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Referat

Referat

Adipositas ist ein von steigender Pravalenz gekennzeichnetes, weltweites
Gesundheitsproblem, welches mit diversen malignen Tumoren vergesellschaftet ist.
Das Tumorgewebe weist ein von regelrecht differenzierten Gewebe abweichendes
Mikromilieu auf, fir das auch die extrazelluldre Azidose charakteristisch ist. Es wurde
bereits gezeigt, dass das azidotische Milieu in Tumoren fir die Prognose
entscheidende Bedeutung haben kénnte. MAPKs (mitogen-activated proteinkinases)
spielen eine zentrale Rolle in vielen zellularen Funktionen, wie Proliferation,
Genexpression und Differenzierung. Wichtige Vertreter dieser Proteinkinasen stellen
p38 und ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1 and 2) dar. Die genaue Rolle
der p38- und ERK1/2-MAPKs in PBMC (peripheral blood mononuclear cells) in einem
tumor-azidotischen Mikromilieu ist bisher noch nicht vollstdndig bekannt. Daher war
das Ziel der vorliegenden In-vitro-Studie, den Einfluss von Adipositas und einer
extrazellularen Tumor-Azidose auf die p38- und ERK1/2-Expressionen zu untersuchen.
AuBerdem sollte analysiert werden, ob unter anderem in Bezug auf die
Lebensbedingungen und -gewohnheiten, Unterschiede zwischen den Gruppen
auszumachen sind. Den Probanden wurde Vollblut entnommen, welches weiterflihrend
aufbereitet wurde, um die PBMC zu isolieren. Aus diesen wurde im Rahmen etablierter
Laboruntersuchungen, wie Gelelektrophoresen und Western Blots, die Expressionen
der p38- und ERK1/2-MAPKs bestimmt. Zudem erfolgte eine Befragung der
Probanden. Diese zeigte allerdings keine bedeutsamen Differenzen.

Bezuglich der genannten Proteinkinasen konnte flr die Aktivierbarkeit der p38-MAPK
in einem physiologischen pH-Milieu, ein statistisch signifikanter Unterschied im Sinne
einer erhdhten Expression bei den adipésen Mannern, festgestellt werden. Eine
entsprechende Tendenz zeigte sich auch bei einem azidotischen pH-Wert, die jedoch
knapp das Signifikanzniveau verfehlte. Dies lasst eine gesteigerte Aktivierbarkeit von
p38, unabhangig vom untersuchten pH-Unterschied, bei Adipbésen vermuten.

Diese Studie weist somit auf eine moglicherweise verstérkte Bedeutung des p38-
Signalweges in PBMC adipéser Manner hin. Eine Beeinflussung p38-vermittelter
Inflammationsreaktionen durch Adipositas, unter physiologischen und azidotischen pH-
Bedingungen, wére somit denkbar. Dies koénnte vielfaltige Bedeutung bei der
Modulation inflammatorischer Reaktionen und der Tumorabwehr bei Adipésen haben.
Um diese Hinweise zu konkretisieren, sollten weiterfihrende Studien mit PBMC-
Subpopulationen durchgefiihrt werden.

Breitling, Moritz: Der Einfluss von Adipositas bei p38- und extracellular signal-regulated
kinase 1/2-vermittelten Immunreaktionen in der Tumor-Azidose - Eine Pilotstudie an
humanen Immunzellen mannlicher Probanden, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss.,
74 Seiten, 2016
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Adipositas

Adipositas stellt ein weltweites Gesundheitsproblem dar, welches eine stark steigende
Pravalenz zeigt [1]. Man nutzt den BMI (Body-Mass-Index) als bestimmendes
Kriterium, welcher als Kdrpergewicht in kg dividiert durch die KdérpergréBe in Metern
zum Quadrat definiert ist. Dabei werden laut WHO (World Health Organization)
Menschen mit einem BMI von 25-30 kg/m? als tibergewichtig und solche mit einem BMI
> 30 kg/m?2 als adip6s angesehen [2]. Im Jahr 2014 wurden global circa 1,9 Milliarden
Ubergewichtige erwachsene Menschen ermittelt, wovon wiederum mehr als 600
Millionen Erwachsene als adipds einzuordnen sind. Damit waren im Jahr 2014 circa

11 % der Méanner und rund 15 % der Frauen weltweit adip6s [2]. In Deutschland ist laut
der DEGS1 (Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland) mehr als jeder
Finfte adip6s, wobei die Gruppe der 18- bis 29-Jahrigen eine im Vergleich geringe
Pravalenz zeigt (8,6 % bei den Mannern, 9,6 % bei den Frauen). Weiterhin zeigte diese
Studie, dass mit steigendem Lebensalter die Pravalenz fir Adipositas derart steigt,
dass sich der Anteil der adipbésen Manner und Frauen im Alter von 40 bis 49 Jahren auf
rund 23 % beziehungsweise 19 % und bei den 50- bis 59-Jahrigen auf rund 28 %
beziehungsweise 27 % belauft. Bei den 60- bis 79-Jahrigen ist der Anteil der Adipbsen
in beiden Gruppen sogar noch héher (> 30 %) [3].

Daruber hinaus konnten in der gleichen Studie deutliche Unterschiede in Abhéngigkeit
vom soziodkonomischen Status ausgemacht werden. In der Gruppe der 40 bis

59 Jahre alten Méanner und Frauen mit einem als ,niedrig“ eingestuften sozio-
6konomischen Status waren circa doppelt beziehungsweise dreimal so viele
Erwachsene adip6s, wie bei den Mé&nnern und Frauen mit einem ,hohen®
soziodkonomischen Status [3].

Es konnte zudem bei einem Vergleich zwischen der DEGS1 und dem BGS98 (Bundes-
Gesundheitssurvey 1998) auch eine Zunahme der gesamten Adipositas-Pravalenz in
einem Zeitraum von circa 10 Jahren, sowohl bei den Mannern um rund 4,4 % auf

23,3 %, als auch bei den Frauen um circa 1,4 % auf 23,9 %, verzeichnet werden [3].
Die Tendenz ist ebenso weltweit steigend. Laut WHO verdoppelte sich Im Zeitraum von
1980 bis 2014 die Adipositas-Préavalenz [2].

Adipositas wird als einer der Hauptrisikofaktoren fur verschiedenste Erkrankungen der

heutigen Gesellschaft angesehen. Ein entsprechend erhéhter BMI bei Fettleibigkeit
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stellt einen wichtigen Risikofaktor fur die Entstehung von kardiovaskularen
Erkrankungen, Diabetes mellitus, Osteoarthritis [1,2] und Karzinomen, wie dem

Mamma- und dem Kolonkarzinom, dar [2].

In Bezug auf eine Assoziation zu Karzinomen wurde in einer Metaanalyse gezeigt,
dass ein Anstieg des BMI bei Frauen und Méannern mit einer Vielzahl von Malignomen
assoziiert ist. Hier stellte sich eine Assoziation zwischen dem Anstieg des BMI um

5 kg/m2 bei Méannern und Karzinomen der Schilddrlse, der Niere und des Kolons dar.
Bei den Frauen wurde ebenso, bei entsprechendem Anstieg des BMI um 5 kg/m2, eine
deutliche Assoziation zu Karzinomen der Niere, des Kolons und des Endometriums
ausgemacht [4]. In einigen anderen Studien konnte auBerdem gezeigt werden, dass
Karzinome, wie die der postmenopausalen Mamma [5], des Endometriums [6,7], der
Niere [8,9], des Kolons und des Rektums [10-12] mit Adipositas assoziiert sind. In
Bezug auf das Leberkarzinom wurde im Rahmen einer Metaanalyse, in der Uber 1,5
Millionen Méanner und Frauen einbezogen waren, ein steigendes relatives Risiko in
Abhangigkeit vom BMI ermittelt. Das Risiko an einem Leberkarzinom zu erkranken war
bei einem BMI von 35 kg/m2,im Vergleich zu 30 kg/m2, erhdht [13].

1.2 Risikofaktoren fiir die Pathogenese von Karzinomen

Laut der ,German cancer statistics 2004“ erkrankten im Jahr 2004 in Deutschland
insgesamt 436.500 Menschen an einem Karzinom. Dabei wurden 58000 neue

Félle des Prostatakarzinoms und 57000 Neuerkrankungen in Bezug auf das
Mammakarzinom gemeldet. Das entspricht einer relativen Zunahme der Inzidenz der
Ausgangsquote auf 250 % bezlglich des Prostatakarzinoms und auf 150 % in Bezug
auf das Mammakarzinom, im Vergleich zu den Daten von 1980.

Die Tendenz ist, unter anderem wegen der demographischen Entwicklung in
Deutschland, auch bei der Gesamtanzahl der Karzinomneuerkrankungen deutlich

steigend. Seit 1980 stieg die Zahl der Neuerkrankungen um circa 60 % [14].

Rauchen spielt durch die mehrfach gezeigte positive Assoziation zum Bronchial-
[15-17], Larynx- [15,17,18], Osophagus- [15,17,18] und Pankreaskarzinom
[15,17,19,20] sowie zu malignen Veranderungen der Harnblase [15,18,21], Niere [21]
und des Pharynx [15,22] in vielen Fallen eine bedeutende Rolle in der Karzinom-

entstehung.
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Daneben stellt Adipositas einen wichtigen Risikofaktor fur die Pathogenese
verschiedener Karzinome dar [1,23-25]. Erhéhte physische Aktivitdt geht dagegen mit
einer reduzierten Mortalitdt, bezogen auf das Kolon- und Mamma-CA (Karzinom)
einher [26].

Bei adip6sen Menschen werden verschiedenste Regelkreise innerhalb des
Organismus derart beeinflusst, wodurch die Pathogenese unterschiedlicher maligner
Tumoren begunstigt werden kann. Neben dem Immunsystem werden unter anderem
der Insulin- und Estradiolhaushalt maBgeblich moduliert [27]. Es ist erwiesen, dass
Fettgewebe auch endokrine Funktionen, wie die Sekretion von Adipokinen besitzt.
Adiponektin - ein Produkt des Fettgewebes [28,29] - stellt einen bedeutenden Vertireter
der Adipokine dar. In verschiedenen Studien konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass eine erhéhte Adiponektinplasmakonzentration mit einem reduzierten Risiko,
sowohl fur koronare Herzerkrankungen bei mannlichen Diabetikern [30], als auch fir
das Auftreten eines Myokardinfarkts bei Mannern einhergeht [31]. Zudem werden
Adiponektin potentielle antiinflammatorische Eigenschaften zugesprochen [32-35].
Dieses Adipokin hemmt unter anderem die Monozytenadhé&sion [34], das Wachstum
von Makrophagen-Vorlaufern, sowie in vitro die Synthese von TNF-a (tumor necrosis
factor-alpha) [32] und stimuliert die Expression des antiinflammatorisch wirksamen IL
(Interleukin)-10 [36]. Adiponektin wird darliber hinaus auch eine wichtige
insulinsensibilisierende Funktion zugesprochen, welche sich unter anderem protektiv
auf die bei Diabetes mellitus Typ 2 bestehende Insulinresistenz auswirkt [37].

In einer anderen Studie konnte dabei eine positive Assoziation zwischen erhdhten
Adiponektinspiegel und einem reduzierten Risiko fir Diabetes mellitus Typ 2
ausgemacht werden [38]. Im Umkehrschluss wurde ebenso gezeigt, dass eine
entsprechend niedrigere Adiponektinkonzentration positiv mit einer Insulinresistenz
assoziiert ist [39].

Aktuelle Studien weisen darlUber hinaus auf potentielle tumorsupprimierende
Eigenschaften von Adiponektin in Bezug auf das Prostata- [40] und das
Endometriumkarzinom [41] hin, wohingegen dieses Adipokin beim Kolorektal- und

Mammakarzinom begunstigend auf die Tumorprogression wirken kdnnte [36].

Interessanterweise liegt jedoch bei Adipdsen, im Vergleich zu Normalgewichtigen, eine
niedrigere Adiponektinplasmakonzentration im Plasma vor. Entsprechende inverse
Korrelationen zwischen dem Body-Mass-Index [42,43] beziehungsweise Adipositas

[39] und Plasmaadiponektinkonzentration konnten bereits festgestellt werden.
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Die Ursache flr die niedrigere Adiponektinkonzentration bei adipdsen Menschen ist
nicht vollstandig geklart. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass der erhéhte
Spiegel von proinflammatorischen Zytokinen, wie beispielsweise IL-6 sowohl die
Synthese als auch die Freisetzung dieses Adipokins negativ beeinflussen kann [44,45].
Durch die Vermehrung des Fettgewebes, wie es bei Adipositas der Fall ist, entsteht
eine Dysregulation der Adipokinproduktion [46,47]. Diese spiegelt sich mitunter in einer
verminderten Adiponektin-Sekretionsrate [32,48] wider, woraus eine subklinisch
manifeste, chronische Inflammationsreaktion resultiert [46]. Urséachlich fir die
chronische Reaktion ist mitunter der weiterhin erhéhte Spiegel an zirkulierenden
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-6 [48].

Eine derartige Immunantwort kann mit einer Insulinresistenz vergesellschaftet sein
[49], bei der sowohl die zuvor erwahnte Zytokinsekretion durch Makrophagen, welche
unter anderem im Fettgewebe lokalisiert sind [50], als auch die verminderte Prasenz
des insulinsensitivitadtssteigernden Adiponektins [48] wichtige modulierende Aspekte

darzustellen scheinen [48,50].

Das Prostatakarzinom stellt bei M&annern in Deutschland das haufigste Karzinom und
daruber hinaus die dritthaufigste Todesursache durch ein Karzinom dar [51].

Im Rahmen eines In-vitro-Versuches stellte sich heraus, dass Prostatakarzinomzellen,
welche mit dem Serum fettleibiger Mause inkubiert wurden, eine deutlich erhéhte
Proliferations- und Migrationsrate aufwiesen. Weiterhin konnte nach der Exposition
beobachtet werden, dass die MMP (matrix metalloproteinase)-Aktivitdt und das
Wachstum dieser Karzinomzellen deutlich verstéarkt waren [52].

Hinsichtlich des Erkrankungsrisikos wurde im Rahmen einer Metaanalyse eine positive
Assoziation zu Adipositas festgestellt [53] . Mehrere Studien zeigten, dass sich jene
positive Assoziation vor allem bei ,high-grade“ Prostatakarzinomen (Gleason-Score

> 7) nachweisen lasst [54-56]. Diese Ergebnisse sind auch in Verbindung mit der
erschwerten Diagnosestellung bei Adipdésen zu sehen. Neben der komplizierteren
digitalen rektalen Untersuchung weist auch die Prostatabiopsie eine reduzierte
Wabhrscheinlichkeit auf, ein bereits maligne veréndertes Areal zu treffen [57], da die
Prostata bei Adipésen haufig ein gréBeres Volumen im Vergleich zu normalgewichtigen
Méannern einnimmt [57,58]. Zudem weisen Fettleibige, im Vergleich zu nicht-adipbsen
Méannern, durchschnittlich niedrigere Konzentrationen des PSA (prostate-specific
antigen) auf [57,59,60]. Die Bestimmung dieses Antigens findet weit verbreitete
Anwendung beim Screening des Prostatakarzinoms [61]. Ursache fur die niedrigere

Konzentration kénnte zum einen der verringerte Testosteronspiegel - und damit auch
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die reduzierte PSA-Synthese - zum anderen das erhbéhte Plasmavolumen bei
fettleibigen Mannern sein [57].

