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Einleitung 2

1 Einleitung

1.1 Mukoviszidose

Mukoviszidose (Cystische Fibrose = CF) ist die haufigste, fortschreitend ver-
laufende und unheilbare autosomal-rezessive Erbkrankheit in Europa mit einer
Haufigkeit von ca. 1:2500 Lebendgeburten [1]. Die zugrunde liegenden Mutati-
onen betreffen ein Gen auf Chromosom 7, welches fur einen Chloridkanal, den
sogenannten Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR)-Kanal kodiert.
Der CFTR-Kanal wiederum beeinflusst auch die Funktion anderer Kanale wie
des Epithelialen Natriumkanals (ENaC). Durch die Funktionsstorung der
CFTR-Kanale, die vor allem in den Epithelien des Darms, der Atemwege und
der Ausfuhrungsgange sekretorischer Drisen lokalisiert sind, wird bei Mukovis-
zidose der epitheliale Salz- und Wassertransport gestort. Dadurch kommt es zu
einem Transportproblem fur Sekrete u.a. in den Atemwegen und den Ausfih-

rungsgangen von Bauchspeicheldrise und Leber.

Die mangelnde mukozilidre Clearance in den Atemwegen fuhrt zu Sekretverhalt,
rezidivierenden Atemwegsinfektionen und Inflammationsvorgangen, deren Fol-
ge eine bronchiale Obstruktion, pulmonale Fibrosierung sowie die Bildung von
Bronchiektasen ist. Dies resultiert in einer progredienten pulmonalen Uberbla-
hung und — bei einigen Patienten — zudem in einer fibrotisch bedingten Ein-

schrankung der totalen Lungenkapazitat.

Durch den gestorten Salz- und Wassertransport in den Ausfuhrungsgangen des
Pankreas mit Sekretverhalt und Inflammation entsteht ein fibrotischer Umbau
des Organs mit exokriner und im Verlauf oft auch endokriner Pankreasinsuffizi-

enz. Einige Patienten entwickeln zudem eine Hepathopahie und Leberzirrhose.

1.2 Mukoviszidose und korperliche Leistungsfahigkeit
Abhangig vom Krankheitszustand ist die korperliche Leistungsfahigkeit bei CF

eingeschrankt [2, 3]. Dies hat unterschiedliche Grinde:
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Aufgrund der bestehenden exokrinen Pankreasinsuffizienz und einer damit
einhergehenden Malnutrition haben Patienten mit CF oft eine verminderte
Muskelmasse, wodurch die Kraft der Skelettmuskulatur, aber auch die Kraft und
Ausdauer der Atemmuskulatur vermindert ist [4]. Zudem kann die chronische
Inflammation zu einer Minderung der Leistungsfahigkeit beitragen [5].

Weiterhin kann die pulmonale Erkrankung das Atemminutenvolumen limitieren,
so dass die Ventilation leistungsbegrenzend wird. Auch entsteht im Rahmen der
bronchialen Obstruktion oft ein regionales Missverhaltnis zwischen Ventilation
und Perfusion mit Limitierung des Gasaustausches. Klinisch wird haufig Uber
Belastungsdyspnoe und rasche Ermudbarkeit berichtet.

Nicht selten sind jedoch auch haufige Infektionen, Belastungsdyspnoe, Husten
und die verringerte Leistungsfahigkeit die Ursache flr eine geringe korperliche
Aktivitat. Der damit verbundene Trainingsmangel reduziert wiederum die Leis-

tungsfahigkeit.

1.3 Positive Effekte von Sport bei Mukoviszidose

Korperliche Aktivitat und Sport kdnnen sich positiv auf den Krankheitsverlauf bei
CF auswirken, so dass diese mittlerweile im Therapiekonzept verankert sind.
Mehrere Studien haben gezeigt, dass die korperliche Leistungsfahigkeit wie
auch die Lebensqualitat von Betroffenen mit CF mit der korperlichen Aktivitat
korrelieren bzw. durch ein sportliches Training gesteigert werden kdnnen [6-10].
Wie bei Gesunden sind hier die Effekte trainingsspezifisch, d.h. dass ein Kraft-
training eher die Kraft, ein Ausdauertraining die Ausdauerleistungsfahigkeit er-
hoht [11]. Da fur die Bewaltigung des Alltags und die Berufsausibung eine ge-
wisse korperliche Leistungsfahigkeit erforderlich ist [12], kann Sport auch hier
einen Beitrag leisten. Eine gute korperliche Fitness korreliert auch mit einer

glinstigeren Uberlebensprognose bei CF [11, 13].

Ein besonders beachteter Effekt von sportlichem Training ist eine Stabilisierung
bzw. sogar Verbesserung der Lungenfunktion bei CF [6, 8, 14]. Insgesamt
scheint Krafttraining ebenso wie Ausdauertraining einen positiven Effekt auf die

Lungenfunktion zu haben [8].
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Nach wie vor ist jedoch unklar, woraus der positive Aspekt des Sports auf die
Lunge bei CF resultiert. Es gibt einige Hypothesen, die diese positiven Aspekte

aus unterschiedlichen Perspektiven zu erklaren versuchen:

1.3.1 Kraftigung der Atemmuskulatur

Die Atemmuskulatur kann bei CF durch ein spezifisches Training gekraftigt
werden, was zumindest im kurzfristigen Verlauf zu einer Verbesserung der
Lungenfunktion flhrt [15, 16]. Es ist vorstellbar, dass eine kraftigere Atemmus-
kulatur intensivere Belastungen ermdglicht, die wiederum zu einer besseren
BelUftung der Lunge fuhren. Eine gute Lungenbellftung verbessert zweifelsoh-
ne die Sekretelimination aus den Atemwegen und vermindert die Anfalligkeit far
Infektionen.

Neben der Atemmuskulatur ist sicherlich auch eine Kraftigung der Rumpfmus-
kulatur und damit eine verbesserte Haltung mit einer Reduktion der pulmonalen
Uberblahung sowie einer durch die Uberbldhung verursachten Brustkyphose

mitverantwortlich fur eine Stabilisierung der Lungenfunktion [8].

1.3.2 Verbesserte Sekretelimination aus den Atemwegen

Insgesamt scheint es durch koérperliche Aktivitat auch direkt, d.h. ohne Trai-
ningseffekt auf die Atemmuskulatur, zu einer verbesserten Sekretelimination aus
den Atemwegen zu kommen, einerseits durch mechanische Effekte (hdhere
Atemflisse bei tieferer Inspiration) [17], andererseits durch eine Veranderung

der Aktivitat von lonenkanalen [18].

* Mechanische Effekte kbrperlicher Belastung
Korperliche Belastung fuhrt zu einer Steigerung des Atemzugvolumens
und der Atemfrequenz. Dies fuhrt zur Bellftung groRerer Lungenareale
und zu hoheren Atemfliussen durch die Bronchien mit Lockerung der
Sekrete. Auch gehen manche Aktivitaten mit Erschitterungen und La-
gewechsel einher, wodurch die Sekretmobilisation zusatzlich verbessert
wird. Zudem kommt es unter Belastung zu einer Stimulation der be-
ta-Rezeptoren, was wiederum zu einer Bronchodilatation fihrt und eine
verbesserte Sekretelimination ermdglicht.

* Auswirkungen von kérperlicher Aktivitét auf die lonenkanéle
Unter korperlicher Anstrengung kommt es bei Patienten mit CF zu einer

Hemmung der Uberaktiven ENaC-Kanale des respiratorischen Epithels
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[19-21]. Hierdurch kdnnte der periziliare Flussigkeitslevel erhdht, der Zi-
lienschlag mit Transport von Mukus verbessert und die Sputumviskositat
reduziert werden. Hierdurch wirde eine bessere Sputum-Clearance er-
reicht [19].

1.3.3 Immunologische Reaktionen bei kdrperlicher Aktivitat

Koérperliche Anstrengung induziert akute, aber auch chronische Anpassungs-
vorgangen des Immunsystems. Akut fuhrt korperliche Anstrengung zu einem
Anstieg der Leukozyten sowie einem Anstieg proinflammatorischer Zytokine
(wie beispielsweise Interleukin-6) sowie auch Interleukin-10 [22]. Die genaue
Herkunft der vermehrt gemessenen Leukozyten im peripheren Blut nach korper-
liche Anstrengung ist letztlich nicht endgultig geklart, postuliert wird neben einer
vermehrten Abldésung wandstandiger Leukozyten von den GefalRwanden auch

eine Freisetzung aus Pools wie der Milz und dem Knochenmark [23].

