimiert oder der Spiegel des Enzyms bleibt aufgrund des
Einflusses von Onkogen vermittelten Signalen dauerhaft hoch[45]. Zusétzlich konnte ein
Zusammenhang zwischen der Hiufigkeit von Metastasen und dem IDOI1 Spiegel in
diversen Studien mit unterschiedlichen Tumortypen nachgewiesen werden[54-56]. Durch
eine gesteigerte Fahigkeit zur Neovaskulisierung weisen die Krebszellen unter diesem
Einfluss eine deutlich erhdhte Motilitit auf[57]. Deutlich wird dies beispielsweise in einer
Studie mit Méusen, bei denen durch eine vermehrte IDO1-Expression eine erhohte
Metastasierungsfahigkeit von Lungenkarzinomen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
gezeigt werden konnte[58]. Durch diese Forschungsergebnisse angeregt nimmt auch die

Relevanz dieser Schliisselenzyme als Angriffspunkt fiir Pharmaka in der Therapie von
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diversen Karzinomen deutlich zu, was sich in einer Vielzahl an Studien, die IDO- und
TDO-Inhibitoren einsetzen niederschlagt[13].

Durch verschiedene Stoffwechselprodukte, die im Zuge des Kynurenin Katabolismus
entstehen, wird auBBerdem eine physiologische Immunantwort des Korpers unterdriickt,
wihrend gleichzeitig maligne Eigenschaften der Krebszellen unterstiitzt werden. Uber
spezifische, in der Zellmembran lokalisierte Transporter gelangen die im Zytosol
gebildeten Tryptophan und Kynurenin-Derivate aus der Zelle und beeinflussen dort das
Mikroumfeld des Tumors[46, 47]. Sie greifen in die Regulation von T-Zellen und die
Immunzellinfiltrierung des Tumors ein, was anhand exemplarischer Mechanismen sind
im Folgenden aufgefiihrt werden soll: Fallarino et al. =zeigten, dass 3-
Hydroxyanthranilsdure und Quinolinséure in vitro in murinen Thymozyten und Thl-
Zellen eine selektive Apoptose induzieren[48]. Zusétzlich flihrt ein Mangel an
Tryptophan zu einer Inaktivierung des mTOR-Signalwegs, was die T-Zell-Proliferation
stoppt[49, 50]. Ein weiterer Mechanismus, der auf die Knappheit an Tryptophan
zurlickgefiihrt werden kann, ist das Halten von T-Lymphozyten durch einen
Zellzyklusarrest in der Gl-Phase[51]. Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass
regulatorische T-Zellen durch einen vermehrten Kynureninstoffwechsel zur
Differenzierung angeregt und zytotoxische T-Zellen sowie NK-Zellen supprimiert
werden[11, 51-53].

Auch der Einfluss, den der Kynureninmetabolismus auf T-Zellen auswirkt, schligt sich
in Therapieansdtzen verschiedener Krebsarten nieder. Die oben bereits beschriebenen
Pharmaka werden zumeist mit anderen Medikamenten wie T-Zell Immune Checkpoint
Inhibitoren kombiniert[13]. Gerade fiir klinisch-therapeutische Studien ist es also
wichtig, das Verstdndnis um den Kynurenine-Stoffwechselweg weiter auszubauen, damit
sein Einfluss auf die Entstehung von Krankheiten verstanden und davon profitiert werden

kann.

2.4 Einfluss von Bewegung und Sport auf den Kynureninmetabolismus

Diverse Studien in verschiedensten Populationen demonstrierten, dass sowohl
Krafttraining als auch Ausdauertraining den Tryptophan-Abbau iiber Kynurenin
beeinflusst[11, 59-66]. Im Vergleich zum Krafttraining konnten Joisten et al. stirkere
Verdnderungen in den Metaboliten durch eine akute Ausdauereinheit nachweisen[11].
Dariiber hinaus wurde bei trainierten Athleten eine Wechselbeziehung zwischen der
aeroben Fitness und dem basalen TRP-Stoffwechsel dargestellt[67].

Fir den Zusammenhang zwischen einem aktiven Lebensstil und dem vermehrten
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Tryptophan Abbau iiber Kynurenin gibt es verschiedene kausale Erklarungsansétze, die
diskutiert werden.

Zum einen konnten die durch sportliche Belastung hypoxischen Konditionen im Gewebe
die Funktionsfahigkeit von den beiden Dioxygenasen IDO und TDO beeinflussen[12].
Zum anderen wird debattiert, dass der PGC-1al-PPARa/d-Signalweg durch Sport
hochreguliert wird[68]. PGC-1a als Koaktivator spielt im Wesentlichen eine zentrale
Rolle bei den sich anschlieBenden Anpassungsvorgangen im Muskel. Einerseits fiihrt ein
Expression desselben zu Verdnderungen in der Zusammensetzung des
Skelettmuskelfasertyps, andererseits hat er auch iiber die Angiogenese und
mitochondriale Biogenese Auswirkungen auf den oxidativen Metabolismus der
Zelle[69]. Eine zunehmende Aktivierung des PGC-1al-PPARo/d-Signalweg bewirkt
aullerdem eine vermehrte Expression der Kynurenin-Aminotransferase (KAT) im
Skelettmuskel, woraus ein Anstieg von Kynurensdure (KA) als Abbauprodukt von
Kynurenin[68] resultiert. Auch war es moglich, in mononukledren Zellen des peripheren
Blutes nach einer einmaligen Ausdauerbelastung eine vermehrte Expression von KAT4-
nachzuweisen[11]. Erginzend stellten Herrstedt et al. bei Patienten mit Karzinomen des
gastrodsophagealen Ubergangs in der Interventionsgruppe mit einem kombinierten
Sportprogramm neben der Chemotherapie auch eine vermehrte Aktivitét von kynurenine-
3-monooxydase (KMO) im Skelettmuskel fest[66].

Als weitere Mediatoren kommen die, wéahrend und nach der korperlichen Aktivitdt
ausgeschiitteten immunmodulatorischen Botenstoffe des Korpers in Frage. TDO wird
dabei durch das Hormon Corsisol induziert[70], wéhrend die Enzyme IDO 1 und 2 durch
IL-6 stimuliert werden[71]. Bei KMO, das letztlich ebenfalls zu einem beschleunigten
Tryptophankatabolismus fiihrt, wird eine Beeinflussung durch proinflammatorische
Zytokine vermutet. Durch diese Mechanismen kommt es nach sportlicher Betitigung zu
einem kurzfristig gesteigerten Abbau von Tryptophan liber Kynurenin. Wissenschaftliche
Ergebnisse zum langfristigen Einfluss von sportlicher Aktivitit auf den Kynurenin-
Metabolismus sind zwar noch nicht ausreichend untersucht, allerdings gibt es dennoch
Studien, die sich diesem Thema angenommen haben. So konnte bei depressiven Patienten
beobachtet werden, dass diese weder nach einem einwdchigem noch nach ein
zwolfwochigem Trainingsprogramm verdnderte Kynurenin-Serumlevel aufzeigen[60,
72]. Modifikationen diverser Tryptophan-Metabolite blieben auch bei dlteren Patienten
mit einem hohen Risiko fiir Demenz trotz physischer Aktivitdt aus[73]. Obwohl sich bei

diesen Patientengruppen keine signifikanten Verdnderungen der Serummarker ergaben,
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konnten in verschiedenen Studien nachgewiesen werden, dass mehrwdchige
Trainingsintervention zu einer verdnderten Expression von Enzymgenen fiihrt[62, 66,
68]. Lediglich eine Studie, die den Einfluss eines dreiwdchigen Ausdauertrainings auf
verschiedene Untergruppen bei Multipler Sklerose untersucht, fiihrt bei Probanden mit
schubformig remittierende MS eine Varianz des KYN/TRP-Verhiltnisses an[74]. Neben
Herrstedt et al. (s.0.) hat sich eine weitere Arbeit mit den Auswirkungen von Bewegung
auf den Kynurenin-Stoffwechsel bei Krebs beschiftigt{66, 75]. Zimmer et al.
demonstrierten, dass ein 12-wochiges Krafttraining die Kynurenin-Spiegel bei
Patientinnen mit Brustkrebs, die sich einer Strahlentherapie unterzogen, reduzierte[65,
75]. Die langfristig anti-inflammatorische Wirkung von Sport konnte die Aktivitit
insbesondere von IDO vermindern, welche in vielen Tumoren hochreguliert ist, und damit
zur Bekdmpfung der Genese und Progression von Tumoren beitragen. Ebenso wie
mogliche Auswirkungen auf den Tumor, sollte weiterhin untersucht werden, wie genau

und auf welcher Ebene der Signalweg beeinflusst wird.