Es bestehen neben dem Prostatakarzinom auch weitere maligne Erkrankungen, bei
denen Adipositas einen beglnstigenden Faktor fir die Pathogenese darzustellen
scheint. So steht, wie bereits zuvor erwdhnt, zum Beispiel ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko hinsichtlich des Mammakarzinoms in Verbindung mit der
Gewichtszunahme. Dies gilt vor allem flr den postmenopausalen Typ der Neoplasie.
Die erhdhte Ostrogensynthese des liberschiissigen Fettgewebes stellt maglicherweise
einen relevanten Aspekt in Bezug auf die Pathogenese dar [27].

Anhnlich wie bei dem Prostatakarzinom wird auch hier auf eine positive Assoziation
zwischen erhOhten BMI und progredienter Form des Mammakarzinoms bei der

Diagnosestellung hingewiesen [62].

1.3 Tumormikromilieu

Ein solider Tumor weist neben morphologischen Unterschieden auch ein ab-
weichendes Mikromilieu gegeniber regelgerecht differenzierten Gewebe auf. Dabei
sind nicht nur der veradnderte Aufbau des GefaBsystems [63-65] im Sinne eines
Verlusts des hierarchischen Aufbaus, sondern auch eine insuffiziente Perfusion [63]
und die damit in Verbindung stehende ungenigende Sauerstoffversorgung des Tumors
fur diesen charakteristisch [63,65]. Die hohe Proliferationsrate der Tumorzellen bedingt
die insuffiziente Blutversorgung [66]. Die daraus resultierende Hypoxie foérdert die
Synthese proangiogener Faktoren, unter anderem durch die reduzierte Aktivitat von als
Sauerstoffsensor wirkenden Molekilen. Folglich wird der Abbau von HIF-1a (hypoxia
inducible factor-1 alpha) gehemmt und somit vermehrt hypoxieinduzierte Gene
transkribiert. Zu diesen gehért VEGF (vascular endothelial growth factor), welcher eine
wesentliche Triebkraft der Tumorangiogenese darstellt. Die Balance zwischen pro- und
antiangiogenen Stimuli ist damit aufgehoben, sodass die GefaBstrukturen innerhalb
des Tumors eine veranderte Anatomie, hinsichtlich eines vergréBerten GefaB-
querschnitts und einer abnorm erhdhten Permeabilitét, zeigen. Die Endothelzellen
weisen keine, wie in normal differenzierten Gewebe, durch Cadherine vermittelte
Adhérenskontakte auf und flihren durch eine VergréBerung der Interzellularrdume zur

Permeabilitatssteigerung [67].
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Um den extrem hohen Energiebedarf zu decken, mussen diese Zellen, bedingt durch
die chronische Hypoxie, einen anaeroben Stoffwechsel bevorzugen und betreiben
daher in gesteigertem MaBe Glykolyse. Die - als ,Warburg-Effekt® bezeichnete -

Reaktion kann bei noch bestehender Sauerstoffversorgung beobachtet werden [68].

Ein weiteres Charakteristikum des Tumormilieus stellt die, aus der hohen Glykolyserate
resultierende, Azidose dar. Neben ATP (adenosine triphosphate) wird bei der Glykolyse
auch Laktat gebildet, welches als organische Saure eine Absenkung des pH-Wertes
bedingt.

Die Freisetzung des Laktats in den Extrazellularraum erfolgt durch Monocarboxylat-
Transporter [68-70], welche zusammen mit Bikarbonat-Transportern, Protonenpumpen
sowie Natrium-Protonen-Austauschern eine Absenkung des extrazellularen pH-Wertes
in Tumoren bedingen [70]. Zudem tragt beispielsweise die, durch Carboanhydrase 9
vermittelte Umwandlung von Kohlenstoffdioxid zu Kohlens&ure zur Anséuerung des
umgebenden Milieus bei [71].

Ein azidotisches extrazellulares Milieu, bei dem der pH-Wert teilweise Werte unter 6,5
erreicht, ist das Resultat der extrem gesteigerten Laktatproduktion [63,68,72].

Die fur das Tumormikromilieu charakteristische extrazellulare Azidose hat

vielféltige klinische Relevanz. Diese Azidose kann zu einer Erhdéhung der
Migrationsgeschwindigkeit von Prostatakarzinomzellen fuhren [73] und eine
Resistenzbildung dieser Zellen gegeniber Chemotherapeutika beglinstigen [63,74].
Weitere Studien zeigen darlber hinaus, dass die Zersetzung der extrazellularen Matrix
in Melanommetastasen durch die extrazellulare Azidose positiv beeinflusst wird [75,76].
Diese Ergebnisse weisen auf eine zentrale klinische Rolle des azidotischen Milieus in

Tumoren hin.
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1.4 NK-Zellen - Vertreter der PBMC

NK (natural killer)-Zellen stellen eine Subpopulation der den PBMC (peripheral blood
mononuclear cells) zugehdrigen Lymphozyten dar und gehéren dem angeborenen
Immunsystem an.

Sie werden durch Zytokine wie IL-12 und IL-15 aktiviert [77,78]. Die zytotoxischen
Funktionen dieser speziellen Lymphozyten werden im Wesentlichen uber zwei
verschiedene Wege vermittelt. Ein Mechanismus beruht auf der Freisetzung von
Perforin - einem membranzerstérenden Protein - und Granzymen (speziellen Serin-
proteasen) via Exozytose. Der andere Weg flihrt Gber die Bindung von spezifischen
Liganden, wie beispielsweise FasL (Fas-ligand), der NK-Zellen an den ,death domains*
(zum Beispiel Fas) der zu bekdmpfenden Zellen, zur Aktivierung von Caspasen.

Beide Mechanismen induzieren eine Apoptose der entsprechenden Zielzellen [79].
Mehrere Studien zeigten, dass sowohl die Freisetzung von Perforin [80,81] als

auch die Expression von FasL [82,83] zu einer durch NK-Zellen vermittelten

Tumorsuppression fihren kann.

Eine entsprechende Einschrankung der zytotoxischen Funktionen dieser Zellen geht
scheinbar mit einem gesteigerten Risiko an einem Karzinom zu erkranken einher [84].
Weiterflhrende Studien weisen zusétzlich auf eine Korrelation zwischen Nattrlichen-
Killer-Zellen und der Prognose von Karzinomen hin [85-91]. So zeigte eine dieser
Studien bezogen auf das Kolorektalkarzinom, dass die Uberlebensraten von Patienten
deutlich héher lagen, die eine hohe NK-Zellinfiltration im Tumor aufwiesen, als bei den
Patienten mit entsprechend geringer Infiltration durch NK-Zellen [85].

Weitere Studien stellten fest, dass die verstarkte NK-Zellinfiltration des Tumors mit
einer gunstigeren Prognose der Erkrankung, bezogen auf das Magen- [86,87], das
klarzellige Nierenzellkarzinom [91] sowie das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom [89,90]
vergesellschaftet ist.

Die gesteigerte NK-Zell-Infiltration war unter anderem mit einer héheren Zahl von
Frihformen des Magenkarzinoms sowie mit einer selteneren lymphatischen
Metastasierung assoziiert [87]. Vergleichbare Ergebnisse konnten auch in Bezug auf

das hepatozelluldre Karzinom gezeigt werden [88].

Es bestehen allerdings auch mehrere Angaben, die auf eine negative Modulation der

NK-Zell-Funktionen durch das Tumormikromilieu hinweisen [92-95].
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Verschiedene Faktoren im Tumormilieu wie IL-4 und TGF-B (transforming growth
factor-beta) kénnen zur verminderten Expression stimulierend wirksamer Rezeptoren
(zum Beispiel NKG2D = natural killer group 2, member D) auf NK-Zellen flhren. Es
resultiert daraus eine reduzierte Freisetzung von Perforin und IFN-y (interferon-
gamma), was eine Einschrankung von immunologischen und tumorsupprimierenden
Funktionen dieser Zellen zur Folge hat [93,94].

Eine andere Studie kam zu dem Schluss, dass von Osophagus- und Magen-
karzinompatienten stammende NK-Zellen durch im Tumormilieu freigesetztes H20:2
(Wasserstoffperoxid) beeinflusst werden. Die H2O2-Bildung stand demnach mit einer
verminderten Infiltration der Karzinome durch CD (cluster of differentiation)56dim (dm =
niedrige Expressionsdichte) NK-Zellen im Zusammenhang. Ursache hierfur kénnte die
in Bezug auf die H202-induzierte Apoptose festgestellte, erhdhte Sensitivitat der
CD5649m Zellen im Vergleich zu den CD56bright (bright = hohe Expressionsdichte) NK-
Zellen sein [92]. Die Exposition der CD564m NK-Zellen mit H2Oz2 flihrte in einer anderen
Studie auch zur verminderten Expression von funktionell relevanten Rezeptoren, wie
NKG2D [95].

Ein anderer Aspekt der Modulation von NK-Zell-Funktionen ergibt sich im Hinblick auf
die Bedeutung von Fettgewebe und damit auch von Adipozyten. Diesbezuglich wurde
gezeigt, dass das von Adipozyten produzierte Adiponektin die IL-2 induzierte
Zytotoxizitat der Natirlichen-Killer-Zellen hemmt [96].

NK-Zellen besitzen neben einer Vielzahl hemmender oder stimulierender Rezeptoren
[97,98] auch Ob-R (leptin receptors), welche ebenso auf T- und B-Lymphozyten
exprimiert werden [99]. Neben der Bedeutung als Regulator des Energiehaushalts hat
Leptin Einfluss auf das Immunsystem, was unter anderem in der strukturellen
Annlichkeit zu dem bei der Aktivierung von NK-Zellen bedeutenden IL-2 liegt [96,100].
Im Falle der Isoform Ob-Rb (leptin receptors isotype b) besteht zusatzlich eine
auffallige Homologie mit IL-6-Rezeptoren [99].

Bei T-Lymphozyten férdert das Anorexigen die Zytokinproduktion der Th1 (T helper
type 1)-Zellen und hemmt die der Th2 (T helper type 2)-Zellen [101].

Uber die genaue Wirkung von Leptin auf NK-Zellen ist bisher wenig bekannt [102]. Es
konnte jedoch im Rahmen einer Studie an dinnen und fettinduzierten F344-Ratten

nachgewiesen werden, dass sich die leptininduzierte Aktivitat sowie das
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Verbreitungsmuster von NK-Zellen splenalen Ursprungs nur bei den dlnnen
Versuchstieren erheblich &ndert. Grund hierfir ist nicht eine verringerte Ob-R-
Expression bei den fettinduzierten F344 Ratten, sondern eine verringerte Aktivierung
der sich anschlieBenden intrazellularen Signalkaskaden. Bei dem in vivo
durchgefiihrten Leptinaustausch war vor allem der, durch die Janus-Kinase 2p
getriggerte Signalweg von einer verringerten Stimulation betroffen [99]. Darlber hinaus
wurde in vitro eine signifikant reduzierte Proliferationsrate humaner NK-Zellen, die far
sieben Tage mit Leptin inkubiert wurden, festgestellt. Die Gber TRAIL (tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand) vermittelte Zytotoxizitat der NK-Zellen war bei
der Inkubation mit Leptin initial erhoht, sie konnte aber bereits nach vier Tagen nur
noch in wesentlich geringerem MaBe nachgewiesen werden [102].

Adipositas und die damit verbundene erhéhte Leptinsekretion [102] scheint somit, wie
auch Untersuchungen an hepatischen NK-Zellen adipdser und normalgewichtiger
Menschen partiell bestatigen, hemmend auf Proliferation, Ob-R-Expression [103] und

Zytotoxizitat zu wirken [102].

Weitere funktionelle Bedeutung hat die Unterscheidung der Naturlichen-Killer-Zellen
anhand der Dichte der an der Zelloberflache befindlichen Strukturen CD16 und CD56.
Die Einteilung erfolgt in drei wesentliche Gruppen (erste Gruppe: CD56bright, CD16ne9
(ne9 = keine Expression); zweite Gruppe: CD56Pright. CD164im; dritte Gruppe: CD56dim,
CD16vbright) [100]. Der Anteil der CD56brignt NK-Zellen an der Gesamtpopulation der
Naturlichen-Killer-Zellen im Blut ist relativ gering und betragt circa 5 % bis

10 % [77,104]. AuBerdem kdnnten die CD56Pright Zellen Vorlaufer der CD564m NK-
Zellen sein [104,105].

Die CD569m NK-Zellen erflllen besonders zytotoxische Funktionen, was auf die
CD56bright Zellen weniger zutrifft [77,100]. Dagegen produzieren die CD56bright Zellen
deutlich mehr Zytokine als die CD56d4m Zellen. Zu den von CD56bright-NK-Zellen
gebildeten immunregulatorischen Zytokinen gehéren unter anderem IFN-y, IL-10 und

TNF-B (tumor necrosis factor-beta) [77].
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1.5 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen

1.5.1 Bedeutung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen

Die MAPKs (mitogen-activated proteinkinases) stellen wichtige Glieder in der
Steuerung verschiedenster zellularer Aktionen und Reaktionen dar, zu denen
Proliferation, Differenzierung und Apoptose zdhlen [106-108]. Zielsubstrate sind
mitunter Transkriptionsfaktoren, MAPK-aktivierte Proteinkinasen und Proteine des
Zytoskeletts [109].

Die ERK (extracellular signal-regulated kinase)- und die p38-Gruppe stellen als Serin-/
Threoninkinasen zwei Gruppen der MAPKSs dar [110].

Jede der MAPK-zugehdrigen Gruppen ist prinzipiell aus den drei folgenden, der Reihe
nach arbeitenden, Kinasen aufgebaut: MAPK, MAPKK (mitogen-activated protein-
kinase kinase), MAPKKK (mitogen-activated proteinkinase kinase kinase) [109,111]. Zu
Beginn der Signaltransduktionskette steht ein Stimulus, beispielsweise bedingt durch
Zytokine, welche zu einer Phosphorylierung und/oder Interaktion einer MAPKKK mit
einem GTP (guanosine triphophate)- bindenden Protein aus der Ras (rat sarcoma)-
Familie und letztlich zur Aktivierung derselben Kinase fuhrt [109,112]. Infolge dieser
Reaktion wird eine MAPKK wiederum durch Phosphorylierung aktiviert. Jene MAPKK
phosphoryliert konsekutiv die Aminosauren Threonin und Tyrosin, welche in einer
Subdoméane der MAPK lokalisiert sind, was zur Stimulation dieser MAPK fihrt.
SchlieBlich ermoglicht eine Mitogen-aktivierte Proteinkinase, wie ERK1/2 (extracellular
signal-regulated kinase 1 and 2) und p38, die Phosphorylierung von verschiedensten

Substraten wie MKs (mitogen-activated proteinkinase-activated proteinkinases) [109].

1.5.2 p38-MAPK

Die p38-MAPK wird in vier Isoformen unterteilt, welche in Bezug auf die
Aminosduresequenz zu circa 60 % miteinander Ubereinstimmen [113]. Auf die
Isoformen soll an dieser Stelle nicht weiter eingegangen werden, weswegen in dem
weiteren Verlauf zusammenfassend von der ,p38-MAPK* gesprochen wird. Die p38-

MAPK spielt eine wichtige Rolle, sowohl in der Modifikation von Differenzierung,

Migration, als auch Apoptose [113,114].
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Es wurde auBerdem festgestellt, dass p38 eine Steuerfunktion bezogen auf die
Expression einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren [115], wie CREB (cyclic
adenosine monophosphate response element binding protein) [116,117], NF-kB
(nuclear factor-kappa B) [109], p53 [109,111,117], Zytokinen sowie Oberflachen-
rezeptoren zukommt [109].

p53 ist ein wichtiger Tumorsuppressor und stellt eines von vielen Zielsubstraten der
p38-MAPK dar, weswegen eine indirekt tumorsupprimierende Bedeutung der p38-
MAPK denkbar ware [111,117].