RegelmaRige korperliche Aktivitat mit moderater Intensitat fuhrt langfristig zu
einem Abfall proinflammatorischer Zytokine und somit zu einer gewissen Im-
muntoleranz. Zudem scheint bei regelmaliger moderater korperlicher Aktivitat
die Anzahl von Infektionen der oberen Atemwege reduziert zu sein [22], was
moglicherweise auf eine Erhohung von anti-inflammatorischen regulatorischen
T-Zellen und eine Verminderung von pro-inflammatorischen CD16" Monozyten
zurtckzufihren ist [24]. Weiterhin kommt es zu einem Anstieg des sekretori-
schen IgA im Speichel, was sich in einer reduzierten Anzahl von Infektionen der
Atemwege niederzuschlagen scheint [23]. Sehr intensive korperliche Aktivitat
hingegen geht mit zu einer Zunahme von Infektionen der oberen Atemwege

einher, die Mechanismen hierfur sind bislang nur unzureichend verstanden [22].

Bei Patienten mit CF induziert korperliche Anstrengung ebenfalls einen Anstieg
der Leukozytenzahlen. Im Vergleich zu Gesunden wird der Anstieg der Leuko-
zyten sowie auch der proinflammatorischen Zytokine sogar als Uberproportional
beschrieben [22]. Weiterhin scheinen erhdhte Leukozytenzahlen und proin-
flammatorische Zytokine bei Patienten mit CF deutlich langer im peripheren Blut

messbar zu sein als bei gesunden Probanden [22].
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1.3.4.Unterstltzung von Reparaturvorgangen durch Sport

Eine relativ neue Hypothese besagt, dass korperliche Anstrengung zu einer
Steigerung korpereigener Reparaturvorgange fuhrt [25, 26]. Als Mechanismus
wird angenommen, dass es durch koérperliche Belastung zur Freisetzung von
Zytokinen kommt, die die vermehrte Bildung und Ausschittung von Progenitor-
zellen ins Blut zur Folge haben und somit nach erfolgter Schadigung durch
frhzeitige und adaquate Reparaturvorgange maoglicherweise fibrotische Um-
bauvorgange bremsen kdnnen [27]. Im folgenden Absatz soll die Bedeutung von

korperlicher Aktivitat auf Progenitorzellen naher beleuchtet werden.

1.4. Stammzellen und Sport

Stammzellen sind in den letzten Jahren zunehmend wissenschaftlich untersucht
worden, hat man doch erkannt, welche grofl3e Rolle sie bei kdrpereigenen Re-
paraturvorgangen spielen. Generell werden Stammzellen in 2 Gruppen unter-

teilt: embryonale und adulte Stammzellen.

* Embryonale Stammzellen entstammen der inneren Zelllinie der Blasto-
zyste und sind in der Lage sich zu allen Keimblattern (Ektoderm, Meso-

derm, Endoderm) zu entwickeln; sie sind somit pluripotente Zellen [28].

* Adulte Stammzellen sind undifferenzierte Zellen, die nach Abschluss der
Embryonalentwicklung im Gewebe vorhanden sind und in ihrer Entwick-
lungsfahigkeit begrenzt sind. Sie sind gewebespezifisch, besitzen jedoch
noch ein Transdifferenzierungspotential und dienen der Erhaltung und
Regeneration. Sie kommen in verschiedensten Gewebearten vor, wie
beispielsweise Knorpel, Muskel, Gefalle, Nerven und Endothel. Es wer-
den verschiedene Stammzellgruppen unterschieden, unter ihnen en-
dotheliale, mesenchymale sowie hamatopoetische Stammzellen [29]. Aus
diesen Stammzellen werden wahrend der gesamten Lebensdauer des
Organismus neue spezialisierte Zellen gebildet. Adulte Stammzellen, die
in Organen zu finden sind, haben im Allgemeinen in der Zellkultur ein
deutlich geringeres Selbsterneuerungsvermoégen und ein starker einge-
schranktes Differenzierungspotential als embryonale Stammzellen. Ihr

Differenzierungspotential ist entweder multipotent wie beispielsweise bei
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hamatopoetischen Stammzellen oder unipotent, d.h. sie sind in der Lage,

lediglich einen bestimmten Zelltyp zu generieren [30].

In der hier vorliegenden Arbeit werden verschiedene Formen der adulten
Stammzellen untersucht. Zur Vereinfachung der Terminologie werden diese als
Progenitorzellen bezeichnet; sie sind Vorlauferzellen fur ein bestimmtes Gewe-
be bzw. fur einen bestimmten Zelltyp und sind gewebespezifisch mit einem ge-

wissen Transdifferenzierungspotential.

Eine in letzter Zeit vermehrt diskutierte Frage ist, inwieweit durch Sport eine
vermehrte Freisetzung von Progenitorzellen in die Blutbahn induziert wird. Ins-
besondere wurde bisher untersucht, inwieweit endotheliale Progenitorzellen
durch korperliche Aktivitat in die Blutbahn mobilisiert werden, um dann Repara-
turvorgange im Herzkreislaufsystem z.B. bei kardiovaskularen Erkrankungen
wie der Arteriosklerose zu ermoglichen [31, 32]. Aber auch bei Patienten mit
Lungenerkrankungen gibt es erste Daten zu moglichen Effekten korperlicher
Belastung auf zirkulierende Progenitorzellen sowie deren Bedeutung fur den
Krankheitsverlauf [25, 26, 31, 33-36].

1.4.1 Endotheliale Progenitorzellen

Laufs et al. fanden in ihrer Analyse der Auswirkungen von koérperlicher An-
strengung auf endotheliale Progenitorzellen (CD34*/VEGFR2) eine Steigerung
von 130% nach einer maximalen Ausdauerbelastung sowie ebenfalls eine deut-
liche Steigerung nach moderater Ausdauerbelastung Uber 30 Minuten, wahrend
sich nach einer moderaten Ausdauerbelastung von nur 10 Minuten Dauer kei-
nerlei Steigerung nachweisen lie® [37]. Auch Van Craenenbroeck et al. konnten
zeigen, dass nach einer maximale Ausdauerbelastung die Anzahl endothelialer
Vorlauferzellen (CD34/KDR") um mehr als 70% angestiegen war [38].

Von manchen Autoren wird spekuliert, dass durch die belastungsinduzierte
Freisetzung endothelialer Progenitorzellen moglicherweise Reparaturvorgange
im Gefallsystem angestof3en oder zumindest erleichtert werden, die das Risiko
fur kardiovaskulare Morbiditat senken kdnnten [37-39]. Es gibt sogar Spekula-

tionen, die die bekannten positiven Effekte regelmaliger Bewegung auf das
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Herzkreislaufsystem auf stammzellbasierte endotheliale Reparaturvorgénge
zuruckfuhren [25, 38].

Bezlglich der Bedeutung von endothelialen Progenitorzellen fur Reparaturvor-
gange in der Lunge gibt es weniger Daten. Es wurde jedoch gezeigt, dass Pa-
tienten mit Chronisch Obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) im Vergleich zu
Gesunden eine niedrigere Zahl zirkulierender endothelialer Vorlaufer aufweisen
[34, 35]. Inwiefern dies mit einem schwereren Krankheitsverlauf assoziiert ist, ist
noch unklar.

Bei Patienten mit bakterieller Pneumonie zeigte sich mit fortschreitender Ge-
nesung eine Mobilisierung von endothelialen Vorlauferzellen in die Blutbahn.
Diese Zellen scheinen an Reparaturvorgangen nach entzindlichen Verande-
rungen beteiligt zu sein [33]. Es zeigte sich auch, dass die Patienten, die eine
eher geringe Anzahl der Vorlauferzellen aufwiesen, vermehrt fibrotische Ver-

anderungen zurtckbehielten [33].

1.4.2 Mesenchymale Progenitorzellen

"Mesenchymale Stammzellen” (MSC) ist ein Bezeichnung flur eine vermutlich
heterogene Gruppe von Zellen, die ein reduziertes Selbsterneuerungspotential,
aber zahlreiche unterschiedliche Differenzierungsmdglichkeiten aufweisen [40].
Nach den Richtlinien der International Society for Cellular Therapy sind sie Uber
folgende Kriterien definiert: MSCs exprimieren CD105, CD73 und CD90 und
weisen keine Oberflachenmarker des hamatopoetischen Systems auf (CD34,
CD19, CD45, CD11a, MHC | und MHC 1I).