2.5 Einfluss von Bewegung und Sport auf das Immunsystem

Nach korperlicher Betédtigung kann im Serum der Probanden ein Anstieg verschiedener
Stoffwechselzwischenprodukte mit Signalwirkung nachgewiesen werden, die, wenn sie
vom Muskel produziert und anschlieBend freigesetzt werden, auch Myokine genannt
werden[76]. Sie 16sen unterschiedliche parakrine und endokrine Vorginge aus, die eine
entscheidende Rolle fiir immunologische Anpassungsvorgidnge nach sportlicher
Ertiichtigung spielen. Es wird davon ausgegangen, dass jede korperliche Belastung durch
die Zytokinausschiittung langfristig ein anti-inflammatorisches Umfeld induziert [4].
Sowohl Typ I als auch Typ II Muskelfasern synthetisieren das Myokin IL-6, das bei
sportlicher Anstrengung durch vermehrte Muskelkontraktion ausgeschiittet wird. Bereits
nach kurzer Zeit ist es im Blutkreislauf der Probanden messbar und wirkt auf
unterschiedliche Organsysteme. Neben einer Beeinflussung des Glukosespiegels
induziert es die Lipolyse und hat durch seine hormonédhnliche Wirkung auf
unterschiedliche Weisen entziindungshemmende Effekte[77]. So induziert es die
Produktion anti-inflammatorischer Cytokine wie IL1ra, IL10 und des 16slichen TNF-a
Rezeptor, wihrend es gleichzeitig die Produktion der pro-inflammatorische Molekiile
TNF-o und IL-1 hemmt[78, 79].

Besonders bei korperlicher Belastung regen Zytokine neben weiteren ausgeschiitteten

Signalmolekiilen wie Cortison, Wachstumshormon, Beta-endorphinen und Adrenalin die
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Aktivitdit und Umverteilung von Natiirlichen-Killerzellen (NK-Zellen) an, was die
Progression von Tumoren beeinflussen kann[76, 80]. Pedersen et al. machten die
Modulation von NK-Zellen in verschiedenen Mausmodellen fiir ein bis ca. 60%
vermindertes Wachstum und eine reduzierte Inzidenz von Tumoren verantwortlich[81].
Bereits zuvor konnte bei Méusen bereits eine erhohte inflammatorische Markrophagen-
Antitumor-Zytotoxizitit nach sportlicher Aktivitit gezeigt werden[82].

Durch vertiefende Forschungen und Erkenntnisse auf diesem Gebiet kdnnte Patienten
zukiinftig eine personalisierte Medizin, die neben einer individuelle Therapieplanung als
Moglichkeiten zur Pravention aufzeigt, geboten werden. Es wire dann moglich speziell
auf die Bediirfnisse des Einzelnen zugeschnittene Trainingspldne konzipieren und

gleichzeitig zu einer deutlichen Verbesserung der Bevdlkerungsgesundheit beitragen.
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3  Zielsetzung und Hypothesen

Ziel der vorliegenden Pilotstudie war es, den Einfluss einer einmaligen
Ausdauerbelastung auf Inflammationsmarker und Kynurenin-Stoffwechselparameter bei
Prostatakrebspatienten zu ermitteln. Dies geschah vor dem Hintergrund, dass kdrperliche
Bewegung den Kynurenin-Stoffwechselweg an verschiedenen Punkten beeinflusst.
Hierfiir wurden 24 Probanden in eine randomisierte, kontrollierte Studie eingeschlossen
und anschlieBend gleichméBig in eine Interventionsgruppe sowie eine Kontrollgruppe
eingeteilt. Zwar wurden bis zu dieser Untersuchung noch keine weiteren Daten zu diesem
Zusammenhang ermittelt, doch soll die vorliegende Studie perspektivisch als Grundlage

und Planungshilfe fiir gréBere Interventionsstudien dienen.

Aus dem Ziel der Studie und unter Riicksichtnahme des unter Punkt zwei geschilderten

wissenschaftlichen Hintergrundes ergeben sich folgende zwei Hypothesen:

1. Eine einmalige korperliche Belastung fiihrt bei Prostatakrebspatienten zu einer
Beeinflussung des Tryptophan Abbaus iiber den Kynurenin-Metabolismus.
2. Inflammatorische Signalmolekiile fiihren zu einer IDO-vermittelten, erhohten

Aktivitdt des Kynurenin-Metabolismus.
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4 Material, Methoden und Ergebnisse:

Dieser Teil wird durch das Paper ,Effect of a single bout of aerobic exercise on
kynurenine pathway metabolites and inflammatory markers in prostate cancer patients —

a pilot randomized controlled trial” (s. Anhang) ersetzt[75].

4.1 Zusammenfassung der Veroffentlichung: ,,Effect of a single bout of aerobic
exercise on kynurenine pathway metabolites and inflammatory markers in
prostate cancer patients — a pilot randomized controlled trial”

Der Kynurenin-Signalweg erlangt wachsendes Forschungsinteresse im Hinblick auf
Genese, Progression und Therapie solider Tumoren. Frithere Studien zeigen
belastungsinduzierte Effekte auf die Metabolitspiegel entlang des Kynurenin-Signalwegs.
Modulationen des Kynurenin-Pfads sind wahrscheinlich an den positiven Auswirkungen
von Bewegung auf das Fortschreiten von Krebs und die Mortalitdt beteiligt. Ziel dieser
Studie war es zu untersuchen, ob akute aerobe sportliche Belastung den Tryptophan-
Metabolismus  und  damit = zusammenhingende  Entziindungsmarker  bei
Prostatakrebspatienten verdndert. Wir fiihrten eine randomisierte kontrollierte Studie mit
24 Patienten durch, die an Prostatakrebs erkrankt sind. Wihrend die Kontrollgruppe
inaktiv blieb, fiihrte die Interventionsgruppe fiir 30 Minuten ein aerobes Training auf
einem Fahrradergometer bei 75% des individuellen Spitzen-Sauerstoffverbrauchs durch.
Bevor (t0) und direkt nach der Belastungsintervention (t1) wurden Kynurenin,
Tryptophan, Kynureninsdure, Quinolinsédure sowie verschiedene Entziindungsmarker
(IL6, TNF-a, TGF-B) im Blutserum bestimmt.

Vor der Belastung zeigte die Stichprobe robuste Korrelationen zwischen Tryptophan,
Kynurenin, Quinolinséure und damit in Verbindung stehenden Inflammationsmarkern.
Hinsichtlich der Belastungsintervention wurden Interaktionseffekte fiir Tryptophan, das
KYN/TRP-Verhéltnis und TGF-beta beobachtet. Die Ergebnisse zeigen zum ersten Mal,
dass akute korperliche Belastung den Tryptophanstoffwechsel bei Prostatakrebspatienten
beeinflusst. Darliber hinaus unterstreichen die Ausgangskorrelationen den

Zusammenhang zwischen Entziindung und dem Kynurenin-Signalweg bei Prostatakrebs.

4.2 Abbildungen und Tabellen der Veroffentlichung

Die wichtigsten Ergebnisse aus der Veroffentlichung sind in den folgenden Abbildungen

zusammengefasst.
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Tabelle 1: Charakteristika der Probanden. Die Daten werden als Mittelwert + SD dargestellt. Der T-Test wurde fiir
den Gruppenvergleich der metrischen Daten und der Pearson-x?*-Test fiir die normativen Daten (Gleason-Score,
Klassifikation der Internationalen Gesellschaft fiir Urologische Pathologie (ISUP), Risikoklassifikation nach
D'Amico[83] und Tumorstatus) verwendet. RQ- und Borg-Werte sind die maximal erreichten Werte wéihrend der
Baseline-GXT. HR = Herzfrequenz, RQ = Respiratorischer Quotient.