Aktivierende Faktoren stellen neben Zytokinen auch oxidativer Stress, Hypoxie und
UV-Strahlung dar [118].

In neutrophilen Granulozyten und T-Zellen, als Vertreter immunologisch relevanter
Zellen, wird der p38-Signalweg durch diverse inflammatorische Botenstoffe, wie
bakterielle Lipopolysaccharide und Zytokine, stimuliert [115] und veranlasst wiederum
die Synthese proinflammatorischer Zytokine wie IL-13, TNF-a und IL-6. Es werden
Uber oben genannte prinzipielle Kaskade sowohl die Chemotaxis, Adharenz und
Apoptose der neutrophilen Granulozyten als auch die T-Zell-Differenzierung moduliert
[109].

Bezuglich der p38-MAPK in Makrophagen wurde dieser Kinase eine wichtige
Bedeutung bei der Vermittlung von Inflammationsreaktionen zugesprochen. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass es in einem Tumormilieu via p38-MAPK-Signalweg zu
einer verstarkten, durch Osteopontin getriggerten, COX (cyclooxygenase)-2-
Expression kommt. Dies bedingt wiederum eine verstarkte PGE2- (prostaglandin E2)
und MMP 9-Freisetzung [119].

Eine entsprechende Beeinflussung der PGE2-Freisetzung durch die p38-
Signalkaskade wurde auch in anderen Studien gezeigt [120,121]. Eine wichtige Rolle
von p38 in der Initiation und Unterhaltung einer Inflammationsreaktion erscheint daher
naheliegend.

Die PGE2-und MMP 9-Sekretion der Makrophagen kénnte darlber hinaus einen
zusatzlichen Trigger fir Tumorprogression und Angiogenese in Melanomen darstellen
[119].

Als weiteren Aspekt liegen in Bezug auf verschiedenen Karzinomzelllinien Studien vor,
die zu dem Schluss kommen, dass eine Inhibition der p38-MAPK eine vermutlich
tumorsupprimierende Wirkung haben kann. Die damit in Verbindung stehende

Herunterregelung der MMP 9-Expression soll dabei entscheidend sein [122-124].
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Im scheinbaren Kontrast dazu steht das Ergebnis einer anderen Studie, die der p38-
MAPK in Mammakarzinomzellen eine tumor-inhibierende Wirkung, durch Suppression
der Migration mesenchymaler Stammzellen im Bereich des Primartumors und der
Metastasen, zuspricht. Die p38-MAPK kdnnte somit hemmend auf die Metastasierung
dieses Karzinoms wirken [125].

Die Untersuchungsergebnisse der Studien zeigen, dass der p38-MAPK in diesem
Zusammenhang scheinbar deutlich unterschiedliche Funktionen zukommen, die

mitunter vom Zelltyp abhéngig sein kdnnten.

In der Literatur finden sich zusatzlich Angaben zur p38-MAPK in humanen PBMC.
Diesbeziiglich bestehen Informationen zur Freisetzung von Th1- und Th2-spezifischen
Zytokinen, welche durch die p38-Signalkaskade vermittelt werden [126]. Eine andere
Untersuchung zeigte auBerdem, dass die PBMC von Lungenkarzinompatienten
deutlich mehr Th1- und Th2-Zytokine freisetzen, als jene in der Vergleichsgruppe [127].
Dies weist auf eine Bedeutung der PBMC bei immunologischen Prozessen in
Karzinompatienten hin, in welchen moglicherweise auch der p38-Signalweg

modulierend einwirkt.

1.5.3 ERK1/2-MAPK

Die MAPKs ERK1 und ERK2 stimmen strukturell in mehr als 80 % der Aminoséure-
sequenz miteinander Uberein [106]. Diese haben Bedeutung bei der Regulation von
Differenzierung, Proliferation und Motilitat [106,128].

Die Aktivierung von ERK1/2 wird beispielsweise durch Wachstumsfaktoren wie EGF

(epidermal growth factor), osmotischen Stress und Zytokine induziert [128].

Bei ungefahr einem Drittel der Tumoren kommt es zu einer fehlerhaften Regulation der
ERK1/2 Signalkaskade, welche sich in einer erhéhten Aktivitat dieser Kaskade auBert.
Ursache hierfur sind entweder eine Ubermé&Bige Expression oder Mutationen der
Rezeptor-Tyrosinkinasen, oder Mutationen von Ras und B-Raf (rapidly accelerated
fibrosarcoma) [118].

Der ERK-Signalweg férdert sowohl die Proliferation, als auch die Metastasierung. In
Karzinomen konnte bereits eine abweichende Aktivitat dieser Kaskade nachgewiesen
werden. Ursache fur die anhaltend verstarkte Aktivitat scheint mitunter die Mutation der

vorgeschalteten Ras-GTPase (guanosine triphosphatase) und/oder die GbermaBige
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Expression des EGFR (epidermal growth factor receptor) zu sein [129]. Neben einer
Mutation von Ras, welche unter anderem in 90 % der Pankreaskarzinome und 50 %
der Kolonkarzinome festgestellt wurde [130], konnte auch die Uberexpression von
EGFR in einer Vielzahl von Karzinomen nachgewiesen werden [131]. Infolge der durch
Ras aktivierten Signalkaskade kommt es zur Beeinflussung der Transkription, woraus
eine erhohte Expression des EGFR spezifischen Liganden TGF-a (transforming
growth factor-alpha) resultiert. Die gesteigerte Expression und Freisetzung von TGF-a
fuhrt wiederum zur EGFR-Stimulation [132,133].

Eine Verstarkung der Aktivitdt des ERK1/2-Signalweges konnte zudem bei
ausgedehnten Prostatatumoren - unabhangig von Androgenspiegel - festgestellt
werden, was wiederum mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet war
[134-136]. Dagegen konnte eine andere Studie mit vergleichbaren Prostatakarzinomen
die gesteigerte Aktivierung der ERK1/2-MAPK nicht bestatigen [137]. Somit ist die
Bedeutung dieser Kinase in Prostatakarzinomzellen bislang nicht vollstandig geklart.
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2 Zielstellung

Zentrale Ziele der vorliegenden Studie waren es, Hinweise zu gewinnen, ob Adipositas
bei Mannern, sowie eine extrazellulare Tumor-Azidose, Einfluss auf die immuno-
logische Aktivitat von humanen PBMC nehmen.

Zu diesem Zweck wurde untersucht:

- ob und wenn ja, inwieweit Unterschiede bezlglich der Expressionen der
immunologische bedeutenden Mitogen-aktivierten Proteinkinasen p38, ERK1/2
und deren jeweilige aktive Form pp38 (phosphorylated p38) und pERK1/2
(phosphorylated ERK1/2) in den PBMC von adipdsen und normalgewichtigen
Mé&nnern auszumachen sind

- ob und wenn ja, inwieweit Differenzen in Bezug auf die Aktivierbarkeit dieser
MAPKSs in den PBMC adipdser und normalgewichtiger Manner feststellbar sind

- ob und wenn ja, inwieweit sich die Expression unter einem physiologischen
extrazellularen pH-Wert (7,4) im Vergleich zu einem fir Tumore
charakteristischen, azidotischen extrazellularen Milieu (pH 6,6) zwischen

adipésen und normalgewichtigen Mannern unterscheidet.

Weitere Ziele dieser Studie waren, mittels des spezifisch fir die vorliegende Studie

erstellten Fragebogens und durch etablierte Labordiagnostikverfahren, herauszufinden:

- ob sich Differenzen zwischen adipdsen und normalgewichtigen Ménnern in
Bezug auf Lebensbedingungen und -gewohnheiten, wie zum Beispiel Stress,
Rauchen und Alkoholkonsum feststellen lassen

- ob Unterschiede bezlglich stoffwechselrelevanter Blutparameter zwischen

adipésen und normalgewichtigen Mannern auszumachen sind.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie kénnten somit Hinweise auf eine potentielle
Beeinflussung von p38- und ERK1/2-vermittelten immunologischen Reaktionen
humaner PBMC durch eine Tumor-Azidose liefern. Desweiteren kdnnten die
gewonnenen Erkenntnisse dieser Untersuchungen unter Umstédnden Tendenzen
zeigen, ob Adipositas eine Bedeutung in der Modifikation dieser Signalkaskaden in den
PBMC von Méannern zukommt.

Dies wirde einen Anlass liefern, weiterfihrend an der Bedeutung der p38- und der
ERK1/2-MAPK in Subpopulationen der PBMC, im Zusammenhang mit Adipositas und
der extrazellularen Tumor-Azidose zu forschen. Daraus resultieren mdglicherweise

auch Hinweise auf therapeutisch relevante Ansatzpunkte in der Karzinomtherapie.
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3 Material und Methodik

3.1 Auswahl der Probanden

Um die far die vorliegende Studie gewinschte Mischpopulation der PBMC der
Zielgruppen zu erhalten, wurden méannliche Probanden im Alter von 40 bis 60 Jahren
rekrutiert, welche im Untersuchungszeitraum Patienten in der internistischen Praxis
von Herrn Dr. med. Tilo Breitling waren. Das Durchschnittsalter der adip6sen Manner
lag bei 52,1 und bei den Normalgewichtigen bei 51,1 Lebensjahren. Die Probanden
wurden anhand ihres Body-Mass-Index in 2 Gruppen eingeteilt haben. Die erste
Gruppe wurde - entsprechend des BMI - durch die normalgewichtigen Manner (BMI <
25 kg/m?2) reprasentiert und der zweiten Gruppe gehoéren diejenigen Probanden mit
einem BMI > 30 kg/m2 an, welche folgend als ,adipds“ bezeichnet werden. Der
durchschnittliche BMI betrug 23,0 kg/m?2 bei den Normalgewichtigen und 34,7 kg/m?2 bei
den Adipbésen. Die zur Einteilung erforderlichen Angaben (Kérpergewicht und GréBe)
wurden im Rahmen von Routinekontrollen héchstens zwei Monate vor der
Blutentnahme durch Herrn Dr. med. Tilo Breitling bestimmt. Ausschlusskriterien fir die
Aufnahme in die Studie waren das Vorliegen von akuten und chronischen
Infektionskrankheiten, Diabetes mellitus Typ I, Hyper- und Hypothyreose, chronischen
Autoimmun-Thyreoiditiden, Tumorleiden, sonstigen Autoimmunerkrankungen sowie
von angeborenen und/oder erworbenen (beispielsweise infolge einer Chemotherapie)
immunsupprimierten Zustanden. Insgesamt konnten nach vorheriger, den Ausschluss-
kriterien entsprechender Selektion, 13 adipdése und 14 normalgewichtige Probanden

rekrutiert werden.

3.2 Befragung der Probanden

Unter Erfillung der Auflagen des Ethikkommissions-Votums (Bearbeitung-Nummer:
2013-24) der MLU-Halle-Wittenberg erfolgte eine Befragung der Probanden, mithilfe
eines eigens erstellten Fragebogens sowie die im n&achsten Abschnitt beschriebene
Entnahme von Vollblut der Probanden.

In dem Fragebogen wurde unter anderem auf Themen, wie psychosoziale Stress-
faktoren, Ubergewicht in der Familie, Sport, Erndhrungsverhalten, Alkoholkonsum und
Rauchen eingegangen (Musterfragebogen siehe Anhang A1)Den Fragebogen erhielten

die Probanden mindestens 14 Tage vor dem jeweiligen Blutentnahmetermin und gaben
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diesen am Tag der Blutentnahme ausgefillt ab. Ein Teil der aus dem Fragebogen
erhobenen Daten wird im Ergebnisteil nicht mit aufgefihrt, da diese nicht

wissenschaftlich reliabel sind.

3.3 Gewinnung des Vollblutes

Um eine ausreichende Vorbereitungszeit zu gewahrleisten erhielten die Probanden
mindestens 14 Tage vor dem Blutentnahmetermin sowohl einen Probanden-
informationsbogen zur Studie und zu den dabei geplanten Blutentnahmen, als auch
den oben beschriebenen Fragebogen. Die enthaltene Einverstandniserklarung zur
Teilnahme an der Studie wurde inklusive des ausgefillten Fragebogens am Tag der
Blutentnahme unterschrieben vorgelegt.

Bei vorliegender Einverstandniserklarung der Probanden wurden einmalig jeweils circa
35 ml Vollblut aus einer Unterarmvene der nlchternen Probanden entnommen. Dies
erfolgte, verteilt auf finf separate Termine, im Zeitraum vom 27.08.2012 bis zum
10.09.2012, jeweils von 7.30 Uhr bis 8 Uhr. Dabei dienten circa 5 ml des Vollblutes,
welche mit Z-Gel Monovetten (Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht, Deutschland)
abgenommen wurden, zur Bestimmung folgender Parameter aus dem Serum:
Triglyzeride, HDL, LDL, Cholesterin, Blutglukosespiegel. Jene Parameter wurden im
Rahmen von etablierten Laboruntersuchungen (Labor Schottdorf MVZ GmbH,
Augsburg, Deutschland) bestimmt und von Herrn Dr. med. Tilo Breitling zur Verfligung
gestellt. Die Gbrigen 30 ml wurden mit Citrat-Monovetten (Sarstedt AG & Co.) ent-
nommen, sofort auf Eis gelegt und binnen circa einer Stunde in das Institut far
Anatomie und Mikrobiologie der MLU-Halle-Wittenberg transportiert. Dort erfolgte die

weitere Aufbereitung der Blutproben.

3.4 Auswahl der Zellpopulation

In der vorliegenden Studie wurde sich gezielt fur die Untersuchung von PBMC und
nicht von NK-Zellen entschieden. Die Untersuchungen an dieser Subpopulation der
PBMC hatten zwar vermeintlich eine héhere Aussagekraft, jedoch ist die Extrahierung
einer ausreichenden Menge NK-Zellen, aufgrund ihres geringen quantitativen Anteils
an den PBMC, nur durch die Entnahme eines wesentlich héheren Blutvolumens

méglich.
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Dies wére nach eigener Einschatzung nur fur eine deutlich reduzierte Zahl der

Probanden tolerabel gewesen.

3.5 Isolierung von PBMC aus Vollblut

Um die weiteren Untersuchungen durchfihren zu k6nnen, musste ein moglichst reines
Zellpellet aus PBMC gewonnen werden. Dies erforderte mehrere Vorversuche an
Vollblutproben von separaten Probanden, um einen moéglichst niedrigen Anteil an
Erythrozyten und Thrombozyten zu erhalten und gleichzeitig die PBMC-Population so
wenig wie mdglich zu dezimieren. Nach Erarbeitung einer entsprechenden Methode
wurde am Institut fir Anatomie und Zellbiologie“ der MLU-Halle-Wittenberg die
Zellseparation aus den Blutproben wie folgt durchgefuhrt.