Die genannten Marker fir MSCs sind auf einer Vielzahl von Zellen exprimiert, so
dass kein Konsens uber die genaue Identitat und Lokalisierung dieser Zellpo-
pulation besteht [41]; sicher nachweisbar sind sie im Knochenmark, der Decidua
sowie im Fettgewebe. MSCs sind wenig immunogen und kénnen in Knochen,
Knorpel und Fettgewebe differenzieren. In der heterogenen Gruppe der MSCs
befinden sich auch Zellen, die zu Atemwegsepithelzellen ausdifferenzieren
kénnen [42].
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Fir die Gruppe der mesenchymalen Stammzellen gibt es bislang nur sehr we-
nige Daten in Bezug auf Mobilisierung durch korperliche Aktivitat aber auch im
Hinblick auf mogliche Reparaturvorgange bei Erkrankungen. Schmidt et al. [43]
konnten zeigen, dass durch maximale Fahrradbelastungen Faktoren, die fur die
Migration von MSCs notwendig sind, vermehrt ausgeschuttet werden und die
Migrationsfahigkeit von MSCs Uber einen kurzen Zeitraum gesteigert wird.
Bislang gibt es keine Untersuchung zu den Effekten korperlicher Anstrengung
auf die Anzahl zirkulierender MSCs. Im Tiermodell hat chronische Hypoxie einen
Einfluss auf eine vermehrte Ausschittung von MSCs in das periphere Blut [44].
Da korperliche Anstrengung bei Patienten mit CF eine Hypoxamie induzieren
kann [45], ist denkbar, dass bei diesen Patienten durch kdrperliche Aktivitat
ebenfalls eine vermehrte Ausschuttung von MSCs in das periphere Blut provo-
ziert werden konnte.

Auch ist moglich, dass korperliche Belastung gewebsstandige Progenitorzellen
aktiviert; dies ist moglicherweise die Erklarung, warum eine Vermehrung von
muskelspezifischen Progenitorzellen unter korperlicher Belastung im Muskel-

gewebe nachgewiesen werden konnte [29, 46].

Patienten mit pulmonalen Erkrankungen kdnnen von der Gabe mesenchymaler
Progenitorzellen wohl profitieren [30, 40, 47]. Es wird spekuliert, dass diese
Zellen nach Homing in das Lungengewebe durch Umwandlung zu Atemweg-

sepithel Reparaturvorgange auslosen kdnnen [48].

Zudem scheinen MSCs immunmodulatorisch wirksam zu sein; so wiesen Pati-
enten mit COPD nach intravendser Gabe von MSCs im Vergleich zur Kontroll-
gruppe zwar keine Verbesserungen im Hinblick auf Lungenfunktion oder Le-
bensqualitat auf, allerdings zeigte sich ein signifikanter Abfall des C-reaktiven
Proteins in der Gruppe der behandelten Patienten [47]. Es ist vorstellbar, dass
bei diesen Patienten zwar nicht die chronische Infektion durch die Gabe von
MSCs gebremst werden kann (im Sinne einer antimikrobiellen Therapie), jedoch
die inflammatorischen Umbauvorgange (durch Zytokine im Rahmen der Im-
munantwort auf die mikrobiellen Erreger), die ja einen wesentlichen Anteil an der
progredienten Zerstorung des Lungenepithels bei chronischen Lungenerkran-

kungen einnehmen. Bei Patienten nach allogener Stammzelltransplantation und
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ausgepragter Graft-versus-Host-Disease der Haut und des Darms hat sich die
Gabe von mesenchymalen Stammzellen zur Beeinflussung von inflammatori-
schen Vorgangen mittlerweile etabliert; bei einigen dieser Patienten kann nach
Gabe der MSCs die medikamentdse Immunsuppression deutlich reduziert

werden [41].
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1.5 Fragestellung

Ziel der Studie war zu untersuchen, ob sich die Anzahl der im peripheren Blut
messbaren Progenitorzellen durch eine maximale korperliche Anstrengung
steigern lasst. Dies wurde sowohl fur die CD34+ Zellen (hamatopoetische und

endotheliale Progenitorzellen) als auch fir MSCs untersucht.

Weiterhin sollte geklart werden, ob sich Patienten mit CF in der Anzahl der
Progenitorzellen von gesunden Probanden unterscheiden und zwar sowohl in
Ruhe als auch nach der korperlichen Belastung. Auch die Dynamik der Veran-
derungen (Veranderung der Anzahl vor/nach Belastung) sollte zwischen den

Gruppen verglichen werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Stichprobe

7 Patienten mit CF (5 mannlich, 2 weiblich) wurden durch die Christiane Her-
zog-Ambulanz fur Mukoviszidosekranke der Universitats-Kinderklinik Wurzburg
rekrutiert. Einschlusskriterien waren ein Mindestalter von 12 Jahren sowie eine
gesicherte Mukoviszidose (klinisches Bild und entweder 2 pathologische
Schweildteste oder nachgewiesene CF-verursachende Mutationen auf beiden Al-
lelen). Patienten mit Diabetes mellitus, Leberzirrhose, akuter pulmonaler Exazer-
bation definiert nach Fuchs [49], einer bekannten durch Sport ausgelésten Herz-
rhythmusstorung, sowie Patienten, die systemisch Steroide einnahmen, wurden

von der Studie ausgeschlossen.

Weiterhin wurden 9 gesunde Kontrollpersonen (3 mannlich, 6 weiblich) einge-
schlossen. Auch fur diese galt ein Mindestalter von 12 Jahren. Jede akute oder
chronische Erkrankung sowie die Einnahme von Medikamenten fuhrten zum Aus-

schluss von der Studie.

Die Ethikkommission des Universitatsklinikums Wurzburg erhob keine Einwande
gegen die Durchfihrung der Studie (Nummer des Votums: 201/09). Alle Teilneh-
mer sowie — bei Teilnehmern < 18 Jahren — die Erziehungsberechtigten erklarten
nach Aufklarung Uber die Studieninhalte schriftlich ihr Einverstandnis an der Studie

teilzunehmen.

2.2 Durchfuhrung

Die Teilnehmer wurden mit den Untersuchungsinhalten und Testapparaturen ver-
traut gemacht und dabei aufkommende Fragen wurden beantwortet. Nachdem die
Patienten Uber die einzelnen Studieninhalte und mdgliche Risiken aufgeklart wa-
ren, wurde von ihnen bzw. ihren gesetzlichen Vertretern eine Einverstandniser-
klarung unterzeichnet. Am Untersuchungstag wurden die Patienten flr den Vor-
mittag einbestellt. Die letzte Mahlzeit sollte mindestens 2 Stunden vorher einge-
nommen und auf koffeinhaltige Getranke am Morgen verzichtet worden sein. Au-
Rerdem sollte am Vortag keine intensive korperliche Anstrengung stattgefunden

haben.
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Nachdem GroéfRe und Gewicht in Unterwasche gemessen worden waren, erfolgte
eine Spirometrie sowie Bodyplethysmographie (Master Screen Body, Jaeger,
Hochberg, Germany) zur Erfassung der Einsekundenkapazitat (FEV1), der for-
cierten Vitalkapazitat (FCV), des Residualvolumens (RV) sowie der totalen Lun-
genkapazitat (TLC). Nach Inhalation von 2 Huben Salbutamol zur Bronchospas-
molyse Uber eine Vorsatzkammer (Volumatic) wurde die Lungenfunktionsuntersu-
chung wiederholt. AnschlieRend wurde fur die geplanten Blutentnahmen eine Ve-
nenverweilkanule in die Vena mediana cubiti platziert. Nach einer Ruhephase von
20 Minuten im Sitzen wurde die erste Blutenthahme durchgefuhrt (1,2 ml
EDTA-BIut fur die Blutbildbestimmung, 7,4 ml EDTA-BIlut fur die FACS-Analysen, 1
ml Fluorid-Blut fur die Laktatbestimmung, 3 ml Blut fur die Bestimmung von CRP
und IgG im Serum sowie 1 ml Blut fur die Bestimmung der Blutsenkungsge-

schwindigkeit).

Im Anschluss erfolgte ein maximaler Ausdauerleistungstest mittels Spiroergometrie
auf einem Fahrradergometer (ergoselect 200, ergoline, Bitz, Deutschland) nach
dem Godfreyprotokoll [50]. Bei einer Anfangslast von 20 W wurde die Last jede
Minute um 20 W bis zur subjektiven Erschopfung gesteigert. Wahrend der Fahr-
radergometrie wurde kontinuierlich ein 12 Kanal-EKG abgeleitet (custocard m,
Ottobrunn, Germany) und die Sauerstoffsattigung gemessen (Nellcor Reflectance
oxygen sensor RS10, Nellcor Puritan Bennet Inc., Pleasanton, CA, USA). Auler-
dem wurden die Ventilation sowie die Konzentration von Oz und CO; in der Atem-
luft mittels Spiroergometriegerat (CPX/D, MedGraphics, St. Paul, MN, USA) zur
Bestimmung der maximalen Sauerstoffaufnahme (VO,peak) sowie des respirato-

rischen Quotienten (RQ) gemessen.

Zehn Minuten nach Ende der Belastung wurde eine zweite Blutentnahme durch-
gefuhrt (keine Bestimmung der Blutsenkungsgeschwindigkeit, des CRP- und
IlgG-Wertes, sonst identische Blutmengen zur ersten Blutenthahme). Van Crae-
nenbroeck et al. konnten in einer Ausdauerbelastung zeigen, dass zehn Minuten
nach einer maximalen korperlichen Belastung die Anzahl endothelialer CD34"
Stammzellen signifikant anstieg, so dass in dieser Studie ebenfalls der Zeitpunkt
zehn Minuten nach maximaler Belastung zur zweiten Blutentnahme gewahlt wurde

[38]. Auch in der Studie von Laufs et al. [37], die den Einfluss einer intensiven
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Laufbelastung auf endotheliale Progenitorzellen untersucht haben, erfolgte die

Blutentnahme 10 Minuten nach der maximalen Belastung.