Intervention grou Control grou -
Overall (N=24) i) Broup . 1§) E
Age [years] 64.9+8.4 64.6+79 65.6+7.8 927
BMI [kg/m?] 26.3+ 3.7 247+29 27.6+39 .057
HRmax [bpm] 145 + 29 146 + 33 142 + 24 734
Max Power output 148 + 40 148 + 40 151 +44 994
(W]
VOspesk 25563 272463 25569 355
[ml/min/kg]
RQmax 1.10 £ 0.06 1.12+0.05 1.10+£0.6 337
Borgmax 17 +2 17+2 16+2 515
7 (n=2) 7 (n=0) 7 (n=2)
7a (n=8) 7a (n=4) 7a (n=4)
Gleason score 7b (n=6) 7b (n=2) 7b (n=4) 474
8 (n=4) 8 (n=2) 8 (n=2)
9 (n=4) 9 (n=3) 9 (n=1)
2 (n=8) 2 (n=4) 2 (n=4)
3 (n=6) 3 (n=2) 3 (n=4)
ISUP classification 4 (n=4) 4 (n=2) 4 (n=2) .644
5 (n=4) 5 (n=3) 5 (n=1)
Missing (n=2) Missing (n=0) Missing (n=2)
PSA level [ng/ml] 18.70 £ 29.04 1410 £9.47 22.59 + 38.80 488
High risk (n=21) High risk (n=11) High risk (n=10)
Risk classification = Intermediate risk Intermediate risk Intermediate risk .089
(n=3) (n=0) (n=3)
cT2c (n=1) cT2c (n=0) cT2c (n=1)
pT2a (n=2) pT2a (n=0) pT2a (n=2)
pI2b (n=1) pI2b (n=0) pI2b (n=1)
Tumor state pT2c (n=11) pT2c (n=6) pT2c (n=5) .549
pT3 (n=1) pT3 (n=1) pT3 (n=0)
pT3a (n=4) pT3a (n=2) pT3a (n=2)
pT3b (n=4) pT3b (n=2) pT3b (n=2)

17



>

IL6 [pg/ml]
N A

N
1

T r=.544; p=.009

[ ]
o.o:o‘

0.25+

0.20

0.15+

0.10

IL6/TGF [x107]

0.05

1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
KYN [uM]

r=.630; p=.002

25

0.00

IL-6 [pg/ml]
N )

N
1

T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

KYN [uM]

r=.425; p=.049

25

0

.0 0.2 0.4 0.6 0.8

QA [uM]

1.0

TGF-B [pg/ml]

50000 =. 485; p=.022
@
40000~ o
‘ o0
30000 g o
o o°
° ()
20000 .
[ ]
10000}
0 1 1 1 1 1
00 05 10 15 20 25
KYN [uM]
0.3 1=471; p=031
o,g' °
-~ 0.2+ °
&
[T
o
[l
T 0.1-
P4
[
00 1 1 1 | 1
00 05 10 15 20 25
KYN [uM]
8r=.503; p=.017
[
[ — 6-
E N .
8 a- .
3 e
2- .
”® oo
[ ]
.. o
0 T T T 1
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04
Kyn/Trp

Abbildung 1: Baseline Assoziationen zwischen dem Kynurenin-Metabolismus und inflammatorischen Markern.
Korrelationen wurden nach dem Spearman-Koeffizienten berechnet.
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Tabelle 2: Wirkung der Intervention auf den Kynurenin-Signalweg und die assoziierte Entziindungsmarker. Die
Daten werden als Mittelwert + SD dargestellt. Haupteffekte der Baseline-adjustierten ANCOVA sind Zeit- und

Interaktionseffekte.
- ANCOVA . AN(;OVA.
Parameter Group Point in Time time interaction (time
X group)
TO T1 p df F p df F
TRP [uM] G >12:82  50.3+8.0 073 1 3.626 .019 1 6.608
KG 68.1+129 78.6+13.0
IG 13+.2 13+.1
KYN [uM] 594 1 295 523 1 425
KG 15+0.4 15+0.4
QA [uM] G 4+.05 5.0 406 1 725 293 1 1.173
KG 5+.13 5+.13
KA [uM] G 03+.006 .03:+.006 7241 129 614 1 265
KG .03+.011 .03+.011
KNY/TRP ratio G 03+.006 .03 £.006 189 1 1.863 <001 1 22.790
KG .02+.006 .02 +.005
QA/KYN ratio G 34+.03 34+.04 426 1 662 484 1 511
KG 34+ .04 .35+.06
KA/KYN ratio G 02:+.004 .02:%.005 842 1 041 867 1 .029
KG .02+.004 .02 +.005
QA/KA ratio G 16.8£26 156223 509 1 45 747 1 107
KG 16.6+3.6 16.9*45
IL-6 [pg/ml] G 20+13 28215 093 1 3.148 078 1 3.48
KG 25+22 26+21
TGF-B [ng/ml] G 305£5.0 34.9:10.1 028 1 5735 .017 1 6.906
KG 27.8+7.0 24.8%349
TNF-a [pg/ml] G 34:11 3.7%.7 012 1 788 124 1 2.608
KG 34+1.2 33+x1.1
TNF-a/TGF-B ratio [x10-5] G 10.6£4.0 11.223.2 004 1 9914 585 1 457
KG 13.1+6.0 14.1+54
IG 6.0+3.3 8.0+3.7
IL-6/TGF-B ratio [x10-5] 627 1 293 967 1 .003
KG 10.2+8.7 11.4+10.9
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Abbildung 2: Die Ergebnisse der Baseline-adjustierten ANCOVA fiir den Kynurenin-Pfad. Die Interventionsgruppe
(1G) ist in schwarzer Farbe und durchgehenden Linien dargestellt, wohingegen die Kontrollgruppe (CG) in grau und
gestrichelten Linien dargestellt ist. Signifikante Post-hoc-Ergebnisse fiir Zeiteffekte sind durch Sternchen (*) und
fiir Interaktionseffekte durch "#" gekennzeichnet. Das Signifikanzniveau wurde auf a < .05 gesetzt.
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Abbildung 3: Ergebnisse der Baseline-adjustierten ANCOVA fiir die inflammatorischen Marker. IG ist in schwarzer
Farbe und durchgehenden Linien dargestellt, ob CG in grau und gestrichelten Linien. Signifikante Post-hoc-

Ergebnisse fiir Zeiteffekte sind durch Sternchen (*) und fiir Interaktionseffekte durch "#" gekennzeichnet.
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5 Diskussion

In dieser randomisiert, kontrollierten Studie wurde erstmals der Einfluss einer einmaligen
Ausdauerbelastung auf  Kynurenin-Stoffwechselprodukte und assoziierte
inflammatorische Zytokine untersucht. Dabei unterschieden sich beide Gruppen nicht
signifikant hinsichtlich der anthropometrischen Daten sowie beziiglich der
Tumorcharakteristiken (s. Tabelle 1). Im Verlauf der folgenden Diskussion werden die
unter Punkt drei aufgestellten Forschungshypothesen aufgegriffen und im Kontext des

wissenschaftlichen Hintergrundes besprochen.

5.1 Ausgangskorrelationen

Zwischen allen gemessenen Inflammationsmarkern und den Parametern des Kynurenin-
Signalwegs ergaben sich vor der Intervention statistisch signifikante Korrelationen (s.
Abbildung 1). Hier unterstreichen unsere Ergebnisse vorherige Arbeiten und zeigen eine
positive Wechselbeziehung zwischen IL-6 und Kynurenin, KYN/TRP sowie
Quinolinsdure [71, 84-86]. Auch die ermittelten Verhéltnisse von IL6/TGF und TNF/TGF
préasentierten zunehmende Kynurenin-Werte beim Verlagern des Quotienten zu Gunsten
der proinflammatorischen Marker IL-6 und TNF-a. Neben INF-y wirken die beiden
aufgefiihrten Botenstoffe (IL-6, TNF-a) als Stimuli fiir die Indolamin-2,3-
Dioxygenase[84]. An Ratten zeigten Kim et al. eine vermehrte IDO1-Expression iiber
den JAK/STAT-Signalweg nach vorheriger intra-hippocampaler Applikation von IL-
6[87]. Zusitzlich fordert das Zytokin IL-6 iiber eine Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse die Freisetzung von Cortisol. Cortisol wiederum regt das
leberstidndige Enzym TDO an[88]. Beide Enzyme IDO1 und TDO bauen Tryptophan iiber
Kynurenin ab. Ahnlich wird angenommen, dass eine erhdhte KMO-Aktivitit durch
Entziindungsstimuli vermittelt wird, was moglicherweise eine Erklarung fiir die erhdhten
Quinolinsiure-Spiegel darstellt[11, 89]. Die erlduterten Mechanismen stimmen mit den
prasentierten Ergebnissen {iiberein und stiitzen die Hypothese: ,Inflammatorische
Signalmolekiile fiihren zu einer IDO-vermittelten erhdhten Aktivitdt des Kynurenin-
Metabolismus.*, eines hochregulierten Kynurenin-Stoffwechsels durch inflammatorische
Reize. Dies wird durch eine negative Korrelation des entziindungshemmenden TGF-ff mit
Kynurenin untermauert. Ob dieser Effekt IDO-vermittelt ist bleibt aus den vorliegenden

Daten unklar.
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5.2 Kynurenin-Stoffwechselmetabolite

Nach der korperlichen Belastung demonstrieren die Daten signifikante Verédnderungen in
der freien Tryptophan-Konzentration und im KYN/TRP-Verhéltnis (s. Abbildung 2). In
der Kontrollgruppe stieg der freie Tryptophan-Spiegel zwischen t0 und t1 an und wies
hoher Werte im Vergleich zur Interventionsgruppe auf. Das freie Tryptophan wird
maflgeblich iiber die Nahrungszufuhr und den Abbau, fiir die Synthese weiterer
biologisch aktiver Stoffe, reguliert[39]. Beide Gruppen erhielten eine Stunde vor der
Intervention das iibliche Krankenhausessen. Das in der Mahlzeit erhaltenen Tryptophan
wie auch die Resorption von nicht veresterten freien Fettsduren (NEFA) fiihren zu einem
erhohten Spiegel an freiem Tryptophan im Blut. NEFA verdréngen Tryptophan aus seiner
Bindung mit Albumin und erhdht damit die Menge an freiem Tryptophan [90]. Dariiber
hinaus zeigten Studien an Nagetieren und Menschen, dass eine erhohte
Katecholaminfreisetzung, die durch Bewegung induziert wird, zu einer vermehrten
Lipolyse mit Freisetzung von NEFA fiihrt [37, 91-94]. Auch die Freisetzung von Insulin
durch die Mahlzeit kann den Tryptophan-Anstieg verstidrken, so konnte durch eine
Kohlenhydratreiche-Mahlzeit oder eine alleinige Insulingabe ein Anstieg der Aminosdure
im Plasma bei Ratten nachgewiesen werden[95]. Das Zusammenspiel dieser Faktoren ist
vermutlich fiir die zunehmenden Tryptophan-Spiegel im Blut der Kontrollgruppe
verantwortlich.