Es wurden 30 ml Vollblut mit 20 ml ACD (Acetat-Citrat-Dextrose) -PBS (phosphate
buffered saline; 9,55 g/l , pH 7,2-7,4) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) in ein 50 ml-
Zentrifugationsréhrchen (greiner bio-one, Kremsmdinster, (")sterreich) versetzt. Der
ACD-Puffer wurde aus 25 g Natriumacetat (SIGMA ALDRICH Co., St. Louis, USA), 20g
Dextrose (SIGMA ALDRICH Co.) und 15 g Citrat (SIGMA ALDRICH Co.), welche in
100ml destillierten und autoklavierten Wasser gel6ést wurden, hergestellt. Diese Lésung
wurde dabei mit 0,1 mol/l HCI (Salzsaure) auf einen pH-Wert von 4,5 eingestellt. Flr
die Herstellung des ACD-PBS-Puffers wurde tropfenweise ACD-Puffer in die PBS
(Biochrom AG) gegeben, bis sich ein pH-Wert von 6,5 eingestellt hatte. SchlieBlich
wurde die Lésung, um eventuelle Kontaminationen weitestgehend ausschlieBen zu
kénnen, durch Sterilfiltration (PorengréBe 0,22 ym; TPP ®, Trasadingen, Schweiz) in
eine autoklavierte und luftdicht-verschlieBbare Glasflasche uberfiihrt. Der Einsatz von
ACD als Antikoagulanz verhindert weitestgehend die Agglomeration der Thrombozyten
[138]. Als Folge verblieb ein gréBerer Anteil dieser Zellen im Serum, was zu einer
verringerten Kontamination der PMBC-Schicht fuhrte. Das mit ACD-PBS (Biochrom
AG) versetzte Vollblut wurde durch mehrmaliges Schwenken im Zentrifugations-
réhrchen homogenisiert und anschlieBend jeweils 25 ml der Lésung vorsichtig auf 10
ml Biocoll (Dichte 1,063 g/ml), bestehend aus 80,56 % Biocoll (Dichte 1,077 g/ml)
(Biochrom AG) und 19,44 % PBS (Biochrom AG), geschichtet. Dabei wurde ein
Vermischen der beiden Phasen weitestgehend vermieden.

AnschlieBend wurde die aufgeschichtete Suspension aus Vollblut und ACD-PBS
(Biochrom AG) bei Raumtemperatur (circa 20 °C), bei 1000 x g fiir 20 min und ohne

Bremse (um eine Vermischung der getrennten Phasen zu vermeiden) zentrifugiert
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(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Um die Thrombozyten-Kontamination zu
reduzieren, wurde anschlieBend der Uberstand einschlieBlich des Zellrings abpipettiert
und verworfen. Das verbliebene Zellpellet wurde mit ACD-PBS (Biochrom AG) auf ein
Gesamtvolumen von 25 ml aufgefullt, durch Schwenken des Zentrifugationsréhrchens
vorsichtig gelést und homogenisiert. Jeweils circa 12,5 ml der erhaltenen Ldsung
wurden vorsichtig auf je 15 ml Biocoll (Dichte 1,077 g/ml) in zwei separate
Zentrifugationsréhrchen geschichtet. Ein Vermischen der beiden Schichten wurde wie
auch zuvor vermieden. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei 20 °C und 1000 x g fur
20 min, ohne Bremse (Thermo Fisher Scientific). Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet aus jedem der beiden Zentrifugationsréhrchen mit einer Pipette
abgesaugt, um dieses anschlieBend in ein weiteres Zentrifugationsréhrchen zu
Uberfuhren, welches daraufhin mit PBS (Biochrom AG) auf 50 ml aufgefullt wurde. Ein
weiterer Zentrifugationschritt (4 °C,1000 x g, 10 min, mit Bremse) (Thermo Fisher
Scientific) folgte. Der GroBteil des Uberstandes (circa 45 ml) wurde im darauf
folgenden dekantiert und das am Boden des Ro&hrchens befindliche Zellpellet
zusammen mit den verbliebenen circa 5 ml homogenisiert. Diese Lésung wurde mit
PBS (Biochrom AG) auf 50 ml aufgefillt und direkt nach dem sich anschlieBenden
Zentrifugationschritt (4 °C, 400 x g, 10 min, mit Bremse) (Thermo Fisher Scientific)
zligig dekantiert.

Das nun hauptsachlich aus den PBMC bestehende Zellpellet wurde im
Zentrifugationsréhrchen verbleibend auf Eis gestellt, um die Zellverlustrate zu

minimieren.

3.6 Proteinextrahierung und Western Blot Analyse zur Bestimmung der
Expression von p38, pp38, ERK1/2 und pERK1/2

In Kooperation mit dem Julius-Bernstein-Institut fir Physiologie der MLU-Halle-
Wittenberg (nachfolgend ,Julius-Bernstein-Institut fur Physiologie“ bezeichnet)
erfolgten, unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Oliver Thews, die weiteren
Untersuchungen an den PBMC. Diese erfolgten gemaB des im Julius-Bernstein-Institut
erstellten und bereits etablierten Protokolls.

Die nachfolgend verwandten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich
(Minchen, Deutschland) oder Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen, sofern es
nicht anderweitig gekennzeichnet wurde.

Die gewonnen PBMC wurden 180 min ruhig gestellt und auf zwei sterilen Petri-Schalen
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verteilt. AnschlieBend wurden die PBMC jeweils einer Petrischale mit einer auf pH 7,4
eingestellten Bikarbonat-HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)
gepufferten Ringerlésung (Pufferkapazitat 5,9 mM pro pH-Einheit) 180 min inkubiert.
Analog wurden die Zellen in der jeweils anderen Petri-Schale mit einer Bikarbonat-
MES (2-morpholinoethanesulfonic acid) gepufferter Ringerlésung (auf pH 6,6 justiert,
Pufferkapazitat 3,9 mM pro pH-Einheit) 180 min inkubiert. Die sich anschlieBende
elektronische Zellzahlbestimmung mit dem ,Casy“-System (Innovatis, Reutlingen,
Deutschland) stellte ein im ,Julius-Bernstein-Insitut fir Physiologie® bereits etabliertes
Verfahren dar. Die Zellpellets wurden nach dem ersten Zentrifugationsschritt (4 °C, 450
X g, 5 min) (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) mit 80 ul Lysepuffer 30 min auf Eis
inkubiert und danach gemaB etablierten Protokoll erneut zentrifugiert. Die im weiteren
Verlauf durchgefiihrte Proteinbestimmung erfolgte durch die ebenfalls etablierte BCA
(bicinchoninic acid) -Methode (Thermo Fisher Scientific), welche auf der Reduktion von
Cu?+ zu Cu+ im basischen Milieu basiert. Es kommt dabei zur Chelatbildung von Cu+
mit zwei BCA-Molekilen. Diese Komplexverbindung wird bei dem spezifischen
Absorptionsmaximum von 562 nm zur Proteinbestimmung genutzt [139].

Zum Auftrennen der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde eine SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide electrophoresis) durchgefuhrt. Far die
notwendige Denaturierung der Proteine wurden diese mit Redmix (0.5 M Tris—HCI pH
6.8; 10% SDS (sodium dodecyl sulfate); 10% 2- Mercaptoethanol; 20% Glycerol;
0.01% Bromphenolblau) bei 90°C fir 5 min inkubiert. Zur Auftrennung wurde ein

12 %iges Trenngel verwandt. Die Laufzeit lag bei 36 min mit 11 mA/Gel und 108 min
mit 20 mA/Gel. Der Transfer der Proteine erfolgte auf Nitrozellulosemembranen
(Protran, Whatman GmbH, Dassel, Deutschland). Vor der Inkubation mit den
Erstantikbrpern gegen die oben genannten MAPKs wurden analog zum Protokoll
mehrere Waschschritte durchgefuhrt und die Membran fur 30 min mit Blocking-Lésung
(5% fettfreies Milchpulver in TBS (tris buffered saline) /Tween geldst) blockiert. Die
Inkubation mit dem Antikérper erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Nach drei weiteren
Waschschritten wurde mit dem Zweitantikdérper Anti-rabbit-Peroxidase fir 120 min in
Blocking-Lésung inkubiert. Die Detektion erfolgte mit dem ChemiDocXRS-System
(Biorad, Minchen, Deutschland). Fur die abschlieBende semi-quantitative Auswertung

wurde die QuantityOne-Software (Biorad) genutzt [139,140].
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3.7 Statistische Analyse

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit der Statistik-Software ,IBM SPSS
Statistics 19“ (IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland). Die Abbildungen und

Tabellen wurden mit dem Tabellen-Kalkulationsprogramm ,Numbers® (Version 3.2.2,
Apple Inc., Cupertino, USA) erstellt. Die Verteilung der Daten ist als arithmetischer MW
(Mittelwert) + SEM (standard error of the mean) angegeben. Der Vergleich zwischen
adip6ser und normalgewichtiger Gruppe erfolgte in Abhangigkeit davon, ob eine
Normalverteilung angenommen werden konnte oder nicht. Die Normalverteilung der
Werte wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test gepruft. In den Féllen, in denen von einer
Normalverteilung ausgegangen werden konnte, wurde zum Vergleich der beiden
Gruppen der zweiseitige Students-t-Test mit ungleichen Varianzen durchgefihrt. Dies
betrifft die Auswertung der auf Abbildung 3 basierenden Daten. In den Féllen, in denen
nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden konnte, wurde der zweiseitige
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zum Vergleich durchgefihrt. Dementsprechend
erfolgte dieser Test fur die den Abbildungen 4 und 6 bis 11 zugrundeliegenden Daten.
Die Werte mit p (p-value) < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen und mit

* &

» - “ gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Stressempfinden und sportliche Betéatigung

In der vorliegenden Studie gaben alle erwerbstéatigen Probanden eine wdchentliche
Arbeitszeit von mindestens 35 Stunden an. Hier muss jedoch berucksichtigt werden,
dass zum Zeitpunkt der Befragung in der adipésen Versuchsgruppe 100 % ganztagig
erwerbstéatig waren, wohingegen der Anteil bei den Normalgewichtigen 71,4 % betrug,
wodurch die Vergleichbarkeit der beiden Gruppen - zumindest in diesem Abschnitt -
eingeschrankt ist.

Mit Hilfe des eigens individuell erstellten Fragebogens wurden, mitunter im Hinblick auf
regelmaBige sportliche Betatigung und Stressempfinden im Alltag, die jeweiligen
Probanden in beiden Vergleichsgruppen, auf die das Erstgenannte und/oder das
Zweitgenannte zutreffend ist, registriert. Die Anzahl der adipdsen und normal-
gewichtigen Manner, welche regelméaBig Sport treiben (= 1 mal pro Woche, = 30 min
pro Sitzung) und/oder sich in verschiedenen Aspekten des Alltags gestresst fihlen, wie
zum Beispiel im Beruf oder im privaten Umfeld, wurde summiert und deren jeweiliger
Anteil prozentual in den Gruppen ,adipds“ und ,normalgewichtig“ gegenubergestellt. In
der Gruppe der adipésen Manner (92,3 %) gaben 63,7 % mehr - im Vergleich zu den
Normalgewichtigen (28,6 %) - an, im Alltag gestresst zu sein. Das Stressempfinden
bezog sich dabei in jedem Fall auf die berufliche Tatigkeit. Der Anteil der Probanden,
welche regelmaBig Sport treiben, lag bei den normalgewichtigen Mannern (50 %)

11,5 % hoher, als bei den adipdsen Mannern (38,5 %) (siehe Abbildung 1).

21



Ergebnisse
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Abbildung 1: Anteil der Probanden (%), die regelmaBig Sport treiben
(= 1 mal pro Woche, = 30 min pro Sitzung ) und/oder im Alltag
(Beruf, privates Umfeld, Sport, Sonstige) Stress empfinden
n (normalgewichtige Probanden) = 14
n (adipése Probanden) = 13

4.2 Ernahrungsverhalten

Die Probanden wurden auBerdem bezlglich ihres Ernahrungsverhaltens befragt.

Dabei gaben sowohl 76,9 % der adipdsen Manner, als auch 78,6 % der
normalgewichtigen Probanden an, dass ihnen gesunde Erndhrung wichtig ist (siehe
Tabelle 1).

Weder bei den adipbésen Mannern, noch bei den Normalgewichtigen wurde ein
veganes oder vegetarisches Erndhrungsverhalten angegeben.

AuBerdem wurden die Méanner befragt, auf welche Eigenschaften der Nahrungsmittel
besonders Wert gelegt wird. Dabei lag in Bezug auf vorwiegend kalorienarme
Nahrungsmittel der Anteil der Adipésen (38,5 %) circa 11,5 % unter dem der
normalgewichtigen Probanden (50 %). Vorwiegend kalorienreiche Lebensmittel
bevorzugen lediglich 7,1 % der Normalgewichtigen und keiner unter den befragten
adip6sen Mannern. Auf ballaststoffreiche Lebensmittel dagegen legen 30,8 % der
adipésen und 42,9 % der normalgewichtigen Probanden besonderen Wert.

Weiterhin spielt ein niedriger Preis der Lebensmittel bei 23,1 % der Adip6sen und bei
7,1 % der Normalgewichtigen eine wichtige Rolle.

Der Anteil der Manner, denen fetthaltige Ernahrung wichtig ist, liegt in der Gruppe der
adipésen Probanden bei 7,7 % und in normalgewichtigen Gruppe bei 0 %. Zudem

konnte festgestellt werden, dass mit 46,2 % der Anteil adipbser Méanner, die auf keine
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der genannten Eigenschaften besonderen Wert legen, mehr als doppelt so hoch ist, im

Vergleich zu den Normalgewichtigen (21,4 %) (siehe Tabelle 1)

Die Probanden wurden zuséatzlich befragt, ob sie auch bei bereits bestehenden

Séttigungsgefuhl weiter Nahrung aufnehmen. Unter den adipésen Probanden lag der

Anteil derer, die trotz Sattigungsgefuhl weiter essen bei 23,1 % und lag damit nur

geringfugig uber dem Anteil der normalgewichtigen Manner (21,4%) (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Ern&hrungsverhalten der Probanden

normal- adipds
gewichtig
(n=14) (n=13)
Antwort- Anzahl Anteil Anzahl Anteil
moglichkeiten (%) (%)
Gesunde Ernahrung ja 11 78,6 10 76,9
ist wichtig
nein 3 21,4 3 23,1
Vegetarier oder Vegetarier 0 0 0 0
Veganer
Veganer 0 0 0 0
keines von 14 100 13 100
beiden
Besonderer Wert bei vorwiegend 7 50 5 38,5
der Erndhrung kalorienarm
vorwiegend 1 71 0 0
kalorienreich
vorwiegend 6 429 4 30,8
ballaststoffreich
niedriger Preis 1 71 3 23,1
fetthaltig 0 0 1 7,7
keine Beachtung 3 21,4 6 46,2
der genannten
Punkte bei der
Erndhrung
Weitere ja 3 21,4 3 23,1
Nahrungsaufnahme
trotz Sattigungsgefuhl
nein 11 78,6 10 76,9
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4.3 Rauchverhalten und Alkoholkonsum

Es wurden alle Probanden zu ihrem Rauchverhalten und Alkoholkonsum befragt.
Bezuglich des Alkoholkonsums wurde nach folgenden Konsumfrequenzen differenziert:
taglich / alle 2 bis 3 Tage / 1 mal pro Woche / 1 bis 2 mal pro Monat / weniger als 1 bis
2 mal pro Monat. Es stellte sich heraus, dass der Anteil der t&glichen
Alkoholkonsumenten bei den Adipésen (38,5 %) mehr als zweieinhalbfach héher lag,
als bei den Normalgewichtigen (14,3 %). Weiterhin war der Anteil der adipdsen
Ménner, welche alle 2 bis 3 Tage (30,8 %) beziehungweise 1 mal pro Woche Alkohol
konsumieren (7,7 %), 12,1 % beziehungsweise 20,9 % niedriger als in der
normalgewichtigen Vergleichsgruppe (Alkoholkonsum alle 2 bis 3 Tage: 42,9 %;
Alkoholkonsum 1 mal pro Woche: 28,6 %). Bei den adipdsen Probanden, welche 1 bis
2 mal pro Monat Alkohol konsumieren, lag der Anteil bei 0 %. Dagegen betrug der
Anteil der normalgewichtigen Manner mit dieser Konsumfrequenz 7,1 %. Des Weiteren
konnte ermittelt werden, dass der Anteil der Normalgewichtigen (7,1 %), welche
weniger als 1 bis 2 mal pro Monat Alkohol konsumieren 16 % niedriger lag, als in der
adipdsen Vergleichsgruppe (23,1 %) (siehe Abbildung 2).