2.3 Blutproben und Blutprobenanalysen

Die Blutproben, die vor der Ergometrie sowie zehn Minuten nach Ende der Ergo-
metrie gewonnen wurden, wurden folgendermal3en analysiert: es erfolgte die Be-
stimmung eines Blutbildes inklusive maschineller Differenzierung (Advia 120,
Siemens, Deutschland) sowie die Bestimmung von C-reaktivem Protein und des
Immunglobulin G Spiegels als Marker fur akute und chronische entzundliche Akti-
vitat (nur vor Ergometrie). Um die maximalen Anstrengung neben den Parametern
Herzfrequenz und respiratorischer Quotient auch laborchemisch zu quantifizieren,

wurde sowohl vor als auch 10 Minuten nach Belastung der Laktatspiegel bestimmt.

Da es nach korperlicher Belastung zu einer Hamokonzentration kommt und diese
einen Einfluss auf die gemessenen Zellzahlen haben konnte, wurden Verande-
rungen des Plasmavolumens durch die maximale Belastung nach dem Verfahren

von Greenleaf et al. [51] berechnet.

Analyse der Progenitorzellpopulationen

Nach Anfertigung des Differentialblutbildes wurden mittels Durchflusszytometrie
(FACS-Calibur, Fa. BectonDickinson, Heidelberg) zunachst zwei Populationen
definiert wie in Abbildung 1 und 2 dargestellt (initial wurden hierfur 10.000 Events
aufgezeichnet): die hamatopoetische Progenitorzellpopulation
(CD34"'CD45"°"SSC"") sowie die CD45"9CD235™9 Zellen. Letztere Population
erfasst Zellen im peripheren Blut, die nicht Leukozyten entsprechen (CD4%), je-
doch auch keine Erythrozyten oder Normoblasten sind (negativ fur Glykophorin A;
CD235); allerdings ist eine Kontamination dieser Population durch apoptotische

Zellen, Thrombozyten und Debris nicht ausgeschlossen.

Tabelle 1 — Farbekombination zur Bestimmung der Stammzellsubfraktionen im

peripheren Blut

FITC PE PerCp APC

CD45 CD34 CD235 -
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Die Gatingstrategie zur weiteren Charakterisierung der hamatopoetischen und

endothelialen Progenitorzellen ist in Abbildung 1 genauer dargestellit.

Abbildung 1: Gating-Strategie zur ldentifizierung hdmatopoetischer und endothelialer
Stammzellen.

Neben einer Standardregion, die auf die Lymphozyten/Stammzellpopulation gelegt wurde (linke
Grafik R1), wurden CD34”°°SSC"" Ereignisse erfasst (mittlere Grafik R2). Die Zielpopulation wurde
durch Kombination dieser beiden Regionen definiert (R1 und R2) und in entsprechenden Punkt-
wolkendiagrammen auf die jeweiligen Markerexpressionen hin untersucht. Exemplarisch ist hier die
VEGF-R2 und CD31 Expression nach kdrperlicher Belastung bei einem Kontrollprobanden darge-
stellt.

Die hamatopoetischen Progenitorzellen wurden in absoluten Zahlen pro ul ange-
geben. Der Absolutwert wurde anhand der Gesamtleukozytenzahl aus dem Ha-
mavollautomaten, dem prozentualen Anteil an Lymphozyten (beide Messungen:
Advia 120, Siemens, Deutschland) sowie dem prozentualen Anteil der Progeni-
torzellen an der Lymphozytenpopulation (Wert aus der Durchflusszytometrie) er-

rechnet.

In der Population der CD45CD235 Zellen wirden sich eventuell mesenchymale
Stammzellen finden lassen, die Population ist jedoch nicht mit ihnen gleichzuset-
zen. Die Charakterisierung der sehr heterogenen Gruppe der MSCs ist schwierig
wie bereits in der Einleitung beschrieben. In dieser Studie sollten insbesondere die
MSCs untersucht werden, die zu einer Ausdifferenzierung in Atemwegsepithel fa-
hig sind: Daher wurden folgende Marker zur Charakterisierung herangezogen:
CD105, CD73, CD90, CD44, CD29, CD271, MSCA-1 [42, 52-54]. Mittels
FACS-Analyse wurden diese Zellpopulationen vor und nach koérperlicher Anstren-
gung untersucht um zu beurteilen, ob es zu einer vermehrten Ausschuttung ins

periphere Blut kommt.
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Nach Analyse der Fraktionen von CD34*CD45"°" und CD45CD235a wurde das
restliche EDTA-BIut (6ml) mittels FICOLL-Dichtegradientenzentrifugation aufgerei-
nigt. Mit Hilfe dieser Technik kdnnen die mononuklearen Zellen (d.h. Lymphozyten
und Monozyten) von den restlichen Blutbestandteilen (Granulozyten, Thrombozy-
ten, Erythrozyten) getrennt werden. Vorversuche hatten ergeben, dass einige der
in dieser Arbeit verwendeten Farbeantikdrper wesentlich besser an ficollisierte
Zellen binden als an Zellen aus Vollblut. Die mononuklearen Zellen nach der

FICOLL-Isolierung wurden folgendermalien analysiert:

Tabelle 2 - Farbekombination der CD34" Progenitorzellen (gegated auf
CD34*/CD45"" — Events; siehe Abb. 1)

FITC PE PerCp APC

CD45 CD133 CD34 CD38

CD31 VEGFR2 CD34 CD45

Tabelle 3 — Farbekombination mesenchymaler Progenitorzellen (gegated auf

CD457/CD235 -Events; siehe Abb. 2)

FITC PE PerCp APC
CD45 CD105 CD235 CD73
CD44 CD29 CD235 CD45
CD45 MSCA-1 CD235 CD271
CD45 CD105 CD235 CD90

Um ein statistisch verwertbares Ergebnis zu erhalten wurde ein sogenanntes
"livegate” fiir die CD34*/CD45°" und CD45/CD235 - Population verwendet, und
es wurden jeweils mindestens 100.000 Events aufgezeichnet, die diese Kriterien
erfullten (z.B. sowohl in R1 als auch in R2 gelegen). Fur die Bestimmung der An-
tigenexpression wurde dann ein zweidimensionales Punktwolkendiagramm (Dot-
Plots) verwendet, welches die Verteilung der jeweiligen Antigenexpressionen dar-
stellte; dabei sollten mindestens 100 Ereignisse in dem jeweiligen Quadranten des
Punktwolken-Diagramms zu finden sein. Trotz dieses Vorgehens konnten aufgrund
der z.T. extrem niedrigen Frequenzen der gesuchten Zellen im Blut diese er-

wulnschten Vorgaben nicht immer erreicht werden. Die Gating-Strategie fur die
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MSCs ist in Abbildung 2 nochmals detailliert dargestellt (identische Gates vor bzw.

nach korperlicher Belastung).

and

Cand§
ang not

Abbildung 2: Gating-Strategie zur ldentifizierung mesenchymaler Stammzellen:

Neben einer Standardregion, die auf die Lymphozyten/Stammzellpopulation gelegt wurde (linke
Grafik R1) wurden CD45"™9/SSC"" Ereignisse unter Aussparung von Thrombozyten erfasst (mittlere
Grafik R2). Zellen der erythrozytdren Reihe wurden durch eine Negativregion auf CD235a ausge-
schlossen (rechte Grafik R3). Die Zielpopulation wurde durch Kombination dieser drei Regionen
definiert (R1 und R2 aber nicht R3) und in entsprechenden Punktwolkendiagrammen auf die jewei-
ligen Markerexpressionen hin untersucht. Exemplarisch ist hier die CD271 und MSCA-1 Expression
nach kdrperlicher Belastung bei einem Patienten mit CF dargestellt

2.4 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Excel, Version 2003 (Microsoft) sowie
SPSS 20.0 (IBM). Die Auswertung der FACS-Analyse erfolgte mittels CellQuestPro

(Fa. BectonDickinson, Heidelberg).

Fur die Beschreibung des Probandenkollektivs wurden die Mediane sowie der
Bereich (Range) der anthropometrischen Daten, Lungenfunktionswerte, Ergeb-
nisse der Spiroergometrie und Laborwerte bestimmt. Tests auf Unterschiede zwi-

schen Patienten mit Mukoviszidose sowie gesunden Probanden wurden aufgrund
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der kleinen Stichprobe mittels nicht parametrischer Tests (Mann-Whitney-U-Test)
durchgefuhrt. Die maximale Wattleistung sowie die maximale Sauerstoffaufnahme
wurde nach Godfrey [50] bzw. Orenstein [55] in Prozent des Vorhersagewertes

(%pred) ausgedruckt.