Der ausbleibende Anstieg von Tryptophan in der Interventionsgruppe ldsst einen
vermehrten Abbau der Aminosédure iiber den Kynurenin-Stoffwechselweg wihrend der
sportlichen Belastung vermuten. Auch in trainierten Athleten konnte eine Reduktion der
Tryptophan-Konzentration im Serum wum 12% nach einem erschopfenden
Ausdauertraining nachgewiesen werden[67]. Ein weiterer Mechanismus, der den Anstieg
in der Interventionsgruppe mindert, kann eine erh6hte Aufnahme von Tryptophan in das
Gehirn des Menschen sein[93]. Blomstrand et al. beschrieben eine um 100% erhdhte
Aufnahme von Tryptophan iiber die Blut-Hirn-Schrank in das Gehirn dlterer Ménner nach
einem  60-miniitigen  Ausdauertraining[96].  Darliber ~ hinaus  ist  eine
Aminosdurenaufnahme fiir die Proteinbiosynthese in den Muskelzellen denkbar[97]. Der
Tryptophan-Spiegel im Blut hat in den Morgensunden seinen Zenit und nimmt im
Tagesverlauf ab. Daher konnen diurnale Rhythmen als Einfluss auf die Steigenden
Tryptophan-Werte in der Kontrollgruppe weitgehend ausgeschlossen werden[98].

Die Hypothese: ,,Eine einmalige korperliche Belastung fiihrt bei Prostatakrebspatienten

zu einer Beeinflussung des Tryptophan Abbaus iiber den Kynurenin-Metabolismus.*
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kann durch die Ergebnisse und geschilderten Erklarungen teilweise bestétigt werden. Ein
Abbau iiber den Kynurenin-Metabolismus bleibt vage und kann anhand der Daten nicht
abschlieBend geklart werden.

Weitere signifikante Anderungen durch die Intervention konnten in den gemessen
Zwischen- und Endprodukten des Kynurenin-Stoffwechsels nicht nachgewiesen werden.
Unterschiede in der untersuchten Stichprobenpopulation oder in den angewandten
Trainingsmethoden konnten die Ursache fiir fehlende Verdnderungen sein. So ergaben
vorwiegend Studien an gesunden Probanden, dass Ausdauertraining Kynurensidure und
Quinolinsdure ansteigen ldsst[61, 63]. Schlitter et al. konnten einen Anstieg von
Kynurensédure innerhalb der ersten Stunde nach einem Ausdauertraining darstellen[59].
Gleichzeitig flihrte ein hoch intensives exzentrisches Training nicht zu einer erhdhten
Kynurenséure-Konzentration im Plasma[59]. Weitere Untersuchungen im Vorhinein
beschrieben eine Zunahme von Kynurenin im Plasma als Reaktion auf eine akute
sportliche Betitigung[11, 67, 74, 99].

Akut freigesetzte, trainingsinduzierte Botenstoffe und die damit verbundene Induktion
von Schliisselenzymen des Kynurenin-Metabolismus (IDO und TDO) sind eine denkbare
Begriindung fiir die kurzzeitige Erhohungen der Kynurenin-Spiegel. Die chronischen,
entziindungshemmenden Anpassungsvorgéingen von Sport auf das Immunsystems
hingegen fiihren vermutlich langfristig zu einer verminderten Aktivitit von IDO und TDO
[11]. Zusétzlich wird durch sportliche Betitigung nachhaltig eine vermehrte
Genexpression von Kynurenin abbauenden Enzymen induziert [68, 70, 71, 100]. Beide
Mechanismen verhindern folglich eine pathologische Akkumulation von Kynurenin,
sowie weiterer Zwischenprodukte. Das konnte der maB3gebliche Grund fiir die positiven
Auswirkungen von sportlicher Betdtigung auf Erkrankungen mit verdndertem
Kynureninstoffwechsel sein. Eine neuroprotektive Wirkung auf den Korper hat
beispielsweise der erhohte Abbau von Kynurenin zu Quinolinsdure und Kynurensdure,
die beide nicht die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden kénnen [11, 39]. Ahnlich vorteilhafte
Einfliisse eines beschleunigten Metabolitabbaus auf die Bekdmpfung von
Tumorerkrankungen lassen sich durch eine Beeinflussung der lokalen Immunabwehr und
Mikroumgebung  vermuten. = Mdglicherweise =~ vermindert  die  schnellere
Verstoffwechselung von Metaboliten die hemmende Wirkung zytotoxischer T-Zellen und
NK-Zellen und stirkt dementsprechend die immunsystemvermittelte Tumorabwehr.
Ebenso wiirde durch eine verminderte IDO-Aktivitit sowohl die Neovaskularisierung als

auch die Metastasierungsfahigkeit des Tumors gesenkt werden.
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Bei dem KYN/TRP-Verhiltnis konnte ein Zeiteffekt in der Kontrollgruppe, als auch ein
Interaktionseffekt zwischen beiden Gruppen gezeigt werden. Dieser Unterschied wird
mutmaBlich durch den Anstieg von Tryptophan im Plasma der ruhenden Studiengruppe
begriindet. Verschiedene Kynurenin-Metabolite, einschlieBlich des KYN/TRP-
Quotienten, werden bei Prostatakrebs und weiteren entziindlichen sowie chronischen
Erkrankungen diskutiert. Besondern in Zellkulturstudien wurde das Verhiltnis von
Kynurenin zu Tryptophan als Aktivitdtsparameter fiir IDO herangezogen[101, 102]. Der
KYN/TRP-Quotient kann im Organismus auf vielféltige Weise manipuliert werden. Erst
unlédngst wurde von Badawy et al. erortert, welche verschiedenen Einflussfaktoren im
menschlichen Korper das Verhiltnis von Kynurenin zu Tryptophan beeinflussen und
damit den diagnostischen Wert dieses Parameters im Hinblick auf die Aktivitit von IDO
einschrianken[103]. So verdndern neben TDO weitere Enzyme des Kynureninpfads
(KMO, KYNU und KAT) das Serumlevel von Kynurenin. Die Konzentration des freien
Tryptophans im Serum, welches nicht mehr an Plasmaproteine gebunden ist, wird
mafgeblich durch NEFA und Albumin bestimmt. Trotzdem deuten die dargestellten
Effekte auf Aktivitdtsverdnderungen entlang des Kynurenin-Stoffwechselweges hin. Um
genaue Mechanismen aufzudecken, sollten in zukiinftige Untersuchungen die
Enzymexpression und Aktivitit in relevanten und zugdnglichen Geweben (Leber,

Immunzellen, Skelettmuskulatur) bestimmt und eingeschlossen werden.

5.3 Inflammationsmarker IL-6, TGF-p und TNF-a

Als vermittelndes Element, eines durch Sport verdnderten Tryptophan-Kynurenin-
Pfades, wurden die pro-inflammatoritschen Zytokine IL-6 und TNF-a neben dem anti-
inflammatorischen TGF-f3 betrachtet.