Als Raucher wurden all diejenigen Manner eingeordnet, welche taglich mindestens
eine Zigarette konsumieren, wodurch 50 % der normalgewichtigen Manner und 7,7 %
der adipésen Méanner gemaB des oben genannten Kriteriums als Raucher klassifiziert
wurden (siehe Abbildung 2). Demnach waren in dieser Gegenlberstellung tber 6 mal

mehr normalgewichtige Probanden Raucher, als in der adipdsen Gruppe.
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Rauchverhalten/Alkoholkonsum

60 -

30 A O normalgewichtig
40 - B adipds

30 A

Anteil der Probanden (%)

20 A

10 A

. H ] [
Raucher tgl. alle2-3T. 1x/W. 1-2x/M. < 1-2x/M.

Abbildung 2: Anteil der Probanden (%), die Raucher sind (= 1 Zigarette pro Tag rauchen)
und/oder Alkohol konsumieren, Frequenz des Alkoholkonsums:
taglich (tgl.) / alle 2 bis 3 Tage (alle 2-3 T.) / 1 mal pro Woche (1x/W.) /
1 bis 2 mal pro Monat (1-2x/M.) / weniger als 1 bis 2 mal pro Monat
(< 1-2x/M.)
n (normalgewichtige Probanden) = 14
n (adipdse Probanden) = 13

4.4 Cholesterin, HDL, LDL, Triglyzeride, Blutzucker

Es wurden nach erfolgter Blutentnahme, im Rahmen etablierter Laboruntersuchungen,
die folgenden metabolischen Blutparameter quantitativ bestimmt: Cholesterin, HDL
(high density lipoprotein), LDL (low density lipoprotein), Triglyzeride, Blutzucker.

Im Bezug auf die quantitative Bestimmung von Cholesterin lag die durchschnittliche
Konzentration bei den Normalgewichtigen (230,9 mg/dl + 11,8 mg/dl) 2,6 % hdher, als
bei den Adipdsen (224,9 mg/dl + 10,9 mg/dl).

Die Konzentration von HDL bei den Normalgewichtigen (67,7 mg/dl + 5,7 mg/dl)
Uberstieg um mehr als ein Drittel, die der adipésen Manner (50,2 mg/dl + 3,0 mg/dl).
Bei den Parametern LDL und Triglyceride wurden fur die normalgewichtigen Manner,
im Vergleich zu den adipésen Mannern, niedrigere Werte festgestellt. Im Einzelnen lag
die Konzentration bei den Normalgewichtigen fur die Triglyceride (154,4 mg/dl +

26,5 mg/dl) 36,3 % unter jenem Wert in der adipdsen Vergleichsgruppe (242,5 mg/dl +
42,2 mg/dl). In Bezug auf LDL war die durchschnittliche Konzentration bei den
normalgewichtigen Probanden (127,6 mg/dl + 10,0 mg/dl) 5,5 % hdéher, als bei den
Adip6sen (135 mg/dl + 8,7 mg/dl) (siehe Abbildung 3).
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Der Mittelwert fur den Blutzucker lag in der normalgewichtigen Gruppe (5,7 mmol/l +
0,4 mmol/l) 13,6 % unter dem entsprechenden Wert der adipésen Méanner (6,6 mmol/l
+ 0,6 mmol/l) (siehe Abbildung 4).

Im Falle von HDL konnte eine signifikante Differenz zwischen der adipdsen und der
normalgewichtigen Probandengruppe ausgemacht werden (p = 0,013). Die Ergebnisse
far Cholesterin (p = 0,714) , LDL (p = 0,581), Triglyzeride (p = 0,124) und Blutzucker

(p = 0,091) erreichten jedoch nicht das Signifikanzniveau (p < 0,05).
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Abbildung 3: Konzentration (mg/dl) im Serum der niichternen Probanden;
Parameter: Cholesterin / HDL / LDL / Triglyzeride; MW + SEM
* = statistisch signifikant (p < 0,05)
n (normalgewichtige Probanden) = 14
n (adipdse Probanden) = 13
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Abbildung 4: Konzentration (mmol/l) im Serum der niichternen Probanden;
Parameter: Blutzucker; MW + SEM
n (normalgewichtige Probanden) = 14
n (adipdse Probanden) = 13

4.5 Familidre Krebserkrankungen und Ubergewichtigkeit

Im Rahmen der schriftlich durchgefuhrten Befragung wurde die Anzahl der
Familienmitglieder (Geschwister, Kinder und Eltern), welche tbergewichtig und/oder an
einer Krebserkrankung leiden beziehungsweise litten, jedes Probanden bestimmt.
Daraus wurde jeweils der Mittelwert berechnet.

In der Gruppe der adipésen Manner lag die durchschnittliche Anzahl der
Ubergewichtigen Familienmitglieder bei 2 und war damit viermal héher als in der
normalgewichtigen Gruppe, mit durchschnittlich 0,5 Ubergewichtigen Familien-
mitgliedern (siehe Abbildung 5).

Im Bezug auf die Familienmitglieder mit einer Krebserkrankung konnten wir bei den
adipésen Probanden (0,5) eine 28,6 % niedrigere Anzahl im Vergleich zu den

normalgewichtigen Mannern (0,7) feststellen (siehe Abbildung 5).
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Krebserkrankungen / Ubergewichtige

4 -
3 -
— O normalgewichtig
< B adipds
g 27
<
1 -
0 B [

Krebserkrankungen Ubergewichtige

Abbildung 5: Anzahl der Familienmitglieder (Geschwister, Kinder, Eltern), die
Ubergewichtig sind und/oder an einer Krebserkrankung leiden/litten;
n (normalgewichtige Probanden) = 14
n (adipdse Probanden) = 13

4.6 Relative Expression von ERK1/2 und pERK1/2 bei physiologischen
und azidotischen extrazelluldren pH-Wert

Bei der Auswertung der Laborergebnisse in Bezug auf die MAPKs ERK1/2, pERK1/2,
p38 und pp38 wurden zundchst die absoluten Expressionswerte fir die MAPKs
bestimmt. Um eine bessere Vergleichbarkeit zwischen der normalgewichtigen und der
adipésen Gruppe zu erreichen, wurden alle Expressionswerte relativiert. Als
Vergleichswerte wurden die jeweiligen Daten flur die normalgewichtigen Probanden
gleich 100 % gesetzt. Bei der Auswertung der Laborergebnisse wurde sowohl die
relative Expression der MAPKs in der jeweiligen inaktiven Form (ERK1/2, p38), als
auch die der aktiven (phosphorylierten) Form (pERK1/2, pp38) in der adipésen und der
normalgewichtigen Gruppe bestimmt. Die relative Expression bei den normal-
gewichtigen Probanden wurde als Vergleichswert gleich 100 % gesetzt. Darlber
hinaus haben wir die relative Expression der entsprechenden aktiven Formen mit der
relativen Gesamtexpression der MAPKs ins Verhélinis gesetzt (pERK1/2 / ERK1/2,
pp38 / p38). Ziel dieser Quotientenbildung war es, Ruckschlisse auf eine eventuelle
Beeinflussung der Aktivierbarkeit der MAPKs in Abhé&ngigkeit von BMI, als auch von

dem extrazellularen pH-Wert, treffen zu kénnen. Die Bestimmung der oben genannten
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relativen Expressionen erfolgte unter einem physiologischen extrazellularen pH-Wert
(7,4) sowie unter einem azidotischen extrazellularen pH-Wert (6,6). Des Weiteren
wurden die Ergebnisse bei beiden pH-Werten miteinander ins Verhaltnis gesetzt
(pH 6,6 / pH 7,4), um damit Hinweise fir eine mogliche Beeinflussung der relativen
Expression der MAPKs durch ein azidotisches extrazellulares Milieu zu erhalten.

Auf die Ergebnisse in Bezug auf die p38 MAPK wird im darauffolgenden Abschnitt (4.7)
detailliert eingegangen.

Im Einzelnen war in Bezug auf ERK1/2, die relative Expression in der Gruppe der
adipésen Probanden bei pH 7,4 (70,6 % + 8,8 %) um knapp ein Drittel (29,4 %) und bei
pH 6,6 (78,7 % + 9,1 %) um mehr als ein Finftel (21,3 %) im Vergleich zu den
normalgewichtigen Mé&nnern reduziert. Bezogen auf die Ergebnisse bei pH 6,6
gegenuber pH 7,4 (pH 6,6 / pH 7,4) war in der adipésen Gruppe (108,9 % + 4,4 %) die
Expression um 8,9 % gegenulber den Normalgewichtigen erhéht (siehe

Abbildung 6). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den normal-
gewichtigen und adipésen Probanden bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4 (p =
0,068) ermittelt werden, jedoch wurde eine deutliche Tendenz, im Sinne einer
verringerten Expression von ERK1/2 bei den adipésen Probanden, erkennbar. Sowohl
bei pH 6,6 (p = 0,215), als auch in Abhangigkeit vom pH-Unterschied (pH 6,6 / pH 7,4)
(p = 0,182) waren die Differenzen zwischen beiden Gruppen nicht statistisch
signifikant.
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Abbildung 6: Relative Expression (%) von ERK1/2 bei pH 7,4; pH 6,6;
pH 6,6 / pH 7,4; MW + SEM
n (normalgewichtige Probanden) = 14
n (adipése Probanden) = 13
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Im Falle der aktiven Form pERK1/2 konnte man bei pH 7,4 eine um 18,2 % niedrigere
relative Expression in der adipésen Gruppe (81,8 % + 13,7 %) feststellen, wohingegen
sowohl bei pH 6,6, als auch bei pH 6,6 / pH 7,4 die relative Expression bei den
Adip6sen, die der Normalgewichtigen um 20,4 % (pH 6,6: 120,4 % + 31 %) und 83,4 %
(pH 6,6 / pH 7,4: 183,4 % + 50,8 %) Uberstieg (siehe Abbildung 7).

Es konnte weder bei pH 7,4 (p = 0,827), pH 6,6 (p = 0,68), noch bei pH 6,6 / pH 7,4

(p = 0,369) ein statistisch signifikanter Unterschied ausgemacht werden.
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Abbildung 7: Relative Expression (%) von pERK1/2 bei pH 7,4; pH 6,6;
pH 6,6 / pH 7,4; MW + SEM
n (normalgewichtige Probanden) = 14
n (adipdse Probanden) = 13

Dariber hinaus wurde die relative Expression in Bezug auf die Aktivierbarkeit der
ERK1/2-MAPK (pERK1/2 / ERK1/2) untersucht.

Sowohl bei pH 7,4, pH 6,6 als auch bei beim Vergleich der Werte in Abhéngigkeit vom
pH-Unterschied (pH 6,6 / pH 7,4) lag die relative Expression bei den adipbsen
Mannern uber der der Normalgewichtigen. Im Einzelnen war die relative Expression bei
pH 7,4 um 5,4 % (105,4 % + 16,8 %), bei pH 6,6 um 33,7 % (133,7 % = 35,1 %) und
bei pH 6,6 / pH 7,4 um 62,2 % (162,2 % + 39,9 %) erhdht (siehe Abbildung 8).

In keinem der genannten Félle konnte ein signifikanter Unterschied zwischen beiden

Gruppen ermittelt werden (p pH7,4=0,752; ppHe,6=0,512; p pH6,6/pH 7,4 = 0,452).
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pERK1/2 / ERK1/2
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Abbildung 8: Relative Expression (%) von pERK1/2 / ERK1/2 bei pH 7,4;
pH 6,6; pH 6,6 / pH 7,4; MW + SEM
n (normalgewichtige Probanden) = 14
n (adipdse Probanden) = 13

4.7 Relative Expression von p38 und pp38 bei physiologischen und

azidotischen extrazellularen pH-Wert

Die Bestimmung der relativen Expression von p38, pp38 sowie der Aktivierbarkeit
dieser MAPK (pp38 / p38) erfolgte analog der in Abschnitt 4.5 beschriebenen
Vorgehensweise. Aufgrund von verfahrenstechnischen Komplikationen mit den
Zellpellets von 2 adipésen Probanden war eine Bestimmung der Expressionen von
p38, pp38 und pp38/p38 dieser Probanden nicht mdglich. Daher erfolgte die

Erfassung der Expressionen von p38, pp38 und pp38/p38 von 11 adipbsen und 14
normalgewichtigen Probanden.

Die MAPK p38 wurde sowohl bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4, als auch bei
pH 6,6 in der Gruppe der adipdésen Probanden schwacher exprimiert, als bei den
normalgewichtigen Probanden. Die relative Expression war in der adipdsen Gruppe
bei pH 7,4 (61,8 % + 14,6 %) um mehr als ein Drittel (38,2 %) und bei pH 6,6 (56,1 % =+
14,4 %) um mehr als zwei Funftel (43,9 %), im Vergleich zu den Normalgewichtigen,
reduziert. In Abh&ngigkeit vom pH-Unterschied (pH 6,6 / pH 7,4) wurde p38 bei den
Adip6sen lediglich um 2,7 % (97,3 % + 13,1 %) weniger exprimiert (siehe

Abbildung 9). Diese Ergebnisse waren nicht statistisch signifikant (p pn7,4= 0,198;

P pHe6=0,239; p pHe6/pH74=0,763).
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Abbildung 9: Relative Expression (%) von p38 bei pH 7,4; pH 6,6;
pH 6,6 / pH 7,4; MW + SEM
n (normalgewichtige Probanden) = 14
n (adipdse Probanden) = 11

Bei der phosphorylierten - und somit aktiven - Form von p38 Uberstieg die relative
Expression in der adipésen Gruppe die der Normalgewichtigen bei pH 7,4 um 6,2 %
(106,2 % = 19 %) und bei pH 6,6 um 2 % (102 % + 16,5 %). Dagegen konnte man bei
den Adip6sen, in Abh&ngigkeit vom pH-Unterschied (pH 6,6 / pH 7,4), eine im Vergleich
um 7,7 % (92,3 % + 11,5 %) reduzierte relative Expression von pp38 ausmachen
(siehe Abbildung 10).