Die ermittelten relativen Haufigkeiten fiir die CD34" Zellen wurden durch Multipli-
kation mit der entsprechenden Leukozytenzahl (jeweils vor und nach korperlicher
Belastung) in absolute Werte (Zellen/ul) umgerechnet.

Die Prozentwerte MSC reprasentieren den Anteil der CD45/CD235/SSC"" Ereig-
nisse (Gate wie in Abb. 2 dargestellt) an den Gesamtereignissen. Die
MSC-Subpopulationen entsprechen dem jeweiligen Anteil (in %) der Mar-
ker-positiven Ereignisse (z.B. CD 105") im ficollisierten Material an allen Ereignis-
sen im MSC-Gate.

Die Analyse der Zellzahlveranderung nach maximaler Ausdauerleistung erfolgte
mittels nicht-parametrischer Tests (Wilcoxon-Test). Zudem erfolgte die Berech-
nung von Anderungen (Zellzahl nach Spiroergometrie minus Zellzahl vor Spiroer-
goemtrie) aus den Laboranalysen vor bzw. nach der Belastung fur die weille Reihe
des peripheren Blutbildes (Leukozyten, Neutrophile, Lymphozyten, Monozyten)
sowie die endothelialen und mesenchymalen Progenitorzellen einschliellich der
Subklassen. Zur Analyse einer moglicherweise unterschiedlichen Veranderung der
Zellzahlen bei Patienten mit Mukovziszidose und gesunden Probanden erfolgte ein

Mann-Whitney-U-Test mit den berechneten Anderungen.
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3 Ergebnisse

Die Charakteristika des Probandenkollektivs sind in Tabelle 4 dargestellt. Insge-

samt nahmen 8 (5 mit CF) mannliche und 8 (2 mit CF) weibliche Probanden teil.
Patienten mit CF waren signifikant junger und leichter, hatten eine schlechtere
Lungenfunktion sowie eine geringere Leistung und maximale Sauerstoffaufnahme

in der Spiroergometrie als die gesunden Probanden.

Tabelle 4 — Charakteristika des Probandenkollektivs (Median (Range))

Variable Patienten mit CF Gesunde Probanden
Alter (Jahre) 22,2 (13-28) 25,5 (24-37) *
GroRe (cm) 169 (161-179) 175 (164-190) "*
Gewicht (kg) 55 (43,5-68) 70 (55-85) **

FEV1 (%pred)

67,7 (39,9-102,2)

109,5 (102,2-125,6) ***

FVC (%pred)

78,5 (69,1-108,6)

108,5 (94,5-131,4) **

RV/TLC (%)

40,6 (20,9-52,4)

21,3 (16,6-31,6) *

Wmax (%pred)

92 (76-100)

108 (96-140) ***

VOypeak (%pred)

73 (58-98)

95 (76-109) **

max. Herzfrequenz (1/min)

168 (154-182)

175 (159-190) "%

Respiratorischer Quotient

bei max. Belastung

1,22 (1,17-1,31)

1,29 (1,21-1,45) "

CRP (mg/dl)

0,52 (0,10-2,33) 0,07 (0,04-0,44) *
(Ruhemessung)
IgG (U/l)

1173 (941-1550) 925 (750-1290) *
(Ruhemessung)
Laktat (mg/dl) nach

6,6 (5,4-9,8) 10,6 (6,6-13,1) **
Belastung

Veranderung des Plasmavo-

-10,1 (-2,3 bis -21,8) -9,2 (-1,3 bis -13,4) ™*

lumens nach Belastung (%)

Signifikanzniveau: *** p < 0,001; ** 0,001 < p <0,01; * 0,01 < p < 0,05. n.s.: nicht signifi-

kant.

Das gesunde Kollektiv war leistungsfahiger als die Patienten mit CF, gemessen an

der maximalen Leistungsfahigkeit sowie der maximalen Sauerstoffaufnahme. Be-
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zuglich der maximalen Herzfrequenz und dem respiratorischen Quotient fand sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Nach der Belastung zeigten

die gesunden Probanden jedoch signifikant h6here Laktatwerte.

Die Blutbildwerte vor der Spiroergoemtrie sind in Tabelle 5 dargestellt. Es fand sich
eine signifikant hdhere Gesamtleukozytenzahl sowie eine grof3ere Absolutzahl der
Monozyten bei den Patienten mit Mukoviszidose. Bzgl. der relativen Zellverteilung

ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen.

Tabelle 5 — Blutbild inklusive Differenzierung der Leukozyten (Ruhemessung; Me-

dian (Range))

Parameter

Patienten mit CF

Gesunde Probanden

Leukozyten/ul

6250 (4970-10590)

4790 (3480-5930) **

Neutrophile (%)

62,0 (42,8-80,3)

59,5 (49,9-72,1) "®

Neutrophile/ul

3875 (2388-8387)

2670 (1879-4275) ™*

Lymphozyten (%) | 27,4 (8,9-41) 29,3 (18,9-40,5) "
Lymohozyten/ul | 1712 (943-2287) 1322 (1062-1940) ™
Monozyten (%) 6,8 (4,2-9,0) 5,8 (4,3-6,5) "

Monozyten/ul

425 (338-804)

273 (164-316) ***

Signifikanzniveau: *** p < 0,001; ** p < 0,01; n.s.: nicht signifikant.

Bei der Analyse des Blutbildes nach Belastung (Werte siehe Tabelle 6) zeigt sich
ein signifikanter Anstieg der Leukozytenzahl um ca. 3000 Leukozyten/pl (= 42%
des Ausgangswertes) in beiden Gruppen (p=0,000), mit Anstieg von Leukozyten,

Lymphozyten und Monozyten im Differentialblutbild.
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Tabelle 6 — Blutbild inklusive Differenzierung der Leukozyten (10 Minuten nach

Ende der Belastung; Median (Range))

Anderung )
Anderung zur Ru-
zur Ruhe- Gesunde Proban-
Parameter Patienten mit CF hemessung (ge-
messung den
sunde Probanden)
(CF)
+2300 7440 (5460-8890)
Leukozyten/pl 8550 (6860-19580) +2320 (1320-4100)
(580-8990) i
Neutrophile (%) 58,4 (44,04-80,1) 56,25 (40,9-65,8) **
+1133 3682 (3069-5606)
Neutrophile/pl 4993 (3046-14998) +1211 (308-1331)
(446-6611) b
Lymphozyten (%) | 31,5 (12,2-39,7) 32,4 (23-49,5) ***
+872 2313 (1800-4400)
Lymphozyten/pul | 2616 (1350-2737) +839 (621-2460)
(190-1446) b
Monozyten (%) 6,1 (2,9-9,5) 6,3 (4,6-7,3) "%
+99
Monozyten/pl 592 (276-1272) 430 (289-558) *** +175 (122-281)
(-99-467)

Signifikanzniveau bzgl. Unterschieden zwischen den Gruppen: *** p < 0,001; ** p < 0,01;

n.s.: nicht signifikant.

In der Gruppe der Patienten mit CF stieg die Leukozytenzahl insgesamt um 37%

an. Im Differentialblutbild kam es zu einem Anstieg der Neutrophilenzahl um 29%,

der Lymphozytenzahl um 53% und der Monozytenzahl um 39%. Bei den gesunden

Probanden stieg die Gesamtleukozytenzahl um 55%, die Neutrophilenzahl um

38%, die Lymphozytenzahl um 75% und die Monozytenzahl um 57% an. Zwischen

den Patienten mit CF und den gesunden Probanden fand sich kein signifikanter

Unterschied bezuglich des Anstiegs der Zellzahlen nach Belastung (Leukozyten,

Neutrophile, Lymphozyten, Monozyten), wie in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Anderungswerte der Zellzahlen pro ul der Leukozytensubgruppen durch
kérperliche Belastung bei den gesunden Probanden (links) sowie den Patienten mit CF
(rechts)

Die Werte der CD34" Stammzellen vor und nach Spiroergometrie sind in Tabelle 7
dargestellt. In der Ruhemessung fanden sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen Patienten mit CF und gesunden Probanden. Die CD 34" Progenitorzellen
stiegen bei den gesunden Probanden um 15% an, bei den Patienten mit CF um
118%.
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Tabelle 7 — CD34" Progenitorzellen vor und nach kérperlicher Belastung bei Pati-

enten mit CF und gesunden Probanden. Die angegebenen Werte sind Median

(Range).
Parameter Patienten mit CF Gesunde Probanden
Ruhe Belastung Ruhe Belastung
CD34*/ul 2,2 (1,0-9,8) 4,8 (1,3-5,9) 2,6 (1,5-3,9) 3,0 (1,4-6,7)
CD34'/CD133"
%) 40,0 (27,5-92,5) | 66,7 (48,7-90,3) | 64,2 (18,1-100) | 66,0 (40,7-91,2)
(0]
CD34/CD31"
%) 82,3 (34,8-100) | 85,7 (72,4-97,9) | 87,9 (36,3-100) 90,9 (50-100)
(o)
CD34%/
. 5,5 (0-17,4) 2,75 (0-26) 5,0 (0-18,3) 2,7 (0-33)
VEGFR2 (%)