Bei TGF-p zeigte sich ein Interaktionseffekt zwischen den beiden Gruppen (s. Abbildung
3). Dabei konnte in der Interventionsgruppe nach der sportlichen Belastung ein hoheres
Niveau im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden. Ahnliche Resultate wurden
bei jungen und gesunden Menschen nach korperlicher Betitigung nachgewiesen[104].
Wodurch der Anstieg zustande kommt, ist wissenschaftlich noch nicht geklirt. Zwar
konnten im M. gastrocnemius bei Ratten nach einer einstiindigen Ausdauerbelastung eine
zwei- bis vierfach erhohte Expression von TGF-B codierender mRNA nachgewiesen
werden[105]. Dies ist jedoch nicht fiir die erhdhten Protein-Spiegel von TGF-f§ im Serum
verantwortlich[106]. Knochengewebe und die glatten Muskelzellen in Gefdlen kommen

als weitere Syntheseorte in Frage[107, 108]. In der Literatur wird der TGF-} Anstieg oft
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mit dem Beginn von Anpassungsprozessen auf zelluldrer Ebene im menschlichen
Organismus nach korperlicher Aktivitit in Verbindung gebracht[107], es kann aber auch
auf eine frithe Zunahme der entziindungshemmenden Kapazitit durch korperliche
Aktivitdt hinweisen. Dennoch sind die verfiigbaren Daten iiber diesen Zusammenhang
sehr begrenzt und es fehlen weiterfilhrende Studien. Wihrend der Progression des
Prostatakarzinoms nimmt TGF-3 gegensitzliche Rollen ein[109]. Hohe Konzentrationen
in Patienten mit fortgeschrittenen Tumorstadien sind mit einem agressiveren Verlauf
assoziiert[109]. Ursdchlich ist eine Immunsupression in der Microumgebung des Tumors,
sowie ein gleichzeitiger Verlust des TGF-B-Rezeptors auf der Zelloberfldche welche den
Tumor widerstandsfdhig gegen die anti-proliferativen, anti-angiogenetischen und pro-
apoptotischen Effekte macht[110]. Durch eine vermehrte Vaskularisierung steigt die
Wabhrscheinlichkeit der Metastasenbildung[111]. Ob die im Blut gemessenen Effekte
auch die Mikroumgebung des Tumors widerspiegeln, bleibt unklar.

Der Anstieg von IL-6 durch korperliche Aktivitit, wie er in vielen vorausgehenden
Studien beschrieben wurde, konnte in unserer Untersuchung nicht festgestellt
werden[112]. Die Nahrungsaufnahme wirkt sich nicht nur auf das freie Tryptophan aus,
sondern auch die erfolgte Kohlenhydrataufnahme aus der Mahlzeit beeinflusst die
Produktion von IL-6 wihrend des Trainings[112, 113]. Die Einnahme von 6%
Kohlenhydraten vs. Placebo Getridnken verminderte die IL-6 Produktion des Muskels
nach einer 2,5-stlindigen Ausdauerbelastung von Marathonldufern[113]. Der
Plasmaspiegel von IL-6 wird maBgeblich durch die Trainingsintensitit, Dauer,
beanspruchte Muskelmasse und die Ausdauerleistungsfihigkeit bedingt [78, 112, 114,
115]. Sowohl die Kohlenhydrataufnahme und kurze Belastung, als auch die relativ kleine
Stichprobe sind hier vermutlich ausschlaggebend fiir das Ausbleiben einer signifikanten
Veridnderung.

Fiir TNF-a gibt es keinen Konsens dariiber, ob es mit korperlicher Aktivitdt zunimmt
oder[116-118], wie in unserer Studie, keine verdnderten TNF-a Konzentrationen im
Plasma vorliegen[119, 120]. Auf Prostatatumore hat TNF-a eine dichotome Wirkung.
Einerseits beeintrichtigt es die Vaskularisierung und stimuliert die Antitumor-Immunitit.
Andererseits verringert es die Apoptose, erleichtert die Metastasenbildung und fordert die

Proliferation[121].
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5.4 Limitationen

Aus dem Pilotstudiendesign und den durchgefiihrten Messungen ergeben sich
Einschriankungen, welche die Aussagekraft der dargestellten Ergebnisse ddmpft. Drei
Probanden tiiberschritten die von dem empfohlenen Testprotokoll fiir Krebspatienten
vorgesehene Testdauer von 20 Minuten in der Spiroergometrie [122]. Dies fiihrte unter
Umstidnden bei den drei Probanden wahrscheinlich zu einer falsch hohen Einschitzung
der Belastung auf dem Fahrradergometer. Bei der Mehrheit von 21 Probanden wurde das
Testprotokoll addquat angewandt.

Nicht nur nach der Intervention sollten weitere Biomarker beziiglich des Kynurenin-
Pfades bestimmt werden, um die genaue Ebene der Beeinflussung zu ermitteln. Auch die
Messung von Entziindungsmarkern konnte bei einer friiheren Bestimmung, vor der
Gruppenzuteilung, als Stratifikationsfaktor fiir die Randomisierung genutzt werden.
Obwohl alle Teilnehmer zur gleichen Tageszeit eine Mahlzeit erhielten, war es ihnen
iiberlassen, wie viel sie essen wollten. Deshalb wiren standardisiert zubereitete
Mabhlzeiten eine Moglichkeit, den Einfluss der unterschiedlichen Nahrungsaufnahme
weiter zu reduzieren. Die aus dem Pilotdesign resultierende kleine Stichprobe mindert
zwar die Power der Studie. Ziel war es jedoch erste Effekte auf die untersuchten

Biomarker zu erfassen, um zukiinftige stirker gepowerte Studien addquat zu gestalten.
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6 Zusammenfassung

Aufgrund der hohen Inzidenz und Mortalitdt des Prostatakarzinoms besteht dringender
Handlungsbedarf im Bereich Therapie und Prdvention der Erkrankung. Sportliche
Betdtigung konnte durch seinen positiven Einfluss auf die Entstehung, Progression und
Reduzierung der Nebenwirkungen zunehmend an Relevanz gewinnen. Ein moglicher
Mechanismus ist die Beeinflussung des Kynurenin-Metabolismus durch Bewegung. Der
Stoffwechselweg ist in Prostatakrebszellen dysreguliert und trdgt zum Fortschreiten der
Krankheit bei.

Dabei untersuchte die Pilotstudie bei Prostatakrebspatienten den Einfluss einer
einmaligen Ausdauerbelastung auf Inflammationsmarker, welche mit dem Tryptophan-
Abbau liber Kynurenin in Verbindung gebracht werden. Dafiir wurden fiir die kontrolliert,
randomisierte Studie 24 Patienten, die an Prostatakrebs leiden, in zwei Gruppen
eingeteilt, wovon eine als Interventionsgruppe diente, wihrend die andere die
Kontrollgruppe darstellte. Die Kontrollgruppe verblieb ohne eine forcierte kdrperliche
Belastung, die Interventionsgruppe hingegen wurde fiir eine halbe Stunde bei 75% ihrer
maximalen Sauerstoffaufnahme auf einem Fahrradergometer belastet. Vor der Belastung
(t0) und im Anschluss an diese (t1) wurden die Metabolite Kynurenin, Tryptophan,
Kynurenséure, Quinolinsiure, sowie diverse Entziindungsmarker (IL6, TNF-a, TGF-p)
im Blutserum bestimmt. Dabei zeigte sich, dass vor der Intervention bei den Probanden
eine positive Korrelation zwischen Kynurenin, Tryptophan, Quinolinsdure und pro-
inflammatorischen Zytokinen vorlag. Nach einmaliger Belastung konnten zusétzlich
Interventionseffekte fiir Tryptophan, das KYN/TRP-Verhiltnis und TGF-f3 nachgewiesen
werden.

Zusammenfassend demonstrieren unsere Ergebnisse, dass ein akuter Belastungsreiz bei
Prostatakrebspatienten im Vergleich zu einer passiven Kontrollgruppe auf einen
gesteigerten Abbau von Tryptophan hindeutet. Die Ausgangswerte vor der Intervention
bekriftigen, dass die inflammatorischen Zytokine (IL-6/TNF-0) den Kynurenin-

Stoffwechsel hochregulieren.
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7  Fazit und Ausblick

Auch wenn diese Untersuchung keine wesentlichen Mechanismen der beobachteten
Effekte liefert, zeigt sie dennoch einen vermehrten Abbau von Tryptophan, mutmaBlich
iiber den Kynurenin-Pfad, nach einer einmaligen Belastung in der untersuchten
Studienpopulation. AuBlerdem bestétigen die Ausgangskorrelationen den Zusammenhang
zwischen Entziindung und dem Kynurenin-Signalweg.