Es konnten jedoch keine statistisch signifikanten Differenzen zwischen adipésen und
normalgewichtigen Mannern festgestellt werden (p pH7,4= 0,848; ppHee = 0,763;

P pH6,6/pH 7,4 = 0,427).
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Abbildung 10: Relative Expression (%) von pp38 bei pH 7,4; pH 6,6;
pH 6,6 / pH 7,4; MW + SEM
n (normalgewichtige Probanden) = 14
n (adipdse Probanden) = 11

AuBerdem wurde die relative Expression in Bezug auf die Aktivierbarkeit von p38

(pp38 / p38) bestimmt. Die relative Expression war bei den adipdsen Probanden im
physiologischen pH von 7,4 (209,9 % + 39,4 %) mehr als doppelt so hoch gegenuber
der normalgewichtigen Vergleichsgruppe. AuBerdem lag die relative Expression bei
einem extrazelluldaren pH-Wert von 6,6 in der adipésen Gruppe 112,7 % (212,7 % =
59,4 %) uber der der normalgewichtigen Probanden. Damit war der Expressions-
unterschied bei pH 6,6 sogar noch leicht gréBer, als bei pH 7,4. Bei der Untersuchung
auf einen eventuellen Einfluss des azidotischen Milieus im Vergleich zum
physiologischen pH-Wert (pH 6,6 / pH 7,4) konnte lediglich eine um 2,4 % (97,6 % =+
10,7 %) reduzierte Expression bei den adipésen Probanden festgestellt werden, was
auf einen - wenn Uberhaupt - unwesentlich Einfluss des azidotischen Milieus hinweist
(siehe Abbildung 11).

Der Expressionsunterschied zwischen beiden Vergleichsgruppen war bei pH 7,4
statistisch signifikant (p = 0,023). Im Falle der Expressionsdifferenz bei pH 6,6 konnte
jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen ausgemacht werden

(p = 0,066). Die Ergebnisse bei pH 6,6 verfehlten jedoch nur knapp das Signifikanz-
niveau (p < 0,05) und zeigen damit zumindest einen Trend, im Sinne einer im Vergleich
erhéhten Aktivierbarkeit von p38 (pp38 / p38) der adipdsen Manner in einem
azidotischen Milieu. In Bezug auf den Einfluss des pH-Unterschiedes

(pH 6,6 / pH 7,4) war kein signifikanter Unterschied nachweisbar (p = 0,978).

33



Ergebnisse

300 -
250 -
200 -
150 A
100 A

relative Expression (%)

pp38/p38

O normalgewichtig
B adipbs

HH
HH
HH

pH 7,4 pH6,6 pH6,6/pH 7,4

Abbildung 11: Relative Expression (%) von pp38 / p38 bei pH 7,4; pH 6,6;

pH 6,6 / pH 7,4; MW + SEM

* = statistisch signifikant (p < 0,05)

n (normalgewichtige Probanden) = 14
n (adipdse Probanden) = 11
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5 Diskussion

Die vorliegende Studie konzentrierte sich auf die in vitro Beeinflussung - der fur eine
Vielzahl von Zellfunktionen bedeutenden - MAPKs ERK1/2 und p38 humaner PBMC,
sowohl in einer extrazellularen Tumorazidose, als auch in einem Milieu mit
physiologischen pH-Wert (7,4). Zuséatzlich wurde mit der Unterteilung der Probanden
anhand ihres BMI in eine adipdse und eine normalgewichtige Gruppe untersucht, ob
Adipositas mdglicherweise einen modulierenden Faktor bei der Expression von
ERK1/2 und/oder p38, deren jeweilige aktivierte Form und Aktivierbarkeit, darstellt.
AuBerdem wurde unter anderem durch Befragung der Probanden untersucht, ob sich
Hinweise auf Differenzen zwischen den beiden Gruppen bezlglich verschiedener
Faktoren, wie beispielsweise psychosozialer Stress, Rauchen und Alkoholkonsum,
feststellen lassen.

Die Rolle der PBMC in einem Tumor assoziierten, azidotischen Milieu und der
Zusammenhang zwischen Aktivitdit der ERK1/2- und p38- Signalkaskaden dieser
Zellen und Adipositas, als immunrelevanter Faktor, sind derzeit noch nicht genau
erforscht.

Ziel der vorliegenden Studie war es somit, Hinweise auf mdgliche Zusammenhange
festzustellen, um einen Anhalt fir weitere, spezifischere Forschungen an Sub-

populationen der PBMC zu erhalten.

Im Hinblick auf das psychosoziale Stressempfinden konnte ein interessanter
Unterschied zwischen der adipésen und der normalgewichtigen Probandengruppe
herausgearbeitet werden.

Bei den adipésen Mannern gaben nahezu alle Probanden (92,3 %) an, im Alltag
gestresst zu sein, wohingegen sich unter den Normalgewichtigen nur rund ein Drittel
(28,6 %) der Probanden alltéglich gestresst fuhlt. Das Stressempfinden bezog sich in
jedem Fall auf den ausgelbten Beruf. Der deutliche Unterschied zwischen adipdsen
und normalgewichtigen Mannern kénnte Assoziation zwischen dem wahrgenommenen
psychosozialen Stress und Adipositas hindeuten. Aufgrund der partiell zum
Befragungszeitpunkt bestehenden Erwerbslosigkeit in der normalgewichtigen Gruppe
(Anteil der Erwerbstatigen 71,4 %), als auch wegen der vergleichsweise geringen
Fallzahl (N = 27) der vorliegende Studie, ist dieses Ergebnis nur sehr eingeschrankt

aussagefahig.
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Andere Studien zeigten allerdings eine ahnlich positive Assoziation von psychosozialen
Stress mit einer Gewichtszunahme [141-144] beziehungsweise mit Adipositas
[145,146].

In einer umfangreichen Analyse, in der unter anderem vier Verlaufsstudien einbezogen
waren, konnte ebenso eine Korrelation, speziell zwischen beruflichen Stress und
Adipositas festgestellt werden. Verédnderungen von nicht-adipds hin zu adipés waren
mit jenen Probanden assoziiert, welche im Verlauf, jedoch nicht zu Beginn der Studien,
beruflichen Stress empfanden. Uberraschenderweise war das Stressempfinden bei
denjenigen Probanden, die sich von initial adipés hin zu nicht-adipds entwickelten, und
zu Beginn der Studien keinem beruflichen Stress ausgesetzt waren, mit einer
Gewichtsabnahme assoziiert [147].

Die von uns durchgefiihrte Studie zeigt dagegen den lIst-Zustand zum Zeitpunkt der
Befragung, weswegen keine Aussage zum Gewichtsverhalten Uber einen Zeitraum
gemacht werden kann.

Die Angaben in der Literatur zu einer Geschlechtsspezifitat sind nicht einheitlich.

In einigen Studien konnte eine stérkere positive Assoziation zwischen Stressinput und
Gewichtszunahme bei Mannern ausgemacht werden [141,146], wohingegen ebenso
Literaturangaben vorliegen, welche einen stéarkeren Effekt beim weiblichen Geschlecht
zeigen [148,149]. Im Rahmen der ,Whitehall |l Studie” wurde nur bei Mannern, welche
initial einen BMI > 27 kg/m2 aufwiesen, eine stressassoziierte Gewichtszunahme
festgestellt, wohingegen ein BMI < 22 kg/m2 mit einer Gewichtsabnahme assoziiert war
[141]. Dagegen kamen mehrere Untersuchungen zu dem Schluss, dass keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede bestehen [143,144,147].

Zu geschlechtsspezifischen Unterschieden konnte, aufgrund der Auswahl von
ausschlieBlich mannlichen Probanden, in der vorliegenden Studie keine Aussage

getroffen werden.
Die Art des Stressfaktors kann scheinbar unterschiedlichen Einfluss auf das

Gewichtsverhalten haben [150], was eine mdgliche Erklarung fur die differenten

Ergebnisse dieser Studien sein kdnnte.
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Das Ernadhrungsverhalten kann durch Stress nachweislich beeinflusst werden.
Demnach andert sich die Préaferenz hin zu hoch fett- [151-154] und zuckerhaltigen
[151,155] Nahrungsmitteln, was wiederum die allgemeine Gewichtszunahme
begunstigen kann [151]. In diesem Zusammenhang wurde beispielsweise mehrfach
eine positive Assoziation zwischen Belastung im Beruf und Fettaufnahme Uber die
Nahrung festgestellt [156,157]. In der vorliegenden Studie konnten diese Ergebnisse
jedoch nicht bestétigt werden. Keiner der befragten adip6sen Méanner gab an, auf
kalorienreiche Nahrungsmittel bei der Erndhrung zu achten und lediglich ein adip&ser
Proband legt bei der Ernédhrung besonderen Wert auf fetthaltige Nahrungsmittel.

Aufgrund der niedrigen Fallzahl dieser Studie haben diese Ergebnisse jedoch nur

begrenzte Aussagekraft.

Eine mdgliche Ursache fir die besonders durch chronischen Stress induzierte
Nahrungsaufnahme scheint eine Reaktion der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse, als wichtige Regulationsinstanz fur Stress- und Erndhrungs-
verhalten, zu sein [151,158,159]. Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
scheint vor allem bei Individuen mit einer viszeralen Fettleibigkeit eine erhéhte Aktivitat
aufzuweisen [159]. Bestandteile der Hypothalamus-Hypophysen-Nebenieren-Achse
stellen anatomische Strukturen dar, in der sowohl wichtige Regulationsinstanzen fir
Stressreaktionen, als auch fur das Erndhrungsverhalten eng beieinander lokalisiert
sind [160,161].

In der Folge des Stressinputs kommt es zu verstérkten Freisetzung von CRH
(corticotropin-releasing hormone) aus dem Hypothalamus. Daraus resultiert die
vermehrte Freisetzung von ACTH (adrenocorticotropic hormone), was wiederum in der
Nebennierenrinde die Synthese von Kortisol stimuliert [160]. Daraus resultiert eine
erhdhte Sekretion dieses Glukokortikoids [151,155,159,160,162]. Die Glukokortikoide
kénnen mit Neuropeptid Y [163-165], CRH, Leptin [161,163] sowie Insulin [161,166]
interagieren und dadurch Einfluss auf das Ernahrungsverhalten haben [161,165].
Dabei konnte bei Frauen, welche eine erhdhte stress-assoziierte Kortisolaussschittung
aufweisen, eine gesteigerte, Stress induzierte Nahrungsaufnahme gezeigt werden
[167]. Zudem férdern Glukokortikoide die Differenzierung von Adipozytenvorlaufern zu
Adipozyten, was wiederum zur Gewichtszunahme beitragt [168].

Die Reaktion der Hypophysen-Hypothalamus-Nebennieren-Achse auf Stress ist in
Bezug auf die Kortisolausschuttung interindividuell sehr different [169,170].

Die Differenzierung der Individuen in zwei unterschiedliche Reaktionstypen spielt fir

das Verstandnis dieser Mechanismen eine wichtige Rolle. Die Unterscheidung erfolgt
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in eine Gruppe, die auf psychosozialen Stress mit einer hohen Kortisolausschittung
reagieren und in eine zweite Gruppe, die auf entsprechenden Stress mit einer
vergleichsweise geringen Freisetzung von Kortisol reagieren. Im Einzelnen ist
besonders bei denen, welche eine hohe Kortisolreaktivitat aufweisen, die Freisetzung
von Kortisol mit einer gesteigerten Kalorienaufnahme, im Gegensatz zu den geringer
Reagierenden, assoziiert [152,155,167]. Allgemein scheinen jedoch Ménner, verglichen
mit Frauen, mit einer starkeren Kortisolausschuttung auf Stress zu reagieren [171,172].
Des Weiteren findet man in der Literatur Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
dem wahrgenommenen psychosozialen Stress und verschiedenen Stoffwechsel-
parametern. Es konnte zum Beispiel eine positive Korrelation zwischen dem
empfundenen Stress und dem Triglyzeridspiegel festgestellt werden [173].

Eine derartige positive Tendenz zwischen dem wahrgenommenen psychosozialen
Stress und der durchschnittlichen Triglyzeridkonzentration konnte auch in dieser Studie
bei den adipdsen Probanden festgestellt werden. Die Konzentration der Triglyzeride
war bei den Adipésen im Vergleich zu den Normalgewichtigen deutlich erhéht. Es
konnte jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied ausgemacht werden. Griinde
fir das verpasste Signifkanzniveau sind vermutlich die geringe StichprobengréBe und
die deutlichen Schwankungen der Messwerte. Die scheinbar positive Assoziation
zwischen Stressempfinden und Triglyzeridkonzentrion bei den adipdsen Mannern hat

somit nur geringe Aussagekraft und keine statistische Relevanz.

Im Rahmen der weiteren Bestimmung von stoffwechselrelevanten Blutwerten konnte
fir die durchschnittliche Konzentration von HDL, jedoch nicht fir die von LDL,
Cholesterin und Blutzucker, ein statistisch bedeutsamer Unterschied zwischen beiden
Gruppen dargelegt werden. Bei den Adipdsen wurde eine im Vergleich mehr als ein
Drittel niedrigere Konzentration festgestellt (p = 0,013). Die inverse Korrelation
zwischen HDL-Spiegel und Adipositas deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien
[174,175]. DarlGber hinaus zeigte eine andere Studie eine positive Assoziation
zwischen dem Triglyzerid/HDL- Verhéltnis und BMI [176].

Somit konnte diese Studie auf eine scheinbar positive Assoziation zwischen Adipositas
und Stressempfinden hinweisen und die inverse Assoziation zwischen Adipositas und
HDL-Konzentration bestatigen.

Eine bereits mehrfach in anderen Studie nachgewiesene Korrelation zwischen dem
mit Stress vergesellschafteten Kortisolspiegel und erniedrigtem HDL-Spiegel wére in

diesem Zusammenhang ebenso denkbar [177-181]. Diese Annahme hat allerdings,
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wegen der nicht erfolgten Bestimmung der Kortisolkonzentration und der niedrigen

Fallzahl (N = 27), nur hypothetischen Charakter.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass in der Gruppe der
normalgewichtigen Ménner jeder Zweite als Raucher (= 1 Zigarette pro Tag) eingestuft
wurde, wohingegen in der adipésen Gruppe der Anteil der Raucher bei lediglich 8 %
lag. Dies konnte auf eine hOhere Pravalenz von normalgewichtigen mannlichen
Rauchern hindeuten. Das Ergebnis ist aufgrund der geringen Fallzahl der Studie
jedoch nicht statistisch représentativ und damit nur eingeschrénkt aussagefahig.

Eine inverse Assoziation zwischen Rauchen und BMI wurde bereits gezeigt [182].

Es konnte auBerdem in einer mehr als 280000 Manner umfassenden Studie gezeigt
werden, dass aktive Raucher nicht nur im Vergleich zu Nichtrauchern, sondern auch
gegenuber ehemaligen Rauchern einen niedrigeren BMI aufweisen. Der BMI lag
durchschnittlich bei 27 kg/m2 in der Gruppe der ehemaligen Raucher und bei 26,3
kg/m2 in der Nichtrauchergruppe. Dagegen lag der BMI in der Gruppe der aktiven
Raucher bei durchschnittlich 25,9 kg/m2 [183].

Uber die Bedeutung der p38- und ERK1/2-MAPK in PBMC in Tumoren ist bisher nur
wenig bekannt.

Viele Studien konzentrieren sich bisher auf die TAMs (tumor-associated macrophages),
welchen eine Bedeutung in Bezug auf Tumorwachstum [119,184-188] und Metas-
tasierung zukommt [184,186,189]. Mehrfach wurde gezeigt, dass die Anwesenheit
dieser Makrophagen mit einer schlechteren Prognose flr verschiedenste Karzinome
einhergeht [190-192].