# o, der CD34" -Progenitorzellen

Nach korperlicher Belastung zeigte sich im gesamten Probandenkollektiv ein signi-
fikanter Anstieg der CD34"-Progenitorzellen (p=0,020). In den relativen Konzentra-
tionen der CD34"-Subpopulationen, wozu auch die endothelialen Progenitorzellen
zahlen, wurden aber keine Effekte der Belastung beobachtet. Zur Beurteilung von
Unterschieden zwischen Patienten mit CF und gesunden Probanden wurde, wie
bereits im Methodenteil dargestellt, die Zellzahlanderungen der einzelnen Zellpo-
pulationen berechnet und mittels Mann-Whitney-U-Test der Gruppenvergleich be-
rechnet. Hier zeigte sich kein Unterschied zwischen Patienten mit Mukoviszidose
und gesunden Probanden bezliglich des Anstiegs der CD34" Progenitorzellen und

der Veranderungen in der Verteilung ihrer Subgruppen.

Die relativen Haufigkeiten der mesenchymalen Progenitorzellen sind in Tabelle 8
abgebildet. Es fand sich kein Unterschied zwischen Patienten mit CF und gesun-
den Probanden vor der kérperlichen Belastung auRer bei den CD 271" Progeni-
torzellen; dort hatten die Patienten mit Mukovisidose eine hdhere Anzahl CD
271%-Zellen (p= 0,009).
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Tabelle 8 — mesenchymale Progenitorzellen vor und nach koérperlicher Belastung

bei Patienten mit CF und gesunden Probanden. Die angegebenen Werte sind Me-

dian (Range).

Parameter | Patienten mit CF Gesunde Probanden

Ruhe Belastung Ruhe Belastung
MSC (%) * 1,0 (0,5-2,0) 1,2 (0,5-2,2) 1,3 (0,9-6,6) 1,2 (0,8-4,3)
CD29" (%)* | 80,2 (51,0-95,0) | 71,8 (19,7-88,6) | 81,2 (25,0-98,0) | 64,0 (12,6-95,4)
CD44™ (%)* | 2,1 (0-7) 1,1 (0-14,7) 1,6 (0-20,0) 1,0 (0,1-24,3)
CD73" (%)* | 1,1 (0-10,7) 4,4 (0,3-25,0) 4,1 (0,6-10,8) 1,5 (1-5)
CD90" (%)* | 1,5(0-3,2) 2,5 (0-12,2) 0,5 (0,1-1,7) 1,0 (1,0-2,4)
CD105" (%)* | 0,6 (0-3,1) 0,4 (0,2-7,9) 0,6 (0,1-4,2) 0,5 (0,2-2,6)
CD271" (%)* | 0,6 (0-2) 0,3 (0-0,8) 0 0,3 (0-1,5)
MSCA-1*
%) 0,4 (0-3,4) 0,3 (0-3,0) 0,5 (0-3,7) 1,4 (0-3,0)

# o der CD45CD235'SSC"" gegateten Zellen

* % der MSC

Bei den MSCs =zeigte sich bzgl. der relativen Anzahl der Events in der
FACS-Analyse weder in der Analyse der Gesamtereignisse im Zielgate (siehe Abb.
2) noch in den Analysen der einzelnen Subpopulationen (z.B. CD105") signifikante

Veranderungen nach maximaler Ausdauerleistung.
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Bei den MSCs, die positiv waren fur CD73, fand sich ein Abfall der Events fur die
gesunde Population, wahrend es bei den Patienten mit CF in Folge der Belastung

zu einem Anstieg der Events kam. Dies ist in der Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: MSC CD73", in Ruhe und nach Belastung (links gesunde Probanden,

rechts Patienten mit CF). Der Median ist jeweils durch einen waagerechten Balken
gekennzeichnet.

Bei den CD 271" Zellen zeigte sich ein umgekehrter Effekt (siehe Abbildung 5):
Hier stiegen die Werte in der Kontrollgruppe mehrheitlich an, wahrend sie bei den

Patienten mit CF abfielen.
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Abbildung 5: Relativer Anteil der MSC CD271" Zellen in Ruhe und nach Belastung
(links gesunde Probanden, rechts Patienten mit CF). Der Median ist jeweils durch
einen waagerechten Balken gekennzeichnet.

Zum Vergleich der gesunden Probanden mit den Patienten mit CF in den einzelnen
Subpopulationen der MSCs erfolgte die Berechnung der Differenz zwischen den
Werten vor und denen nach koérperlicher Belastung und der Vergleich dieser mittels
Mann-Whitney-U-Test. Hier fanden sich signifikante Unterschiede in der Verande-
rung der Zellzahl durch koérperliche Anstrengung bei Patienten mit CF und gesun-
den Probanden fiir die CD73" (p=0,017) und CD271* MSCs (p=0,014).

Exemplarisch zeigt die folgende Abbildung 6 die Werte fir CD271°/MSCA-1"

MSCs flur einen Patienten mit CF sowie einen gesunden Probanden in dotplots.
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Abbildung 6: CD271 und MSCA-1 positive MSCs, exemplarisch an einem gesunden
Probanden sowie einem Patienten mit CF vor sowie nach korperlicher Belastung.
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4 Diskussion

Die hier beschriebene Studie untersuchte den Einfluss einer maximalen korperli-
chen Belastung auf die Anzahl zirkulierender hamatopoetischer und mesen-
chymaler Progenitorzellen bei gesunden Probanden sowie bei Patienten mit Mu-

koviszidose.

4.1 Beurteilung der Ergebnisse der Spiroergometrie

Zur Beurteilung einer moglichst maximalen Anstrengung in der Spiroergometrie
erfolgte neben der Messung der maximalen Leistung und der maximalen Sauer-
stoffaufnahme die Bestimmung der maximalen Herzfrequenz, des respiratorischen
Quotienten sowie des Laktatspiegels nach Belastung. Im Vergleich der Patienten
mit Mukoviszidose mit den gesunden Probanden fiel auf, dass die Patienten mit
Mukoviszidose einen signifikant niedrigeren Laktatspiegel erreichten; in Bezug auf
die Herzfrequenz und den respiratorischen Quotienten zum Zeitpunkt der maxi-
malen Anstrengung fand sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen, so dass von einer Ausbelastung auch bei den Patienten mit Mukoviszi-
dose ausgegangen werden kann. Die krankheitsbedingten Einschrankungen bei
korperlicher Belastung spiegeln sich in einer signifikant niedrigeren maximalen
Leistung und Sauerstoffaufnahme wieder. Eine eingeschrankte korperliche Leis-
tungsfahigkeit bei Patienten mit CF ist gut bekannt, die Antwort auf eine maximale
Anstrengung bei geringerer Leistung jedoch mit einem gesunden Kollektiv ver-
gleichbar [56]. Die Ursache fur den niedrigeren Laktatspiegel der Patienten mit CF
im Kollektiv dieser Studie im Anschluss an die maximale Belastung ist unklar.
Moorcroft et al. konnten in einem Kollektiv von 104 Patienten mit CF und 27 ge-
sunden Kontrollen zeigen, dass nach maximaler Anstrengung kein Unterschied im
Laktatspiegel bestand [56], so dass der in dieser Studie vorliegende Unterschied

maoglicherweise auch in der geringen Fallzahl begrindet liegt.

In den Charakteristika des Studienkollektivs zeigte sich, dass die Patienten mit CF
signifikant leichter waren als die Probanden der Kontroligruppe, moglicherweise
erklarbar durch das jlingere Alter der Patienten mit CF, allerdings auch gut ver-
einbar mit einem reduzierten Ernahrungszustand, wie er oft Teil der Grunderkran-

kung ist.
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4.2 Veranderungen der Zellzahlen im Blutbild in Folge korperlicher Be
lastung

Ein Anstieg der Leukozytenzahl durch eine einzelne intensive korperliche Belas-
tung ist in der Literatur vielfach beschrieben, siehe beispielsweise das Review von
Walsh et al. [23]. Bei Patienten mit CF wurde sogar eine UberschieRende Reaktion
mit Uberproportionalem Leukozytenanstieg im Vergleich zu gesunden Probanden
berichtet [22]. Dies konnte in der hier vorliegenden Studie nicht bestatigt werden.
Zwar stiegen auch die Leukozytenzahlen der Patienten mit CF deutlich nach Be-

lastung an, jedoch nicht signifikant mehr als die der gesunden Probanden.