Die Ergebnisse konnen dabei helfen, grofer angelegte Langzeitstudien mit mehreren
Trainingsinterventionen addquat zu planen. Zukiinftige Trainingsstudien sollten sowohl
akute als auch langfristige Auswirkungen auf den Kynurenin-Signalweg erfassen und
zusitzlich die Enzymexpression in weiteren Geweben einbeziehen. Weitere Erkenntnisse
wiirden eine gezieltere Primér- und Tertidrpravention ermdglichen, zum Beispiel mit der
Erstellung  individueller = Trainingspline  flir ~ Krebspatienten, welche den

Krankheitsverlauf nachhaltig positiv beeinflussen.
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Abstract: The kynurenine (KYN) pathway gains growing research interest concerning the genesis,
progression and therapy of solid tumors. Previous studies showed exercise-induced effects on
metabolite levels along the KYN pathway. Modulations of the KYN pathway might be involved
in the positive impact of exercise on prostate cancer progression and mortality. The objective of
this trial was to investigate whether a single-physical exercise alters tryptophan (TRP) metabolism
and related inflammatory markers in this population. We conducted a randomized controlled trial
with 24 patients suffering from prostate cancer. While the control group remained inactive, the
intervention group performed a 30-min aerobic exercise on a bicycle ergometer at 75% of individual
VOZpeak- Before (t0) and directly after the exercise intervention (t1) KYN, TRP, kynurenic acid,
quinolinic acid as well as various inflammation markers (IL6, TNF-&, TGF-B) were measured in
blood serum. At baseline, the present sample showed robust correlations between TRP, KYN,
quinolinic acid and inflammatory markers. Regarding the exercise intervention, interaction effects
for TRP, the KYN/TRP ratio and TGF-f3 were observed. The results show for the first time that
acute physical exercise impacts TRP metabolism in prostate cancer patients. Moreover, baseline
associations underline the relationship between inflammation and the KYN pathway in prostate
cancer.

Keywords: exercise; physical activity; prostate cancer; kynurenine; tryptophan

1. Introduction

Prostate cancer, as the second most diagnosed malignancy in men, represents the fifth
leading cause of death worldwide [1]. Evidence from prospective randomized controlled
trials shows that physical exercise is able to improve patients” physical capacity and to
reduce disease- and treatment-associated side effects, such as lower body strength, fatigue,
quality of life and functional performance [2,3]. Moreover, evidence from epidemiological
and bench research suggests that physical exercise may also reduce the development
and progress of the disease [2,4]. Increased levels of physical activity were proposed
to dramatically reduce prostate-cancer-specific and overall mortality [5]. However, the
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molecular mechanisms underlying the multi-level benefits of exercise in prostate cancer
patients remain largely unknown. A broad spectrum of potential underlying mechanisms
has been investigated in rodents and cell culture studies, whereas evidence in humans
is lacking [6,7]. In order to provide population-specific exercise recommendations, a
better understanding of the underlying mechanism of exercise-induced benefits is highly
warranted.

A distinction is made between the short-term and long-term effects of physical exercise,
especially with regard to the effects of physical training on the immune system [8]. In
the long-term, the anti-inflammatory potential is raised by reducing fat mass, increasing
anti-inflammatory regulatory T-cells and influencing the pro-/anti-inflammatory cytokine
balance in favor of anti-inflammatory cytokines [9,10]. However, short-term effects by
a single bout of exercise initially lead to a transient inflammatory reaction [10]. This
reaction is reflected by an increase of stress hormones (e.g., epinephrine, norepinephrine
and cortisol), cell redistribution and cytokines (e.g., TNF-«, IL-13 and IL6) [11-13].

Particularly pro-inflammatory cytokines like tumor necrosis factor (TNF-«), interferon-
gamma (INF-y) and interleukin (IL6) can cause a drastic increase in indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO) activity [14-17]. Together with tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO),
the two isoenzymes IDO1 and 2 catalyze the initial step of the main metabolic pathway
(>95%) of tryptophan (TRP) via the kynurenine (KYN) pathway [18]. In contrast to TDO,
which is mainly synthesized and permanently released in the liver, IDO1 is produced in all
cell types, mainly as a result of inflammatory stimuli [19-21]. Therefore, the ratio of KYN
to TRP (KYN/TRP) is often used to indicate changes in the activity of the extrahepatic
enzyme IDO [22]. Physiologically, the degradation of TRP via KYN plays a crucial role in
the energy supply of the cell by producing nicotinamide adenine dinucleotides (NAD*).
While dysregulations at different levels of the KYN metabolism have been described in
numerous tumor diseases and diseases with a chronic course and are associated with an
influence on the course of disease [23,24].

Interestingly, several downstream metabolites along the KYN pathway impact inflam-
mation, immune response and excitatory neurotransmission [25]. Fallarino et al. showed
that 3-hydroxyanthranilic and quinolinic acid induce selective apoptosis in vitro in murine
thymocytes and Th1 cells, which contributes to T-cell suppression [26]. Furthermore, stud-
ies demonstrate that KYN pathway metabolites mediate the differentiation of regulatory T
cells, the activity of NK cells and a reduction of cytotoxic immune cells [27-30].

In addition to other carcinomas, increased IDO activity was observed in patients with
prostate cancer [31,32]. Studies in rodents suggest that overexpression of IDO is one of the
key mechanisms of local immune suppression and immune eversion in the early stages of
tumor progression [33]. IDO1 promotes an inflammatory protumorigenic environment and
contributes extensively to neovascularization, which is essential for tumor growth and the
formation of metastases [34-36]. Based on the increasing knowledge about the influence
of IDO-mediated TRP metabolism on the behavior of tumors, research is progressively
focusing on the therapeutic manipulation of the key enzymes IDO1 and TDO [24,37].

Exercise has been identified as a modulator of the KYN-pathway. In both healthy
and multiple sclerosis patients, it has been shown that an acute (single bout) of aerobic
exercise leads to an increased TRP metabolism via the KYN pathway [38,39]. This could
provide an explanation for the positive effects of physical activity on the development and
progression of miscellaneous diseases. One possible mechanism would be the effect of IL-6
on IDO activity. IL-6 is secreted by the working muscle during exercise and is known to be
increased in the circulation after a single exercise bout [40]. Nevertheless, how exactly and
on which level the pathway is influenced is not yet clear and should be investigated.

Recently, two papers have dealt with the effects of exercise on the KYN metabolism
in cancer. Zimmer et al. [41] demonstrated that a 12-week resistance exercise program
reduced KYN levels in patients with breast cancer undergoing radiotherapy. Similarly,
Herrstedt et al. [42] analyzed the effect of a 12-week supervised exercise program in patients
with operable gastro-esophageal junction (GEJ) adenocarcinoma undergoing neoadjuvant
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chemotherapy on plasma concentrations of KYN downstream metabolites and their relation
to depressive symptoms.

According to our current state of knowledge, there is no study investigating the influ-
ence of a single bout or chronic physical exercise on the KYN pathway in prostate cancer
patients. Therefore, the aim of this pilot randomized controlled trial was to investigate
whether a single bout of aerobic exercise impacts KYN pathway metabolite levels and
related inflammatory markers in prostate cancer patients.

2. Results
2.1. Participants’ Characteristics

Participants’ characteristics are listed in Table 1. Both groups did not differ in an-
thropometric, exercise and clinical data at baseline. Regarding clinical data, one patient
in the control group revealed very high prostate-specific antigen (PSA) levels and just
got a clinical classification of the tumor tissue, because tumor resection was not possible.
Missing data were not provided in the medical reports.

Table 1. Participants’ characteristics. Data are presented as mean + SD. A t-test was used for group comparison of
metric data and Pearson-y2-test for normative data (Gleason score, International Society of Urological Pathology (ISUP)

classification, risk classification according to D’Amico [43] and tumor state). RQ and Borg values are the maximal achieved
values during the baseline graded exercise test (GXT). HR = heart rate, RQ = respiratory quotient.

Overall (N = 24) Intervention group (1 = 11) Control group (n = 13) p-Value
Age [years] 649 £ 84 64.6+79 65.6 £7.8 0.927
BMI [kg/mz] 26.3+ 3.7 247 £29 27.6 £39 0.057
HRpmax [bpm] 145 £ 29 146 £+ 33 142 £ 24 0.734
Max Power output [W] 148 + 40 148 + 40 151 + 44 0.994
VOZpeak [ml/min/kg] 255+ 6.3 272 +£6.3 25,5+ 69 0.355
RQmax 1.10 + 0.06 1.12 + 0.05 1.10 £ 0.6 0.337
Borgmax 17+ 2 17+£2 16 +2 0.515
7(n=2) 7(n=0) 7(n=2)
7a (n=28) 7a (n=4) 7a (n=4)
Gleason score 7b (n =6) 7b (n=2) 7b (n=4) 0.474
8(n=4) 8(n=2) 8(n=2)
9(m=4) 9(n=23) I9(m=1)
2(n=38) 2(n=4) 2(n=4)
3(n=06) 3(n=2) 3(n=4)
ISUP classification 4(n=4) 4(n=2) 4(n=2) 0.644
5 (n =4) 5(n=23) 5(n=1)
Missing (n = 2) Missing (n = 0) Missing (1 = 2)
PSA level [ng/mL] 18.70 £ 29.04 14.10 +9.47 22.59 + 38.80 0.488
. . High risk (n = 21) High risk (n = 11) High risk (n = 10)
Risk classification Intern%ediate risk (n = 3) Interrr%ediate risk (n = 0) Intern%ediate risk (n = 3) 0.089
cT2c(n=1) cT2c (n=0) cT2c(n=1)
pT2a (n=2) pT2a (n=0) pT2a (n=2)
pT2b (n=1) pT2b (1 =0) pT2b (n=1)
Tumor state pT2c (n=11) pT2c (n=6) pT2c (n =5) 0.549
pI3(n=1) pI3(n=1) pT3 (n=0)
pT3a(n=4) pT3a(n=2) pI3a(n=2)
pT3b (n=4) pT3b (1 =2) pT3b (n=2)

2.2. Baseline Associations between KYN Pathway Outcomes and Inflammatory Markers

Baseline correlations are presented in Figure 1. KYN was positively correlated with
IL-6 (r = 0.544, p= 0.009) and negatively correlated with TGF-f3 (r = —0.485, p = 0.022).
KYN was also positively correlated with the ratio of IL-6 to TGF-f (r = 0.630, p = 0.002)
and the ratio of TNF-« to TGF-p (r = 0.471, p= 0.031). The KYN/TRP-ratio, as a marker
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of KYN pathway activation, was also positively correlated to IL-6 (r = 0.503, p = 0.017).
Furthermore, quinolinic acid (QA) was positively correlated with IL-6 (r = 0.425, p= 0.049).
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Figure 1. Baseline associations between the KYN pathway and inflammatory markers. Correlations were calculated
according to Spearman’s coefficients.