Laut Literatur ist in diesem Zusammenhang die prinzipielle Unterscheidung der
Makrophagen in M1 (classically activated phenotype)-polarisierte Makrophagen,
welche proinflammatorische und zytotoxische Funktionen besitzen, und M2
(alternatively activated phenotype)-polarisierte Makrophagen, die sowohl in der
Wundheilung, als auch in der Modifikation von Inflammationsreaktionen entscheidend
sind, wichtig [193-198]. Mehrere Studien stellten fest, dass speziell M2-polarisierte
TAMs die Progression von Karzinomen férdern [193,199-201]. Darlber hinaus wurde
mehrfach auf eine mogliche zentrale Rolle von M2-polarisierten TAMs fir die
lymphogene Metastasierung von Pankreaskarzinomen hingewiesen [202,203]. In

diesen Untersuchungen zeigten sich Assoziationen zwischen Infiltration der regionéaren
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Lymphknoten des Pankreas durch M2-polarisierten TAMs und einer vermehrten
Lymphangiogenese in den Lymphknoten [202]. Zudem kdénnte die erhdhte Dichte von
LymphgefaBen, sowohl mit einer erhdhten Zahl M2-polarisierter TAMs, als auch mit der
lymphogenen Metastasierung des Pankreaskarzinoms in Verbindung stehen [203].

Die TAMs kdénnen unter anderem durch verstarkte Sekretion von VEGF [185,204,205]
und der damit verbundenen Aktivierung der Angiogenese, das Tumorwachstum
beglnstigen [119,185,186,192,204,206-208]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass
VEGF die Migration von Makrophagen in wenig vaskularisierte Areale des
Mammakarzinoms stimuliert [204,205].

AuBerdem finden sich aktuelle Angaben, dass es bei einer uberméaBigen Expression
des HOXB7-Gens in Mamma-CA-Zellen zur vermehrten Akkumulation von M2-
polarisierten TAMs kommt. Die Vermittlung erfolgt via TGF-B. Dieser Zusammenhang
kénnte auch bei der Metastasierung des Mammakarzinoms von Bedeutung sein [209].
Eine andere Studie kam zu dem Schluss, dass das von den TAMs freigesetzte IL-2 die
Ausbreitung von Karzinomstammzellen zu begtnstigen scheint, was mdglicherweise
auch zur Progression des hepatozellularen Karzinoms betragt [210].

Bezugnehmend auf das Basalzellkarzinom wirkt sich die TAM induzierte, COX-2
abhéngige, Freisetzung von MMP 9 begtinstigend auf die Invasion und damit auch auf

die Progression dieses Karzinom aus [207].

Die p38-MAPK in Makrophagen hat unter anderem durch die Stimulation der PGE2-
Freisetzung in Makrophagen eine entscheidende Bedeutung in der Modulation
inflammatorischer Reaktionen [119-121], was scheinbar auch im Tumormilieu gilt. Die
PGE2- und MMP 9-Sekretion dieser Zellen kdnnte zudem einen Trigger fir die
Angiogenese und Progression von Tumoren darstellen [119].

In Karzinomzellen hat die p38-Signalkaskade scheinbar deutlich differente Funktionen.
In der Literatur finden sich dabei Angaben, die sowohl auf eine positive Beeinflussung
der Tumorprogression, durch Steigerung der MMP 9-Expression [122-124], als auch
auf eine tumorinhibierende Wirkung hinweisen [125].

Der p38-Signalweg hat durch Initiation der Freisetzung von Th1- und Th2-Zytokinen
vermutlich auch eine Bedeutung bei der Vermittlung von inflammatorischen Reaktionen
in humanen PBMC [126]. Diese Zytokine werden verstarkt von PBMC freigesetzt, die
von Lungenkarzinompatienten stammen [127]. Daraus lasst auf eine mégliche Rolle
der PBMC bei immunologischen Reaktionen in Karzinompatienten schlieBen. Eine
entsprechende Beeinflussung durch die p38-MAPK in PBMC scheint in diesem

Zusammenhang mdglich zu sein.
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Das azidotische Milieu in soliden Tumoren stellt einen wichtigen Faktor fir deren
Progression dar. Der pH-Wert in diesen Tumoren liegt zwischen 6,5 und 6,8. Die
inadaquate Blutversorgung des Tumors fihrt zu einer ungentgenden Sauerstoff-
versorgung und somit zur Hypoxie. Daraus resultierend wird vermehrt Energie durch
anaerobe Glykolyse erzeugt, welche zur ebenso gesteigerten Laktatproduktion flhrt,
die wiederum die extrazellulédre Azidose bedingt [68].

Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass die extrazellulare Azidose in AT1-
Prostatakarzinomzellen zur - p38-vermittelten - verstarkten Resistenz gegenuber
Chemotherapeutika fuahrt. In diesem Zusammenhang war die gesteigerte P-
Glykoprotein-Aktivitdt entscheidend fur die Resistenzentstehung [63,74]. Die
extrazelluldre Azidose fuhrt bei diesen Prostata-CA-Zellen auch zur Erhéhung derer
Migrationsgeschwindigkeit [73].

Daneben beglinstigt die extrazellulare Azidose in Melanommetastasen die Zerstérung
der extrazellularen Matrix via MMP-9 [75,76].

Unter anderem aufgrund dieser Forschungsergebnisse richtete sich das Augenmerk
dieser Studie speziell auf die PBMC in Verbindung mit der extrazellularen Tumor-
Azidose.

In der vorliegenden In-vitro-Studie wurden daher erstmals PBMC, sowohl von adipdsen
als auch normalgewichtigen Mannern, einem azidotischen Milieu ausgesetzt, um eine
eventuelle Assoziation zum Body-Mass-Index zu prifen. In diesem Zusammenhang
wurde die relative Expression von p38 und ERK1/2, deren jeweilige aktive Form (pp38
und pERK1/2) sowie die Aktivierbarkeit dieser MAPKs in den PBMC beider Probanden-
gruppen bestimmt.

Die Aktivierbarkeit dieser MAPKs ist in diesem Zusammenhang ein Indikator daflr, wie
stark der jeweilige MAPK-Signalweg in Abhé&ngigkeit von pH-Wert und BMI aktiviert
wird und damit mdglicherweise auch verstérkt bei der Beeinflussung von Tumoren
sowie bei der Unterhaltung und Initiation von Inflammationsreaktionen relevant sein
kénnte.

In der vorliegenden Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass die Aktivierbarkeit der
p38-MAPK bei den PBMC der adipésen Manner, im Vergleich zu den PBMC der
Normalgewichtigen, signifikant erhéht ist. Das Verhélinis der Expression zwischen
aktiver Form und Gesamt-p38 (pp38 / p38) war in den PBMC der adipésen Probanden,
stark zugunsten der aktiven Form (pp38) veréandert. Sowohl bei pH 7,4 als auch bei pH
6,6 Uberstieg die relative Expression von pp38 / p38 bei den Adipbsen (jeweils um

mehr als 100 %) die der normalgewichtigen Probanden.
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Neben dem bei pH 7,4 festgestellten statistischen signifikanten Unterschied (p = 0,023)
zwischen beiden Gruppen, spricht auch der deutliche Expressionsunterschied bei pH
6,6 (p = 0,066), welcher nur knapp das Signifikanzniveau (p < 0,05) verfehlte, fir eine
erhohte Aktivierbarkeit der p38-MAPK-Signalkaskade bei den adipésen Mannern in
einem tumorahnllichen, azidotischen Milieu.

Es konnte jedoch kein relevanter Unterschied bezlglich der relativen Expression in
Abhangigkeit vom pH-Unterschied (pH 7,4 / pH 6,6) festgestellt werden. Der
untersuchte pH-Unterschied scheint somit keinen bedeutsamen Einfluss auf die
Expressionen dieser MAPKs zu haben.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der p38-MAPK in PBMC adipéser Manner, im
Vergleich zu den Normalgewichtigen, mdglicherweise eine starkere Bedeutung
zukommt. Dies kénnte sich auch im Hinblick auf die Initiation und Unterhaltung von
inflammatorischen Reaktionen sowie bei der Modifikation von malignen Tumoren
auBern.

Die erhohte Aktivierbarkeit (pp38 / p38) kbnnte somit wahrscheinlich mit einer
erleichterten Initiation von Inflammationsreaktionen in Verbindung stehen. Dies wirde
sich vermutlich auch in Form einer erhdéhten PGE2-und MMP 9-Freisetzung &uBern,
welche sich zum Beispiel ahnlich wie bei den Makrophagen, positiv auf die Progression

des Basalzellkarzinoms [207] und des malignen Melanoms [119] auswirken kdnnte.

Die signifikant hdhere Akivierbarkeit von p38 in den PBMC der adipésen Méanner war
fir uns Uberraschend, da unter anderem im Hinblick auf die bei Adipositas
nachgewiesene verminderte Adiponektinkonzentration [42,211] eine geringere
Aktivierung des p38-Signalweges zu erwarten ware. Eine andere Studie stellte bei
CD4+ T-Zellen eine deutlich verstérkte, durch Adiponektin induzierte, Phosphorylierung
von p38 fest [212]. Dies wirde im Umkehrschluss eine verminderte Aktivierung von
p38, bei dem mit Adipositas vergesellschafteten verringerten Adiponektinspiegel,
bedeuten. Neben der nachgewiesenen antiinflammatorischen Funktionen [213,214],
welche beispielsweise durch Inhibition der Makrophagenaktivierung realisiert wird
[213], hemmt dieses Adipokin, auch durch Phosphorylierung von p38 und ERK1/2, die
Apoptose neutrophiler Granulozyten [215-217].

Dagegen zeigten einige Studien auch proinflammatorische Effekte von Adiponektin bei
Makrophagen, Lymphozyten [212] und dendritischen Zellen [218]. Dabei fuhrt die
gesteigerte p38-Phosphorylierung zur vermehrten Differenzierung von CD4+ T-Zellen
zu Thi-Zellen [212]. Th1- und Th-2-Zellen differenzieren sich aus CD4+ T-

Lymphozyten, in Abh&ngigkeit von der Zytokinzusammensetzung des jeweilig
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umgebenden Milieus [83]. Eine verstarkte Differenzierung zu Th1-Zellen wird dartber
hinaus durch IL-12 vermittelt [218,219]. Zu den wiederum von Th1-Zellen freigesetzten
Zytokinen gehéren neben IL-2, TNF-B auch INF-y [219]. Uber die Freisetzung von
INF-y stimulieren diese Zellen die Makrophagen und férdern auBerdem die Freisetzung
von IgG (immunoglobulin G). Zudem kommt es durch die von Th1-Zellen
ausgeschutteten IL-2 und TNF-B zur Aktivierung der zytotoxischen Funktionen von
CD8+ T-Zellen [219].

Th1-Zellen spielen somit eine wichtige Rolle in der Regulation inflammatorischer
Prozesse.

Darlber hinaus lasst die durch Adiponektin, via p38-Signalkaskade, induzierte
Synthese von IL-6 in synovialen Fibroblasten, auf eine ebenso proinflammatorische
Funktion des Adipokins schlieBen [220].

Aufgrund der Literaturangaben und des bei normalgewichtigen Menschen hoheren
Adiponektinspiegels, war im Voraus auch eine gesteigerte Aktivierbarkeit der p38-
MAPK (pp38 / p38) in den PBMC der normalgewichtigen Probanden zu vermuten.

Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass die Adipositas assoziierte, verminderte
Adiponektinplasmakonzentration mit einem, im Vergleich zu den Normalgewichtigen,

niedrigeren Anteil des aktiven p38 am Gesamt-p38 vergesellschaftet sein misste.

Die vorliegende In-vitro-Studie lieferte jedoch ein gegensatzliches Ergebnis.

Eine mogliche Erklarung hierfir kdnnte sein, dass in diesem Fall der Adiponektin
induzierten p38-Phosphorylierung bei PBMC eine eher geringe Bedeutung zukommt.
Mdoglicherweise tragen andere Adipositas assoziierte Strukturen - wie Leptin oder
G6PD (glucose-6-phosphate dehydrogenase) - deutlicher zur verstarkten Aktivier-
barkeit von p38 in der fettleibigen Gruppe bei.

Leptin ist dabei ein dem Fettgewebe assoziiertes Hormon, welches zur Phospho-
rylierung von p38 in PBMC’s fuhrt [221].Im Bezug auf G6PD - ein fir den
Glucosetransfer wichtiges Enzym - wurde bereits gezeigt, dass jenes Enzym in
Makrophagen des Fettgewebes verstarkt exprimiert wird. G6PD aktiviert dabei in
héherem MaBe die p38-MAPK, was mdglicherweise auch bei proinflammatorischen

Reaktionen der Makrophagen von Bedeutung sein kdnnte [222].

Im Falle von ERK1/2, pERK1/2 und pERK1/2 / ERK1/2 konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen adip6sen und normalgewichtigen Probanden
festgestellt werden. Der Expressionsunterschied von ERK1/2 zwischen adipésen und

normalgewichtigen Probanden bei pH 7,4 (p = 0,068) verfehlte nur knapp das
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Signifikanzniveau. Dennoch zeigt dieses Ergebnis eine Tendenz, im Sinne einer
reduzierten Expression der ERK1/2-MAPK bei den adipésen Mannern. Dies kdnnte mit
einer bereits bei CD8+ T-Zellen gezeigten, ERK1/2 vermittelten, Beeinflussung
zytotoxischer Funktionen in Verbindung stehen [223,224]. Eine entsprechend
verringerte Expression der MAPK bei den adipdsen Ménnern kénnte auf eine
eingeschrankte Beeinflussung der CD8+ T-Zellfunktionen hindeuten. Adipositas wére
daher als ein modulierender Faktor der ERK1/2-Aktivitat in dieser Subpopulation der
PBMC denkbar.

Weiterhin lieB sich in der adipésen Gruppe, jedoch nicht in jener der Normal-
gewichtigen, bezuglich der aktiven Form (pERK1/2) und der Aktivierbarkeit (P ERK1/2 /
ERK1/2) von ERK1/2 eine deutlich erhéhte Expression beim Verhéltnis pH 6,6 zu pH
7,4 (pH 6,6 / pH 7,4) ausmachen. Die Unterschiede waren allerdings weder bei
pERK1/2 (p = 0,369), noch bezuglich der Aktivierbarkeit der MAPK (p = 0,452)
statistisch signifikant.

Dennoch kénnte diese Tendenz auf einen mdglichen Adipositas assoziierten, positiven
Einfluss der Azidose auf die Phosphorylierung von ERK1/2 hindeuten. Es wurde bereits
in anderen Studien beobachtet, dass bei pH 6,6 eine verstarkte Aktivierung von
ERK1/2 in Rattenfibroblasten [225] und AT1 Prostatakarzinomzellen [73] erfolgt.

Es sollten daher weiterfihrende Untersuchungen mit gréBeren Probandengruppen
durchgefuhrt werden, welche sich auf den Einfluss der tumorassoziierten Azidose bei
der Phosphorylierung von ERK1/2 in PBMC adipdser Menschen konzentrieren.
Interessant wére in diesem Zusammenhang auch, ob geschlechtsspezifische

Unterschiede auszumachen sind.

Die Auswertung der vorliegenden Studie zeigt weiterhin, dass die extrazelluléare
Azidose (pH 6,6) nur unwesentlich bis gar nicht die Aktivierung und Aktivierbarkeit der
p38-MAPK beeinflusst hat.