Um den Anstieg der Zellzahlen besser beurteilen zu konnen, erfolgte die Berech-
nung der Plasmavolumenanderung in Folge der Belastung. Der Median fur die
Veranderung des Plasmavolumens lag bei Gesunden und Patienten mit CF bei
knapp 10%. Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien, die
auch eine Veranderung des Plasmavolumens von ca. 10% nach maximaler Be-
lastung beschrieben [57]. Durch die Hdmokonzentration kann der in der aktuellen
Studie beobachtete Anstieg der Zellzahl fur Leukozyten inklusive der Subpolpula-
tionen und der CD34" Progenitorzellen sicherlich nicht ausschlie3lich erklart wer-

den.

4.3 Effekte korperlicher Belastung auf endotheliale und hamatopoeti-
sche Progenitorzellen

In den letzten Jahren sind, wie in der Einleitung ausfuhrlich dargelegt, eine Vielzahl
an Untersuchungen zum Effekt von korperlicher Aktivitdt auf Progenitorzellen
durchgefiihrt worden. In der aktuellen Studie konnte ein Anstieg der CD34"-Zellen
nach maximaler Belastung nachgewiesen werden, wobei sowohl die Patienten mit
CF als auch die gesunden Probanden eine signifikante Zunahme der Absolutzahl
der CD34" Zellen pro ul aufwiesen. Dieser Anstieg lag in der Gesamtstichprobe bei
ca. 70%. Andere Studien [37, 38] konnte zudem einen Anstieg der endothelialen
Stammzellen nach korperlicher Anstrengung nachweisen.Dort waren jeweils ge-
sunde, gut trainierte Probanden untersucht worden. Modglicherweise fuhrt regel-
mafige korperliche Aktivitat zu einer besseren Mobilisation endothelialer Progeni-

torzellen durch korperliche Belastung (siehe beispielsweise [29, 31]). Daten zum
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Anstieg CD34" Zellen nach Belastung bei Patienten mit CF sind bislang nicht pu-
bliziert.

Es wird diskutiert, dass der positive Effekt von Sport in der Pravention von Herz-
kreislauferkrankungen zumindest teilweise mit einer vermehrten Freisetzung von
CD34" Progenitorzellen durch korperliche Aktivitat zusammenhangt. Neben ande-
ren Autoren konnten Shalaby et al. [58] zeigen, dass sowohl aerobes als auch
anaerobes Training die Anzahl zirkulierender CD34" Progenitorzellen um ein Viel-
faches steigern kann. Auch gibt es erste Studien, die zeigen, dass auch bei Kin-
dern und Jugendlichen nicht nur durch kurze maximale Anstrengung, sondern auch
durch regelmaRige korperliche Aktivitat die Anzahl der endothelialen Progenitor-
zellen im peripheren Blut ansteigt. Dies gilt insbesondere fur Gbergewichtige Kinder
und Jugendliche [31, 32]. Park et al. [31] konnten zeigen, dass bei Ubergewichtigen
Kindern nach einem 12-wdchigen kombinierten Kraft-/Ausdauertraining dreimal pro
Woche nicht nur die Anzahl der CD34*/CD133"-Zellen im Vergleich zur Kontroll-
gruppe signifikant angestiegen war; eine Messung der Intima-Media Dicke der A.
carotis externa (als Marker fur eine beginnende endotheliale Schadigung) zeigte in
der Studiengruppe einen signifikanten Ruckgang, der mdglicherweise durch

stammzellinduzierte Reparaturvorgange zu erklaren ist.

Im Tierversuch fanden Fernandes et al. [26] bei hypertensiven Ratten nicht nur
einen Anstieg der zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen nach 10 Wochen
Ausdauertraining, sondern zudem einen Ruckgang der arteriellen Hypertension
sowie eine vermehrte Kapillaraussprossung als Ausdruck eines endothelialen

Reparaturmechanismus.

Neben dem Effekt der endothelialen Progenitorzellen auf das kardiovaskulare
System wird zunehmend auch ihre Rolle bei anderen chronischen Erkrankungen
diskutiert. Huertas et al. [36] beschreiben in einem Review, dass Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz, Diabetes mellitus, chronischem Nierenversagen und
zerebralem Insult eine verminderte Anzahl von endothelialen Progenitorzellen
aufweisen und diese auch in ihrer Funktion beeintrachtigt sind. Bei Patienten mit
COPD scheint eine chronische Inflammationsreaktion mitverantwortlich flr eine

erniedrigte Anzahl endothelialer Progenitorzellen zu sein. Im Lungengewebe von
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Patienten mit COPD fand sich eine deutlich erhdhte Anzahl von apoptotischen
Zellen, so dass offensichtlich in hohem Male endotheliale Progenitorzellen fir
Reparaturmechanismen bendtigt werden [36]; diese sind daher mdglicherweise
konsekutiv im peripheren Blut erniedrigt. Insgesamt scheint eine erniedrigte Anzahl
zirkulierender endothelialer Stammzellen Ausdruck von Krankheitsaktivitat zu sein
und auf eine systemische Inflammation mit Apoptose im Lungen-, aber auch
Muskelgewebe mit einer zunehmenden Erschopfung der regenerierenden Res-

sourcen hinzuweisen [36, 59, 60].

In unserer Stichprobe fand sich bei den Mukoviszidosepatienten vor und nach Be-
lastung keine signifikant erniedrigte Anzahl an CD34" Zellen im Vergleich zu den
gesunden Probanden, allerdings waren die Patienten mit einer medianen FEV1
von 64% des Vorhersagewertes pulmonal nur mittelschwer beeintrachtigt. Eine
Analyse der endothelialen Progenitorzellen bei pulmonal schwer kranken Patienten
mit Mukoviszidose ware sicherlich interessant um dieser Fragestellung weiter

nachzugehen.

Ein schlechter Ernahrungsstatus reprasentiert durch einen niedrigen body mass
index (BMI) scheint auch mit einer niedrigeren Anzahl endothelialer Progenitorzel-
len bei Patienten mit COPD assoziiert [34]. Die Ursache hierfur ist nicht hinrei-
chend geklart, mdglich scheint eine malige Knochenmarkinsuffizienz auf dem
Boden von erhohten Zytokinkonzentrationen von beispielsweise Tumornekrose-
faktor alpha. Bei den Patienten der aktuellen Studie lag, zumindest ausgehend von
den Werten des peripheren Blutbildes, keine offensichtliche Knochemmarkinsuffi-

zienz vor, allerdings war das Patientenkollektiv fur Patienten mit CF relativ gesund.

4.4 Effekte korperlicher Belastung auf mesenchymale Progenitorzellen
Schmidt et al. [43] konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass durch einen maximalen
Belastungstest die Migrationsaktivitat von MSCs anstieg, unter anderem konnte ein
signifikanter Anstieg von Interleukin 6 und Interleukin 8 nachgewiesen werden.
Insbesondere fur Interleukin 6 ist bekannt, dass durch vermehrte Ausschuttung die
Migrationsaktivitat und Mobilitdt von MSCs erhdht wird. Daneben scheint Interleu-
kin 6 malgeblich fur den anti-inflammatorischen Effekt regelmaRiger korperlicher

Aktivitat verantwortlich zu sein, welcher mdglicherweise durch eine vermehrte
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Ausschittung von MSCs und damit verbesserten Reparaturvorgangen im Gewebe
hervorgerufen wird. Trotz der erhdhten Zytokine durch koérperliche Anstrengung
konnte jedoch in den Zellkulturen keine erhdhte Anzahl an MSCs nach Belastung

nachgewiesen werden [43].

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die relative Konzentration von MSCs vor so-
wie nach korperlicher Belastung gemessen. Es fand sich keine relative Konzentra-
tionsanderung der zirkulierenden MSCs bei insgesamt sehr niedriger Konzentrati-
on von MSCs im peripheren Blut, allerdings zeigen sich die oben beschriebenen
Unterschiede zwischen Patienten mit CF und gesunden Probanden in den CD73"
und CD271" Subgruppen. Die unterschiedliche Wirkung koérperlicher Aktivitat auf
die Verteilung von CD271" und CD73" MSCs bei Patienten mit CF und gesunden

Probanden kann nicht hinreichend erklart werden.

CD271 ist ein Oberflachenmarker, der auf Zellen exprimiert mit, die Tumornekro-
sefaktor alpha Rezeptoren aufweisen. In vitro sezernieren CD271" Zellen immun-
suppressive (Interleukin-10) wie auch pro-inflammatorische (Interferon-gamma,
Tumornekrosefaktor-alpha) Zytokine und scheinen in vivo flr eine vermehrte Aus-

differenzierung von T-Zellen und NK-Zellen verantwortlich zu sein [61].