2.3. Intervention Effect on the KYN Pathway and Inflammatory Markers

Results of the baseline adjusted ANCOVA main effects are presented in Table 2.
Regarding the KYN pathway, a significant (time x group) interaction effect for TRP was
observed. Post-hoc analyses showed a significant increase of TRP in the control group
(CG) (t0: 67.54 £ 12.33 uM; t1: 76.93 £ 13.53 uM; p = 0.004) leading to higher values in
the CG compared to the intervention group (IG) after exercise (CG: 76.93 £ 13.53 uM; IG:
50.67 £ 7.20; p = 0.019). No changes in the IG were detected. A significant (time x group)
interaction effect was observed for the KYN/TRP ratio with a significant decline in the CG
(t0: 0.022 £ 0.006; t1: 0.019 £ 0.005; p < 0.001) with lower values in the CG after exercise
(CG: 0.019 £ 0.005; IG: 0.027 £ 0.006; p < 0.001). Effects of the intervention on the KYN
pathway are presented in Figure 2.
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Table 2. Intervention effect on the KYN pathway and inflammatory markers. Data are presented as mean + SD. The main effects of the

baseline adjusted ANCOVA are time and interaction effects.

Parameter Group Point in Time ANCOVA Time ANCOVA Interaction (Time x Group)
TO T1 df F 4 df F
1G 51.2+82 50.3 £ 8.0
TRP [uM] KG 6814129 786+ 13.0 0.073 1 3.626 0.019 1 6.608
1G 1.3+£02 1.3+0.1
KYN [uM] KG 15+ 04 15404 0.594 1 0.295 0.523 1 0.425
IG 0.4 £0.05 0.5 £0.04
QA [uM] KG 05 + 0.13 05 + 0.13 0.406 1 0.725 0.293 1 1.173
1G 0.03 +0.006 0.03 £ 0.006
KA [uM] KG 0.03+ 0011  0.03 + 0.011 0.724 1 0.129 0.614 1 0.265
. 1G 0.03 £ 0.006  0.03 & 0.006
KNY/TRP ratio KG 0.02 + 0.006 0.02 + 0.005 0.189 1 1.863 <0.001 1 22.790
. IG 0.34+0.03 0.34+0.04
QA/KYN ratio KG 034+ 004 035+ 0.06 0.426 1 0.662 0.484 1 0.511
. 1G 0.02 +0.004 0.02 £ 0.005
KA/KYN ratio KG 0.02 + 0.004 0.02 =+ 0.005 0.842 1 0.041 0.867 1 0.029
. 1G 16.8 £2.6 156 £2.3
QA /KA ratio KG 16.6 + 3.6 169 + 45 0.509 1 0.456 0.747 1 0.107
1G 20+13 28+15
IL-6 [pg/mL] KG 25420 26+21 0.093 1 3.148 0.078 1 3.48
1G 30.5+5.0 349 +10.1
TGF-f [ng/mL] KG 78170 248+349 0028 1 5735 0.017 1 6.906
TNF-a 1G 34+11 37+£07
[pg/mL] KG 34412 33411 0.012 1 7.88 0.124 1 2.608
TNF-o/TGF-3 1G 10.6 £ 4.0 112 +3.2
ratio [x1075] KG 131460  141+54 0004 1 9914 0.585 1 0.457
IL-6/TGF-f 1G 6.0+33 8.0£37
ratio [x105] KG 102487 114+109 0027 1 029 0.967 1 0.003
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Figure 2. KYN pathway results of the baseline-adjusted ANCOVA. IG is presented in black color and solid lines, whereas
CG is in grey and broken lines. Significant post-hoc results for time effects are indicated by an asterisk (*) and for interaction
effect by “#”. The significance level was set to « < 0.05.
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Regarding the inflammatory markers, TGF-3 showed a significant time and interaction
effect. Post-hoc analyses did not reveal significant changes over time in both groups, but
higher values after exercise in the IG (CG: 24.81 £ 5.67 ng/mL; IG: 34.91 £ 10.13 ng/mL;
p = 0.017). For TNF-« a significant time effect was observed. However, post hoc analyses
did not reveal significant changes over time. No significant effects were observed for the
TNEF-oc/ TGF-3 ratio. Effects of the exercise bout on inflammatory markers are presented in
Figure 3.
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Figure 3. Results of the baseline-adjusted ANCOVA for inflammatory markers. IG is presented in
black color and solid lines, whereas CG is in grey and broken lines. Significant post-hoc results for
time effects are indicated by an asterisk (*) and for interaction effect by “#”.

3. Discussion

This is the first study investigating the effect of physical exercise on different KYN
pathway metabolite levels and related inflammatory markers in prostate cancer patients.
Baseline correlations revealed robust associations between KYN pathway parameters and
inflammatory markers in the present sample. Overall, our results show that one hour after
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a recent meal exercise directly influences the metabolism of TRP in terms of increased
tryptophan degradation and a variation of the KYN/TRP ratio compared to the resting
control group.

Baseline association revealed positive correlations of IL6 with KYN as well as with
quinolinic acid (QA) (Figure 1). Additionally and in line with this, the ratios IL-6/TGF-f3
and TNF-o/ TGF-f3 show a positive correlation with KYN, connecting higher inflammatory
status with higher KYN concentrations. This is supported by a negative correlation of
the anti-inflammatory TGF- with KYN. These results are in line with the hypothesis that
especially the pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNE-o mediate an increased activity of
IDO [14,15]. To the best of our knowledge, no study has demonstrated this relationship
between humoral inflammatory markers and KYN pathway parameters in prostate cancer
patients yet.

Regarding the exercise intervention, we detected higher TRP levels at post-intervention
in the control group compared to the exercise group (Figure 2). Similar observations have
been made in previous studies [38]. However, other trials in rodents and humans showed
that an increased catecholamine release induced by exercise leads to increased lipolysis
with the release of non-esterified fatty acids (NEFAs) [44—48]. NEFAs displace TRP from its
binding with albumin, increasing the amount of free TRP [49]. This apparent discrepancy
can possibly be attributed to the previous food-intake as well as the resulting different
amounts of circulating insulin. However, both groups received the standard hospital dinner
in the clinic about one hour before the first blood draw. The intestinal absorption of TRP as
well as an increase of NEFAs by meal may lead to an elevation of free TRP in the blood of
the control group. The persistent TRP levels in the intervention group might be explained
by increased IDO activity, resulting in greater TRP degradation via the kynurenine pathway.
In addition, an increased amino acid demand for protein biosynthesis in the skeletal muscle
is conceivable [50].

Concerning KYN, we could not see any statistically relevant alterations, although
an interaction effect was observed for the KYN/TRP ratio, with lower values in the con-
trol group. The decrease in the KYN/TRP ratio in the control group compared to the
intervention group can be attributed to the observed elevation of TRP. KYN downstream
metabolites and the KYN/TRP ratio are relevant biomarkers in diseases associated with
chronic excesses or inflammation, including prostate cancer [51,52]. The TRP breakdown
via KYN is considerably influenced by physical exercise. Despite the fact that this pi-
lot study does not provide any substantial mechanisms or consequences regarding the
observed effects on metabolite level, it does show the influence of exercise on the KYN path-
way in this population. Future exercise intervention studies may build on these preliminary
results.

No other metabolites or ratios of the KYN pathway showed significant changes,
neither within nor between the groups. These results are in contrast to previous studies
showing that a single bout of aerobic exercise leads to increased production of kynurenic
acid (KA) [23]. The small sample size, differences in the investigated sample population or
in the applied exercise modalities might be underlying.

The pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF- o as well as the anti-inflammatory cy-
tokine TGF-f3 were investigated as potential mediators between the transient inflammatory
effect of a single exercise bout and the KYN metabolism [53,54]. While no significant effects
were observed for IL-6 and TNF-«, our data showed a significant increase in TGF-f3 in the
intervention group (Figure 3). Similar effects could be demonstrated in young and healthy
people after physical exercise [55]. TGF-{3 is considered to play an ambivalent role in the
genesis and progression of prostate cancer. Due to its anti-proliferative, pro-apoptotic and
anti-angiogenetic properties, TGF-f3 initially acts as a tumor suppressor [56]. Our partic-
ipants suffer from later tumor stages. In this case, it acts as a tumor promoter due to its
immunosuppressive effect, especially in the tumor microenvironment by directly inhibiting
immune responses and stimulating angiogenesis [57,58]. However, TGF-f3 values were
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measured in the circulation and not in the tumor microenvironment. Therefore, it is unclear
whether the serum TGF-f3 values represent the microenvironment of the tumor tissue.

Potential limitations of our study result from the experimental design and the per-
formed measurements. The small sample size surely limits the findings. Furthermore,
baseline-testing also should include measurements of inflammatory markers that could be
included as a stratification factor for randomization. However, we performed this pilot
study in order to capture potential effects on the biomarkers investigated and gain knowl-
edge for future powered randomized controlled trials with chronic exercise interventions.
Furthermore, testing of aerobic capacity was performed with 20 W steps in all participants
as recommended for cancer patients [59]. However, three patients exceeded exercise testing
time and exercise testing termination could be due to fatigue and does not reflect peak
exercise capacity. Nevertheless, this reflects a minority of patients and the exercise testing
protocol was suitable for the majority of patients.

Despite the fact that we have used the gold standard method (high-performance liquid
chromatography (HPLC) and mass spectrometer (MS)) to determine all central metabolites
in blood serum, future studies should include further mediators (INF-y, Cortisol) and
enzyme expressions (IDO, TDO, KMO) in tissues of interest, for example, immune cells or
skeletal muscle. Badaway et al. [60] recently discussed different determinants influencing
the KYN/TRP ratio that consequently limit the diagnostic value of this parameter with
regard to the activity of IDO. Although all participants received a meal at the same time of
the day, standardized prepared meals would reduce the influence of different nutritional
uptake.

In conclusion, this is the inaugural study investigating the effect of a single bout of
physical exercise in prostate cancer patients on various KYN parameters and selected
inflammation markers. We demonstrate that inflammation markers correlate significantly
with KYN pathway metabolites. Moreover, the intervention showed effects on both inflam-
mation cytokines and TRP-concentration. The decrease in free TRP is likely mediated by
activation of IDO. Future randomized controlled trials should investigate chronic effects
on inflammation and KYN metabolism in prostate cancer patients using larger populations
and exercise programs lasting several weeks.

4. Materials and Methods

This pilot study was approved by the ethics committee of the University Hospital
Cologne and accords to the Declaration of Helsinki. The study was prospectively registered
at the German Clinical Trials Register (DRKS00010442). All patients were briefed and
provided written informed consent prior to baseline testing.

In this randomized controlled trial, 24 prostate cancer patients conducted either a
single bout of aerobic exercise or remained sedentary for the same period of time as a
passive control. Inclusion and exclusion criteria are presented in Table 3. All participants
performed a graded exercise test (GXT) on a bicycle ergometer for assessment of maximal
oxygen consumption (VOspeqx) during baseline testing. Subsequently, participants were
randomized with concealed allocation into the intervention or control group using the
minimization according to Pocock and Simon using the maximal oxygen consumption
as a stratification factor. One week after the baseline testing, participants performed
the intervention and control session, respectively. Blood samples were drawn from all
participants immediately before and immediately after the intervention/control session.
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Table 3. In- and exclusion criteria.

Inclusion Criteria Exclusion Criteria

e  Chemotherapy or radiation prior to study
participation
A previous cancer disease

. Diseases of the lung, cardiovascular
system or orthopedic issues precluding
participation

e  Diagnosed high- or intermediate-risk
prostate cancer (PSA > 10 ng/mL or
Gleeson score > 7 or cT2b)

e  Ageabove 18 years

e  Planned tumor resection

4.1. Baseline Testing

Patients were recruited prior to their tumor resection and stationary stay in the hospital.
One week prior to hospitalization, patients underwent baseline testing with the recording
of anthropometric data and assessment of the maximal oxygen consumption (VOzpea)
using a GXT. The GXT was performed on a stationary bicycle ergometer (Ergoline) and
VOgpeak Was measured using a METALYZER® 3B (CORTEX Biophysik GmbH, Leipzig,
Germany). Using a step protocol, patients started at 20 W power output and the workload
was subsequently increased by 20 W every 2 min until exhaustion [59]. Patients were
encouraged to hold a cadence between 70-80 rpm. Heart rate was measured during
the GXT with a heart frequency sensor (Polar Electro GmbH Deutschland, Biittelborn,
Germany) and the level of subjectively perceived exhaustion was assessed using the Borg
scale [61]. Exhaustion was determined by a decrease of cadence below 60 rpm, respiratory
quotient (VCO,/VO;) of 1.1 or subjectively perceived exhaustion (Borg value > 18).

4.2. Intervention

The intervention was conducted on the day of hospitalization. All patients entered
the hospital in the morning and passed through medical assessments without any amount
of physical arousal during the day. Dinner was served at 06:00 PM by the hospital while
the intervention was conducted at 07:00 PM. The IG performed a single bout of endurance
exercise on a bicycle ergometer (Ergoline) at moderate to vigorous intensity. The exercise
bout started with an individual warm-up for 5 min. Subsequently, the patients cycled
for 20 Min at a resistance of the ergometer corresponding to the resistance at 75% of the
individual VOpeak during the GXT baseline test. Finally, an individual cool down for
5 min was performed. The CG stayed sedentary during the same period of time.

Blood Sampling

Blood samples were drawn before and directly after cessation of the 30 min exercise
bout (IG) or after remaining sedentary for 30 min (CG). After clotting, serum was collected
by centrifugation at 1100x g for 10 min. Thereafter, serum was aliquoted and stored at
—80°C until sample measurement.

4.3. Assessment of KYN Pathway Metabolites

The KYN pathway metabolites TRP, KYN, QA and KA were measured via HPLC
coupled to an MS. According to prior published sample preparation [23], serum was stored
in 50 uL aliquots at —80°C until analysis. For the analysis, internal standards (ISTD) were
mixed with the serum samples. ISTD consists of deuterium labeled TRP, KYN, QA and
KA. To remove proteins from the serum samples, ice-cold methanol was added and mixed
vigorously. Crashed proteins were removed by centrifugation for 5 min at 17.000x g. The
supernatant was transferred into an HPLC glass vial to be injected into the HPLC-MS
system. A calibration curve for each analyte was prepared in artificial serum that consists
of 1% human serum albumin (Biotest Pharma GmbH, Dreieich, Germany).

The analysis was performed on a Waters ACQUITY UPLC® system equipped with an
ACQUITY UPLC® HSS T3 analytical column coupled to a Xevo® TQ-XS triple quadrupole
mass spectrometer (Waters, Eschborn, Germany). For the chromatographic separation, a
flowrate of 300 pL/min was set. As eluent A a 5 mM ammonium acetate solution with pH
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9 was used. As eluent B acetonitrile acidified with 2% formic acid was used. The injection
volume was 2 pl. Positive ionization was performed by an UniSpay™ ion source with
an impact voltage of 3.9 kV at 500 °C. Multiple reaction-monitoring experiments were
conducted for ion transitions resulting from collision-induced dissociations in the presence
of Argon. The concentrations were calculated by the peak area ratios of the quantifying ion
transition and the corresponding signal for the ISTD using a calibration curve.

4.4. Assessment of Inflammatory Markers

The inflammatory cytokines IL-6, TNF-« and TGF-f3 were measured using commercial
ELISA-kits (R&D systems, Minneapolis, USA) according to the manufacturer’s protocol.

4.5. Statistics

To evaluate baseline associations between TRP metabolites and (anti-)inflammatory
markers in this sample of prostate cancer patients, Spearman’s correlation coefficients
were calculated. Subsequently, we checked our sample for potential baseline differences
regarding anthropometric and performance-related characteristics between the groups
using an independent ¢-test.

In order to assess differences within and between groups in KYN pathway outcomes
pre- and post-intervention, baseline-adjusted analyses of variances (ANCOVA) were con-
ducted. In case of significant ANCOVA main effects, Bonferroni corrected post-hoc com-
parisons were conducted to identify statistically significant main effects within the group
effects. The level of significance was set at p < 0.05. All statistical analyses were conducted
using IBM SPSS Statistics (Version 27).
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