Die Ergebnisse im Hinblick auf die Expression bei pH 6,6 im Vergleich zu pH 7,4 waren
besonders in Bezug auf die p38-MAPK Uberraschend, da unter anderem bei
Untersuchungen an AT1-Prostatakarzinomzellen ein deutlicher Einfluss des
extrazellularen azidotischen Milieus, im Sinne einer Stimulation, auf die Phospho-
rylierung von p38 und ERK1/2 nachgewiesen wurde [73].

Zusétzlich wurde gezeigt, dass die extrazelluldre Azidose bei Rattenfibroblasten auch
zu einer Steigerung der COX-2- sowie der TNF-a-Expression, jedoch unabhé&ngig von
ERK1/2 in Bezug auf COX-2, und unabhéngig von p38 oder ERK1/2 im Fall von TNF-a
fuhrt [59].
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Eine andere Studie kam zu dem Ergebnis, dass es unter demselben azidotischen
extrazellularen pH-Wert von 6,6 zur vermehrten Aktivierung der p38 vorgeschalteten
MKK®3/6 in AT1-Prostatakarzinomzellen kommt. Demnach resultiert daraus auch eine
gesteigerte Phosphorylierung von p38 zur pp38 [140].

Eine Erklarung fur das gegensétzliche Ergebnis im Vergleich der vorliegenden Studie
kénnte sein, dass die hier untersuchten PBMC, in Bezug auf die Aktivierbarkeit von
p38, wesentlich weniger empfindlich gegenlber einer azidotischen Extrazellularmatrix
reagieren, als die in den genannten Studien untersuchten Rattenzelllinien (AT1 R-3327
Prostatakarzinomzellen [73,140], Fibroblasten [225]). Zudem muss bedacht werden,
dass bei der vorliegenden Studie die PBMC aus Vollblut gewonnen, und diese einer
tumoréhnlichen extrazellularen Azidose ausgesetzt wurden. Allerdings wurden andere
moglicherweise relevante, modulierende Faktoren wie die Hypoxie nicht in die
Untersuchungen einbezogen. Eine weitere nahe liegende Erklédrung ist, dass sich die
Ergebnisse von Untersuchungen priméarer Rattenzellen nicht eins-zu-eins auf humane

PBMC Ubertragen lassen.

Dies lasst eine wahrscheinlich nur unterschwellige Beeinflussung der p38-MAPK in
PBMC in einer Tumor-Azidose vermuten. Es wére jedoch auch denkbar, dass eine
Modifikation der Aktivierbarkeit von p38 (pp38 / p38) dennoch im azidotischen Milieu
stattfindet, jedoch nur bei Zellen, die einen quantitativ geringen Anteil an den PBMC
ausmachen. Dies kdnnte sich unter Umstanden auch auf inflammatorische Reaktionen
der PBMC in einem Tumormilieu auswirken.

Zu Bedenken ist in jedem Fall die relativ geringe Fallzahl (N = 27) dieser Studie,
weswegen eine gewisse Zuruckhaltung bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet
werden sollte.

In diesem Zusammenhang wurde beispielsweise bei Th17- Zellen, welche eine
Subpopulation der T-Lymphozyten darstellen, bereits mehrfach eine potentielle
Abwehrfunktion gegen Tumorzellen demonstriert [226,227]. Diese Studien zeigten,
dass bei spezifischen Tumoren, wie zum Beispiel dem Ovarialkarzinom [226] oder dem
Nasopharynxkarzinom [227], auch eine verstarkte Freisetzung von INF-y und IL-2 als
inflammatorische Reaktion erfolgt.

Ein entsprechender Einfluss des Tumormilieus wére ebenso bei NK-Zellen denkbar.
Aktuelle Studien konnten bereits aufzeigen, dass NK-Zellen sowohl eine tumor-
inhibierende Rolle in Bezug auf das Lungenkarzinom spielen kénnen [228], als auch
eine durch TAMs bedingte erhdhte Zytolyseaktivitat aufweisen, welche interessanter-

weise sogar zur verstarkten Zerstdérung von speziellen TAMs flhrt [229].
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Um einen moglichen Einfluss des azidotischen Tumormilieus feststellen zu kénnen,
bedarf es allerdings spezifischerer Untersuchungen, welche sich gezielt auf zum
Beispiel NK-Zellen oder andere Subpopulationen der PBMC konzentrieren.
Dementsprechende Studien mit NK-Zellen wirden mdglicherweise neue Erkenntnisse
far die Tumorforschung liefern. Weiterfihrende Untersuchungen mit humanen NK-

Zellen werden daher auch aktuell in der Arbeitsgruppe durchgefuhrt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass aufgrund der in dieser Studie nach-
gewiesenen, signifikant erhdhten Aktivierbarkeit der p38-MAPK bei den adipdsen
Mannern, eine besondere Bedeutung der p38-Signalkaskade in den PBMC adip&ser
Manner zu vermuten ist. Dies kénnte mdéglicherweise auf ein veréndertes Verhalten
dieser Immunzellen bei Inflammationsreaktionen, sowohl in einem physiologischen, als
auch in einem azidotischen Tumormilieu hindeuten.

Es sollten daher weiterfihrende in vitro Untersuchungen erfolgen, welche sich
spezifisch auf Subpopulationen der PBMC, wie den NK-Zellen konzentrieren, um eine
mdgliche Assoziation zwischen dem azidotischen Tumormilieu, Adipositas und der p38-

MAPK in diesen Zellen differenzierter zu untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Adipositas stellt ein weltweit verbreitetes, von steigender Pravalenz gekennzeichnetes
Gesundheitsproblem dar [1], welches mit einer Vielzahl von malignen Tumoren
assoziiert ist [5,9,10].

Kennzeichnend fir das Tumorgewebe ist ein, im Vergleich zu normaldifferenzierten
Gewebe, veréndertes Mikromilieu, fur das unter anderem eine Hypoxie, als auch eine
extrazellulare Azidose charakteristisch sind [63,65]. Die Azidose in Tumoren kénnte auf
die Prognose bedeutenden Einfluss, durch beispielsweise die beschleunigte
Zersetzung von extrazelluldrer Matrix [75,76] und durch verstarkte Resistenzbildung
gegeniber verschiedenen Chemotherapeutika [63,74], haben.

MAPKSs sind in eine Vielzahl zellularer Funktionen, wie Proliferation, Differenzierung,
Genexpression und Apoptose involviert [106,107]. Die p38- und die ERK1/2-MAPK
stellen dabei wichtige Vertreter dieser Proteinkinasen dar.

Uber die Bedeutung der p38- und ERK1/2-MAPKs in PBMC im Tumormikromilieu ist
bisher nur wenig bekannt. Aus diesem Grund hatte die vorliegende Arbeit zum Ziel, den
Einfluss von sowohl einer extrazellularen Tumor-Azidose, als auch von Adipositas auf
die Expression der p38-MAPK und der ERK1/2-MAPK in normalgewichtigen und
adipdsen Mannern zu untersuchen. Zudem sollte untersucht werden, ob in Bezug auf
weitere Faktoren, wie beispielsweise Lebensbedingungen und -gewohnheiten,
Differenzen zwischen beiden Gruppen festzustellen sind.

Es wurden keine signifikanten Unterschiede bezlglich weiterer Faktoren, wie den
Lebensbedingungen und -gewohnheiten festgestellt, mit Ausnahme der HDL-
Konzentration, welche bei den adipésen Mannern reduziert war.

Sowohl fur p38, ERK1/2, als auch fur deren jeweilige aktive Formen pp38 und
pERK1/2 konnten keine statistisch bedeutsamen Expressionsunterschiede zwischen
normalgewichtigen und adipésen Mannern gezeigt werden. Allerdings konnte bei
physiologischen pH-Bedingungen eine deutliche Tendenz im Hinblick auf eine
reduzierte Expression von ERK1/2 bei Adipdsen gezeigt werden. Ein statistisch
bedeutsamer Unterschied konnte fir die Aktivierbarkeit der p38-MAPK, unter einem
physiologischen pH-Wert im Sinne einer erhdhten Expression bei den adipdsen
Mannern, gezeigt werden. Eine dementsprechende Tendenz zeigte sich auch unter
azidotischen Bedingungen, sodass die gesteigerte Aktivierbarkeit von p38 unabhéngig
von dem untersuchten pH-Unterschied zu sein scheint.

Diese Studie weist somit auf eine mdglicherweise verstarkte Bedeutung des p38-

Signalweges in PBMC adipdser Méanner hin. Eine Beeinflussung von p38-vermittelten
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Inflammationsreaktionen durch Adipositas, sowohl in einem Milieu mit physiologischem
pH-Wert, als auch in einer Tumor-Azidose, wéare somit denkbar. Dies kbénnte
weitreichende Bedeutung bei der Modulation von inflammatorischen Reaktionen und
der Tumorabwehr bei Adipésen haben. Aus diesem Grund sollten weiterfliihrende
Untersuchungen mit Subpopulationen der PBMC durchgefuhrt werden, um konkretere

Zusammenhange darstellen zu kénnen.
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10.

Adipositas stellt einen weit verbreiteten und von steigender Pravalenz

gekennzeichneten Risikofaktor fir die Tumorpathogenese dar.

Die Azidose als Charakteristikum des Tumormikromilieus moduliert zellulare

Funktionen.

TAMs (tumor-associated macrophages) gehen mit einer schlechteren Prognose

fur verschiedene Malignome einher.

Die MAPKs (mitogen-activated proteinkinases) ERK-1/2 und p38 stellen wichtige
immunregulatorische Proteinkinasen dar, die auch in der Steuerung anderer

zellularer Funktionen von Bedeutung sind.

In der vorliegenden Studie zeigen adiptse, im Vergleich zu normalgewichtigen
Ménnern, ein erhéhtes - mit der beruflichen Tatigkeit assoziiertes -

Stressempfinden.

Die HDL- (high-density lipoprotein) Konzentration ist bei den untersuchten

adip6sen Méannern signifikant niedriger, als bei den Normalgewichtigen.

Die Tumor-Azidose hat weder auf die Expression von ERK1/2 und p38, deren
jeweilige phophorylierte Form, noch auf die Aktivierbarkeit in den untersuchten

PBMC (peripheral blood mononuclear cells) einen signifikanten Einfluss.

Die Expressionen von ERK1/2, pERK1/2 (phosphorylated ERK1/2) und deren
Aktivierbarkeit (nERK1/2 / ERK1/2) zeigen keine signifikanten Unterschiede
zwischen normalgewichtigen und adipésen Mannern, jedoch wurde in der
vorliegenden Studie eine deutliche Tendenz, im Sinne einer reduzierten

Expression von ERK1/2 im physiologischen pH-Milieu, erkennbar.

Die Aktivierbarkeit der p38-MAPK in den PBMC adipdser Manner ist im
Vergleich zu normalgewichtigen Probanden bei einem physiologischen pH-Wert

signifikant erhéht und zeigt auch in der Azidose eine entsprechende Tendenz.

Die gesteigerte Aktvierbarkeit der p38-MAPK in den PBMC kdnnte sich in einer
Beeinflussung inflammatorisch relevanter Reaktionen in adip6sen Mé&nnern

auBern.
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A1: Musterfragebogen
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MARTIN-LUTHER-UNIVERSITAT
HALLE-WITTENBERG

FRAGEBOGEN

,» Einfluss des Tumormilieus auf verschiedene Aktivierungsparameter von humanen
PBMC’s normalgewichtiger und adipéser Manner*

Bitte markieren Sie die jeweils zutreffende Antwort mit einem kleinen Kreuz!

Kérpergewicht:

GroBe:

Pseudonymisierungs-Code (wird von einem Mitarbeiter ausgefuillt):

1. Haben Sie Geschwister, wenn ja wie viele? __ ja(Anzahl: )
__ nhein

2. Sind bzw. waren lhre Geschwister Ubergewichtig, wenn ja wie viele?

__ ja (Anzahl: )
__ nein
3. Sind bzw. waren lhr Vater und/oder lhre Mutter __ Vater Ubergewichtig
Ubergewichtig? __ Mutter Ubergewichtig
__ keiner von beiden
Ubergewichtig
4. Familienstand ___ Single

__ Ineiner festen Beziehung
_ Verheiratet

5. Haben Sie Kinder, wenn ja wie viele? __ ja (Anzahl: )
__ nein

6. Ist lhre/lhr Partnerin/Partner Gbergewichtig? __ja
__ hein

7. 1st/Sind Ihr/lhre Kind/Kinder Gbergewichtig (wenn mehrere Kinder, dann wie viele davon
Ubergewichtig)? __ja(Anzahl: )
__nein

8. Haben Sie in lhrer Vergangenheit (vor mehr als flunf Jahren) an einer Krebserkrankung
gelitten, wenn ja an welcher/-en? __ja

___nein

9. Sind bzw. waren Krebserkrankungen in Ihrer Familie bekannt, wenn ja welche
Krebserkrankung und bei wem? ja

___nein
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10. Hochster Bildungsstand __ Haupt-/
Realschulabschluss

__ Fachabitur/Abitur
__ Fachschulabschluss
__ Hochschulabschluss
__ Abgeschlossene

Berufsausbildung
__ Kein Abschluss

11. Aktuelle Berufstatigkeit __ Ganztags erwerbstétig
___ Halbtags erwerbstétig
__ Hausmann
__ Rentner
___ Schiler/Student/Azubi
___ nicht erwerbstétig

12. Arbeitszeit pro Woche: __>40h
__35-40h
__30-35h
__25-30h
__20-25h
__<20h

13. Schichtarbeit und/oder Wochenendarbeit? __ja
__ hein

14. Haben Sie regelmaBigen Umgang mit potentiell gesundheitsgefédhrdenden Stoffen,

wenn ja welche? __ja
__nein
15. Ist Innen gesunde Ernahrung wichtig? __ja
__ nein
16. Sind Sie Veganer bzw. Vegetarier? __ Veganer
Vegetarier

___ keines von beiden

17. Worauf achten Sie bei Ihrer Erndhrung besonders? ___ vorwiegend kalorienarm
(mehrere Antwortméglichkeiten) ___ vorwiegend kalorienreich
vorwiegend ballaststoffreich

niedriger Preis

__ fetthaltig

__ keine Beachtung der
genannten Punkte bei der
Erndhrung
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18.

19.

20.

Essen Sie weiter, auch wenn Sie satt sind?

Trinken Sie Alkohol?

Wie oft trinken Sie Alkohol?

MARTIN-LUTHER-UNIVERSITAT

HALLE-WITTENBERG

__ja
___nein

__ja
___nein

___taglich

__aller 2-3 Tage

__ 1 x pro Woche
___1-2 x pro Monat
__<1-2 x pro Monat

21. Wie viel Alkohol trinken Sie durchschnittlich?
22. Sind Sie Raucher, wenn ja wie viele Zigaretten __ ja(Anzanhl: )
rauchen Sie im Durchschnitt taglich? __ nein
23. Betreiben sie aktiv Sport? __ja
__nein
24. Welche Sportart(-en) betreiben Sie?
25. Wie oft treiben Sie Sport? ___<1xpro Woche
__ 1x pro Woche
__ 2 xpro Woche
__ 3 xproWoche
__ >3 xproWoche
26. Welchen Zeitumfang hat eine Trainingseinheit __<05h
ungefahr? __05h
__1h
__15h
__>15h
27. Fuhlen Sie sich in einem der folgenden Bereiche __ Beruf

hé&ufig gestresst?
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__ privates Umfeld
__ Sport

__ kein/kaum Stressempfinden

__ Sonstige (
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