Extrazellulares Adenosintriphosphat (ATP) hat auf vielen Zellen des Immunsys-
tems pro-inflammatorische Wirkung [62]. Durch Dephosphorylierung von ATP zu
Adenosin erfolgt die Kontrolle dieses Signalwegs, da Adenosin wiederum an-
ti-inflammatorische Wirkung hat. Diese Dephopshporylierung wird neben CD39
auch von CD73 malgeblich kontrolliert. CD73 ist in regulatorischen T-Zellen vor
allem intrazellular zu finden, kann jedoch bei Bedarf als Ektoenzym auf der Ober-
flache prasentiert werden und dann zu einer erhdhten Umwandlung von Adeno-
sinmonophosphat (AMP) zu Adenosin fuhren. Das wiederum geht mit einer an-

ti-inflammtorischen Wirkung einher [63].

Moglicherweise spielt die chronische Inflammation und damit ein anderes Zytokin-
profil sowie eine vermehrte Zytokinausschuttung bei den Patienten mit CF eine

Rolle. Ein zufalliger Unterschied scheint jedoch aufgrund der geringen Stichprobe
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auch moglich. Hier sind weitere Untersuchungen mit groRerer Stichprobenzahl

sowie qualitativer Analyse der Zellen in Zellkulturen notwendig.

Auffallend in der Analyse der MSC-Subpopulationen ist ein sehr hoher Anteil an
CD29*-Zellen. Dieser hohe Anteil rekrutiert sich wahrscheinlich aus Thrombozyten
und Debris, so dass dies keine echte MSC-Subpopulation darstellt. In einer Folge-
studie sollte bei der Charakterisierung dieser Zellen deshalb zusatzlich ein

Thrombozytenmarker bei der Farbung der Zellen mitberlcksichtigt werden.

In den meisten Studien werden MSCs aus dem Knochenmark gewonnen, wo sie in
héherer Anzahl reprasentiert sind. Im peripheren Blut ist die Messung durch die
niedrige Zellzahl erschwert, so dass immer wieder kontrovers Uber die Methoden
der Messung und Stammzellgewinnung diskutiert wird [64]. Bislang gibt es kaum
Daten zur Quantifizierung von MSCs im peripheren Blut sowie zu eventuellen

Veranderungen der Anzahl unter korperlicher Belastung.

Mehrheitlich stammt das Wissen Uber MSCs aus Studien an Zellkulturen sowie
Daten aus Tierversuchen. Wang et al. konnten nachweisen, dass MSCs zu
Epithelzellen der Atemwege differenzieren kdnnen. Weiterhin konnten MSCs von
Patienten mit CF ex vivo genkorrigiert werden und unter experimentellen Bedin-
gungen zu einer Verbesserung der Chloridsekretion in der Zellkultur beitragen [65].
Insgesamt herrscht jedoch kein Konsens, wie genau MSCs, die zu Atemweg-
sepithelzellen ausdifferenzieren kénnen, charakterisiert sind und ob eine bei-
spielsweise intravenose Gabe wirklich eine therapeutische Option darstellt. Loe-
binger et al. fassen in einem Review zusammen, dass es nach Gabe exogener
MSCs zwar zu einem Engraftment der Zellen in der Lunge kommt, jedoch nur bei
einem sehr geringen Anteil der Zellen. Dennoch scheinen MSCs eine gewisse
Rolle bei Reparaturvorgangen nach Lungenverletzung zu spielen; so kam es im
Mausmodell nach Bleomycin-induzierter Lungenfibrose zu einem Ruckgang der

Fibrose nach exogen zugefuhrten MSCs [30].

Die chronische Inflammation in der Lunge von Mukoviszidosepatienten schlagt sich
zwar in einer signifikant hoheren Leukozytenzahl nieder, eine Veranderung in der

Konzentration von zirkulierenden MSCs konnte jedoch nicht gefunden werden.
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Auch nach kdrperlicher Belastung konnte diesbeziglich kein wegweisender Befund

erhoben werden.

4.5 Fazit

Insgesamt konnte diese Studie zeigen, dass auch Patienten mit Mukoviszidose
unter korperlicher Anstrengung einen deutlichen Anstieg CD34"-Progenitorzellen
aufweisen, welche hochstwahrscheinlich an korpereigenen Reparaturvorgangen
beteiligt sind. Diese Befunde kdnnen ein weiteres Argument fur regelmafige kor-
perliche Aktivitat sein. Moglicherweise tragt die Aktivitat dazu bei, bei einer
Krankheit, die mit zunehmenden Umbauvorgangen in verschiedenen Geweben
einhergeht, diese madglichst lange durch korpereigene Reparaturmechanismen
heraus zu zdgern. Sport, einhergehend mit einer vermehrten Zirkulation von

CD34"-Progenitorzellen, scheint dazu einen Beitrag leisten zu konnen.

Die Rolle zirkulierender mesenchymaler Stammzellen ist nach wie vor nicht hin-
reichend geklart, wohl auch aufgrund der Vielfalt von Subpopulationen und ihrer
geringen Konzentration im peripheren Blut. Erste Studien zeigen, dass auch
mesenchymale Stammzellen offensichtlich eine Rolle bei Reparaturvorgangen
spielen, die genauen Mechanismen sind jedoch noch ungeklart. Auch die Reaktion
von MSCs auf korperliche Aktivitat bedarf weiterer Studien, nicht nur im Hinblick
auf quantitative Veranderungen, sondern insbesondere in Bezug auf Charakteri-

sierung der Zellen und mdgliche Homing Mechanismen.
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5 Zusammenfassung

Mukoviszidose als haufigste der seltenen Erkrankungen ist trotz intensiver For-
schung und Behandlungsmaoglichkeiten nach wie vor mit einer deutlich verklrzten
Lebenserwartung assoziiert. In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass korperli-
che Aktivitat einen wichtigen Beitrag nicht nur zur Lebensqualitat von Mukoviszi-
dosepatienten leisten kann, sondern auch einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf
als solches hat. Die genauen Mechanismen des positiven Effekts von Sport auf
den Krankheitsverlauf sind jedoch noch nicht hinreichend geklart. Neben vielen
anderen Mechanismen wie verbesserter Sekretelimination aus den Atemwegen,
Training des Herz-Kreislaufsystems und Regulierung der Uberaktiven epithelialen
Natriumkanale wird zunehmend auch ein Anstol3en von Reparaturmechanismen
durch Sport diskutiert. Dabei scheinen CD34"-Progenitorzellen und MSCs eine

Rolle spielen zu kdnnen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern eine maximale Aus-
dauerbelastung die Anzahl zirkulierender CD34"-Progenitorzellen und mesen-
chymaler Progenitorzellen im peripheren Blut verandert, was sekundar mit Repa-
raturvorgangen im Lungengewebe assoziiert sein konnte. Hierfur wurde bei 7 Pa-
tienten mit Mukoviszidose sowie 9 gesunden Probanden eine Spiroergometrie bis
zur subjektiven Erschopfung und vor sowie zehn Minuten nach Beendigung der
Aktivitat eine Blutentnahme durchgefuhrt. Neben einer Analyse des Blutbildes in-
klusive Differenzierung und Bestimmung von Entzindungsparametern erfolgte
mittels Durchflusszytometrie die Quantifizierung von CD34" und mesenchymalen
Progenitorzellen. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der CD34" Progenitorzel-
len in beiden Studiengruppen nach Belastung, wahrend die mesenchymalen

Stammzellen keine signifikante Anderung der Anzahl zeigten.

Der Anstieg der CD34"-Progenitorzellen nach kdrperlicher Belastung ist in der Li-
teratur mehrfach beschrieben und wird als eine Erklarung fur die Pravention von
Herz-Kreislauferkrankungen durch Sport genannt. Auch bei akuten wie chroni-
schen Lungenerkrankungen scheinen hamatopoetische und endotheliale Proge-
nitorzellen eine Rolle bei Reparaturvorgangen zu spielen. Die Rolle der mesen-

chymalen Stammzellen ist dagegen noch nicht hinreichend geklart. Insgesamt er-
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schwert die Heterogenitat der Gruppe der mesenchymalen Stammzellen eine ge-
naue Quantifizierung, ihr geringes Vorkommen im peripheren Blut stellt eine wei-
tere Schwierigkeit bei der Charakterisierung und Quantifizierung dar. Nachdem
zumindest der Nachweis von ansteigenden endothelialen Progenitorzellen auch
bei Patienten mit Mukoviszidose gelingt, sollte in weiteren Studien die Rolle der
mesenchymalen Stammzellen weiter untersucht werden. Insbesondere die Cha-
rakterisierung der Zellen in der Zellkultur sowie eine Untersuchung von Zytokinen,
die flr ein Homing von mesenchymalen Stammzellen verantwortlich sein kdnnten,
scheint wesentlich, um den Mechanismus der Reparaturvorgange besser zu ver-

stehen und so mdglicherweise die Therapie der Mukoviszidose zu erweitern.
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